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RESUMO

CONTRIBUICAO AO ESTUDO QUIMICO DE PLANTAS TOXICAS DO
SEMIARIDO: Crotalaria vitellina Ker Gawl e Ipomoea philomega (Vell.) House. 2013.
Tese (Doutorado em Farmacoquimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro
de Ciéncias da Saude — CCS, Universidade Federal da Paraiba — UFPB, 2013.

A pesquisa sobre plantas tdxicas para animais tém-se limitado principalmente a identificacdo
das espécies, bem como a sua epidemiologia, patologia e sinais clinicos. Sendo, no entanto,
pouco conhecidos 0s seus principios ativos, cujo conhecimento é de grande importancia no
desenvolvimento de métodos preventivos da intoxicacdo, responsaveis por iniUmeras mortes
de animais e, consequentemente, perdas econdmicas. Visando contribuir para o conhecimento
dos principios ativos dessas plantas, as espécies Crotalaria vitellina Ker Gawl (Fabaceae) e
Ipomoea philomega (Vell.) House (Convolvulaceae) foram submetidas a um estudo
fitoquimico para isolamento de seus constituintes quimicos por métodos cromatograficos,
seguidos de identificacdo através de métodos espectroscépicos tais como Infravermelho (1V),
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e **C uni e bi-dimensionais e Espectroscopia
de Massas (EM) juntamente com a comparagdo com dados da literatura. O estudo fitoquimico
do extrato etandlico bruto dos frutos e folhas de C. vitellina resultou no isolamento de um
alcaldide pirrolizidinico do tipo otonecina, descrito pela primeira vez na literatura, nomeado
crotavitelina (Cv-1). Essa substancia foi submetida avaliacdo da toxicidade pré-clinica aguda,
de acordo com o Guia da OECD-423 (Guideline for Testing of Chemicals), em camundongos
(machos e fémeas) nas doses de 50 e 300 mg/Kg e apresentou baixa toxicidade nos
parametros avaliados. Entretanto, estudos histopatolégicos, especialmente em nivel de tecido
hepéatico, devem ser realizados para a investigacdo de possiveis efeitos tdxicos em nivel
celular e tecidual. Ipomoea philomega, Convolvulaceae, igualmente submetida a estudo
fitoquimico do extrato etandlico bruto das suas folhas possibilitou o isolamento de oito
substancias da fase diclorometano: lanosterol (Ip-1), acido cafeico (Ip-2), p-cumarato de etila
(Ip-3), lupeol (Ip-4), cafeato de etila (Ip-5), umbeliferona (Ip-6), escopoletina (Ip-7) e a 1,2-
benzopirona (Ip-8), descritas pela primeira vez para I. philomega.

Palavras-chave: Crotalaria vitelina, Fabaceae, alcaloide pirrolizidinico, Ipomoea philomega,
Convolvulaceae, toxicidade pré-clinica aguda.



ABSTRACT

CONTRIBUTION TO CHEMICAL STUDY OF POISONOUS PLANTS OF THE
SEMIARID: Crotalaria vitellina Ker Gawl and Ipomoea philomega (Vell.) House.
2013.Thesis (Ph.D. in Pharmachemistry of Natural Products and Bioactive Synthetic) - Centro
de Ciéncias da Saude — CCS, Universidade Federal da Paraiba — UFPB, 2013.

The poisonous plants to livestock research has been restricted only the identification of poison
species, epidemiology and clinical signs. But the active principle of toxic plants are little
known and its knowledge its very important to develop preventive methods to poisoning
which are responsible by countless cattle deaths. This work aimed the contribution to
knowledge of active principle these plants, Crotalaria vitellina Ker Gawl (Fabaceae) e
Ipomoea philomega (Vell.) House (Convolvulaceae). This work aimed the contribution to
knowledge of active principle these plants, Crotalaria and Ipomoea were submitted to
phytochemical study for the isolation of its chemical constituents by cromatographic methods
followed by its identification through spectroscopic techniques such as Infrared (IR), one and
two-dimentional Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of *H and **C, and Mass Spectrometry
(MS) besides literature data. The phytochemical study of C. vitellina resulted on the isolation
of the pyrrolizidine alkaloid (type otonecine) named crotavitelin (Cv-1), and were obtained
from the crude extract of its fruits, described by first time in the literature. This substance was
subjected to acute toxicological evaluation according to OECD Guide — 423 (Guideline for
Testing of Chemicals), in mice (males and females) orally exposed to 50 and 300 mg/Kg
doses and showed a low toxicity on the parameters evaluated. However, histopatologic
studies should be performed to investigate the possible toxic effects in celular and tissue
levels. Ipomoea philomega was submitted also to phytochemical studies and were isolated
eight compounds from the dicloromethane phase of the ethanolic crude extract of the leaves:
lanosterol (Ip-1), caffeic acid (Ip-2), ethyl p-coumarate (Ip-3), lupeol (Ip-4), ethyl caffeate
(Ip-5), umbelliferone (Ip-6), scopoletin (Ip-7), and the 1,2-benzopirone (Ip-8), has been
described for first time in I. philomega.

Keywords: Crotalaria vitellina, Fabaceae, pyrrolizidine alkaloid, Ipomoea philomega,
Convolvulaceae, acute toxicological evaluation.
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1. INTRODUCAO

Os vegetais respondem a diferentes estimulos ambientais, de natureza quimica, fisica e
bioldgica, dos quais depende a sua relacdo e interacdo no ambiente no qual se encontram.
Dessa forma utilizam-se da interagdo quimica, através da producdo de substéncias oriundas,
principalmente, do seu metabolismo secundario (PERES, 2008).

Evidéncias experimentais relatam que metabolitos secundarios de plantas séo
caracteristicas adaptativas que se diversificaram durante a evolugdo das plantas por
mecanismos de selecdo natural. Muitos deles estdo envolvidos na protecdo das plantas contra
virus, bactérias, fungos, competicdo entre plantas e principalmente contra herbivoros (WINK
& MOHAMED, 2003). Essas substancias tém uma distribuicdo muito restrita em relacdo aos
metabdlitos primarios no reino vegetal, sdo muitas vezes encontrados apenas em uma espécie
de planta ou de um grupo taxonomicamente relacionado de espécies. Elevadas concentracdes
de metabolitos secundarios podem resultar em uma planta mais resistente a adversidades
(MAZID et al.,, 2011). No entanto, essas substancias podem afetar animais silvestres e
domesticos inclusive seres humanos, provocando intoxicagoes.

Pode-se definir como planta tdxica de interesse pecuario aquela que, quando ingerida
pelos animais sob condi¢cdes naturais, causa danos a salde, e pode ser letal (TOKARNIA, et
al., 2000). As principais classes quimicas de substancias responsaveis pela toxicidade de
plantas sdo: alcaloides, glicosideos, lectinas e acidos organicos (BARBOSA et al., 2007).

No Brasil, atualmente, o nimero de plantas que causam intoxicacdo espontanea em
animais domeésticos chega a 131 espécies e 79 géneros e esses numeros aumentam
permanentemente (PESSOA; MEDEIROS e RIET-CORREA, 2013). O consumo dessas
plantas por animais é determinado por diversos fatores que incluem palatabilidade, caréncia
de forragens, longos periodos de privacdo hidrica e introducdo de animais em pastagens
desconhecidas (RIET-CORREA & MENDEZ, 1993).

Muitas das plantas conhecidas como toxicas sdo também utilizadas como forragem em
algumas regides do Brasil que, quando fornecidas em quantidade adequada, sdo uma
importante fonte de alimento para o rebanho, principalmente em periodos de estiagem. Porém
0 seu consumo de forma intensificada pode acarretar intoxicacdes nos rebanhos, convertendo-
se em perda de produtividade e, em muitos casos, dos animais intoxicados.

Plantas tdxicas de interesse zootécnico sdo causa de grandes perdas de produtividade
no Brasil e em muitos paises do mundo. Estima-se que plantas toxicas sejam responsaveis

pela morte de cerca de 1.755,763 bovinos no Brasil, 0 que corresponde a aproximadamente
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15,83% das causas de mortes desses animais no pais (PESSOA, MEDEIROS e RIET-
CORREA, 2013).

Pequenos ruminantes também sdo muito vulneraveis a intoxicacdes por plantas, fato
que também se reflete em reducédo de produtividade nas diversas regides do pais. No Rio
Grande do Sul a mortalidade de ovinos afeta 15-20%, chegando a perdas de 54.000 a 72.000
animais ao ano (RIET CORREA & MEDEIROS, 2001). Em regides como o Nordeste, por
exemplo, onde os rebanhos de pequenos ruminantes Sdo expressivos e representam importante
fonte de renda para a populacdo rural, as intoxicacGes por plantas também sdo uma das
principais causas de perdas de animais. No estado da Paraiba estima-se que a perda
econdmica anual, por morte de animais por intoxicacdo, em ruminantes e equinos, seja de R$
2.733.097,00 (ASSIS, et al, 2010). A importancia econdémica das plantas toxicas deve-se a
trés fatores: perdas por mortes de animais; perdas por diminuicdo da producdo e por custos
das medidas de controle e profilaxia (RIET-CORREA; MEDEIROS 2001).

A pesquisa sobre plantas toxicas atualmente tem se limitado principalmente a
identificacdo das espécies tdxicas, bem como a sua epidemiologia, patologia e sinais clinicos,
limitando uma acdo eficaz na reducdo de casos e pouco se investiu na identificacdo do
principio ativo desses vegetais. Segundo Molyneux, et al. (1994), o isolamento e a
caracterizacdo dos principios ativos tdxicos sdo 0s primeiros passos para prevenir as perdas
causadas por plantas toxicas. Esse conhecimento € necessario para desenvolver técnicas mais
eficientes de controle das intoxicacfes por plantas e para a ado¢cdo de medidas terapéuticas
adequadas. Técnicas essas obtidas a partir de programas interdisciplinares que contemplem os
diferentes aspectos da intoxicacao, principalmente a identificacdo dos principios ativos dessas
plantas.

Pesquisas in vivo realizadas em pequenos ruminantes pelo Grupo de Pesquisa de
Plantas Tdxicas do Nordeste, da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, Patos-
PB, coordenados pelo prof. Dr. Franklin Riet-Correa, tem contribuido significativamente para
0 conhecimento e identificacdo de plantas tdxicas no que diz respeito aos seus aspectos
clinicos, patologicos e epidemioldgicos de inimeras espécies toxicas para animais de
producdo. Até o ano 2000 eram conhecidas apenas 8 plantas tdxicas no estado da Paraiba e,
apos a criagdo desse grupo de pesquisa este niUmero aumentou para 21 plantas toxicas (RIET-
CORREA et al. 2006). Esses estudos tem resultado em importante fonte de pesquisa e
informacdo para pesquisadores e produtores rurais sobre o conhecimento das principais
plantas toxicas da regido Nordeste. No entanto ha ainda dificuldades em identificar os

constituintes quimicos dessas plantas responsaveis pela atividade toxica. De acordo com Riet-
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Correa & Medeiros, (2001) é desconhecido o principio ativo de, pelo menos, 32 das 88
espécies toxicas descritas no Brasil.

Desta forma, diante da importancia de responder as necessidades de produtores rurais,
bem como do crescente mercado de carnes brasileiro, sobre um tratamento eficaz para
intoxicagOes por plantas que evite ou reduza as perdas dos animais, propde-se a realizagéo de
um trabalho que viabilize o isolamento e a identificacdo dos principios ativos de duas espécies
de plantas potencialmente toxicas do Semiarido paraibano: Crotalaria vitellina Ker Gawl e
Ipomoea phillomega (Vell.) House cujos principios téxicos e ndo toxicos ainda séo

desconhecidos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. ConsideracOes Sobre a Familia Fabaceae

Fabaceae Lindl. (Leguminosae Juss) é considerada a terceira maior familia de
angiospermas, com 727 géneros e 19.325 espécies, distribuidas em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (LEWIS et al., 2005). As analises
filogenéticas tém demonstrado que Fabaceae é uma familia monofilética
(WOJCIECHOWSKI, 2003; WOJCIECHOWSKI et al. 2004). Em termos taxondmicos as
subfamilias Papilionideae e Mimosoideae sdo relatadas como monofiléticas, mas elas sdo
abrigadas na subfamilia Caesalpinioideae, que é parafilética (QUEIROZ, 2009).

E tipico em Fabaceae o fruto em forma de legume (vagem) de deiscéncia valvar,
seguindo as suturas dorsal e ventral com varias sementes em fileira. As inflorescéncias sao
sempre racemosas; ha paniculas, cachos, espigas, capitulos e flores solitarias (SCHULTZ,
1984).

As Fabaceae (Papilionoideae) s@o caracterizadas pelas folhas geralmente pinadas, na
maioria trifolioladas ou plurifolioladas, nunca bipinadas; flores papilionaceas com simetria
zigomorfa e corola com prefloracdo imbricada vexilar; sementes com a regido do hilo bem
delimitada e radicula com eixo infletido (GUNN 1981; POLHILL 1981), o que as diferencia
das Caesalpinioideae e Mimosoideae (BORTOLUZZI et al., 2004).

Essa familia é de grande importancia ecolégica e econdmica ja que além de possuir
indmeras espécies com potencial alimenticio, medicinal, madeireiro, produtor de fibras e
6leos, contribui com a fixacdo de Nitrogénio no solo, (WOJCIECHOWSKI et al. 2004),
através de associacdo simbidtica com bactérias fixadoras de N, como as do género
Rhizobium, auxiliando na recuperacdo de é&reas degradadas e na manutencdo da
sustentabilidade dos solos (HERRERA et al. 1993, FRANCO & FARIA, 1997).

No Brasil, Fabaceae estd representada por 188 géneros e 2100 espécies, distribuidas
em quase todas as formacoes vegetais (LEWIS, et al, 2005). Porém, as espécies que compdem
essa familia, se diferenciam entre as areas, ndao sO quanto a ocorréncia, mas quanto a
abundéncia (TUCKER, 2003).

Essa familia também possui grande interesse econdémico, como por exemplo, espécies
usadas na alimentacdo humana, como o feijdo (Phaseolus vulgaris), a soja (Glycine max), o
amendoim (Arachys hypogaea), a ervilha (Pisum sativum), o gréo-de-bico (Cicer arietinum) e

0 tamarindo (Tamarinus indica). Inumeras espéecies de Fabaceae sdo usadas como
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ornamentais, sendo a principal familia usada na arborizacdo urbana no Brasil (SOUZA,
LORENZI, 2008).

A fitoquimica de Fabaceae é comparativamente bem documentada. Varios tipos de
alcaloides, aminoacidos nao-proteicos, aminas, flavonoides, isoflavonoides, cumarinas,
fenilpropanoides, antraquinonas, di-, sesqui e triterpenos, glicosideos cianogénicos, inibidores
da protease e lectinas tém sido descritos nesta familia, a maioria atuam na defesa quimica ou
como compostos sinalizadores (WINK & MOHAMED, 2003). Também podem ser
encontrados taninos, alguns glicosddeos cianogénicos, cristais de proteinas e também graos de
amido (JUDD, 1999). Essas substancias exercem distintos e importantes papeis sobre a saude
humana pela sua atividade bioldgica diversificada, tais como acdo antimicrobiana,
antitumoral, efeitos toxicos, mutagenicidade, dentre tantos outros, 0 que mostra a necessidade
de estudos aprofundados para uma melhor exploracdo desse potencial biologico. (SOUZA et
al., 2005).

Nas décadas de 70 e 80, Harbone (1999) relacionou 500 tipos diferentes de
fitoalexinas (substancia produzida pelo vegetal em resposta a uma infecgdo por um agente
patogénico em espécies de Fabaceae), contribuindo, dessa forma, para o conhecimento
quimiotaxonémico desta familia. Através desses estudos, ficou confirmado que apenas essa
familia botanica possui esses metabolitos de defesa com tamanha variedade estrutural que
permite utiliza-los como marcadores filogenéticos (GRAYER; KOKUBUM, 2001).

2.1.2. Consideracdes Sobre o Género Crotalaria

O género Crotalaria, pertence a subfamilia Papilionoideae, com aproximadamente
600 espécies ja descritas possui plantas herbaceas, arbustivas, eretas e pouco ramificadas.
Estas sdo distribuidas principalmente por regides tropicais e subtropicais, apenas um nimero
restrito ocorre em regides temperadas (FLORES; TOZZI, 2008). Seus centros de diversidade
s&0 o leste e o sul da Africa tropical com dois centros adicionais encontrados no México e no
Brasil (FLORES; TOZZI, 2009). As espécies desse género adaptam-se a diferentes condicdes
ambientais, ocorrendo em variados tipos de habitats, como areas proximas de rios, morros
litordneos, restingas, orla de matas, campos e cerrados. As espécies sdo oportunistas, muito
comuns em locais alterados como margem de estradas e como invasoras de culturas (FLORES
& MIOTTO, 2005). O mapa de distribuicdo geografica do género Crotalaria é mostrado na
figura 1, pag. 29.
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As plantas do género Crotalaria, no Brasil, recebem comumente nomes como “xique-
xique”, “guizo-de-cascavel”, “chocalho-de-cascavel” e possuem vagens secas que quando
tocadas se assemelham ao som emitido pela cauda da cascavel (WILLIAMS & MOLYNEUX,
1987). Muitas espécies sao empregadas na agricultura na adubacdo verde. No entanto, varias
espécies sdo responsaveis também por perdas econdmicas devido a intoxicacdo de animais
domeésticos e devido a exposicdo da populagdo humana que usam muitas dessas plantas na
medicina popular (ATAL & SAWHNEY, 1973; MATTOCKS, 1986).

A toxicidade das espécies de Crotalaria se da principalmente por estas serem
produtoras de alcaloides pirrolizidinicos, um metabolito secundéario encontrado
principalmente em plantas das familias Boraginaceae (todos os géneros, incluindo Echium e
Heliotropum), Asteraceae (géneros Senecio e Eupatorium) (CHEEKE, 1998). Mais de 500
alcaloides pirrolizidinicos ja sdo relatados na literatura, e séo as principais toxinas encontradas
no género Crotalaria. Além de ser uma importante linha de defesa no vegetal, séo
potencialmente hepatotoxicos, e apresentam efeitos pneumotdxicos, nefrotéxicos,
cardiotoxicos, fetotdxicos, carcinogénicos e também sdo capazes de produzir inflamacéo,
hemorragia e fibrose (HONORIO JUNIOR et al, 2010).

Apesar da conhecida toxicidade, muitas espécies de Crotalaria apresentam compostos
com atividade bioldgica e algumas ainda sdo utilizadas como medicinais em algumas partes
do mundo. Na india, C. juncea é utilizada no tratamento de anemia, impetigo, menorragia,
psoriase, dentre outras patologias. O extrato etandlico de suas flores e sementes foram
testados frente a bactérias patogénicas e suas sementes revelaram significante atividade
antibacteriana (CHOUHAN & SINGH, 2010). A atividade antimicrobiana dos extratos
aquoso, éter-de petrdleo, cloroférmico e metandlico da raiz de C. buhria Buch.-Ham também
foi comprovada, sendo eficazes contra as bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis,
Staphylacoccus aureus, Micrococcus luteus), Gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimurium) e os fungos Aspergillus niger e
Candida albicans (KATARIA et al, 2010). Algumas das substancias isoladas de espécies de
Crotalaria estdo ilustrados no Quadro 1, p. 30.

A espécie Crotalaria vitellina Ker Gawl (Fig. 2, pag. 29) é amplamente distribuida
desde o México até o sul da América do Sul. No Brasil, é encontrada principalmente em
restingas, nas encostas de morros litoraneos e proxima de dunas de areia no Parana até o
litoral de Santa Catarina (FLORES & MIOTO, 2005). E encontrada também na Caatinga,

como outras espécies do género. No entanto ndo ha na literatura relatos sobre o estudo
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quimico dessa espécie e a investigagdo dos seus constituintes pode contribuir para o

conhecimento quimico do género.

Figura 1: Mapa de distribuicdo geografica de Crotalaria (Fonte: www.discoverlife.org)
Dez/2012

FOTO: J.F. Tavares. Jun/2011

Figura 2: Crotalaria vitellina Ker Gawl.


http://www.discoverlife.org/
http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Crotalaria&flags=glean:&mobile=close
http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Crotalaria&flags=glean:&mobile=close
http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Crotalaria&flags=glean:&mobile=close

Quadro 1. Constituintes Quimicos Isolados de Espécies de Crotalaria
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ENY[] | fusi
anill| Iz

fulvina

crispatina

C. fulva (CULVENOR; SMITH, 1963). C. fulva (CULVENOR; SMITH, 1963).

OH HO 0
OH
HO o)
0
O -
crotmadina
C. mandurensis (BHAKUNI & CHATURVEDI, 1984).
crotmarina
C. mandurensis (BHAKUNI & CHATURVEDI, 1984).
(0)
(0]
CH;
CH
H;C 3
H H
o) )

HO

N

assamicadina

monocrotalina

C. assamica (CHENG, LIU, CHU, 1989). C. retusa L. (ROCHA et al, 2009)
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Quadro 1. Constituintes Quimicos Isolados de Espécies de Crotalaria (Continuacao)

barbacarpano
C.barbata (BABU, BHANDARI, GARG, 1998)

crotafurano B
C. pallida (KO et al, 2004)

HO 0
0 OH

OH

HO

OH o) OH
OH
2°4°,7- trihidroxiisoflavona

2°4°5,7- tetrahidroxiisoflavona C. sessiflora (YOO et al, 2004)
C. sessiflora (YOO et al, 2004)

OH (0]

lachnoisoflavona B
C. lachnophora (AWOUAFACK et al, 2011)

lachnoisoflavona A
C. lachnophora (AWOUAFACK et al, 2011)
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2.2. Alcaloides Pirrolizidinicos (APs)

Alcaloides do tipo éster pirrolizidinicos (APs) geralmente contém uma base do tipo
necina, um sistema com uma fusdo de anéis 5/5 com o a&tomo de nitrogénio como cabeca de
ponte representando uma base terciéria classica. Na maioria dos casos, as necinas possuem
um grupo hidroximetil no C-1, bem como um grupo hidroxila no C-7. Esses grupos hidroxila
sdo geralmente esterificados como &cidos nécicos, de modo que esses alcaloides podem
ocorrer como monoésteres, diésteres de cadeia aberta e diésteres macrociclicos, além disso,
além de C-7, eles podem também adicionalmente conter um grupo hidroxila no C-2 ou C-6,
resultando na formacdo de estereoisdmeros. As necinas podem ser saturadas ou possuir uma
insaturacao na posicao 1,2 (ROEDER, 1999).

A necina otonecina ndo é somente um sistema de anel pirrolizidinico biciclico, mas
sim um N-metil azaciclooctan-4-ona que age como um 1,2-dehidropirrolizidinico, devido a
ligacdo transanular entre o nitrogénio e o grupo carbonila, (Fig. 3, pag. 32). Os alcaloides
otonecina e todos os alcaloides pirrolizidinicos com necinas incorporando uma dupla ligacdo
entre as posi¢odes 1,2 sdo toxicos (WIEDENFELD et al, 2008).

| Acido Nécico

~ Necina

CH,OH CH,OH

A

Figura 3 — Estrutura de um alcaloide pirrolizidinico. Fonte: Roeder (1999).



33

Os alcaloides pirrolizidinicos (APs) tdxicos sdo um grande grupo de substancias, com
pelo menos 160 ja conhecidas, que ocorrem principalmente em espécies do género Crotalaria
(Fabaceae), Senecio, Heliotropium, Trichodesma, Symphytum, Echium e a outros géneros
relacionados as familias Asteraceae e Boraginaceae (PACHECO & SILVA LOPEZ, 2010). A
citoxicidade desses compostos se d& devido aos seus metabolitos pirrdlicos formados por
bioativacdo microssomal. A biotransformacéo no figado forma um agente alquilante que pode
se ligar ao DNA e proteinas (ASRES, SPORER & WINK, 2004).

Essa classe de metabolitos secundarios de plantas possui importantes atividades
bioldgicas além de hepatotoxicos, sdo também mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos.
No entanto possuem também propriedades anticancer (ASRES, SPORER & WINK, 2004),
além de ser uma importante forma de defesa de vegetais contra herbivoria (HONORIO
JUNIOR et al, 2010). Essas substancias sd0 uma classe quimica bem conhecida, responsavel
por interacOes ecoldgicas e também tém sido usadas como marcadores quimiotaxondmicos
na familia, subfamilia e em niveis infragenéricos em plantas. Embora seu uso para inferir
relacBes entre taxa seja questionavel, uma vez que eles ocorrem em outras mono e
dicotileddneas diferentes (FLORES, TOZZI & TRIGO,2009) .

A monocrotalina € o principal alcaloide pirrolizidinico encontrado em Crotalaria e €
ativamente oxidada, in vivo, pelo citocromo P4 no figado, formando intermediérios
altamente reativos tipo pirrélicos que sdo responsaveis pela ligacdo cruzada do DNA-DNA e
DNA-proteina (HONORIO-JUNIOR et al, 2010). Embora primariamente hepatotoxica, a
monocrotalina também possui efeitos pneumotdxicos, nefrotdxicos, cardiotdxicos,
teratogénicos e carcinogénicos (RIBEIRO et al., 1993; THOMAS et al., 1998; CHEECKE,
1998; MEDEIROS et al., 2000; KOSOGOF et al., 2001).

Inimeros relatos sdo encontrados na literatura a respeito da intoxicacdo de animais por
plantas que contém monocrotalina. Equideos de 8 fazendas no estado da Paraiba foram
intoxicados por monocrotalina, apds a ingestdo de C. retusa (NOBRE et al, 2004). Em
caprinos foi observado um surto da intoxicacdo hepatica aguda por alcaloides pirrolizidinicos
associado a ingestdo de C. retusa no municipio de Patos, Paraiba. Intoxica¢des por C. retusa
em ovinos também foram observadas no estado da Paraiba onde 16 ovinos de um total de 80
animais de diferentes idades morreram apds uma evolucéo clinica de 12 horas. E um segundo
surto diagnosticado em agosto no estado do Rio Grande do Norte, um rebanho de 150 ovinos
morreram 34 (22,6%), ap6s ingerir a planta apresentando sinais de hepatotoxicidade em
ambos os casos (LUCENA et al, 2010). Estudos realizados por Prakash, Dehadrai &

Jonathan (1995) mostraram que C. juncea provocou danos nos rins, pulmdes, baco e adrenais
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de ratos adultos, além de danos no figado associados a alcaloides pirrolizidinicos presentes
nessa especie.

Os APs também podem entrar na cadeia alimentar humana como contaminantes de
gréos, ou através de produtos de origem animal como leite, ovo e mel, ou ainda, podem ser
consumidos como constituintes de algumas ervas medicinais (KEMPF et al., 2010).

A ingestdo cronica desses alcaloides pode induzir a diversos tipos de cancer em
animais experimentais, embora, ainda ndo haja registros da associacgéo clinica entre o cancer e
a exposicdo humana aos APs (PRAKASH, 1999). Alguns dos alcaloides pirrolizidinicos
(APs) encontrados no género Crotalaria estdo dispostos no Quadro 2, p. 35.



Quadro 2. Alcaloides Pirrolizidinicos Isolados de Espécies de Crotalaria
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ESTRUTURA

NOMENCLATURA OU NOME USUAL

PARTE
ESTUDADA

ESPECIE

REFERENCIA

Monocrotalina

. retusa

. hovae- renodiae
. grahemiana

. Crispata

. brevis Domin

. alata

. spectabilis

O0O00O00 O

(ROCHA, et al, 2009).

Assamicadina

Sementes

C. assamica

(CHENG et al, 1989)

OCH,

N

1B,2B-epoxi-7B-hidroxi-1a-metoximetil-8a-
pirrolizidinico

C. medicanigea

(FLETCHER et al,
2009).
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Cromedina C. medicanigea (FLETCHER et al,
2011).
Pumilina A C. medicanigea (FLETCHER et al,
2011).
Fulvina Folhas e caule | C. madurensis (BHAKUNI et al, 1984).
C. crispata (FLETCHER et al,
C. brevis Domin 2009).
C. alata
7pB-hidroxi-1-methileno-8p-pirrolidizinico
C. maypurensis CULVENOR et al,
C. goreensis 1968).
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Interrigimina
C. mucronata (FLETCHER et al,
C. lachnosema 2009).
C. naragutensis
Usaramina C. medicanigea (MATTOCKS et al,
1988)
O- crotaverina C. medicanigea (FLETCHER et al,

2009).
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Maduresina

Semente

C. capensis

(VERDOORN and
VAN WYK, 1992)

(ADBEGAZ et al,
1967)

Anacrotina

Semente

C. capensis

(VERDOORN and
VAN WYK, 1992)

(MATTOCKS et al,
1988)

Trans-anacrotina

Semente

C. capensis

(VERDOORN and
VAN WYK, 1992)

(MATTOCKS et al,
1988)
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Dicrotalina C. lachnosema (MATTOCKS et al,
1988)
CH, 4 on Nilgirina C. lachnosema (MATTOCKS et al,
o C. mucronata 1988)
AN
(@)
OH .c C. globifera (BROWN, DEVLIN and
H;C 3 OH I
Globiferina ROBINS, 1984)

H;C H

H;C
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Crotaflorina Flores C. rosenii (ADBEGAZ et al, 1967)

CH, OH Crotanamina Sementes C. nana (SIDDIQI, et al, 1979).
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2.3. Consideragdes Sobre a Familia Convolvulaceae

As plantas da familia Convolvulaceae, popularmente conhecida como Morning Glory
Family (Manhd Gloriosa — plantas que abrem suas flores pela manhd), s&o geralmente
trepadeiras, rizomatosas, ocasionalmente com pouca ou nenhuma clorofila e parasitas. As
raizes muitas vezes armazenam carboidratos, com floema presente. A presenca de lactiferos,
geralmente com latex, é a base monofilética dessa familia (JUDD et al., 2002).

A familia Convolvulaceae ¢é formada por aproximadamente 1650 espécies
predominantemente tropicais, com muitos géneros endémicos de um Unico continente.
Embora a familia seja mais conhecida nas regiGes temperadas por seus representantes
daninhos (por exemplo, Calystegia, Convolvulus), muitas espécies de plantas séo

ornamentais, medicinais, e de culturas alimentares (STEFANOVIC et al., 2002).

2.3.1. Consideracdes Sobre o Género Ipomoea

O género Ipomoea é 0 mais representativo da familia, compreendendo cerca de 700
espécies que medram nas regides tropicais e temperadas do globo. Na regido do semiarido do
Nordeste brasileiro foram registradas 47 espécies distribuidas em 10 géneros, sendo que
Ipomoea esta representado por sete espécies (COELHO, 2006). A figura 4, pag. 43, mostra o
mapa de distribuicdo geografica do género Ipomoea.

Diversos estudos quimicos mostram a diversidade quimica do género lpomoea.
Trabalhos realizados por Hofmann, (1964) mostraram a ocorréncia de alcaloides do tipo
inddlico como agroclavina, piroclavina, ergotamina, elimoclavina, setoclavina e ergometrina
isolados de espécies de I. violaceae, I. pestigridis, 1. carnea, I. uniflora, 1. pentaphylla, I.
pilosa, I. fistulosa, I. muricata, I. quamoclit, I. pes-caprae.

Do extrato metandlico de |. cairica foram isolados duas lignanas arctigenina e
trachelogenina que apresentaram forte atividade anti-HIV in vitro (SCHRODER et al, 1990).

O latex de algumas espécies é rico em alcaloides (JUDD et al., 2002). Em estudos
espectroscopicos realizados por Silva et al. (2007), permitiram a identificacdo de um
flavonoide (1), uma flavanona (1), do esteroide sitosterol (I11) e do triterpeno lupeol (1V) da
espécie |. batatas.

A avaliacdo fitoquimica da espécie I. subincana Meisn apresentou o0s triterpenos
(lupeol, oa-amirina, p-amirina), esteroides (3-5-O-p-glicopiranosil-sitosterol, p-sitosterol,

estigmasterol), cis-p-cumarato de n-docosila e trans-p-cumarato de n-icosila, os acidos
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cindmico e vanilico, vanilina, cafeato de metila, cafeato de etila, escopoletina,
aromadendrano-4 $,10 a -diol, 3,4-dimetoxi-cinamato de metila, bem como os flavonoides
(quercetina, quercetina 3-O-p-D-glicopiranosideo) os quais foram identificados através da
comparacdo direta dos dados espectroscépicos obtidos com os descritos na literatura para
essas substancias (MEIRA et al., 2008). O quadro 3, p&g. 45, mostra alguns constituintes
quimicos ja isolados de espécies de Ipomoea.

Muitas espécies de Ipomoea sdo responsaveis por intoxicacdes espontaneas em
animais, e estdo incluidas no grupo de plantas que provocam perdas econdmicas na producao
animal. Algumas espécies como . sericophylla e I. riedelii, dentre outras do género, possuem
o alcaloide indolizidinico swainsonina, responsavel pela doenca de armazenamento de
glicoproteinas em caprinos (BARBOSA, et al, 2007). A swainsionina inibe as enzimas alfa-
manosidase lisossomal e alfa-manosidase 11 do aparelho de Golgi. A reducéo destas resulta no
acumulo lissossomal de oligossacarideos incompletamente processados, acarretando dilatagcdo
lisossomal, vacuolizagdo, morte neuronal e degeneracdo Walleriana (degeneracdo do axdnio e
da bainha de mielina) (RIET-CORREA et al, 2011).

Casos de intoxicacdo envolvendo plantas do género Ipomoea também sdo relatados
principalmente com Ipomoea asarifolia, conhecida popularmente como salsa, por provocar
uma sindrome tremorgénica caracterizada por tremores e incoordenacdo. Inicialmente os
tremores podem atingir a cabeca e 0 pescogo, mas quando 0s animais sdo excitados eles se
agravam, estendendo-se por todo o corpo e provocando decubito durante alguns minutos
(RIET-CORREA et al, 2002). Santos et al. (2001) caracterizaram uma proteina, lectina com
acdo neurotdxica, presente nas folhas frescas de I. asarifolia como o agente causador da
sintomatologia e a denominou Lectina Téxica de Salsa (LTS). Em camundongos, a proteina
purificada causou dispneia, convulsdes tdnico-clénicas e paralisia flacida, quadro que evoluiu
para o obito.

Embora casos de intoxicacdo em animais sejam frequentes, espécies de Ipomoea
também apresentam diversificada atividade farmacoldgica, sendo utilizada como medicinal
em diversas partes do mundo. A literatura relata seu uso para o tratamento de varias doencas
como diabetes, hipertensdo, disenterias, constipacdo, artrites, reumatismos, hidrocefalia,
meningites e inflamagfes. Algumas espécies apresentam também atividades antimicrobiana,
analgesica, espasmolitica e espasmogénica, hipoglicémica, hipotensiva, anticoagulante, anti-
inflamatdria, anticancerigena, dentre outras (MEIRA, et al, 2011). As atividades
antinociceptiva e anti-inflamatdria do extrato etandlico bruto das folhas de 1. involucrata

foram testadas em camundongos e uma significativa atividade antinociceptiva e anti-
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inflamatoria foi observada. Um consideravel aumento na tolerancia a dor, dose-dependente,
nas doses de 25-100 mg/Kg e com reducdo do edema da pata nas doses de 25-100 mg/Kg
também dose-dependente, confirmam a eficacia da planta, cuja triagem fitoquimica indicou a
presenca de substancias como alcaloides, flavonoides, terpenos, saponinas e taninos (IJEOMA
et al, 2011). Estudos com Ipomoea bahiensis revelaram significativa atividade anticancer,
contra Sarcoma 180 em camundongos e atividade antimicrobiana de quatro novos glicosideos
isolados dessa planta (BIEBER et al, 1986).

Ha registros de Ipomoea philomega (Vell.) House (Figura 5, pag. 44) desde o México
até a América do Sul tropical, no Brasil, Equador, Colémbia, Guianas e Venezuela (AUSTIN;
HUAMAN, 1996). A espécie ocorre também na caatinga, no entanto ndo ha estudos sobre
seus constituintes quimicos ou atividade bioldgica. A investigacdo sobre seus constituintes
quimicos e atividade biolégica pode contribuir para o conhecimento quimico do género, bem

como para a busca de novos compostos com potencial farmacoldgico.

Figura 4: Mapa de distribuicdo geografica de Ipomoea (Fonte: http://www.discoverlife.org)
Dez/2012.


http://www.discoverlife.org/
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TTung 'sedenel "4 -:O0LO4

Figura 5: Ipomoea philomega (Vell.) House.



Quadro 3. Constituintes Quimicos Isolados de Espécies de Ipomoea
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l. subincana (MEIRA, 2008).
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I. subincana (MEIRA, 2008).
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Quadro 3 - Constituintes quimicos Isolados de Espécies de Ipomoea (Continuagéao)

Ipangulina
I. heredifolia (JENNET-SIEMS, ALOGA, EICH, 1993)
Chanoclavina
I. muricata (MAURYA, & SRIVASTAVA |, 2009)

/
H

Isoipangulina A

I.heredifolia (JENNET-SIEMS. KALOGA. EICH. 1993)
Agroflavina
I. fistulosa, 1. muelleri, 1. tricolor (MEIRA, et al, 2011)

o NH,
N
OH

R = galactosil-(6”—1°”)-ramnosil

1

HO

OH (0)
1- Quercetina 3 galactosil-(6”—1°”)-ramnosil
I. fistulosa (LAMIDI et al, 2000)

Erginina
I.muelleri, l.corymbosa, l.tricolor, l.violacea
(MEIRA, et al, 2011)




Objetivos
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Isolar e identificar constituintes quimicos de espécies potencialmente toxicas do

Semiarido paraibano, Crotalaria vitellina Ker Gawl e Ipomoea philomega (Vell.) House.

3.2. Objetivos Especificos

X/
L X4

X/
L X4

Isolar constituintes quimicos de frutos e folhas de Crotalaria vitellina através de

métodos cromatograficos;

Isolar os constituintes quimicos das folhas Ipomoea philomega através de métodos

cromatograficos;

Identificar e/ou elucidar a estrutura de seus constituintes quimicos, através de técnicas
de Infravermelho, Espectrometria de Massas e Ressonancia Magnética Nuclear (uni e

bidimensionais);

Realizar ensaios de toxicidade aguda em camundongos para avaliar os efeitos toxicos
agudos de agudos de substancias isoladas de Crotalaria vitellina e/ou Ipomoea

philomega



& wperimental
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4. EXPERIMENTAL

4.1. EspecificacBes dos Materiais, Métodos e Equipamentos Utilizados

a-) Cromatografias de adsor¢cdo em colunas foram realizadas em colunas de vidro de
comprimentos e didmetros variados, utilizando como adsorvente silica gel 60 (70-230 mesh-
ASTM, Merck), e para cromatografia flash, silica gel 60 (230 — 400 mesh-ASTM, Merck).

b-) Cromatografia em Média Presséo (MPLC) - Medium Performance Liquid

Chromatography, Blichi Pump Manager C-615.

c-) Cromatografias em Camada Delgada Analitica e Preparativa (CCDA e CCDP) foram
feitas com silica gel 60 PF254 artigo 7749, Merck, suspensas em &gua destilada (1:2),

espalhadas sobre placas de vidro por meio de um cursor “Quick fit” conferindo a camada
espessuras de 0,25 e 1,00 mm, respectivamente. As cromatoplacas obtidas eram secas ao ar e,
em seguida, ativadas em estufa a 110°C durante duas horas. Foram usadas também
cromatofolhas de aluminio para Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), de
silica gel com indicador de fluorescéncia UVs4, 20 X 20 cm e espessura de 250 pm.

d-) As revelagcOes das cromatoplacas foram realizadas por irradiacdo a luz ultravioleta, em
comprimentos de onda 254 e 366 nm, por meio de aparelho Mineralight, modelo UVGL-58,
para os dois tipos de cromatografia, e reveladas com vapores de iodo e reagente de

Dragendorff (tetraiodobismutato de potassio) para as placas analiticas;

e-) Os espectros de absor¢cdo na regido de infravermelho (IV) foram obtidos em

-1
espectrometro, MODELO BOMEM SERIE 100MB, na faixa de 4000 a 400 cm , utilizando-
se pastilhas de KBr (0,5 mg da amostra/ 100 mg de KBr);

f-) Os pontos de fusdo das amostras foram determinados em aparelho digital para ponto de
fusdo, marca Microquimica, modelo MQAPF-302, com bloco de platina em microscopio
optico tipo “Kofle”, marca REICHERT, modelo R3279, com temperatura que varia de 0 a
350° C. Os valores obtidos ndo foram corrigidos.

g-) Os espectros de Ressondncia Magnetica Nuclear (RMN) foram registrados em
1 13
espectrometros VARIAN-NMR SYSTEM, operando a 500 (RMN H) e a 125 (RMN C)

1 13
MHz e VARIAN modelo MERCURY operando a 200 (RMN H) E 50 MHz (RMN C). Os
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deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de

1
acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades das RMN H foram indicadas segundo a
convencdo: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), tl
(tripleto largo) g (quarteto) e m (multipleto);

h-) Os espectros de massas foram registrados em espectrometros de baixa resolu¢do da marca
Bruker, modelo Microtof Il e lon Trap-Amazonx, respectivamente, pela técnica de lonizacéo
em Eletrospray, modo positivo (ESI+) ou modo negativo (ESI-), usando como aditivo H,O
(0,1%)/ FMI: H,0O: MeCN (1:1), localizado no Laboratério Multiusuério de Caracterizagdo e
Andlise (LCMA) da UFPB além de espectrometro de alta resolugdo HR-ESI™ sob condicg@es:
HV = 4500V; Nebulizer = 41/min; Temperatura = 180°C; Fluxo = 240ul/h; Solvente = ACN:
H,O (1:1) realizado na Universidade de Sdo Paulo — USP.

4.2. Coleta de Material Botanico

Os frutos e folhas de Crotalaria vitellina Ker Gawl, bem como a parte aérea de
Ipomoea philomega (Vell.) House foram coletados no Pico do Jabre, municipio de Maturéia —
PB, Brasil, em junho de 2011. O material botanico foi identificado pela Prof® Dr® Maria de
Fatima Agra e a exsicata de cada espécie encontra-se depositada no Herbario Lauro Pires
Xavier da Universidade Federal da Paraiba, catalogada sob nimero Agra et al, n° 5375 (JPB)

para Crotalaria vitellina e Agra et al, n® 7412 (JPB) para Ipomoea philomega.

4.3. Processamento do Material Botanico

As folhas e frutos de C. vitellina e folhas de 1. philomega foram desidratadas em
estufa com ar circulante & temperatura de 40 °C durante 3 dias. Apos secagem, foram
submetidas a um processo de pulverizacdo em moinho mecénico, obtendo-se 2,115 Kg, e
2,457 Kg respectivamente. Os frutos de C. vitellina foram também desidratados em estufa

com ar circulante a temperatura de 40 °C durante 3 dias, obtendo-se 500g.
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4.4. Obtencéo dos Extratos Brutos.

4.4.1. Obtengéo do Extrato Bruto dos Frutos de Crotalaria vitellina

Os frutos secos (500 g) foram macerados com etanol e NH4,OH (5%) por 72 horas
repetido por 3 vezes, em seguida concentrado sob pressdo reduzida obtendo-se 5,049 de
extrato etanolico (Fluxograma 1, pag.52).

4.4.1.2. Obtencao do Extrato Bruto das Folhas de Crotalaria vitellina

O po6 obtido das folhas (2,115 Kg), foi macerado em etanol + NH;OH (5%) por 72
horas repetido por 3 vezes, em seguida concentrado sob pressdo reduzida obtendo-se 181,77 ¢
de extrato etandlico e submetido a uma metodologia para isolamento de alcaloides

(Fluxograma 1, pag. 52).

Fluxograma 1 - Extracdo do Material Botanico de Crotalaria vitelina Ker Gawl

Material botanico de
Crotalaria vitellina

Frutos Secos Folhas (secas e pulverizadas)
500g 2,115 Kg

Maceracéo exaustiva com EtOH + NH,OH (5%)
72h (3 X)
Rotaevaporador a 40° C

5,049 181,77g

[ EEB + NH,OH Frutos ] [ EEB + NH,OH Folhas ]
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Fluxograma 2 - Marcha para extracdo de alcaloides das folhas de Crotalaria vitellina

Residuo descartado

Basificado com
NH,OH até pH 8-9

Extragdo em CHCl;

Fase aquosa a pH 8-9

Fase cloroférmica a pH 8-9 ]

Lavagem com H,O
Secagem com Na,SO,
Evaporagdo do Solvente
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4.4.2. Obtencdo do Extrato Bruto das Folhas de Ipomoea philomega.

O po obtido das folhas (2,457 Kg) foi macerado com etanol por 72 horas repetido por
3 vezes, em seguida concentrado sob presséo reduzida obtendo-se entdo 112,69 de extrato
etandlico bruto. O extrato bruto obtido foi suspenso em uma mistura de metanol/agua (7:3v/v)
obtendo-se uma suspensdo hidroalcoolica submetida a um processo de particdo liquido-
liquido com os seguintes solventes hexano, diclorometano e acetato de etila (Fluxograma 2,

pag. 53).

4.5. Fracionamento Cromatografico

4.5.1. Fracionamento Cromatogréafico do Extrato Etnélico Bruto Basico dos Frutos de
Crotalaria vitellina.

O extrato etandlico bésico dos frutos de C. vitellina (5,04g) foi submetido a
cromatografia em coluna com Alumina (Al,O3) e como eluentes hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas binarias em grau crescente de polaridade, obtendo-se 159
fracdes de 50 mL cada que foram reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos em
CCDA. O grupo de fragcbes 43-44 (52 mg) que foi eluida da coluna em hexano: acetato de
etila (6:4) foi recristalizado em acetona obtendo-se o composto Cv-1 (32 mg) (Fluxograma 3,
pag. 55).

4.5.1.2 Fracionamento Cromatografico da Fracdo de Alcaloides Totais (FAT) do Extrato

Etandlico Bruto Bésico das Folhas de Crotalaria vitellina

A fracdo de alcaloides totais (2,3g) foi submetida a cromatografia em coluna com
Alumina (Al,03) como fase estacionaria e como eluentes diclorometano e metanol, puros ou
em misturas binarias em grau crescente de polaridade, gerando 161 fracfes de 50mL cada que
foram runidas de acordo com seus perfis cromatograficos obtidos em CCDA. Das fracbes
agrupadas 5-14 (0,309 g) eluidas em diclorometano: metanol (99:1), foi obtida a substancia
Cv-1, a mesma isolada dos frutos. Devido a quantidade obtida, a substancia Cv-1 foi
reservada para ensaios toxicologicos realizados em colaboragdo com as professoras Dr?
Margareth Formiga Melo Diniz e Dr* Marianna Vieira Sobral Castello Branco no Laboratorio
de Ensaios Toxicolégicos (LABETOX), UFPB ) (Fluxograma 4, pag. 55).
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Fluxograma 3 - Fracionamento Cromatografico do Extrato Etandlico Bruto dos Frutos de
Crotalaria vitellina

CC com Alumina (ALO,)
SOLVENTES: Hexano/Acetato de etila/Metanol

159 FRACOES

Recristalizacio: Acetona

Fluxograma 4 - Fracionamento Cromatografico da Fragdo de Alcaloides Totais das Folhas

de C. vitellina

161 FRACOES

CCDA

Ensaio de Toxicidade Aguda
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4.5.2. Fracionamento Cromatogréafico das Folhas de Ipomoea philomega.

Dos 112,6 g de extrato etandlico bruto obtidos, 81,6 g foram submetidos a particdo
liquido-liquido (Fluxograma 5, pag. 58) com os solventes hexano, diclorometano e acetato de
etila (Fluxograma 2, pag. 53) obtendo-se as fases hexanica (32,27g), diclorometano (9,57g) e
acetato de etila (4,06 g). A fase diclorometano foi submetida a cromatografia em coluna (CC
— 1) usando como fase estacionaria silica gel (70-230 mesh-ASTM, Merck) e como eluentes
hexano, diclorometano e metanol puros ou em misturas binarias em grau crescente de
polaridade, obtendo-se 146 fracdes de 50 mL cada. As fragdes foram reunidas de acordo com
seus perfis cromatograficos obtidos por CCDA, em seguida recromatografados em coluna
com silica gel 60 (230 — 400 mesh-ASTM, Merck) como fase estacionaria e eluentes hexano,
diclorometano e metanol, puros ou em misturas binarias em grau crescente de polaridade
(Fluxograma 6, pag. 59). O comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com a
quantidade das amostras e as quantidades de fases estacionarias a serem utilizadas.

As fragbes agrupadas 31-33 (0,02989) quando analisadas em CCDA e eluidas em pelo
menos trés sistemas de solventes diferentes, apresentaram-se aparentemente puras pela
presenca de uma Unica mancha na placa e foi codificada como o composto Ip-1. Da mesma
forma as frag6es agrupadas 37-39 ssb (0,0990¢) codificadas como o composto Ip-2. A fragdo
70 (0,00099) eluida em hexano/dicorometano (4:6) levou ao isolamento do composto Ip-3, e
0 grupo de fragdes 117-122 (87,7 mg) codificados como o composto Ip-6 (Fluxograma 6,
pag. 59).

A partir das observacdes em CCDA o grupo de fragdes 64-84 (0,1196g) foi
recromatografado em (CC-1.1) com silica gel e como eluentes os solventes hexano,
diclorometano e metanol puros ou em misturas binarias em ordem crescente de polaridade,
obtendo-se 50 fracdes de 50 mL cada, igualmente reunidas em grupos de acordo com seus
perfis cromatogréaficos obtidos por CCDA. Na anélise em CCDA o grupo de fracdes (10-19)
foi recromatografado em (CC-1.1-A) com silica gel com os solventes acima citados, gerando
5 fracBes, cujos perfis cromatograficos foram obtidos por CCDA, dos quais a fracdo 3
(0,0015g), mostrou-se aparentemente pura observada pela presenca de uma unica mancha e
foi codificada como o composto 1p-8. O grupo de fragdes 21-29 ppt (0,0140g) da (CC-1.1)
mostrou-se pura o bastante em analise de CCDA, observada pela presenca de uma Unica
mancha e codificada como o composto Ip-7 (Fluxograma 6, pag. 59).

Da mesma forma o grupo de fragbes 74-78 (0,0837g), recromatografado em CC com
Sephadex, eluida em diclorometano e metanol, gerando 5 fragdes, das quais a fracdo 2
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(0,0365¢), na analise em CCDA, mostrou-se aparentemente pura em andlise de CCDA,
observada pela presenca de uma Unica mancha, sendo codificada como o composto Ip-4
(Fluxograma 6, pag. 59).

A fracdo 103 da (CC-1), também foi recromatografado em (CC-1.2) com silica gel e
como eluentes os solventes hexano, diclorometano e metanol puros ou em misturas binarias
em ordem crescente de polaridade, gerando 23 fragdes 10mL, das quais a fragédo 20 (0,0022
g), na analise em CCDA, mostrou-se aparentemente pura em andlise de CCDA, observada
pela presenca de uma unica mancha, sendo codificada como o composto Ip-5 (Fluxograma 6,

pag. 59).
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Fluxograma 5 - Parti¢do Liquido-liquido do Extrato Etanolico Bruto de Ipomoea philomega
(Vell.) House.

Solubilizagdo em metanol/agua (7:3v/v)

[ Solucéo Hidroalcoolica ]

Particdo com hexano (funil de separacéo)

[ Solugéo Hidroalcodlica 11 ]

Particdo com diclorometano
(funil de separacao)

( Solucéo J

Hidroalcodlica 111

Particdo com Acetato de
Etila

Solucéo
Hidroalcoodlica
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Fluxograma 6 - Fracionamento Cromatogréafico da Fase Diclorometano de Ipomoea philomega.

CC Silica gel MEDIA PRESSAQO
SOLVENTES: Hexano/Diclorometano/Metanol

146 FRACOES

CCDA

FR
64-84
(0,119g)

CC - Sephadex

1.1-A - CC - Silica gel CH,CIl,/MeOH

Hex/CHACIl./MeOH

1.2- CC - Silica gel
Hex/CH,Cl,/MeOH !

CC - Silica gel
Hex/CH.CIl./MeOH
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4.6. Avaliagdo da Toxicidade Pré-Clinica Aguda de Cv-1

4.6.1 Local da Pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratorio de Ensaios
Toxicoldgicos (LABETOX) e no Biotério Prof. Thomas George, ambos localizados no Centro
de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), onde funciona o Programa de
Pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (CCS/UFPB) em colaboracédo
com as professoras Dr2 Margareth Formiga Melo Diniz e Dr? Marianna Vieira Sobral Castello

Branco.

4.6.2 Material

Relatos da literatura mostram que os alcaloides pirrolizidinicos (APs) toxicos s&o um
grande grupo de substancias com aproximadamente 160 ja conhecidas (PACHECO & SILVA
LOPEZ, 2010). Com base nesses dados, o alcaloide pirrolizidinico crotavitelina (Cv-1) foi
submetido a ensaios de toxicidade pré-clinica aguda para avaliacdo da sua toxicidade.

A substancia testada, Cv-1, foi isolada dos frutos e das folhas de Crotalaria vitelina
Ker Gaw por métodos de extracao e isolamento descritos a partir do item 4.4.1.2.

4.6.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) machos e fémeas,
pesando entre 25 e 30 g, com faixa etaria proxima de 60 dias, obtidos do biotério Prof.
Thomas George (CBiotec/UFPB). Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno,
mantidos sob condigdes controladas de temperatura de 21 + 1° C, sem uso de qualquer
medicacdo, tendo livre acesso & comida (tipo pellets de racdo da marca Purina®) e agua
potavel disponivel em garrafas graduadas de polietileno, com bicos em vidro, colocadas nas
grades metalicas das gaiolas na sua parte superior. Os animais foram mantidos em ciclo claro-
escuro de 12 horas. Antes da realizacdo de qualquer protocolo experimental, os animais foram
colocados no ambiente de trabalho por pelo menos 30 minutos de antecedéncia a execugédo do

experimento.



61

4.6.4. Avaliacdo Comportamental e Investigacdo da DLsg

Os ensaios de toxicidade aguda em roedores foram realizados de acordo com o
“OECD Guideline for Testing of Chemicals” (OECD - 423, 2001) com algumas
modificacOes. Este método de classificagdo de toxicidade aguda é um procedimento gradual
com a utilizagdo de trés animais do mesmo sexo por etapa. Dependendo da mortalidade e / ou
0 estado de morbidade dos animais, em média, 2 a 4 passos podem ser necessarios para se
avaliar a toxicidade aguda de uma substancia de teste. Este procedimento é reprodutivel,
utiliza poucos animais e é capaz de classificar as substancias de uma maneira semelhante a
dos outros métodos de ensaio de toxicidade aguda. O método de classificacdo de toxicidade
aguda baseia-se na avaliacdo biométrica com doses fixas, separadas apropriadamente de modo
a permitir que uma substancia seja avaliada para fins de classificacdo e avaliacao de risco.

Camundongos albinos Swiss, 12 animais por grupo (sendo seis machos e seis fémeas),
incluindo os grupos tratados e controle, foram submetidos a doses de 50 e 300 mg/Kg do
alcaloide pirrolizidinico crotavitelina, codificado como Cv-1, diluidas em solugcdo Tween 80 a
5%, e ao grupo controle foi administrado apenas o veiculo (solucdo salina + Tween 80 a 5%)
(Fluxograma 7, pag. 62). Foi utilizado inicialmente a dose de 50 mg/Kg, devido a falta de
informacdo sobre a substancia, visto que esta foi testada pela primeira vez, visando a protecdo
dos animais, conforme Fluxograma 8, pag. 63.

O mapeamento de alteracbes comportamentais, sugestivas de atividade sobre o
Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Auténomo (SNA), foi realizado a partir
da observacdo cuidadosa para se detectar sinais toxicos de carater geral, ap6s a administracédo,
nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos; ap6s 4 horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-
se protocolo experimental descrito por Almeida et al. (1999), com algumas modificacfes. Ao
fim do periodo de observacdo todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e
autopsiados.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFPB (CEUA), sob certiddo 0504/13.
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Fluxograma 7 — Avaliacdo da Toxicidade Aguda de Crotavitelina - Cv-1.

Grupos
V.0.

[Lcontrote | Lot |

Tween 80 5%
+ salina.
‘ 50 mi/ Ki \ ‘ 300 mi/ Ki \

Investigacéo ‘ Triagem \ Analises ‘ Evolugéo\

+ Tween 80
(5%)




Fluxograma 8 - Procedimento com as Doses Unicas de 50 e 300 mg/Kg, OECD-423.
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4.6.5 Avaliacdo Ponderal e Consumo de Agua e Ragéo

Para a avaliacdo de possiveis efeitos toxicos apos o tratamento com o alcaloide Cv-1,
os animais foram pesados no inicio e no final do tratamento e diariamente foram avaliados o

consumo de &gua e ragao.

4.6.6 Andlise de Parametros Bioquimicos

Ap0s o periodo de 14 dias de observacao os animais foram anestesiados com tiopental
sodico (40 mg/Kg - Thiopentax®, Cristalia) e amostras de sangue foram coletadas pelo plexo
orbital. Para a andlise dos pardmetros bioquimicos (ureia, creatinina, Aspartato
Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT)) o sangue foi submetido a
centrifugacdo por 10 minutos a 3500 rpm para obtencdo do plasma. Para as analises
hematoldgicas foi utilizado sangue total heparinizado e realizada avaliacdo das séries
vermelha e branca (eritrograma e leucograma).

Os parametros bioquimicos e hematoldgicos foram determinados utilizando-se Kits
especificos para o analisador bioguimico automatico Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostic
System) e para o analisador hematologico celular automatico Animal Blood Counter
Vet (Horiba ABX Diagnostics), respectivamente. As extensdes sanguineas foram coradas
automaticamente no HEMATEL 200® e analisadas em microscopio optico TAIMIN®, para

realizacdo da contagem diferencial de leucdcitos.

4.6.7 Avaliacéo dos Indices dos Orgaos

Apos a coleta do sangue para analises bioquimicas e hematol6gicas, todos 0s animais
foram eutanasiados, por deslocamento cervical, e 0s 6rgdos (timo, baco, figado, rins, pulmao e
coracdo) extirpados, pesados, examinados macroscopicamente, para investigacdo de
mudangas de coloracdo, hemorragias ou outras alteracfes. e em seguida foram fixados em
formaldeido (10 %). O indice dos 6rgdos foi calculado seguindo a férmula (indice = mg

Orgdo/g animal).

4.7 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos in vivo foram analisados empregando-se o
teste nalise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do teste de Tukey onde os valores estdo
expressos em média * erro padrdo da média (e.p.m.), sendo os resultados considerados

significativos quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Substancia Isolada de Crotalaria vitellina Ker Gawl

O estudo fitoquimico dos frutos e folhas de Crotalaria vitellina resultou no isolamento
e determinacdo estrutural do alcaloide pirrolizidinico Cv-1, nomeado crotavitelina, que esta

sendo relatado pela primeira vez na literatura.

5.2 Determinacédo Estrutural da Substéancia Cv-1.

A substancia codificada como Cv-1 (Fig. 6, pag. 68), foi isolada na forma de um pé
amorfo branco com um ponto de fus&o entre 206-209 °C, [a]p® +16,2 (c. = 0.001, CHCI3). O
espectro de absorcdo na regido do Infravermelho (IVV) mostrou absorgdes em 1757, 1734,
1718 sugestivas de uma carbonila de ciclopentanona, uma carbonila de cetona a, B insaturada
no anel de sete membros e uma carbonila de éster respectivamente, (Fig. 9, pag. 70).

No espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de **C, APT (CDCls, 125 MHz) (Fig.
21, pag. 76) observou-se a presenca de 19 sinais correspondentes a 19 4tomos de carbonos.
Destes, 7 foram atribuidos a 4&tomos de carbonos ndo hidrogenados, 3 a &tomos de carbonos
metinicos, 5 a atomos de carbonos metilénicos e 4 a &tomos de carbonos metilicos. Os sinais
em oc 134,90, 134,70, 57,60, 53,00, 35,60, 76,30 juntamente com o sinal em d¢c 192,0, este
definido por espectro de RMN bidimensional heteronuclear *H x **C HMBC, (Fig. 25 a 29,
pags. 78-80) foram compativeis com esqueleto carbonico de alcaloides pirrolizidinicos do tipo
otonecina e foram atribuidos a C-1, C-2, C-3, C-5, C-6, C-7 e C-8, respectivamente
(FLETCHER et al, 2011).

No espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz), (Fig.10, pag. 71) observou-se o sinal em
dn 5,90 (sl, 1H) atribuido a H-2 (Fig. 10, pag. 71). No espectro de RMN bidimensional de
correlacdo homonuclear *H x 'H COSY (Fig 35-39, pags. 83-85) foi observada uma
correlacdo dos hidrogénios H-2 com os sinais em 6y 3,42 (d, J = 18,9 Hz, 1H), 3,14 (d, J =
18,9 Hz, 1H) confirmando estes deslocamentos quimicos para 2H-3. O deslocamento quimico
observado em &y 5,34 (t, J = 3,5 Hz) foi atribuido a o configuragcdo em H-7 (Fig. 11, pag. 71)
(CHENG, LIU and CHU, 1989). Ainda no espectro de COSY foram observadas correlagdes
entre os sinais em 6y 2,38 (m, 1H) e 64 1,90 (dq, J = 14,5; 3,5 Hz, 1H) correspondentes aos
hidrogénios 2H-6, além da correlagdo entre os hidrogénios 2H-6 com os sinais em &y 2,88
(ddd, J = 12,5; 5,0; 3,5 Hz) e o4 2,68 (dt, J = 12,5; 3,5 Hz) referentes a 2H-5. O espectro de
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RMN de *H mostrou ainda sinais em &4 5,16 (d, J = 11,5 Hz, 1 H) e 8, 4,39 (dt, J=11,5e J =
1,5 Hz, 1 H) correspondentes aos hidrogénios 2H-9 (Fig. 11, pag. 71), além dos sinais em 6y
1,19 (s, 3H), 0,98 (d, J =6,5Hz, 3H) e 0,99 (s, 3 H) atribuidos aos grupos metilicos CH3-8”,
CH3-9’ e CH3-10’ ¢ ainda o sinal em oy 2,11 (s, 3H, N-Me) atribuido ao grupo CHs-11’(Fig.
12, pag. 72). Também no espectro RMN COSY foi possivel observar correlacBes entre os
sinais de hidrogénio da metila CHs- 9° (64 0,98) e os sinais em 6y 3,13 (H-3), 2,77 (dd, J =
19,0 € 9,0 Hz) e 1,83 (dd, J = 19,0 e 11,5 Hz) atribuidos aos hidrogénios 2H-4" (Fig 35-39,
pags. 83-85). O deslocamento quimico de H-3* (64 3,13) foi justificado pelo efeito
anisotrdpico do grupo carbonila em C-1° como pode ser observado na figura 6, pag. 68.

O valores dos deslocamentos das metilas CH3-8” (s, 6y 1,38), CH3-9°(d, o4 0,88) e
CHs-10’ (s, 84 1,08) foram melhor observados no espectro de RMN de *H (Piridina-d5, 500
MHZz) (Fig. 15, pag. 73), no qual ficou evidente o dubleto em &4 0,88 atribuido a metila CH3-
9’ valores estes que ndo foram observados apenas com o espectro de RMN de *H (CDClg, 500
MHz) que mostrou valores muito proximos para as metilas CH3z-9’ (64 0,98) e CH3-10" (64
0,99).

A presenca dos carbonos quaternarios em d¢ 55,6 € ¢ 65,1 e 0s sinais de carbono em
dc 6¢ 32,5, 6c 42,0 e d¢c 211,6 permitiram inferir a conexdo da otonecina com 10 4tomos de
carbono como observado na retrobiossintese proposta para a estrutura da substancia Cv-1.
(Fig. 8, pag. 70).

No espectro de HMBC (Fig. 25 a 29, pags. 78-80) foram observadas correlagdes entre
os sinais de hidrogénio em 9dy 5,16, o 4,39 e Oy 5,90 com o sinal de carbono ¢ 134,9
confirmando os assinalamentos para os carbonos C-2, C-3 e 2H-9. As correlagdes entre os
sinais de hidrogénio da metila CH3-9 (64 0,98) com o sinal de carbono em d¢ 32,5 € com 0
sinal de carbono 8¢ 42,0 foram atribuidos aos carbonos C-3 e C-4’ respectivamente. As
correlagbes entre os sinais de hidrogénio da metila CH3-8” (64 1,19) com os sinais dos
carbonos o¢c 169.,8, dc 211,6, 6c 65,1 e d¢c 55,6 confirmaram o assinalamento dos carbonos C-
7°, C-5°, C-6’ ¢ C-2’ respectivamente (Fig. 25, pag. 78). As correla¢fes observadas entre 0s
sinais de hidrogénio da metila CH3-10 (84 0,99) com os sinais de carbono &¢ 55,6; 6¢c 172,0 e
d¢ 32,5 confirmaram a unido entre os carbonos C-2’ — C-1’ ¢ C-7’ — C-6’ para a formagao da
ciclopentanona, um nucleo ndo usual em alcaloides pirrolizidinicos (Fig. 25, pag. 78). O
grupo carbonila na posicéo 8 do anel pirrolizidinico foi confirmado através de correlages dos
sinais de hidrogénio em 6y 5,16 (H-9) e o4 5,91 (H-2) com o sinal de carbono em 6¢ 192,0

atribuido ao C-8. Os demais sinais estdo compilados na Tabela 1, pag. 69.
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No espectro de RMN bidimensional homonuclear *H x *H NOESY (Piridina-d5, 500
MHz), (Fig. 30, pag. 81) foi possivel observar correlacdes entre os hidrogénios da metila
CH3-8 (64 1,38) com os hidrogénios das metilas CH3-9” (64 0,88) e CH3-10" (84 1,08). A
estereoquimica relativa dos demais centros quirais também foi determinada por NOESY (Fig.
31-33, pags. 81-82).

Apbs as analises dos dados de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C uni e
bidimensionais foi possivel assinalar todos os deslocamentos quimicos da substancia Cv-1
que, juntamente com o espectro de massas obtido em HR-ESI-MS (Fig. 40, pag. 86), que
mostrou o pico da molécula protonada em m/z 364.1763 [M+H]" compativel com a féormula
molecular C19H25NOg (calc. por C19H2sNOg, 363.17), pdde-se afirmar que esta substancia se

tratava de um novo alcaloide pirrolizidinico nomeado crotavitelina.

Figura 7 - NOESY e efeito anisotropico de C-1" em H-3 de Cv-1.
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Tabela 1. Dados Espectroscopicos de RMN da Substancia Cv- 1, 3 em ppm, J em Hz.

HSQC* HMBC* 'H em CsDsN
dc B “2Jon *Jen

1 1349 . 2H-9 2H-3 .

2 1347 5,90 (br s) 2H-3 2H-9 5,91 (br s)

3 576 3,42 (d, J =18.9) H-2 H-5b, 3H-11 3,23 (brd, J=18.9)

3,14 (d, J = 18.9) 2,94 (dd, J = 18.9; 2.5)

5 530 2,88(ddd,J=125;5,0;3,5) H-6a 2H-3, 3H-11" 2,60 (M), 2.57 (M)
2,68 (dt J = 12,5; 3,5)

6 356 2.38 (m), H-5b 2,18 (m), 1.83 (m)
1,90 (dq J = 14,5; 3,5)

7 763 5,34 (t, J = 3,5) 2H-5 5,60 (t, 4.7)

8 1920 . H-2, H-9a .

9 656 5,16 (d, J = 11.5) H-2 5,28 (d, 11.4)
4,39 (dt, J = 11.5; 1.5) 4,62 (dt, 11.4, 1.2)

1’ 172,0 . 2H-9, 3H-10° .

2’ 556 . H-3’,3H-10°  2H-4’, 3H-8’ .

3’ 325 3,13 (m) 2H-4’, 3H-9’ 3H-10° 3,23 (m)

4 420 2,77 (dd, J = 19.0, 9.0) 3H-9’ 2,89 (dd, J =19.2, 8.9)
1,83 (dd, J = 19.0, 11.5) 1,98 (dd, J = 19.2, 11.4)

5 2116 . 2H-4’ 3H-8’ .

6 651 . 3H-8’ 3H-10’ .

7 169,8 . H-7, 3H-8’ .

8 129 1.19 (s) _ 1,38 (s)

9 123 0,98 (d, J = 6.5) H-3° L 0,88 (d, J = 6.8)

100 14,6 0,99 (s) H-3’ 1,08 (s)

11" 404 2,11 () 2H-3, 2H-5 2,03 (5)

" Dados em CDCls; *H = 500 MHz, *3C = 125 MHz, 1H em CsD:N.
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Figura 14 - Espectro de RMN H (Piridina-d5, 500 MHz) de Cv-1.

Figura 15 - Espectro de RMN *H (Piridina-d5, 500 MHz) de Cv-1, expansio
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Figura 16 - Espectro de RMN *H (Piridina-d5, 500 MHz) de Cv-1, expansio

Figura 17 - Espectro de RMN *H (Piridina-d5, 500 MHz) de Cv-1, expans&o
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Figura 30 - Espectro de RMN NOESY (Piridina-d5, 500 MHz) de Cv-1.

¥

S

Figura 31 - Espectro de RMN NOESY (Piridina-d5, 500 MHz) de Cv-1, expansao.
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Figura 32 - Espectro de RMN NOESY (Piridina-d5, 500 MHz) de Cv-1, expanséo.
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Figura 33 - Espectro de RMN NOESY (Piridina-d5, 500 MHz) de Cv-1, expanséo.
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Figura 35- Espectro de RMN COSY (CHCl3, 500 MHz) de Cv-1.
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Equipamento: MicroTOF Fabricante: Bruker Daltonics
HV= 4500V
Nebulizer 4 I/min
Temp: 180C
Fluxo: 240ul/h
Amostra: Alcaloide
ESI+ Solvente: ACN : H20 (1:1)
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Figura 40- Espectro de massas HR-ESI *- MS de Cv-1.
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5.3. Determinacdo Estrutural dos Constituintes Quimicos de Ipomoea philomega

O estudo fitoquimico do extrato etandlico bruto das folhas de Ipomoea philomega
resultou no isolamento e determinacdo estrutural de oito compostos da fase diclorometano:
lanosterol, &cido cafeico, p-cumarato de etila, lupeol, cafeato de etila, umbeliferona,

escopoletina e cumarina.

5.3.1. Determinagéo Estrutural da Substancia Ip-1

A substancia codificada como Ip-1 (Fig. 41, pag. 88) foi isolada na forma de p6 branco
e ponto de fusdo 136,5-139° C, e massa 29,8 mg.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) (Fig. 42, pag. 89) observou-se a presenca
de um duplo dubleto em 6y 3,23 (dd, J = 4,5 e 11,5 Hz) caracteristico de hidrogénio
carbindlico. Seis sinais foram observados entre 6y 0,69 e 1,0 referentes aos grupos CHs, além
de outros dois sinais em dy 1,59 e 1,67 referentes as metilas do grupo isopropil (H-26 e H-27)
(Fig. 43, pag. 89). Um multipleto em 6y 5,07 sugeriu a presenca de um hidrogénio olefinico
(H-24) (Fig. 41, pag. 88).

O espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls), (Fig. 45, pag. 90) apresentou sinais entre
d¢c 15,5 e 8¢ 28,1 confirmando a presenca dos 8 grupos CH3 observadas no espectro de RMN
'H. Os sinais para carbonos metinicos foram observados em ¢ 49,6, dc 50,9 e d¢c 354
referentes aos carbonos C-5, C-17, C-20 respectivamente (Fig. 46, pag. 91), e ainda dois
sinais em d¢ 79,0 referente ao carbono carbin6lico C-3 e em d¢ 125,0 referente ao carbono
olefinico C-24. A presenca de sinais em d¢ 39,9, d¢c 37,2, 6¢c 44,1 e ¢ 50,0 foi atribuida aos
carbonos quaternarios ligados as metilas C-4, C-10, C-13 e C-14, respectivamente (Fig. 44,
pag. 90), além de sinais em o¢c 130,0, d¢ 134,0 e d¢ 133,5 atribuidos aos carbonos quaternarios
com dupla ligacdo, C-24, C-8 e C-9, além disso, os valores de deslocamento para 0s carbonos
8 e 9, sugerem a presenca de um esqueleto triterpénico tetraciclico do tipo lanostano (Fig. 44,
pag. 90) (LUE, MU & ZHENG, 1998).

Comparagdes entre os dados de RMN 'H e 3C com dados da literatura permitiram
identificar a substancia codificada como Ip-1 como o triterpeno lanosterol (SHIN, TAMAI and
TERAZAWA, 2000). Os dados de RMN *H e *C de Ip-1 estdo compilados na Tabela 2, pég.
88.

O lanosterol é um triterpeno obtido a partir da conversao de (S) -2,3-dxido-esqualeno a
lanosterol, que é precursor do colesterol outros triterpenos e outros esteroides. O colesterol,

seus metabdlitos e precursores biossintéticos desempenham papeis essenciais na fisiologia da
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membrana celular, a absor¢do de nutrientes na dieta, biologia reprodutiva respostas ao
estresse, sal e balanco hidrico, e metabolismo do célcio (VILLAGRA et al, 2007).

22 24

21y, ", 26
.,

HO 3
R

N

28 29

Figura 41 - Estrutura da substancia Ip-1, Lanosterol

Tabela 2 - Dados Espectroscopicos de RMN *H e *C da Substancia Ip-1.

N° &y1p-1(500 MHz, CDCl;)  oclp-1  ou (SHIN, TAMAIand  d¢ (SHIN, TAMAland TIPO
(125 MHz, = TERAZAWA, 2000).  TERAZAWA, 2000).

CDCly) (500 MHz, CDCls) (125 MHz, CDCls)

1 — 36,34 — 36,0 CH,
2 _ 28,12 _ 28,3 CH,
3 323(dd,J=45e115Hz) 79,04 3,22 (dd, J = 4,6 Hz) 79,4 CH
4 L 38,86 _ 39,3 c

5 1,54 (m) 49,69 1,05 (m) 50,8 CH
6 18,95 18,7 CH,
7 27,67 26,7 CH,
8 . 134,03 L 1348 c

9 - 133,55 — 134,8 c

10 - 37,27 — 37,4 c

11 21,52 21,4 CH,
12 30,90 31,4 CH,
13 o 44,12 L 44,9 c

14 - 50,03 _ 50,2 C

15 — 30,90 - 31,3 CH,
16 1,23 (s) 29,76 — 28,6 CH,
17 1,41 (m) 51,00 1,48 (m) 50,8 CH
18 0,73 (s) 15,65 0,69 (s) 15,8 CH;,
19 0,93 (s) 18,95 0,98 (s) 19,5 CH;
20 1,41 (m) 35,43 1,40 (m) 36,7 CH
21 0,85 (d, J = 6,5 Hz) 18,95 0,91 (d, J = 6,5 Hz) 19,0 CHs,
22 o 35,89 36,7 CH,
23 24,94 25,3 CH,
24 5,07 (m) 125,0 5,1 (t) 125,7 CH
25 o 130,85 L 131,3 c

26 1,66 (s) 25,72 1,68 (5) 26,1 CH;
27 1,58 (s) 17,69 1,60 (s) 17,9 CH;,
28 0,98 () 28,08 1,00 (s) 28,4 CH;,
29 0,83 (s) 15,54 0,81 (s) 16,2 CH;

30 0,84 (s) 24,4 0,87 (s) 24,6 CH;
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5.3.2. Determinagéo Estrutural da Substancia Ip-2

A substancia codificada como Ip-2 (Fig. 47, pag. 92), foi isolada na forma de sélido
amorfo amarelo e ponto de fuséo 211-213° C e massa 29,6 mg.

O espectro de RMN *H (200 MHz, CD;0D) (Fig. 48, pag. 94) mostrou dois sinais em
oy 7,56 € 6,24 (d, J = 16,0 Hz), acoplando em trans referentes aos hidrogénios olefinicos a e 3
a carbonila H-7 e H- 8, respectivamente. Os sinais em 6y 6,95 (dd, J = 8,2 e 2 Hz), 6,78 (d, J
= 8,2 Hz) e 7,03 (d, J = 2 Hz) indicaram a presenca de um anel aromético trissubstituido (Fig.
49, pag. 94).

No espectro de RMN *C APT (50 MHz, CDs;0D) (Fig. 50, pag. 95) foram observados
sinais em dc 146,75 e d¢c 149,43 sugestivos da presenca de grupos hidroxila ligadas ao anel
aromatico (BHATT, 2011). O sinal observado em 8¢ 171,04 indicou a presenca de uma
carbonila de &cido atribuida ao carbono C-9 (Fig. 50, pag. 95).

Comparagdes entre os dados de RMN *H e *C com dados da literatura permitiram
identificar a substancia Ip-2 como o 4cido cafeico (JEONG et al, 2011). Os dados de RMN *H
e 13C de Ip-2 est&io compilados na Tabela 3, pag.93.

O é&cido cafeico é encontrado em alimentos de origem vegetal na forma de acido
clorogénico, um éster do acido quinico e 4cido cafeico (&cido 5-cafeolquinico)
(GARAMBONE e ROSA, 2007). Estudos realizados tem comprovado a importante atividade
antioxidante desse composto fenolico em diferentes ensaios, incluindo os de atividade

antioxidante total pelo método do tiocianato férrico (GULCIN, 2006).

Figura 47 — Estrutura da Substancia Ip-2, Acido Cafeico.



Tabela 3 - Dados Espectroscépicos de RMN *H e *C da Substancia Ip-2.
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Ne o4 Ip-2 dc Ip-2 (50 4 (JEONGetal, 2011)  8c(JEONGetal, TIPO
(200 MHz, CD;0OD) MHz, CD;0D) (500 MHz, CD3;0D) 2011) (125 MHz,
CD;0D)
1 127,72 128,3 C
2 7,03(d,J=15Hz2) 115,59 7,07 (d, J = 2Hz) 115,7 CH
3 146,75 147,2 C
4 149,43 149,8 C
5 6,78(d,J=8Hz) 116,49 6,81 (J=8,2Hz) 117,0 CH
6 6,95(dd,J=8¢e2 122,79 6,95 (dd, J=8,2e 2 Hz) 123,4 CH
Hz)
7 756(d,J=16Hz) 147,02 7,55 (d, J=15,9 Hz) 147,6 CH
8 6,24(d,J=16Hz) 115,06 6,24 (d, J=15,9) 116,0 CH
9 171,04 171,6 C
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5.3.3. Determinacado Estrutural da Substancia Ip-3

A substancia codificada como Ip-3 (Fig. 52, pag. 96) foi isolada na forma de cristais
incolores e ponto de fusdo 65-68° C e massa 11 mg.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) (Fig. 53 e 54, pag. 98) observou-se sinais
em oy 7,41 (d, J = 8,5 Hz) e 64 6,82 (d, J = 8,5 Hz) acoplando em orto na regido de
hidrogénios aromaticos, caracteristicos de sistema AA’BB’, dois dubletos em 6y 7,59 (d, J =
16 Hz) e oy 6,28 (d, J = 16 Hz) acoplando trans, referentes aos hidrogénios olefinicos H-7 e
H- 8. Um quarteto ¢ um tripleto observados em oy 4,23 (9, J =7 Hz) e o4 1,30 (t, J = 7 Hz)
foram atribuidos aos hidrogénios do grupo etoxila (Fig. 55 e 56, pag. 99).

O espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) (Fig.), apresentou sinais em 8¢ 167,5 para
carbonila de éster e em oc 157,7 referente ao carbono oxigenado na posicdo 4 do anel
aromatico (Fig. 57, pag. 100), além dos sinais em d¢ 129,8 ¢ ¢ 115,74 para 4 carbonos do
anel aromatico, confirmando assim, a presenca do sistema AA’BB’ sugerido no RMN H
(Fig. 58, pag. 100).

Comparagdes entre os dados de RMN *H e *C com dados da literatura permitiram
identificar o composto codificado como Ip-3 como p-cumarato de etila (etil p-
hidroxicumarato) (BARBOSA-FILHO et al, 2004). Os dados de RMN *H e *C de Ip-3 estio
compilados na Tabela 4, pag. 97.

Figura 52 - Estrutura da substancia Ip-3, p-cumarato de etila.
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Tabela 4 - Dados Espectroscépicos de RMN *H e *C da Substancia Ip-3.

Ne 3 1p-3 dc Ip-3 31 (BARBOSA- 3c (BARBOSA-  TIPO
FILHO etal, 2004)  FILHO et al, 2004)
(300 MHz, CDCly) (75 MHz, CDCls)
1 127,29 125,94 C
2 741(d,J=87Hz) 129,80 7,55 (d, J = 8,6Hz) 130,43 CH
3 682(dJ=87Hz) 115 89 7,11(d, J = 8,6Hz) 116,66 CH
4 157,70 161,26 c
5 628(dJ=87Hz 11589 (d, J = 8,6Hz) 116,66 CH
6 7,38(d,J=87Hz) 12980  7,55(d,J=8,6Hz) 130,43 CH
7 762(d,J=16Hz) 14441  7,89(d,J =159 Hz) 144,87 CH
8 628(dJ=16Hz) 11589  598(d,J =159 Hz) 115,09 CH
9 167,28 167,14 c
10 4,23(q,J=7Hz) 60,32 4,20 (q, J = 7,1Hz) 60,01 CH,
11 1,30 (t, J=7Hz) 14,29 1,15 (t, J =7,1Hz) 14,29 CHs
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5.3.4. Determinagé&o Estrutural da Substéancia Ip-4.

A substancia codificada como Ip-4 (Fig. 59, pag. 102), foi isolada na forma de cristal
incolor e ponto de fusdo 205,3 - 206,1° C e massa 36,5 mg. O espectro de IV (Fig. 60, pag.
103) obtido em pastilha de KBr mostrou absor¢des em 3443, 1670, 1458 caracteristicos de
grupo hidroxila e carbono olefinico, respectivamente.

No espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls), (Fig. 62, pag. 104), observou-se a
presenca de dois sinais em oy 4,54 (m) e oy 4,67 (d, J = 2,4 1Hz) referentes ao grupo metileno
terminal do hidrogénio vinilico (H-29). Um sinal em 6y 1,65 caracteristico de metila ligada a
carbono olefinico e seis sinais em 8y 0,73; 6y 0,76; 64 0,80; 8y 0,92; 6y 0,94 ¢ 4 1,0, que
correspondem a hidrogénios metilicos (Fig. 63, pag. 104) (LIMA et al, 2010). Um sinal em
oy 3,16 (dd, J = 5,2 e 10 Hz) foi atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono carbindlico (Fig.
61, pag. 103). Esses sinais sugeriram a presenca de um esqueleto triterpénico da série lupano.

O espectro de RMN*C APT (50 MHz, CDCls) (Fig. 64, pag. 105) indicou a presenca
de 30 sinais de carbono em &¢ 151,06 (C-20); 8¢ 109,1 (C-29), e 6¢ 18,2 (C-28) caracteristicos
do esqueleto triterpénico lupano (BAEK et al, 2010), além de um sinal em d¢ 78,86 atribuido
ao carbono carbindlico (Fig. 64, pag. 105). Com base em dados da literatura, o grupo OH foi
inserido no C-3, justificando que triterpenos cuja OH esta ausente, 0 C-3 absorvem entre d¢
42,1 e 0 C-1 em 6¢ 40,3. No entanto, quando C-3 esta hidroxilado, sua absorcao ocorre entre
d¢c 79,0 - 76,0 enquanto que o C-1 absorve entre dc 38-36, devido ao efeito y-gauche
(MAHATU & KUNDU, 1994).

Comparacdes entre os dados de RMN *H e RMN **C com dados da literatura
permitiram identificar a substancia Ip-4 como o triterpeno pentaciclico lupeol (MAIA, 2008).
Os dados de RMN *H e **C de Ip-2 estdo compilados na Tabela 5, pag. 102.

O triterpeno lupeol ocorre naturalmente em diversas familias de plantas e inUmeras
atividades farmacoldgicas sdo atribuidas a esse composto dentre elas anticancer,
antiprotozoaria e antinflamatéria (GALLO; SARACHINE, 2009).



Tabela 5 - Dados Espectroscopicos de RMN *H e *C da Substancia Ip-4.

24
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pN]

Figura 59 - Estrutura da substancia Ip-4, Lupeol.
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N° oy Ip-4 MHz,6c1p-4 oy (MAIA, 2008) oc(MAIA, 2008) TIPO
(200 MHz, CDCly) (50 CDCly) (200 MHz, CDCl3) (50MHz, CDCly)
1 38,71 38,65 CH,
2 27,29 27,37 CH;
3 3,20(dd,J=10e5,2Hz) 78,85 3,15 (m) 78,95 CH
4 _ 38,94 _ 38,82 C
5 55,12 55,25 CH
6 18,18 18,28 CH,
7 34,12 34,23 CH,
8 _ 40,67 _ 40,78 C
9 50,27 50,39 CH
10 - 37,01 _ 37,11 C
11 20,78 20,88 CH,
12 24,97 25,08 CH,
13 37,88 37,99 CH
14 _ 42,67 _ 42,78 C
15 27,79 27,37 CH,
16 35,43 35,54 CH,
17 _ 42,85 _ 42,96 C
18 48,23 48,25 CH
19 2,37(m) 47,77 2,33 (m) 47,95 CH
20 - 150,83 _ 150,95 C
21 29,69 29,80 CH,
22 39,86 39,97 CH,
23 0,73 27,95 1,17 (s) 27,95 CH;
24 0,76 15,19 0,75 (s) 15,35 CH;
25 0,80 15,98 0,96 (s) 16,09 CH;
26 0,92 15,27 1,28 (s) 15,93 CH;
27 0,94 14,36 1,02 (s) 14,52 CH;
28 1,00 17,80 0,84 (s) 17,97 CH;
29  4,67(d,J=2,4Hz); 4,54 109,19 4,65(d,J=2.2 109,31 CH,
(m) Hz); 4,53 (m)
30 1,65 (s) 19,19 1,77 (m) 19,27 CH;
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5.3.5. Determinacado Estrutural da Substancia Ip-5

A substancia codificada como Ip-5 (Fig. 66, pag. 106) foi isolada na forma de pé
amarelado 151-154°C e massa de 0,0022 g.

O espectro de RMN *H (200 MHz, CDs;0D), (Fig. 67-68, pag. 107), mostrou dois
sinais em oy 6,27 € dy 7,57 ambos com (J = 16,0 Hz), referentes aos hidrogénios olefinicos o
e B a carbonila, respectivamente. Os sinais em 6y 6,95 (dd, J = 8,4 e 2 Hz), 6,78 (d, J = 8,2
Hz) e 7,02 (d, J = 2 Hz) caracteristicos de anel aromético trissubstituido (Fig. 69, pag 108). O
éster etilico apresentou-se como um quarteto em oy 4,27 (g, J = 7 Hz) e a metila terminal
como um tripleto em 1,35 (t, J = 7 Hz). Os dados de RMN *H dispostos acima para o composto
codificado como Ip-5, sugerem a presenca da substancia fendlica cafeato de etila.

O espectro de massas de Ip-5, obtido por ESI negativo (ESI-MS), (Fig. 70, pag. 108)
apresentou pico do ion molecular m/z 207, sendo compativel com a férmula molecular
C11H1,04. Os dados de RMN *H de Ip-5 estéo compilados na Tabela 6, pag. 106.

Figura 66 - Estrutura da substancia Ip-5, Cafeato de etila.

Tabela 6 — Dados Espectroscopicos de RMN *H e *C da Substancia Ip-5.

Ne oy Ip-5 oy (ZHANG et al, 2012)
(200MHz, CD;0D) (600 MHz, CD;OD)

1

2 7,02 (d, J= 2 Hz) 7,09 (1H, d, J = 1,8 Hz)

3 - _

4 _ _

5 6,95 (dd, J=84e2Hz) 7,00 (1H,dd, J=7,8¢e 1,8 Hz)

6 6,78 (d, J = 8,2 Hz) 6,87 (1H, d, J = 7,8 Hz

7 7,57 (d, J =16 Hz) 7,57 (1H, d, J = 15,6 Hz)

8 6,27 (d, J = 15,8 Hz) 6,24 (1H, d, J = 15,6 Hz)

9

10 4,27 (q, 3 =7 Hz) 4,25 (2H, g, J = 6,6 Hz)

11 1,35 (t, J = 7 Hz) 1,34 (3H,t,J = 6,6 Hz)
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5.3.6. Determinagéo Estrutural da Substancia Ip-6.

A substancia codificada como Ip-6 (Fig. 71, pag. 109), foi isolado na forma de pé
branco e ponto de fusdo 230 - 232,2° C. O espectro de 1V, (Fig. 72 pag. 111), obtido em
pastilha de KBr mostrou absorcdes em 3159 cm™, caracteristicos de grupo hidroxila, e
absorcdes em 1708 cm™ sugestivo da presenca de lactona o,p insaturada, observada em
valores mais baixos, justificando a presenca do anel lactonico de seis membros conjugado
com anel aromatico e ainda a presenca da dupla ligagdo o,f insaturada que move a banda de
estiramento normal (1735cm™) para uma frequéncia mais baixa (1700-1675 cm™) (PAVIA et
al, 2010).

O espectro de RMN *H (500 MHz, Acetona Dg) apresentou dois dubletos em &y 6,17
(d, J = 9,5 Hz) e 64 7,86 (d, J = 9,5 Hz) referentes aos hidrogénios H-3 e H-4,
respectivamente, caracteristicos de esqueleto cumarinico (Fig. 74 péag. 112). A presenca de
dois dubletos em &y 7,51 (d, J = 8,4 Hz), oy 6,75 (d, J = 2,5 Hz) ¢ um duplo dubleto em dy
6,85 (dd, J = 8,5 e 2Hz) na regido de aromaticos foram atribuidos aos hidrogénios H-5, H-8 e
H-6, respectivamente (Fig. 74 pag. 112). A auséncia do sinal caracteristico de hidrogénio
aromatico, permitiu sugerir a presenga de uma hidroxila como substituinte no anel aromético
na posicédo 7 (Fig. 73, pag. 111).

O espectro de RMN*C BB (125 MHz, Acetona D) (Fig. 75 pag. 112), apresentou
sinais em dc 162,19 sugerindo a presenca de um grupo hidroxila no C-7, proposto no RMN
1H, dc 144,1 referente ao C-4, o-f insaturado ao grupo carbonila, além do sinal em 8¢ 161,14
referente ao grupo carbonila em C-2, sugerindo a presenca de anel lactonico.

Comparagdes entre os dados de RMN *H e *C com dados da literatura permitiram
identificar o composto codificado como Ip-6 como a 7-hidroxicumarina conhecida como
umbeliferona (LIU and TIAN, 2004). Os dados de RMN *H e **C de 1p-6 est&io compilados na
Tabela 7, pag. 110.

Godoy e colaboradores (2005) demonstraram a atividade antifungica da umbeliferona
contra o fungo Leucoagaricus gongylophorus, simbionte de formigas cortadeiras Atta
sexdens, consideradas uma praga na agricultura. O que sugere que a umbeliferona pode vir a

ser um antifangico natural.

Figura 71 - Estrutura da substancia Ip-6, umbeliferona.
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Tabela 7 - Dados Espectroscopicos de RMN *H e *C da Substancia Ip-6.

Ne oy Ip-6 &c Ip-6 (L1U and TIAN, 6c (LIU and TIPO
(500 MHz, Acetona (125 MHz, Acetona, 2004) TIAN, 2004)
Ds) D) (500 MHz, (125 MHz,
Acetona Dg) Acetona, Dg)
On
1
2 161,14 161,40 C
3 6,16 (d,J=95Hz) 112,96 6,14 (d, J = 9,2 H2) 112,60 CH
4 786(d,J=95Hz) 144,1 7,85(d, J=9,2H2) 144,80 CH
4a 113,92 112,60 C
5 751(d,J=85Hz) 130,57 7,48 (d, J = 8,4 Hz) 130,40 CH
6 6,85(dd,J= 85e 113,04 6,82 (dd,J=8/4¢e 113,80 CH
2Hz) 2,1 Hz)
7 162,19 - 162,20 C
8 6,75(d,J=25Hz) 103,47 6,82 (d, J =2,1Hz) 103,10 CH
8a 157,15 156,80 C
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5.3.7. Determinagéo Estrutural da Substancia Ip-7.

A substéncia codificada como Ip-7 (Fig. 77, pag. 115), foi isolada na forma de pé
branco e ponto de fuséo 206 - 207,9° C e massa 11 mg.

O espectro de 1V, (Fig. 78, pag. 116), obtido em pastilha de KBr mostrou absorc6es
em 3340, caracteristicos de grupo hidroxila, e absorgées em 1705 cmsugestivo da presenca
de lactona o, insaturada, observada em valores mais baixos, justificando a presenca do anel
lactonico de seis membros conjugado com anel aromatico e ainda a presenca da dupla ligagdo
o,p insaturada que move a banda de estiramento normal (1735 cm™) para uma frequéncia
mais baixa (1700-1675 cm™) (PAVIA et al, 2010). Além de absorcdes em 1566, 1512 e 923
cm™ indicativo da presenca de anel aromético e ligagdo dupla olefinica (CARVALHO et al,
2006).

O espectro de RMN 'H (500MHz, CDCls) apresentou dois singletos em dy 6,89 ¢ 8y
6,82 referentes a (H-8) e (H-5), respectivamente e dois dubletos em oy 6,25 e 6y 7,57 (d, J =
9,5 Hz), caracteristicos de um esqueleto cumarinico (Fig. 80, pag, 117), além da presenca de
uma metoxila em 6y 3,93 na posicdo 6 (Fig. 79, pag, 116) (CARVALHO, et al, 2006;
COSTA, et al; 2012).

O espectro de RMN-*C  APT (125 MHz, CDCl3), (Fig. 81, pag. 117), apresentou
sinais em o¢ 56,36, referente a metoxila em C-6, 6¢ 143,27 referente ao C-4, a-f insaturado a
lactona, ¢ sinais em dc 113,34, 6¢c 107,54 e &¢c 103,19 para carbonos metinicos. Além de 5
sinais para carbonos quaternarios em oc 161,42 ¢ dc 149,75, referente a lactona o-f
insaturada, ¢ 150,26, referente ao C-7 e sinais em 6c 144,05 e 6c 111,49.

Comparagdes entre os dados de RMN *H e **C com dados da literatura (CARVALHO,
et al, 2006; COSTA, et al; 2012), permitiram identificar a substancia Ip-7 como a cumarina 6-
metoxi, 7-hidroxicumarina, conhecida como escopoletina. Os dados de RMN *H e *C de Ip-7
estdo compilados na Tabela 8, pag. 115.

A escopoletina, é uma cumarina com atividade farmacoldgica comprovada, atuando na
regulacdo da pressdo arterial e possui atividade bactericida contra varias espécies, incluindo
Escherichia coli (ARISAWA et al., 1983).

H,CO

HO

Figura 77 - Estrutura da substancia Ip-7, escopoletina.



Tabela 8 - Dados Espectroscopicos de RMN *H e *C da Substancia Ip-7.
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NP o Ip-7 dc Ip-7 54 COSTAcetal, oc(COSTAetal, TIPO
(500 MHz, CDCl;) (125 MHz, CDCls) (2012) 2012)
(200 MHz, CDCl) (50 MHz, CDCly)

1
2 L 161,42 - 161,64 C
3 6,25 (d, J = 9,5Hz) 113,34 6,25 (d, J = 9,5Hz) 113,48 CH
4 7,57 (d, J = 9,5Hz) 143,27 7,58 (d, J = 9,5Hz) 143,26 CH
4a 111,49 111,56 C
5 6,82 (s) 107,54 6,91 (s) 107,68 CH
6 3,93 (s) 150.26 3,96 (s) 150,37 C
7 6,09 (s) 149,75 6,17 (s) 149,81 C
8 6,89 (s) 103,19 6,84 (s) 103,28 CH
8a 144,05 144,10 C
MeO 56,36 56,49 MeO
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5.3.8. Determinagéo Estrutural da Substancia Ip-8.

A substancia codificada como Ip-8 (Fig. 82, pag. 118) foi isolada na forma de cristais
incolores, com ponto de fuséo 68,6 - 72,8 ° C e massa 1,5 mg.

O espectro de 1V, (Fig. 83, pag. 120), obtido em pastilha de KBr mostrou absorcoes
1705 cm™, sugestivo da presenca de lactona o, insaturada, respectivamente, observadas em
valores mais baixos, justificando a presenca do anel lacténico de seis membros conjugado
com anel aromatico e ainda a presenca da dupla ligagdo a,f insaturada que move a banda de
estiramento normal (1735 cm™) para uma frequéncia mais baixa (1700-1675 cm™) (PAVIA et
al, 2010). Além de sinais em 1604, 1562 e 929 cm-, caracteristicos de anel aromatico e dupla
olefinica (CARVALHO et al, 2006).

No espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) (Fig. 84, pag. 120), foi observado um
conjunto de absorgdes entre oy 6,73 a 7,07 ppm sugestivos de hidrogénios de anel aromatico
¢ dois dubletos em 6y 5,94 (d, J = 9,6 Hz) ¢ em oy 7,19 (d, J = 9,6 Hz), sugestivo de
hidrogénios olefinicos atribuidos a H-3 e H-4, respectivamente (Fig. 85, pag. 121).

O espectro de RMN C (50 MHz, CDCls) apresentou trés sinais em ¢ 160,79,
sugestivo de carbono de carbonila na posicéo 2, e em 8¢ 143,91 ¢ d¢ 116,10 caracteristicos de
dupla olefinica de lactona o,B-insaturada atribuidos aos carbonos C-4 e C-3 respectivamente
(Fig. 87, pag.122), além de sinais em &¢c 131,77, dc 127,45; d¢c 124,12 ¢ 6c 116,80 para
carbonos metinicos, sugestivo de esqueleto cumarinico (Fig. 86, pag.121). O conjunto de
informacBes obtidas por dados espectrais de RMN *'H, *C e IV permitiram identificar a
substancia Ip-8 como a cumarina 1,2-benzopirona, conhecida como cumarina. Os dados de
RMN *H e 3C de Ip-8 estéo compilados na Tabela 9, pag. 119.

De acordo com Gasparetto et al, (2010), varios autores atribuem importantes
atividades terapéuticas a 1,2-benzopirona tais como, anti-inflamatdria, imunossupressora,
hipolipidémico, relaxante vascular, anticoagulante, hipotensora, espasmolitica, antioxidante,
antiofidica, dentre outras. Ensaios farmacoldgicos realizados com uma solucdo padrdo de
cumarina (1,2-benzopirona) demonstraram efeitos antiespasmolitico, antiedematogénico e
broncodilatador (PEDROSO et al, 2008).

Figura 82 - Estrutura da substancia 1p-8, 1,2-benzopirona.
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Tabela 9 - Dados espectroscopicos de RMN *H e **C da substancia Ip-8.

No 3 1p-8 3clp-8 3c(GOTTLIEB, LIMAand _ TIPO
(200 MHz, CDCly) (50 MHz, CDCls) MONQ%HZF*QSZ%(ZZ'G3
2 : 160,79 161,98 c
3 594 (d,J =96 Hz) 116,10 116,51 CH
4 7.19(d, =096 Hz) 143,41 144,70 CH
4a i 118,47 119,36 C
5 131,77 128,57 CH
6 127,45 125,07 CH
7 124,12 132,42 CH
8 116,80 117,00 CH

82 - 153,76 154,31 C
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5.4. Avaliacdo da Toxicidade Preé-Clinica Aguda

5.4.1 Avaliacdo Comportamental e Investigacéo da DLs

O alcaloide pirrolizidinico crotavitelina (Cv-1), isolado de Crotalaria vitelina foi
usado para ensaios de toxicidade aguda baseado em dados da literatura de que essa classe de
alcaloides é toxica para animais de producdo por serem hepatotoxicos, mutagénicos,
carcinogeénicos e teratogénicos (ASRES, SPORER & WINK, 2004).

Apols o tratamento agudo, via oral, com doses Unicas de 50 e 300 mg/kg em
camundongos, ndo foi evidenciada nenhuma morte, nem alteragfes comportamentais nos
animais avaliados, ndo sendo possivel calcular matematicamente a DLso (dose que produz
50% de letalidade).

5.4.2 Avaliacdo da Evolucio Ponderal e do Consumo de Agua e Racéo

Os valores referentes ao consumo de agua e racdo e evolucdo ponderal, avaliados
durante os 14 dias de observacao estdo expressos na Tabela 10, pag. 124.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que houve aumento no consumo de
agua, durante os dias de observacdo, nos animais machos tratados com dose Unica de 300
mg/Kg do alcaloide crotavitelina (Cv-1), em comparacdo com o grupo controle. Nas fémeas,
foi observado um aumento do consumo de &gua na dose de 50 mg/Kg e uma reducdo desse
consumo apds tratamento com dose unica de 300 mg/Kg do alcaloide em teste. Em relacdo ao
consumo de ragdo, ndo houve alteracdo significativa em ambos os géneros tratados com as
duas doses utilizadas. Ja& em relacdo a avaliacdo ponderal, houve aumento significativo no
peso dos machos tratados 50 e 300 mg/Kg, em comparacdo com o controle. Esse efeito ndo
foi observado no grupo das fémeas, Tabelas 10 e 11, pag. 124.

A hepatotoxicidade produzida por alcaloides pirrolizidinicos é consequéncia da
formacdo de metabdlitos toxicos, a partir da biotransformacdo, que ocorre especialmente no
figado (MEIJUAN et al, 2013). Efeitos da idade, género, dieta e espécie podem contribuir
para variacbes no perfil de metabolizagcdo e, portanto alterar o perfil de toxicidade de
substancias dessa classe. Hormonios sexuais também afetam a resposta dos alcaloides
pirrolizidinicos, sendo que adultos machos, independente da espécie, sdo mais susceptiveis do
que as fémeas a toxicidade por essas substancias (SCHOENTAL, R, 1968). Essas
informagdes corroboram com os resultados encontrados que mostram que os machos foram

mais sensiveis a alteracdes, especialmente na avaliacdo ponderal.
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Tabela 10 - Efeitos de Cv-1 (50 e 300 mg/Kg, via oral) sobre o consumo de agua, ragdo e

avalia¢do ponderal de camundongos experimentais.

Grupos  Género Dose Consumode  Consumode  Pesoinicial Peso final (g)
(mg/Kg) agua (mL) racao (g) (9)

Controle M - 48,75 +2,47  42,13%3,63 2920+ 1,36 33,93+ 1,44
Cv-1 M 50 48,08+356  4300£353  9980+106 40,05+1,18*
Cv-1 M 200 65,91 + 551%¢ 43,85+2,60 27,25+0,65  38.40 + 0.69%"¢

Controle F 4892+182  4229+394  28,08+0,37 3353+0,73°
Cv-1 . 50 63,46 +5,98  41,92+2,35 28,45+ 0,38 35,57 + 0,89°
Cv-1 . 38,46 +1,54% 46,42 + 3,97 25,80+ 0,39 32,95+ 0,74°

300

Dados estdo apresentados como média + erro padrio da média. *Dados analisados com comparagdo com grupo
controle. ” em relagio ao seu respectivo peso inicial e em ° relagio ao outro grupo tratado. Por teste T de Student
ndo pareado com poés teste de Mann-Whitney. Significativos quando p<0,05. M = macho, F = fémea. Cv-1 =

alcaloide crotavitelina.

Tabela 11 — Avaliacdo do indice e percentual de variacdo ponderal dos animais (n = 6)
submetidos aos diferentes tratamentos.

Grupos Género Dose (mg/Kg) Indp;((:)i gg r\::Iw(lga)(;ao % de variacao
Controle M - +4,73+0,99 +16,61 % 3,603
Cv-1 M 50 +10,25 + 1,09° +34,92 + 4,373
Cv-1 M 300 +11,15 0,752 + 41,20 + 3,356°
Controle F - +5,45+0,81 + 19,51 + 2,982
Cv-1 F 50 +7,12+0,91 + 25,00 + 3,265
Cv-1 F 300 +7,15+ 0,89 +27,90 £ 3,678

Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. “Dados analisados com comparagdo com
grupo controle. ° relagio ao outro grupo tratado por teste T de Student ndo pareado seguido por Mann-
Whitney. Valores significativos quando p<0,05. M = macho, F = fémea. Cv-1 = alcaloide crotavitelina.
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5.4.3 Avaliacdo dos Indices dos Orgéaos

Os valores referentes ao indice dos orgaos (figado, rins e baco) dos animais tratados
com Cv-1. estdo expressos na Tabela 12, pag. 125. Apos a eutanasia dos animais, 0s 0rgaos
foram removidos e pesados. N&o houve alteracdo no indice de bago em ambos 0s géneros.
Entretanto, houve reducgdo significativa nos indices de figado e rins nos animais machos
tratados com a dose de 50 mg/Kg e aumento significativo nos animais machos tratados com a
dose de 300 mg/Kg. Ndo foram observadas alteracdes nos indices dos 6rgdos nas fémeas
tratadas com ambas as doses de Cv-1. Esses resultados, mais uma vez, corroboram com dados
da literatura que mostram que os animais machos sdo mais sensiveis a toxicidade por
alcaloides pirrolizidinicos (SCHOENTAL, R, 1968). Portanto, investigacdes adicionais,
especialmente histopatologicas, sdo necessarias para identificar e caracterizar possiveis danos

hepéticos produzidos por Cv-1, como sugerido através da alteracdo no indice desses 6rgaos.

Tabela 12 - Efeitos de Cv-1 (50 ¢ 300 mg/Kg, via oral) no indice dos 6rgdos de camundongos
experimentais.

Grupos  Género  Dose (mg/Kg)  Indice de figado Indice de rins indice de
(mg/g) (mg/g) baco (mg/g)
Controle M -- 58,23 £ 2,38 14,04 £ 0,77 581x0,75
Cv-1 M 50 47,47 +2,78° 11,57 +£0,53° 552 +0,19
Cv-1 M 300 64,45 +0,95%° 14,54 +1,02*° 5,26 + 0,29
Controle F -- 57,26 £ 3,74 11,79 + 0,87 528+0,71
Cv-1 F 50 53,92 £ 3,10 10,52 £ 0,63 5,02 +£0,28
Cv-1 F 300 56,47 £ 1,51 10,89 0,28 5,68 £0,52

Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. “Dados analisados com comparag¢do com grupo
controle. ° relagio ao outro grupo tratado. por teste T de Student ndo pareado com pos teste de Mann-Whitney.
significativos quando p<0,05. M = Machos; F = Fémeas; Cv-1 = alcaloide crotavitelina.

5.4.4 Avaliacao de Parametros Bioquimicos e Hematologicos

Em relacdo a analise bioquimica, ndo houve alteragdes significativas nos parametros
AST , ALT e ureia. Entretanto, houve um aumento significativo na creatinina do grupo
tratado fémea com o Cv-1 (300 mg/Kg), quando comparado ao controle, Tabela 13, pag. 127.

Os compostos nitrogenados ndo protéicos (NPN) sdo formados no organismo como
resultado do catabolismo de &cidos nucléicos, aminoacidos e proteinas. Concentracdes
elevadas dos principais componentes NPN (ureia, creatinina e acido Urico) ocorrem como

consequéncia da funcéo renal reduzida. No musculo, a creatina é convertida em fosfocreatina,
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que serve como uma fonte rica em energia. Sob condicdes fisiologicas, a creatina perde agua
espontaneamente, formando sua amida ciclica, creatinina. Uma vez formada, a creatinina ndo
é reutilizada no metabolismo corporal e assim funciona exclusivamente como um produto de
degradacdo (HENRY, 2008). A taxa de producdo da creatinina estd relacionada a massa
muscular, a atividade muscular e a ingestdo de creatina na carne, bem como a ingestao total
de proteina; essas variaveis também interferem nas concentracfes plasmaticas de creatinina
(RAHN; HEIDENREICH; BRUCKNER, 1999). As elevaces em cada uma das variaveis
aumentam a creatinina plasmatica, enquanto as reducfes levam a concentracdo plasmatica
reduzida. A creatinina é excretada na circulacdo em uma taxa relativamente constante. Uma
fracdo substancial da excrecéo da creatinina nos rins é resultado da secregdo tubular proximal.
A creatinina também ¢ filtrada livremente pelos glomérulos, mas ndo é reabsorvida. A
creatinina sérica elevada estd associada com uma reducdo da taxa de filtracdo glomerular
(HENRY, 2008). Existe uma variacdo diéria relativamente pequena da creatinina em um
individuo saudavel, com variacdo média de aproximadamente 5% (KEEVIL et al., 1998).
Portanto, pequenas alteracdes nos limiares de creatinina em um individuo servem como
marcadores sensiveis de alteracGes na funcéo renal se outras causas de alteracdo da creatinina
puderem ser eliminadas (HENRY, 2008). Apesar de os resultados obtidos sugerirem uma
possivel toxicidade renal, a alteracdo observada encontra-se dentro dos pardmetros de
normalidade para a espécie.

Como células metabolicamente complexas, os hepatdcitos contém concentracfes
elevadas de inimeras enzimas. Com a lesdo hepatica, estas enzimas podem extravasar para 0
plasma e podem ser Uteis para o diagndstico e monitoramento da lesdo hepéatica. No
hepatdcito, as enzimas comumente medidas sdo encontradas em localizacbes especificas; o
tipo de lesdo hepatica determina o padrdo de alteracdo enzimatica. As enzimas
citoplasmaticas incluem a lactato desidrogenase (LDH), a aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). As enzimas mitocondriais, como a isoenzima mitocondrial
da AST, sdo liberadas mediante o dano mitocondrial (HENRY, 2008). Os principais
marcadores de lesdo celular sdo as enzimas citoplasmaticas e mitocondriais, que ndo sdo
especificas dos hepatdcitos, e podem estar aumentadas com lesdo em outros 6rgaos; todavia,
as hepatopatias sdo a causa mais comum de elevacdo (HENRY, 2008). Como os resultados
obtidos ndo mostraram alteragdo significativa nos niveis de AST e ALT, ndo ha indicio
enzimatico de comprometimento hepatico. Entretanto, considerando que pode haver
alteracOes histopatolégicas em nivel hepatico mesmo na auséncia de alteragdes bioquimicas,

esses dados ndo excluem a possibilidade de toxicidade hepética. Portanto, investigacGes
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adicionais, especialmente histopatoldgicas, sdo necessérias para identificar e caracterizar
possiveis danos hepaticos produzidos por Cv-1, como sugerido através da alteragdo no indice

desse orgao.

Tabela 13 — Efeitos de Cv-1 (50 e 300 mg/Kg, via oral) nos parametros bioguimicos de
sangue periférico de camundongos.

Grupos  Género (m%‘}ffg) AST (UIL)  ALT (UIL) (r;’gf(;au C(ﬁagt/g‘li_r)‘a

Controle M oS PP 5200£500  0.42+012
Cv-1 M 50 1?3'3?5 4%)?61 51204409  0.23%0.01
Cv-1 M 300 1?5;32“—“ 8116%;91 4267+548  0.47£0.06°

Controle F - 1336_'501 53'32.271’ 5260 +852  0.26+0.02
Cv-1 F 50 1;_73'57“: 4ff$; 35204146  0.21+0.02
Cv-1 F 300 123‘55 58.00+9.93 4050+180  0.37+0.03

Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. ®Dados analisados com comparagéo com grupo
controle e em ° relagdo ao outro grupo tratado por teste T de Student ndo pareado seguido por Mann-Whitney.
Valores significativos quando p<0,05. AST = Aspartato aminotransferase; ALT = Alanina Aminotransferase.

Em relacdo a avaliacdo hematologica, houve uma diminuicdo significativa na
hemoglobina dos grupos tratados com 300 mg/Kg, apenas nas fémeas, quando comparado ao
controle, Tabela 14, pag. 127, caracterizando um quadro de anemia. De acordo com Kowach
(1979), a anemia associada com doencas no figado ja foi relatada em muitas espécies de

animais expostos cronicamente a esses alcaloides.

Tabela 14 — Efeitos de Cv-1 (50 e 300 mg/Kg, via oral) nos parametros hematolégicos de
sangue periférico de camundongos.

Grupos  Género ?n?;‘/aKg) Hgg?;%%; Hemoglobina (g/dL) Hematdcrito (%)

Controle M -- 9.41+0.54 14.27 +0.97 54.20 + 3.86
Cv-1 M 50 10.32 £ 0.37 16.42 + 0.66 61.43+2.11
Cv-1 M 300 9.69 £0.32 12.77 +0.38° 55.23 £ 1.87

Controle F - 10.91+0.61 15.44 +0.81 60.76 + 2.46
Cv-1 F 50 90.73+0.48 15.85+0.54 56.92 + 2.59
Cv-1 F 300 9.82+£0.27 12.77 +0.27*° 55.00 £ 1.92

Dados estio apresentados como média + erro padrdo da média. “Dados analisados com comparagdo com
grupo controle e em ° relagdo ao outro grupo tratado por teste T de Student ndo pareado seguido por Mann-
Whitney. Valores significativos quando p<0,05.



128

Em relacdo tanto ao Volume Corpuscular Médio (VCM) quanto a Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), ndo houve alteragdo significativa nos grupos
tratados machos e fémeas em comparacao aos seus respectivos grupo controle. Em relacdo a
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), houve uma diminuicdo significativa no grupo de
camundongos machos tratados com a dose de 300 mg/Kg, Tabela 15, pag. 128.

Considerando que essas alteragdes observadas encontram-se dentro dos parametros de
normalidade para a espécie e que se apresentam como alteracdes isoladas, independentes dos
outros parametros complementares, considera-se que elas nao apresentam importancia clinica
significativa.

Tabela 15 — Efeitos de Cv-1 (50 e 300 mg/Kg) nos parametros hematoldgicos de sangue
periférico de camundongos.

Grupos Geénero (m%‘;ffg) VCM (fm’)  HCM(pg) ~ CHCM (g/dL)

Controle M - 57,33+1,61 1520+052 26,50+ 1,27
Cv-1 M 50 59,50+ 1,15 1590+023  26,72+0,51
Cv-1 M 300 57,00+ 1,69 13,20 +0,31*  23,03+0,43

Controle F - 5580+1,83 14,30+1,03  2552+1,48
Cv-1 F 50 58,83+1,28  16,42+050  27,98+0,89
Cv-1 F 300 56,00+ 1,41  13,02+0,28° 23,27 +0,39"

Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. * Dados analisados com comparagdo com
grupo controle e em ° relacdo ao outro grupo tratado por teste T de Student ndo pareado seguido por Mann-
Whitney. Valores significativos quando p<0,05. VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina
Corpuscular Média; CHCM = Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média.
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6. CONCLUSOES

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Este trabalho atingiu o seu principal objetivo, fundamentado no isolamento e
identificacdo dos constituintes quimicos de espécies toxicas do Semiarido paraibano,
bem como sua contribuicdo ao conhecimento quimico dos géneros Crotalaria e

Ipomoea,;

O estudo fitoquimico dos frutos e folhas de Crotalaria vitellina Ker Gawl levou ao
isolamento de um alcaloide pirrolizidinico (AP) do tipo otonecina, descrito pela

primeira vez na literatura, nomeado crotavitelina;

O estudo fitoquimico da fase diclorometano de Ipomoea philomega (Vell.) House
resultou no isolamento de dois triterpenos, um do tipo lanostano, o lanosterol, e um
pentaciclico da série lupano, o lupeol, trés compostos fendlicos, como o acido caféico,
0 p-cumarato de etila e o cafeato de etila, as cumarinas umbeliferona, escopoletina e
cumarina, muitos dos quais ja descritos no género Ipomoea, porém descritos pela

primeira vez na espécie em estudo;

O Alcaloide Pirrolizidinico crotavitelina (Cv-1), isolado de frutos e folhas de
Crotalaria vitellina Ker Gaw, apresentou baixa toxicidade nos parametros avaliados.
Entretanto, estudos histopatologicos, especialmente em nivel de tecido hepatico,
devem ser realizados para a investigacdo de possiveis efeitos toxicos em nivel celular

e tecidual.
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