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RESUMO

O extrato cloroformico dos rizomas de Siphocampylus verticillatus (Cham.) G. Don.,
que cresce abundantemente em locais brejosos entre 1000 e 2000 m de altitude no Estado do
Parand, forneceu trés alcaldides, denominados SV-1, SV-2 e SV-3. A caracterizagao do
alcal6ide de maior rendimento, SV-1, levou a uma estrutura inédita de um alcaléide com micleo
piperidinico o qual foi denominado 8,10—di-n-propil-lobelidiol. Os alcaldides SV-2 e SV-3 nio
foram identificado e estdo sendo analisados espectroscopicamente.

Estudos farmacoldgicos preliminares in vivo realizados com o extrato bruto, fragdo
alcaloidica e com o alcaléide SV-1, mostraram atividade antinociceptiva, atividade estimulante

sobre o sistema nervoso central e agao direta sobre receptores nicotinicos ganglionares.



ABSTRACT

The crude chloroform extract of Siphocampylus verticillatus (Cham.) G. Don., which
grows abundantly in wasteland between 1000 and 2000 m altitude in the Parana State, resulted
in isolation of three alkaloids named as SV-1, SV-2 and SV-3. The high yield compound, SV-
1, was characterized as a novel alkaloid with piperidine nucleus as 8,10-di-n-propyl-lobelidiol.
The SV-2 e SV-3 could not be identified yet and are under way for spectroscopic analysis.

Preliminary pharmacological studies performed with the crude extract, alkaloid fraction
and SV-1 have shown indistinctly antinociceptive activity, stimulatory activity on the central

nervous system and direct action on ganglionar nicotinic receptors.

Vi
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INTRODUCAO

A utilizagao de alcaldides pelo homem em preparagdes como pogdes, chas, cataplasmas
e venenos remonta 4000 anos. Apesar disso, as primeiras tentativas de isolar os principios
ativos de extratos vegetais brutos ocorreram apenas no comego do século XIX, devido ao
advento da percolagao para a extragio de drogas. O isolamento dos primeiros alcaldides datam
de 1803 (narcotina), pelo apotecario francés Derosne, e de 1806 pelo apotecario alemao
Serturner, o primeiro a cristalizar um alcaldide, a morfina. O nome alcaldide se deve ao
farmacéutico alemao Meissner (1792-1853), aludindo as suas propriedades alcalinas, pois, até
entdo acreditava-se que as plantas produzissem apenas compostos dcidos ou neutros.1?

Em 1826, Pelletier e Caventou obtiveram coniina, um alcaldide de importancia histérica,
nao apenas por ter sido o responsavel pela morte de Socrates, mas também foi o primeiro
alcaldide a ser caracterizado (1870) e sintetizado (1886). Ao final de 1978, contava-se com
aproximadamente 4000 alcaldides estruturalmente definidos, e hoje, estima-se cerca de 6000
estruturas diferentes j& descobertas.?

Um grande mimero de drogas utilizadas pela medicina atual deriva de plantas produtoras
de alcaldides, como sulfato de vincristina, sulfato de atropina, pseudoefedrina, etc. O grupo
quimico assim denominado ¢ bastante variado, possuindo classes diferentes que sao umﬁcadas
apenas pelas propriedades quimicas do nitrogénio basico presente em suas estruturas, e pela sua
acentuada agdo em sistemas bioldgicos, seja ela toxica (maioria das vezes), terapéutica ou
alucindgena.l:4» 7

O grau de basicidade dos alcaldides varia bastante, dependendo da estrutura da
molécula, da presenga e da localizagao de outros grupos funcionais. Apesar da dificuldade em
defini-los, eles tem um grande mimero de propriedades fisicas e quimicas em comum. A maior

parte € insolivel ou levemente solivel em agua, mas seus sais formados por reagdo com acidos
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solubilizam-se. Os alcaldides livres s@o soliveis em solventes organicos, e sdo estruturas
solidas cristalinas na maioria das vezes. Como outras aminas, eles formam sais duplos com
compostos de metais pesados, que precipitam.l*>

Os alcalSides podem se acumular em todo, ou em qualquer parte do vegetal, e tém sido
feitas muitas sugestdes a respeito da fungao dos alcaldides na propria planta, mas, até agora
nenhuma evidéncia tem sido convincente. As hipdteses sugeridas incluem: 45

(1) Os alcaloides como forma de armazenar e transportar na planta acidos particulares em
formas soluveis.

(2) Os alcaldides como sendo de natureza nio essencial. Aparentemente inofensivos para a
planta, eles seriam formados dependendo das enzimas presentes e da disponibilidade
dos precursores, sendo considerados como produtos finais do metabolismo de
detoxificagdo da planta.

(3) Os alcaldides na defesa da planta contra o oxigénio radicalar (*O7), o qual produz danos
em todos os organismos vivos e é produzido nos tecidos vegetais na presenga de luz.

(4) Os alcaldides atuando como agente de protegdo contra insetos e herbivoros, posto que a
maioria dos alcaldides possui sabor amargo e sdo téxicos, sendo aqui considerada a
protegao mais como uma consequéncia, ndo como razao para a sua presenga.

(5) Os alcaldides como fatores regulatdrios do crescimento.

(6) Os alcaloides como fontes de reserva de nitrogénio e outras substancias necessarias ao
metabolismo vegetal.

Compostos alcaloidicos distribuem-se por todo o reino vegetal, sendo mais abundantes
nas angiospermas, em inimeras ordens diferentes.

Alguns animais como Bufo sp.,% varios insetos produtores de feromonas, organismos
marinhos (Gonyaulax catenella) e microoganismos (Claviceps purpurea)® também sio capazes
de produzir alcaldides.

Tém sido sugeridos varios modos de classificar os alcaldides. As classifica¢Ges mais
utilizadas estdo baseadas na estrutura do anel ou aminoacido que lhe deu origem. Segundo estes

parametros, os alcaldides estudados neste trabalho sio classificados como sendo piperidinicos-
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piridinicos, derivados do aminodcido lisina (1). Na Figura 1, tem-se as estruturas dos

principais nucleos alcaloidicos.
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Figura 1

Em linhas gerais, os aminoacidos sdo os precursores da maioria dos alcaldides, os quais
sofrem descarboxilaggo e transaminagéo para formar uma base de Schiff, que por sua vez pode
reagir com carbanion numa condensagéo tipo Mannich. Estas reagdes gerais sdo demonstradas

no Esquema 1.4
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Especificamente, considera-se a lobelina (2) (Esquema 4) como o alcaléide mais
representativo da classe piperidinica em evidéncia neste trabalho, sendo o mais estudado e

utilizado como modelo para estudos biossintéticos.’

BIOSSINTESE DOS ALCALOIDES DERIVADOS DA LISINA

O aminoacido lisina (1) é considerado precursor do anel piperidinico de muitos tipos de
alcaléides.” 1! No caso do grupo da lobelina (2), a L-lisina é incorporada via um intermedigrio
nao simétrico, onde ambos os radicais nas posigoes C-6 e C-2 sao derivadas da fenilalanina (3)

(Figura 2).712

Figura 2
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A lisina (1) € sintetizada pelas plantas superiores envolvendo a descarboxilagio do acido
2,6-diaminopimélico (4), o qual é formado pela condensagéo do piruvato (5) com aspartato (6)

ou derivado (Esquema 2).13

0 NH, NH,

/U\ CoH )\/\/k
HO,C + HOzC/Y HO,C CO,H

NH,

NH,” NH,” ~ CO,H

Esquema 2

E o e-amino grupo da lisina que fornece o nitrogénio para o anel piperidinico, e o seu

carbono a. é transformado em C3 no niicleo piperidinico (Esquema 3).%12

Qloon— S D —
NH2 NH2 NH2 O CO2H N
8

CO,H
1 7
Cco,
L — ., — ()
€ CHO 2?2
NH2 NH2 HZN N
10 11 9

Esquema 3
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Alguns trabalhos defendem a hipdtese de que a lisina € incorporada via um intermedidrio
ndo simétrico, pela sua o transaminagao, originando o acido e-amino-a-cetocaprdico (7), o
qual cicliza formando o dcido Al-piperideina-2-carboxilico (8). Pela descarboxilagio de 8 hé a
formagdo de Al-piperideina (9), que é considerado o precursor imediato do anel
piperidinico.14-16

Existe também a hipdtese da lisina ser incorporada via intermediario simétrico, através
da sua descarboxilagdo, formando cadaverina (pentano-1,5-diamino) (10), a qual pode ser
convertida a Al-piperideina via 5-aminopentanal (11). Estes intermedidrios sio também
propostos como intermedidrios para a formagao de varios alcaldides, como sedamina,!3-17-18
anabasina,!%1° N-metilisopelletierina® e lobelina.”-1%!1 (Esquema 3)

A incorporagio das cadeias laterais a Al-piperideina comega pela deaminagio da
fenilalanina (3) produzindo o acido trans cinimico (12) através da enzima fenilalanina-amonia-
liase. A hidroxilagao do acido cinamico fornece o acido 3-hidroxi-3-fenilpropandico (13), que
oxidado produz o acido benzoilacético (14). A condensagéo de 14 com 9 fornece uma amino-
cetona (15), através da reagdo de Mannich. Supde-se que a redugdo da fungao carbonila no
composto 15 ocorra apds a dehidrogenagao e posterior condensagio de 16 com outra molécula
de icido benzoilacético (14), fornecendo a lobelanina (17), que é considerada o intermedidrio
simétrico da via metabdlica. A lobelanina sofre metilagao na etapa de obtengdo da lobelina
(2)(Esquema 4).11,17,20

Nem todos os alcaldides de nicleo piperidinico tém como precursores os aminoacidos
lisina e fenilalanina; alguns alcaldides do grupo da lobélia sdo formados a partir do aminoécido
lisina e acetato para as cadeias laterais, outros como nicotina, coniina e conhidrina sio
inteiramente derivados do acetato. No caso da lobelina, a biossintese segue a hipdtese

biogenética classica proposta por Robinson.
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SOBRE A FAMILIA CAMPANULACEAE JUSS.

A familia Campanulaceae pertence a ordem Campanulales Lindley, que € descrita por
Cronquist?! como: arbustos, ou as vezes secundariamente lenhosos ou raramente plantas
arborescentes, comumente armazenam carboidratos como inulina, algumas vezes produzindo
alcaléides piridinicos (Lobelioideae), algumas familias produzem compostos iriddides (algumas
Stylidiaceae e Goodeniaceae), e outras poliacetilenos (Campanulaceae), mas raramente
produzem compostos cianogénicos, saponinas e taninos, e geralmente nio produzem acido
eldgico e proantocianidinas.

Esta familia consiste de plantas usualmente herbaceas, as vezes secundariamente
lenhosas, formando arbustos ou arvoretas (algumas lobélias), com flores caracteristicas de
corola simpétala campanulada ou tubuloso-bilabiada.

O nome Campanulaceae vem do latim e quer dizer campainha, alusivo a forma das
flores. Consiste em setenta genéros com um nimero de espécies em torno de duas mil, de
distribuigao cosmopolita principalmente em zonas temperadas, subtropicais e tropicais.

As campanuldceas possuem duas subfamilias bem delimitadas, as Campanuloideae e
Lobelioideae, sendo a segunda a mais desenvolvida. Hegnauer?? considera o carater
quimiotaxonémico como forte evidéncia para separa-las em duas familias distintas, devido as
Lobelioideae conterem as espécies que acumulam alcaldides e dcido quelidénico, havendo
também diferenga na composigdo de polifendis dessas subfamilias, devido a ultima ndo
produzir acido cafeico.2?23 Esta subfamilia retine 25 géneros, como Lobelia e Siphocampylus.

O género Lobelia tem sido utilizado como modelo para estudos quimicos e
farmacoldgicos dos alcaldides piperidinicos. Este género € reconhecido em varias farmacopéias,
devido as suas propriedades de estimulaggo respiratdria e tem sido incorporado em preparagdes
contra asma brénquica e bronquite cronica. O sulfato de lobelina ¢ utilizado como substituto da
nicotina no tratamente do tabagismo, e o seu hidrocloreto ¢ administrado intramuscularmente
como estimulante respiratério.2*2 Esta agéo é devida aos aléalo’ides piperidinicos presentes no

género, sendo os mesmos classificados em quatro grupos, a saber:26-27
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1. Grupo da LOBELINA, que inclui as bases principais: lobelanina, L- e DL-lobelina,

lobelanidina e as respectivas aminas secundarias, nor-lobelanina e nor-lobelanidina.

2 . 6 Rj Ry
R N° R
CH
lobelanina CeHs5COCH,. -CH,COCgHs
lobelina Ce¢HsCOHCH, . -CH,COCgHs
lobelanidina CeHsCOHCH>_ -CH,COHCgHj5

2. Grupo da LELOBINA, que distingue-se pela natureza das suas cadeias laterais,

possuindo apenas uma com substituinte aromatico.

Ry

R N° R Ry
$m ———
lelobanidina I CrHsCHOHCH)- -CH,CHOHCg¢H35
lelobanidina I C,HsCHOHCH,_ -CH,CHOHCg¢H5

3. Grupo da LOBININA, que caracteriza-se pela presenga do nucleo piridinico parcialmente

reduzido, com uma dupla ligagdo entre C3 e C4.

3”7 NS
2 1 6
R N7 TR Ri Ro
$ — ]

lobinina CgHsCOCH,- -CH,CHOHC,H5
isolobinina Ce¢HsCOCH,- -CHyCH,CHOHCH3
lobinanidina CgHsCHOHCH,- -CH,CHOHC,Hjs
isolobinanidina CgHsCHOHCH),- -CH,CHOHC,Hs
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4. Um grupo de alcaldides de menor peso molecular, em virtude de nio possuirem uma das

duas cadeias laterais.

8-fenil-lobelol I H3C- -CeH5
8-fenil-norlobelol I H- -CeHs
8-etil-norlobelol I H- -CoHs

Os alcaldides do primeiro grupo sio os mais abundantes. Sabe-se que estes alcaldides
se interrelacionam em seus grupos.2’-28 Neste trabalho, serd adotada a nomenclatura
sistematica introduzida para os alcaldides da lobélia de acordo com sua origem biogenética,

conforme demonstrado nas estruturas A e B abaixo:29-30

3 5 3 5
8 1 ¢ 10 2, s &
N N
7 ' 9 b 7
CHj CH,4
A B

O nome basico lobeli- € usado para designar alcaldides do tipo A, e lobel- para
designar alcaldides do tipo B. A oxidagao nas posigdes Cg e Cyg ¢ indicada pelo sufixo -ol para
grupo hidroxila e ona para grupo carbonila, e para fungdes combinadas -on-. A estereoquimica
relativa em C; e Cg em A € indicada pelos prefixos cis- ou trans-. Em casos onde houverem
grupos diferentes em Cg e Cjg, 0 grupo com menor numeros de carbonos é colocado a
esquerda (Cg), exceto em lobeliondis, cujo carbono hidroxilado deve ser designado Cg. Desde
que os alcaldides da Lobelia, Sedum e Siphocampylus sao correlatos, sugere-se trata-los com

esta nomenclatura.
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Além da familia Campanulaceae, outras também sdo capazes de produzir alcaldides
piperidinicos correlatos aos da lobélia, por exemplo: Euphorbiaceae,1:32 Crassulaceae®3-33 e
Punicaceae.??

Ainda as familias Piperaceae, Solanaceae, Chenopodiaceae, Leguminosae,?8
Pinaceae,36-38 Tiliaceae,3® e Umbelliferae® entre outras, também sio produtoras de alcaldides
de nucleo piperidinico-piridinico. Estes alcaldides (por exemplo: nicotina, coniina, anabasina,
pelletierina, gentianina, sparteina, citisina), apeéar da grande diferenga estrutural em relaggo a
lobelina e correlatos, também sio capazes de promover agdes no sistema nervoso central e

periférico sob o termo genérico de efeitos nicotinicos.?%41-43

SOBRE O GENERO Siphocampylus POHL.

Os géneros Lobelia e Siphocampylus séo sistematicamente muito proximos, possuindo
em comum, entre outras caracteristicas, a produgio de litex pelo caule.?

O género Siphocampylus (cujo nome significa “tubo curvo”)** esta distribuido
principalmente nas regiGes tropicais do globo, e € abundante nos trépicos americanos,
especialmente na regiao andina. No Brasil, a sua distribuigao vai da Bahia ao Rio Grande do
Sul, estendendo-se até Goias e Mato Grosso, frequentemente entre 1000 e 2000 metros de
altitude.*> No Parana foi relatada a presenca de quatro espécies amplamente encontradas em
locais brejosos, beiras de riachos e interior de capdes.*® Segundo Hegnauer,?? este género
possui 206 espécies.

Existem poucos trabalhos sobre o género Siphocampylus. Garello,*’ em 1950 estudou
anatomica e quimicamente S. foliosus, isolando uma substancia alcaloidica que ele denominou
sifocampilina, a qual nao foi identificada. Foram testadas tinturas da planta em coelhos

confirmando apenas a sua toxicidade, devido néo ser habitual a animais de criagio alimentarem-
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se de tal planta. Corral*® em 1970 identificou substéncias ja conhecidas nesta mesma espécie,
palmitato de B-amirina, acido ursélico e colina.

Magalhies*® em 1988 isolou poliacetilenos de algumas espécies brasileiras da sub-
familia Lobelioideae. Mesmo com o pequeno nimero de espécies e individuos analisados, foi
possivel verificar a estreita relagio entre os géneros Lobelia e Siphocampylus, caracterizados
por poliacetilenos aciclicos Cj4, enquanto para outras espécies de Campanulaceae tem sido
relatada a presenga de piranoacetilenos Ci4.

Godoy*® em 1989 realizou o levantamento floristico e quimiossistematico da familia
Campanulaceae na regido da Cadeia do Espinhago, Minas Gerais, analisando a constituigao
parafinica das ceras foliares de Lobelia e Siphocampylus ocorrentes na regido e correlacionou

essas caracteristicas quimicas ao nicho ecoldgico ocupado pelas mesmas.

SOBRE A ESPECIE Siphocampylus verticillatus (CHAM.) G. DON.

A respeito desta espécie, Leonart,’® em 1983 descreveu uma investigagio quimica
preliminar comparativa a S. sulfureus Wimmer, ambas encontradas em locais brejosos nas
cercanias de Curitiba. Este trabalho constata que é possivel diferenciar as duas espécies pela
presenga de alcaldides apenas em S. verticillatus. Esta composigéo alcaloidica foi comparada em
cromatografia em camada delgada (CCD) frente ao extrato etéreo de Lobelia hassleri A. Zahlb,
a padroes de lobelina, lobelanina e lobelanidina. Os resultados obtidos pelo autor sugeriram
haver alguma semelhanga estrutural entre os alcaldides de Siphocampylus e Lobelia.

Buras*® em 1985 confirmou os resultados obtidos por Leonart e evidenciou a presenga
de esterdides e/ou triterpenos. Verificou-se nesse estudo que os extratos hexanicos de orgios de
S. verticillatus (folhas, caules e flores) obtidos por extragiao continua em aparelho Soxhlet,
inibem o crescimento bacteriano in vitro de nove espécies bacterianas testadas. A fragdo

alcaloidica testada em separado inibe in vitro o crescimento de duas espécies: Shigella flexneri e
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S. boydii. Esta propriedade antibacteriana vem sendo testada para outros alcaldides correlatos,
como andrachamina, andrachcina e micropina,31-3%3

Dando continuidade a este trabalho, Contin 23 em 1993 estudou fragdes do extrato bruto
de partes aéreas de S. verticillatus, isolando o composto mais abundante em cada fragao. Foram
identificadas uma cumarina (escoparona) na fragio toluénica, um flavondide (luteolina) na
fragdo acetato de etila, um triterpeno pentaciclico (acido ursélico) na fragéo insolivel no extrato
hidroalcodlico bruto. Foi isolado um composto cristalino na fragdo metandlica, que foi
caracterizado como um alcaldide, mas nao foi identificado.

Apesar desta espécie nao possuir histéria de uso popular, que serviria de indicativo para
pesquisas fitoquimicas, observou-se nos estudos realizados até entdo que esta espécie produz
alcaldides em grande quantidade, e, por definigio, devem possuir atividade bioldgica.

Pelo fato do género Siphocampylus estar quimiotaxonomicamente préximo ao género
Lobelia, ¢ esperado encontrar nesta planta alcaldides com esqueleto piperidinico, e agéo
fisioldgica tipo lobelina-nicotina.

Este estudo visou a caracterizagdo da estrutura desses alcaldides e um estudo
farmacoldgico preliminar, de forma a verificar o tipo de agdo que esses exercem in vivo.

Caso se torne interessante a extragao comercial dos alcaldides de S. verticillatus, existe

uma grande viabilidade econémica para tal, devido ao fato desta planta crescer abundantemente

em locais brejosos, que normalmente nao sdo utilizados para agricultura.

Posicdo taxondmica da espécie segundo Wagenitz:23.46

Divisao Angiospermae
Classe Dicotyledonea
Sub-classe Sympetalae
Ordem Campanulales
Familia Campanulaceae
Sub-familia Lobelioideae
Tribu Lobeliinae
Género Siphocampylus
Epiteto especifico verticillatus

Espécie Siphocampylus verticillatus
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Caracteristicas da espécie S. verticillatus (Cham.) G. Don. resumidas:3!
"Arbusto, geralmente simples, caule glabro latescente. Folhas verticiladas, linear-
oblongas, subsésseis, membrandceas, bordos finamente denteados. Inflorescéncia terminal e
axial. Corola vermelha ou roseada por fora e internamente amarela. Filetes eretos, glabros; tubo
das anteras esverdeados, glabros. As duas anteras inferiores apresentam-se com um tufo de
pelos no dpice. Gineceu de ovdrio infero, bicarpelar e bilocular com muitos rudimentos

seminais. Fruto seco, capsular oval. Nao foram observadas sementes ."

Sinonimia cientifica:23

Lobelia verticillata Presl.

L. (Siphocampylus) verticillata Cham.

Figura 3: Fotos de Siphocampylus verticillatus (Cham.) G. Don. em seu habitat.
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MINIMIZACAO DE ENERGIA MOLECULAR

Os calculos de minimizagao de energia sdo uma ferramenta importante para estudos de
geometria molecular, energias e propriedades relacionadas a estrutura de compostos
organicos.32 Estes célculos estdo baseados em dados experimentais, e incluem uma variedade
de equagbes conjugadas aos parametros necessarios para atomos nao ligantes dados por
estiramentos e angulos de ligagdo, torsdes e as interagoes de van der Waals. A somatdria de
todos esses fatores ¢ chamada energia estérica, que fornece a conformagao para uma dada
estrutura, minimizando a energié em relagao a geometria. Isto tudo depende da forga do campo
representada por essas equagdes, as quais descrevem a variagao de energia da estrutura quando
a molécula é deformada na sua geometria.

O programa MM?2 para estes calculos estabelecido por Allinger’? tem sido muito
utilizado e tornou-se um método padrio para a determinagdo da geometria molecular. Esta
metodologia estd sendo estendida de forma a ser utilizada em moléculas contendo nitrogénio
conjugado a sistemas x, onde sistemas deslocalizados na molécula precisam de um método
mais elaborado para determinar os vérios parimetros especificos para cada ligagdo deslocalizada
nestes sistemas.

A vantagem de utilizar este método nio € apenas visualizar a estrutura no seu estado
minimo de energia, mas também possibilita a analise de compostos previstos em trabalhos de
sintese organica ou isolados de vegetais, assim como confirma resultados de métodos
espectroscopicos como Ressonancia Nuclear Magnética (RNM). Se tomarmos como exemplo
os comprimentos de ligagdo, o programa MM2 33 fornece a medida correta, definida como
distdncia média entre os atomos, a partir dos valores medidos por difragao de elétrons. Os
valores obtidos por cristalografia de raio X a baixa temperatura contém um erro de cerca de
0,015 angstrons, devido a vibragdo da molécula no cristal, enquanto que os valores obtidos po
MM2 sio mais precisos porque sdo baseados nas posi¢des nucleares. O raio X mede o centro

da densidade eletronica, por exemplo, tendendo a deixar as ligagdes C-N e C-O muito longas
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devido a presenga dos seus pares de elétrons livres, o que faz o centro da densidade eletronica
parecer mais distante da nuvem do carbono do que o miicleo de fato.

Recentemente, o método MM3 tem sido publicado com poucas diferengas para
hidrocarbonetos, e com diferencas substanciais para hidroxilas e carbonilas, porque nio sdo
mais utilizadas as interacdes de pares de elétrons livres.>*36

O programa MM?2 foi utilizado neste trabalho como forma de estabelecer as possiveis

conformagdes dos alcaldides objeto deste estudo.

FARMACOLOGIA DOS ALCALOIDES PIPERIDINICOS

As principais caracteristicas farmacoldgicas dos alcaldides deste grupo sao: estimulagao
respiratdria,> '8 simpatica e parassimpatica de ganglios, agdes adrenérgicas e estimulagio
central,”® principalmente medular, durante o primeiro estagio da sua agdo. Um segundo estagio
é caracterizado por um fenémeno depressivo.#2

As agdes farmacoldgicas da lobelina e nicotina sdo muito semelhantes. A lobelina,
porém € menos potente que a nicotina. A maior parte de suas atividades farmacoldgicas recaem
sobre os ganglios auténomos, exercendo estimulagéo. No sistema nervoso periférico, a agao
principal da nicotina consiste inicialmente em estimulagéo transitdria, seguida de depressdo mais
persistente em todos os ganglios autbnomos. A nicotina apresenta agao bifasica também sobre a
medula adrenal; pequenas doses provocam descargas de catecolaminas e grandes doses
impedem sua liberagao. Sabe-se que a nicotina, como a acetilcolina, estimula alguns receptores
sensoriais, nos quais se incluem os mecanorreceptores, barorreceptores,*® quimiorreceptores
do corpo catotideo,1"63 receptores térmicos da pele® e da lingua e receptores da dor.5

A nicotina estimula de forma acentuada o sistema nervoso central (SNC). Em doses

altas ocorrem tremores seguidos de convulsdo, depressdo e morte, a qual resulta de
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insuficiéncia respiratdria devido a paralisia central e ao bloqueio periférico dos misculos
respiratorios.

Quando administrada pela via intravenosa (i.v.), a nicotina produz aumento
caracteristico na freqiiéncia cardiaca e na pressao arterial. No trato gastrointestinal, a ativagao
combinada dos ganglios parassimpaticos e das terminagdes nervosas colinérgicas provoca
aumento do tonus e da motilidade intestinal. A lobelina antagoniza a depressdo respiratdria
causada pela morfina e heroina, e é utilizada nas intoxicages por estes alcaldides.?’*

Existem alguns estudos recentes sobre a relagdo entre a estrutura e a atividade de
alcaldides piperidinicos,%-%® os quais sugerem que a intensidade da interagdo droga-receptores
nicotinicos depende da presenga de duplas ligagdes, que permitem a interagdo da droga com

uma provavel drea plana no receptor nicotinico. Foi verificado também que o grupo metila

ligado ao nitrogénio e as fungdes oxigenadas nas cadeias laterais alteram a intensidade da

resposta fisioldgica.
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SEPARACAO E IDENTIFICACAO DOS ALCALOIDES

Os rizomas e a parte inicial do caule aéreo de S. verticillatus coletados durante a floraggo
da planta (dezembro a fevereiro) mostraram um maior rendimento para a extragdo de
alcaldides.47°% O material foi dessecado em estufa a 60°C por 24 horas, pulverizado e
macerado em solugéo de acido cloridrico 1% (HCI) e filtrado. O extrato bruto assim obtido foi
concentrado e tratado com solugio de aménia diluida?’ e posteriormente extraido com
cloroférmio (CHCl3). O extrato cloroférmico foi entdo submetido a cromatografia em silica gel
60 e 60 G (70-230 mesh), com subseqiiente purificagao, obtendo-se o isolamento de trés
alcaldides.

O alcaldide principal (SV-1) cristalizou-se como finas agulhas brancas em metanol
(MeOH), p.f. 31-32°C, [a]p 0° (c 2,0 e 4,0; MeOH), com ion molecular M™* no espectro de
massa de alta resolugdo em my/z 271,2501 correspondendo a C16H33N03. O espectro de
infravermelho (IV) mostrou um sinal largo em 3377 cm-! e outro agudo a 2932 cm-!
(estiramento O-H e N-CH3) indicando a presenga de hidroxila e grupo amina. O espectro de
ultravioleta (UV) em MeOH no mostrou nenhuma absorgao significante entre 200 e 400 nm.

Sabendo-se que na familia Campanulaceae ¢ comum a presenga de alca_léides com
micleo piperidinico com cadeias laterais nas posi¢des 2,6 ao anel,?? ¢ possivel prever que esse

alcaldide isolado de Siphocampylus tivesse o mesmo tipo de estrutura (C).



R s & Discuss3

O espectro de massa de SV-1 (Figura 3) apresentou fragmentos importantes em m/z
228, 198, 184, 170, 98, 84 e 70. O fragmento a myz 228 indicou a possivel perda de um grupo
n-propil (C3H7), enquanto o fragmento em m/z 198 mostrou a provavel perda de um grupo
C4HgO o que poderia ser C3H7+CH,O indicando a presenga de um grupo hidroxila, verificada
no espectro de infravermelho (Fragmento 1). O fragmento em m/z 184 poderia indicar a perda
de grupo CsH110 (C4H9O+CH3) o qual seria devido a perda de mais um grupo metileno
acoplado ao fragmento 1. O fragmento 2 formado, estaria ligado ao anel piperidinico em uma

das cadeias laterais.?

OH

OH
CHQ/\/L 3 CHa/\/\’ ¢

Fragmento 1 Fragrﬁento 2

O fragmento my/z 98 (calculado para C¢H2N 98,0966) pode ser a espécie 3; o ion my/z
70 (4) também é de freqiiente ocorréncia neste tipo de alcaldide, os quais demonstram a

presenga de metila ligada ao nitrogénio do anel piperidinico.33

@ %LJ

| 1
CH; CHg

m/z 98 m/z 70
Fragmento 3 Fragmento 4
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Figura 4: Espectro de Massa de SV-1 (18)



O fragmento 5, caracteristico de alcalSides piperidinicos 2,6 disubstituidos,3? é

evidenciado pela presenga do intenso pico a m/z 184, pico base, onde R corresponderia a C3Hy

(IM-43]).

OH OH
— Kt + R’
R' N R 'I“ R

|
Me Me

Fragmento §

Assim, pode-se propor a seguinte fragmentagio a uma das cadeias laterais do anel

piperidinico:

O fragmento m/z 170 pode ser oriundo do fragmento m/z 184, pela perda da metila
ligada ao nitrogénio. Ainda, a partir do fragmento m/z 184, pela perda de uma molécula de gua
seria gerado o fragmento my/z 166. A fragmentagio geral de composto SV-1 esta representada
nos esquemas 5, 6 e 7.

O fragmento estavel m/z 96 também é observado em alcaldides piperidinicos

correlatos.®
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Os deslocamentos quimicos atribuidos pelo espectro de 13C RNM (Figura 5) foram

31,32,70 3 excessao de

compativeis aos atribuidos em literatura para alcaldides correlatos,
26,16, atribuido a metilamina, mostrando a presenga de apenas nove ambientes quimicos
diferentes, sugerindo ser um composto simétrico, apresentando as mesmas substituigdes nas

posigdes 2 e 6 do anel piperidinico, indicando ser a estrutura 18 a mais provavel para SV-1.

3
1878 OH 5 OH
3962 OH 2
16 10 N 8 13
62,63 L7116 23.12 ? ) 7
N Me
| 4036 2510 1429
CHg
26,16 18

Para confirmar a estrutura proposta para SV-1, as informag¢des mais importantes foram
provenientes dos espectros de ressonancia nuclear de préton (200 e 300 MHz) e carbono-13
(75 MHz). O espectro de 1H RNM de SV-1 (Figura 6) apresentou um triplete distorcido em &
0,8 (6H, J =7Hz), correspondente aos grupos metila terminais (H-13/16) adjacentes aos grupos
metilenos em C-12/15. Um multiplete em d 1,1-1,7 foi atribuido aos diversos grupos metilenos
em C-3/5, 4, 7/9, 11/14 e 12/15. Um singlete em & 2,10 foi atribuido a N-CH3, enquanto que
os multipletes em d 3,00-3,15 e d 3,65-3,85 foram assinalados para os prétons em C-2/6 e para
os C8/10, ligados ao grupo hidroxila, respectivamente.

A fim de facilitar a solubilidade do composto em cloroférmio e confirmar a presenga dos
grupos hidroxila, foi feita a acetilagdo do composto com anidrido acético e piridina, deixados
em repouso a temperatura ambiente por uma noite. A solugao foi concentrada em evaporador
rotatdrio usando tolueno e suspendida com cloroférmio apds lavagem com 4cido cloridrico e
bicarbonato de sédio diluidos para retirar o excesso de piridina, o composto apresentou pico
caracteristico para carbonila no espectro de infravermelho (1752 cm-1) desaparecendo a banda

inicial em 3377 cm-1.
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Figura 6: Espectro de H RNM (300 MHz) de SV-1 (18).
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O espectro de |H RNM (300 MHz) do composto acetilado 19 (Figura 7), associado a
experimentos de desacoplamento seletivo, sumarizados na Tabela 1, apresentou um quinteto em
0 4,86 (2H, J =13 e 6,5 Hz) correspondente aos protons em C-8/10 com acoplamento de
13 Hz com o proton H-7,/9, e de 6,5 Hz com Hz-11/14, indicando que as hidroxilas foram
acetiladas, além dos sinais caracteristicos de acetato em d 1,93. Irradiagdo em d 4,36
transformou o quinteto em & 1,79 em um duplo-duplete e o quarteto em & 1,41 em triplete
mostrando o acoplamento de C-11/14 com C-12/15 e de C-7,/95 com C2/6 e C-3/5,
consistentes com o resultado apresentado no espectro de COSY ("COrrelated SpectroscopY “)
mostrado na Figura 8. Os prétons em C-2/6 apareceram como um largo multiplete em 8 2,20-
2,40 que quando irradiados mostraram acoplamentos com o quinteto em d 1,79 que passou a
ser um duplo duplete (H-7,/9;) e com o multiplete em & 1,10-1,35. Quando 8 1,79 foi irradiado
o quinteto em d 4,86 apareceu como um quarteto referente apenas ao acoplamento de C-8/10
com C-11/14, enquanto que irradiagdo de d 1,41 (H-11/14) mostrou seu acoplamento com
H-8/10 e com o multiplete em & 1,10-1,35 referente ao metileno H-12/15. O triplete em 6 0,80
referente aos grupos metilas terminais C-13/16 mostrou-se como um singlete quando o
multiplete em & 1,10-1,35 foi irradiado, o qual, por sua vez, mostrou os acoplamentos

referentes a H-2/6, H-7,/9, e H-11/14.

Tabela 1: 'H RNM (300 MHz) de SV-1 diacetato (19).

H o multiplicidade J Hz (H acoplado)
8/10 4,86 quinteto 13 (74/9a), 6,5 (11/14)

2/6 2,20-2,40 largo multiplete -
N-CH3 2,10 singlete -
2x Ac 1,93 singlete -

7a/9% 1,79 quinteto 13(8/10), 7,5(3/5)
11/14 1,41 quarteto .
3,4,5,7,9p,12 1,10 - 1,35 multiplete -
13/16 0,80 triplete 7




A atribuigao dos deslocamentos dos protons de SV-1 foi comparada com os dados de
espectros apresentados na literatura de alcaldides piperidinicos correlatos, como o sinal para
H-2/6 em & 2,20-2,40 sem acoplamento com H-8/10, e um sinal em torno de & 2,10, atribuido
a metilamina,31-32,34.69

O experimento de COSY (200 MHz) (Figura 8) revelou todos os relacionamentos de
acoplamento da molécula e a0 mesmo tempo confirmou os resultados mostrados no
experimento de desacoplamento seletivo, comprovando a estrutura proposta pela analise do
espectro de massa e 13C RNM.

Estes resultados levaram a um amplo estudo bibliografico indicando ser 18 um novo

alcaldide piperidinico, simétrico, o qual foi denominado de 8,10-di-rn-propil-lobelidiol.

OH OH
10 2 6 8
N
H H ! H H
Me

18

8,10-di-n-propil-lobelidiol

No entanto, neste estagio a estereoquimica correta referente aos carbonos quirais C-2/6
e C-8/10 nao poderia ser estabelecida por estudos de ressonancia nuclear magnética, restando a
possibilidade de se obter monocristais e usar difragdo por raio-X ou aplicagdo do método de
Horeau’ -7 ja anteriormente utilizado por Ahmad3!-32 na identificagio de andrachcina e outros

alcalSides.3%73
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Figura 7: Espectro de 1H RNM (300 MHz) de SV 1-diacetato (19).
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E esperado que a configuragio 2,6 trans diaxial (conformagio D) do anel seja mais
estavel que cis-diequatorial (conformagao E) o que, consequentemente, levaria a uma diferenga
nos ambientes quimicos tanto para estes protons como para carbonos nos seus respectivos
espectros. Pela revisao bibliografica realizada, observou-se que alcaldides com estruturas
semelhantes, que ndo apresentam atividade Stica, possuem estrutura cis 8,10-lobelidiol,
corroborando a hipdtese da configuragéo trans do anel.3074

Através de estudos de andlise conformacional em !3C RNM,’ verifica-se que a
estrutura trans-2,6-dimetil, apresenta para C-4 em espectro de 13C RNM, um deslocamento de
d 19,3, enquanto que para a conformacgao cis do anel, C-4 apresenta-se em & 24,7. Neste
trabalho, verificou-se um valor de & 18,7 para C-4 em SV-1, o mesmo valor atribuido por
Ahmad,*? que confirmou a estrutura trans diaxial no anel pelo método de Horeau. Estes dados
de literatura sugerem que o anel piperidinico de SV-1 tenha a configuragio trans .

Na falta de monocristais apropriados e de reativos para proceder a determinagéo de
estereoquimica pelo Método de Horeau, a estrutura do composto foi submetida a estudos de
modelos moleculares computadorizados com a finalidade de sugerir a possivel conformagao
mais estavel pela energia estérica final apds minimizagdo. Assim, as conformagdes D e E para
8,10-di-n-propil-lobelidiol foram as mais estaveis, apresentando energia estérica final usando
parametros MM2 com valores finais de 29,6881 e 29,7094, respectivamente.

Os dados acima nio foram suficientes para propor uma conformagao definitiva para
SV-1 indicando que apenas a analise cristalografica dos monocristais do alcaldide, ou derivado

deste, levariam a uma defini¢@o estereoquimica.






ESTUDOS FARMACOLOGICOS SOBRE 8,10-n-DIPROPIL-LOBELIDIOL
TESTE GERAL DE ATIVIDADES (TGA)

Extrato bruto

O extrato bruto (E.B.) de S. verticillatus administrado em camundongos por via
intraperitoneal nas doses entre 0,4 e 0,8 g/kg, causou diminuig¢ao de motilidade, piloeregdo e
contorgdes ‘abdominais, sugerindo que a administragao do extrato provocou uma reagdo
dolorosa nos animais, de modo a reduzirem a movimentagao espontanea. Alguns animais que
receberam doses mais elevadas apresentaram movimentos estereotipados, indicando uma
possivel agdo do extrato sobre o sistema nervoso central (SNC).

Doses a partir de 1 g/kg, evidenciaram sinais indicativos de a¢des mais especificas do
extrato bruto. Estes sinais foram de intensidade dose-dependente, observando-se agitagéo,
prostragdo, perda de apreensdo das patas, alteragdo do tonus muscular do dorso, tremores,
dificuldade respiratdria, cianose, convulsdes e morte. No entanto, alguns animais que
receberam doses entre 1 e 3 g/kg ndo evoluiram até convulsdes e morte, apresentando
recuperagao apds intensa dificuldade respiratoria e cianose.

Ap6s a administragao de 4 gfkg, ficaram mais evidentes os efeitos sobre a musculatura
esquelética e SNC. A redugdo da motilidade, o arrasto do trem posterior, a dificuldade
respiratdria e a cianose sugerem ag#o sobre os receptores da jungdo neuromuscular, enquanto
que os movimentos estereotipados, as convulsdes e morte produzidas por esse extrato indicam

agao sobre o SNC.

Alcalodides totais
A administragdo da mistura de alcaldides obtida a partir do extrato bruto da planta

apresentou poténcia até dez vezes superior aquela observada pela administragio do extrato
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bruto. Nao foram observados os sinais de dor pela administragéo intraperitonial (i.p.), sendo
mais evidentes os efeitos sobre a musculatura esquelética e SNC. Doses de 0,05 até 1 gfkg,
provocaram prostragéo, tremores, descoordenagdo motora e dificuldade respiratdria, sugerindo
acao sobre a musculatura esquelética. Outros efeitos como a elevagdo da cauda dos animais
(Straub positivo), piloere¢ao, movimentos estereotipados, convulsdes e morte indicam que essa
fragdo também apresenta agdes sobre o SNC.

Nas doses superiores a 0,5 g/kg nao foi possivel a observagao daquelas agdes que
foram nitidas com doses menores, pois imediatamente apds a administragdo os animais
apresentaram convulsoes e morte.

Esses efeitos verificados s3o em muitos aspectos semelhantes as a¢des de agonistas

nicotinicos tipicos, como a lobelina e a nicotina.”6-7

Alcaléide SV-1

O teste geral de atividades realizado em camundongos por via i.p. com alcaldide SV-1
puro na forma cristalina, mostrou atividade a partir da dose de 0,05 g/kg.

Os efeitos observados inicialmente sugerem agdo depressora, seguida de agao
estimulante do SNC. A redugao da motilidade, a sedagdo, a ptose palpebral, a perda da
sénsibilidade dolorosa, e a catatonia eram progressivamente substituidas por movimentos
estereotipados, agitagdo, excitagio, convulsdes e morte. A intensidade desses sinais foram
dependentes da dose.

Pela administragéo do alcaléide SV-1 verifica-se de forma mais clara as agdes sobre a
musculatura esquelética e SNC. Em muitos aspectos estas a¢Ges sdo semelhantes aquelas
produzidas por agonistas nicotinicos.

O teste geral de atividades realizado em camundongos sugere que os extratos obtidos

desta planta possuem agdo sobre a musculatura esquelética e sobre o SNC.
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Toxicidade aguda

A determinagéo dos indices de toxicidade aguda dos extratos de S.verticillatus indicam
que em camundongos tratados por via i.p. o extrato bruto (Figura 9) foi capaz de provocar a
morte de 50% dos animais (DL5sg) com dose de 3,39 g/kg. A fragdo de alcaldides totais testada
mostrou-se aproximadamente vinte vezes mais potente e promoveu a morte de 50% dos
camundongos com a dose de 157 mgfkg (Figura 10). O alcaldide isolado SV-1, que apresentou
DLsg de 112 mgfkg, foi tio potente quanto a mistura de alcaldides testada, indicando que este
alcaldide € o maior responsavel pela toxicidade aguda observada (Figura 11).

Os sinais mais evidentes do efeito do alcaléide observados durante os testes

preliminares e de toxicidade aguda serviram de base para as investiga¢des posteriores.
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Figura 9: DLsg do extrato bruto de S. verticillatus.
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Figura 10: DLsg da fragao de alcaldides totais de S. verticillatus.
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Figura 11: DLsg de SV-1.



Acdo de SV-1 sobre o SNC

Durante a realizagao do TGA e DLs0, observou-se claramente que as convulsdes
apresentadas pelos camundongos sdo dose-dependente. As convulsdes clénico-tonicas
produzidas pelo alcaléide SV-1 foram observadas a partir da dose de 105 mg/kg. Com o
objetivo de tentar o bloqueio destas convulsaes,? foi realizado um teste preliminar com drogas
anticonvulsivantes classicas com mecanismos de agdo conhecidos. Dentre as drogas testadas
(difenilhidantoina, diazepan, fenobarbital e haloperidol), apenas o diazepan na dose de
10 mg/kg foi capaz de proteger os animais das convulsdes induzidas pelo alcaldide. No entanto,
o diazepan nao protegeu os animais da morte. Pode-se supor que o alcaldide SV-1 tenha
potencializado o efeito depressivo do diazepan ou que o alcaldide tenha promovido o
relaxamento da musculatura esquelética, o qual ficou mais evidente quando os efeitos
estimulantes foram bloqueados com o diazepan. Uma agio semelhante a esta é observada com
drogas tipo nicotina,81:82 que também causam relaxamento muscular.

De modo contrario, o haloperidol na dose de 10 mg/kg facilitou o aparecimento das
convulsdes, diminuindo o tempo de laténcia para o inicio destes efeitos estimulantes.

Estes dados sugerem que as convulsdes induzidas por SV-1 sejam mais devido a uma

facilitagao da excitagdo do que por um bloqueio dos mecanismos inibitdrios.

Atividade antinociceptiva de SV-1

O conjunto de sinais caracterizados por Straub positivo, perda de sensibilidade dolorosa
e agitagdo dos animais, observadas no TGA, sugeriram a realizagao de testes para a avaliagdo de
uma possivel atividade antinociceptiva deste alcalSide (efeito tipo morfina). Esta propriedade foi
avaliada no modelo das contorgdes abdominais induzidas por 4cido acético (Writhing test). Foi
observado que a injegdo prévia (30 minutos) de SV-1 nas doses de 100 e 150 mg/kg (s.c.)
causou uma diminuigido dose-dependente no mimero de contorgdes abdominais de 50 e 73%,

respectivamente (Figuras 12 e 13).
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Figura 13: Contorgoes abdominais acumuladas induzidas por 4cido acético 0,8%.



Este efeito assemelha-se mais ao efeito antinociceptivo da nicotina do que da morfina,
uma vez que para a dose de 150 mg/kg de alcaldide foi observada a ocorréncia da diarréia em
83% dos animais, sugerindo aumento da motilidade gastrointestinal tipico da nicotina, enquanto
que a morfina diminui o transito intestinal.8®

Nestas doses e via de administragio testada nao foram verificados sinais de
hiperalgesia, como também vem sendo relatado em literatura para lobelina e nicotina 54658384
O que esta bem demonstrado € que os efeitos de analgesia e hiperalgesia sdo dose-dependentes;
quais sejam, doses baixas causam analgesia e altas doses causam hiperalgesia. Além disso, a
ocorréncia de efeito analgésico ou hiperalgésico também depende da estrutura do SNC na qual o
agonista nicotinico € injetado.81:8

Diversos trabalhos tem demonstrado que a nicotina e a lobelina interferem com diversos
sistemas neuromensageiros ao nivel do SNC, como gabaérgicos e dopaminérgicos, mas nao se
conhece o(s) mecanismo(s) exato(s) dos seus efeitos sobre a sensagio dolorosa.?%87 Porém,
tanto os efeitos analgésicos como os hiperalgésicos sdo antagonizados pela naltrexona
(antagonista de receptores opidides) e pela mecamilamina (antagonista de receptores nicotinicos)
demonstrando claramente que estes efeitos decorrem da agao sobre receptores opidides e

nicotinicos. 3185

Alteracao da pressao arterial de ratos por SV-1

Os efeitos de hiperemia e prostragao observados nos testes preliminares indicaram que o
alcaldide SV-1 poderia exercer ag@o sobre o sistema vascular. Para verificar esta hipdtese,
realizaram-se testes sobre os niveis pressdricos em ratos anestesiados.

A administragio (i.v.) de SV-1 produziu elevagao nos niveis pressoéricos (Figura 14). A |
pressao sanguinea média foi elevada em 17,2 +4,32% com a dose de 1 mg/kg, em 23,7 +1,9%
com a dose de 5 mg/kg e em 31,4 +8,6% com a dose de 8 mg/kg. O efeito hipertensor foi na
maioria das vezes seguido por hipotensao, mas esta nao mostrou uma clara relagido com a dose

administrada conforme pode ser visto na figura 14.
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Figura 14: Curva dose-resposta de SV-1 sobre a pressao arterial em ratos.

Para verificar se houve uma redugio do efeito hipertensor produzido pela administragiao
de doses repetidas, realizamos testes com trés doses consecutivas do alcaldide a intervalos de 5
minutos. Doses repetidas de 5 mg/kg produziram sempre hipertensio com intensidade
semelhante, indicando a auséncia de um processo de desensibilizagao, taquifilaxia efou outro
que fosse capaz de alterar uma segunda ou terceira resposta do alcaldide para esta dose. No
entanto, foi verificada uma queda no nivel pressérico basal, apds a aplicagao repetida da mesma
dose do alcaldide, sugerindo a possibilidade de estar ocorrendo bloqueio ganglionar, efeito este
comumente observado na presenga de agonistas nicotinicos.
Os resultados obtidos sugerem:
1) Uma agao vasoconstrictora que poderia estar ocorrendo por estimulagao direta ou indireta
de receptores a—adrenérgico de vasos (principalmente em arteriolas);
2) Uma agao estimulante sobre os receptores f3-adrenérgicos cardiacos;

3) Uma agdo bloqueadora de receptores f-adrenérgicos.de vasos



4) Uma agdo estimulante sobre receptores nicotinicos ganglionares.

Para esclarecer se a hipertensao produzida pelo alcaldide pode estar ocorrendo através
da estimulagao de receptores ao-adrenérgicos em vasos sanguineos (arteriolas), foram realizados
experimentos com ioimbina 4 mg/kg, que é uma droga bloqueadora dos receptores a—
adrenérgicos. O efeito hipertensor de SV-1 (5§ mg/kg) foi reduzido de 22,8 +1,8% para 13,6
+3,8% apds a administragao de ioimbina, indicando que aproximadamente 50% do efeito
hipertensor produzido pelo alcaldide foi devido a estimulaggo dos receptores a-adrenérgicos de
vasos sanguineos, que sio responsaveis pelo aumento da resisténcia periférica total e elevagao
dos niveis pressoricos. Este resultado, no entanto, ndo permite concluir se a estimulagéao dos
receptores a-adrenérgicos produzida pelo alcaldide SV-1 ocorreu através de uma agéo direta ou
indireta. Por outro lado, o efeito hipotensor do SV-1 (5 mg/kg) foi potencializado de 6,4
+1,4% para 22,1 +4,4% , apds o bloqueio dos receptores a-adrenérgicos com ioimbina
sugerindo a ocorréncia de uma somagao de efeitos. A hipotensdo aumentada apds a ioimbina
seria resultante da diminui¢do do tOnus simpdtico apds o bloqueio dos receptores a—
adreriérgicos de arteriolas com consequente redugio da resisténcia periférica total e da agao do
alcaldide em outro sitio de agéo, além dos receptores a~adrenérgicos de arteriolas.

Para testar a hipdtese de uma possivel agdo do alcaldide sobre os receptores f—
adrenérgicos, foi realizado o registro dos niveis pressoricos em presenga do bloqueador
propranolol na dose de 1 mg/kg. A agao hipertensora induzida por 5 mgfkg do alcaldide SV-1
ndo foi alterada pela administragdo de propranolol, sugerindo que esta agéo do alcaldide nio
estd sendo mediada por receptores B-cardiacos, j& que quando estes estdo bloqueados a
hipertensio continua ocorrendo. Por outro lado, a agdo hipotensora provocada pelo alcaldide
SV-1 (5 mg/kg) de 6,4 +1,4% antes da administragéo de propranolol foi potencializada para
26,7 9,2% apds a sua administragdo, indicando neste caso, que o bloqueio dos receptores fi-
cardiacos soma-se ao efeito do alcaldide levando a uma maior hipotensio resultante.

O efeito hipotensor produzido por SV-1 néo foi alterado pelo bloqueio dos receptores
colinérgicos muscarinicos, através da administragdo endovenosa de atropina 100 ug/kg,

descartando uma possivel agdo do alcaldide sobre esses receptores.



Como o antagonismo dos receptores a-adrenérgicos com ioimbina 4 mg/kg foi capaz de
bloquear somente cerca de 50% do efeito hipertensor promovido pelo alcaldide, sugere-se que o
alcaldide pode estar promovendo a estimulagdo da cadeia ganglionar simpatica, levando desta
forma a liberagao de neurotransmissores endogenos para que estes atuem sobre os receptores o
e B-adrenérgicos de arteriolas. Esta hipdtese justificaria inclusive o aumento da hipotensao
observada apds o bloqueio dos receptores a-adrenérgicos com ioimbina, pois a adrenalina
enddgena com liberagao aumentada estaria promovendo uma maior estimulag@o dos receptores
ﬁ.-adrenérgicos causando vasodilatagdo, enquanto os receptores a-adrenérgicos estio
bloqueados. Para testar esta hipdtese, considerando também as caracteristicas
quimiofaxonémicas da planta, as quais sugerem semelhanga com a nicotina, promoveu-se o
bloqueio dos receptores nicotinicos ganglionares com hexameténio (1 mg/kg). O bloqueio dos
receptores nicotinicos ganglionares reduziu aproximadamente 50% do efeito hipertensor de SV-
1 (5 mg/kg), confirmando as ja supostas agdes deste alcaldide sobre os receptores nicotinicos
de ganglios.

Os resultados obtidos sugerem que o alcaldide SV-1 promove a estimulagao dos
receptores nicotinicos ganglionares e da medula adrenal, causando uma descarga simpatica,
com aumento dos niveis circulantes de adrenalina e noradrenalina enddgena causando
estimulagao dos receptores a.—adrenérgicos de arteriolas com conseqiiente vasoconstricgio,
aumento da resisténcia periférica total e elevagao dos niveis pressoricos.

A semelhanga estrutural de SV-1 e lobelina, cujas agdes sobre receptores nicotinicos®8-

92 estio bem descritas em literatura, corrobora com os resultados obtidos neste trabatho.



EXPERIMENTAL

Equipamentos e reagentes

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em silica gel 60 G e
GF254 Merck em placas de vidro ativadas a 100°C por uma hora em estufa tendo como fase
movel a mistura acetato de etila (EtOAc):isopropanol (i-PrOH):hidréxido de aménio (NH4OH)
(80:15:5) e como revelador especifico para alcaléides Dragendorff acético.”

Para as cromatografias de adsorgao em coluna foram utilizadas silica gel 60 G Merck
70-230 mesh e Aldrich 100-200 mesh como fases estacionarias. Como fases méveis utilizou-se
hexano, tolueno, diclorometano (CH2Clp), cloroférmio (CHCl3), acetato de etila (EtOAc),
isopropanol (i-PrOH) e metanol (MeOH). O ponto de fusio foi determinado em aparelho
Kofler; a rotagdo dtica em polarimetro Cenco; os espectros infravermelho (IV) em
espectrometro Perkin Elmer em pastilhas de KBr, os espectros de 1H RNM foram obtidos em
espectrometros Varian Gemini 200 a 200 MHz e em Brucker XL 300 a 300 MHz, em CDCl3,
sendo que os deslocamentos quimicos estido descritos em d em relagdo ao tetrametilsilano
(TMS). Os espectros de 13C RNM foram obtidos também em Varian Gemini 200 a 75 MHz.
Os espectros de massa e a férmula molecular foram obtidos num espectrometro Kratos
Concept. Os espectros foram realizados no Departamento de Quimica da Universidade de
Manchester, Inglaterra.

As estruturas em 3D foram processadas em computador Apple Macintosh®,
processador MC68030 CPU, coprocessador MC68882 FPU, e as energias minimizadas sob
parametros MM2 usando Chem 3D Plus™.

Para os estudos de pressao arterial em ratos utilizou-se mandémetro de mercirio de

Condon e quimdgrafo com papel esfumagado.
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Para os testes in vivo foram utilizados ratos albinos Wistar de ambos os sexos (Rattus
norvergicus variedade albinus, 200 +30 g); camundongos (Mus musculus, 23 +6 g) de ambos
os sexos, fornecidos pelo biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parand. Os animais foram mantidos em condigdes controladas de temperatura e iluminagao com
livre acesso a agua e ragfo.

Todas as drogas e extratos testados in vivo foram diluidas em solugdo salina (NaCl)
0,9% até a concentragao necessaria para cada dose a ser administrada.

Todas as drogas padrdes utilizadas nos testes farmacoldgicos sdo de procedéncia Sigma
Chemical Co. e Merck S.A.

Coleta do material

O material foi coletado as margens da BR-277 (Curitiba-Paranagua), nas proximidades
do Km 70, durante o periodo de floragao do vegetal nos meses de janeiro de 1993 e 1994. A
identificagdo do material coletado foi feita pelo professor Rubens Leonart e foi comparado a
excicata UPCB 12401 do herbdrio do Departamento de Botanica do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Parana.

Foram coletadas partes aéreas e rizomaticas que, limpas, pesaram 6 kg. Apds secagem
em estufa 60°C por 24 horas, separou-se para os experimentos os rizomas até 1/3 do caule
47,50

aéreo pesando 1 kg apds moidos.

Extragéo

O material reduzido a pd foi macerado em solugao aquosa de HCl 1%, filtrado e lavado
até nao dar mais reagao positiva frente ao reativo de Dragendorff. O extrato assim obtido foi
filtrado por algodao e papel filtro respectivamente e concentrado em banho maria até 1/3 do seu
volume inicial. Foi entio alcalinizado com aménia diluida®® até pH basico em papel de tornassol

(entre 9 e 10) e extraido com CHCIj até reagao negativa frente a reativo de Dragendorff.



Fracionamento do extrato

A'ﬁag:éo CHCl3 concentrada em rotavapor forneceu 3,40 g do extrato alcaloidico, o
qual foi percolado em coluna com 120 g de silica (numa proporgao aproximada de trinta vezes o
peso do material em silica), eluindo-se com tolueno, tolueno: CH2Cly (9:1), tolueno:CHClp
(4:1), tolueno:CH>Cl; (1:1), tolueno:CH,Cly (1:2), CH»Cly, CH,Cl7:CHCl3 (9:1),
CH,Cly:CHCI3 (4:1), CHCly:CHCl; (4:1), CH,Cly:CHCl3 (1:1), CH,Clp:CHCl3 (1:2),
CHCl3, CHCI3:EtOAc e EtOAc:MeOH nas mesmas proporgdes ja citadas, até MeOH.

Deste fracionamento foram obtidas 370 fragdes, e a partir da fragao 220 observou-se
manchas marron avermelhadas em CCD quando reveladas com Dragendorff acético.%?

Foram reunidas as fragées de 220-329 (A), 330-338 (B) e 340 até 370 (C), tendo sido
desprezadas as frac;ées iniciais (até 219) por ndo conterem alcaldides em quantidades

representativas.

Isolamento dos alcaldides

A partir do fracionamento obtido conforme acima, a fragdo A foi eluida através de
CH;,Cl, CH,Cl;:CHCIl3 (1:1), CH,Cl:CHCI3 (1:2), CHCl3, CHCI3:EtOAc (1:1),
CHCI3:EtOAc (1:2), EtOAc, EtOAc:MeOH (1:1), EtOAc:MeOH (1:2), MeOH em
aproximadamente trinta vezes o seu peso em silica, obtendo-se 150 fragdes.

As fragdes anteriores a 40 foram desprezadas por nao apresentarem manchas quando
reveladas com Dragendorff em CCD.

As fragoes 40-70 foram reunidas por apresentarem uma mancha apenas em CCD, a

- menos polar de uma série de manchas reveladas com Dragendorff.

Apds purificagao em cromatografia preparativa em fase mével EtOAc:i-PrOH:NH4OH

(80:15:5), retomada em CHCl3, obteve-se um precipitado alcaloidico nao cristalino que pesou

10 mg, denominado SV-2.
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As fragdes 70-150 da fragdo A a fragio B, por ser uma fragio intermedidria, continham
uma mistura dos alcaldides da planta, as quais foram reunidas e utilizadas para experimentos in
vivo, denominada alcaldides totais (A.T) ’

A fragao C foi concentrada, fornecendo 1,5 g de residuo seco, o qual foi percolado com
30 g de silica pela fase mével CHCl3:i-PrOH (7:3). Deste fracionamento assim obtido, juntou-
se as fragdes que apresentaram maior semelhanga ao padréo de manchas por CCD, obtendo-se
trés fragdes que continham uma das manchas em maior proporgéo. Essas fragdes foram
denominadas de SV-1, SV-2 e SV-3, correspondendo aos trés alcaldides presentes em maior
quantidade na planta.

O residuo seco da fragdo SV-1 foi percolado com aproximadamente' trinta vezes o seu
peso em silica, utilizando a fase movel CHCl3:i-PrOH (7:3), obtendo-se 190 fragoes. |

Deste fracionamento, as fragoes 1 a 30 fofneceram cristais alcaloidicos determinados
SV-1, numa quantidade de 107 mg, com ponto de fusio entre 31-32°C, [a]p = 0° (MeOH, ¢

2,0 e 4,0).

Dados espectroscopicos de SV-1, 8,10-n-dipropilobelidiol (18)
Cristalizado a partir de CHCl3 como finas agulhas brancas, [M*] 271,2501; C{gH33NO>,
CCD: EtOAc:i-PrOH:NH4OH (80:15:5 Rf=0,6 |
LV.: v 3377,0, 2932,0, 1466,0, 1346,0, 1158,0, 844,0, 755,0 cm-1
MS : m/z 271 [M*], 228 [M - 43]; 184 [M - 87] (100%), 170 [M-101], 166 [M - 105], 140
{M-131], 98 [M - 173], 86, 84, 70 e 55.

Tabela 2: |H RNM (300 MHz, CDCl3;, TMS) :
H o multiplicidade J Hz (H acoplado)

8/10 3,75 triplete 13 (74/92), 6,5 (11/14)
26 3,05 singlete (largo) -
N-CHj3 2,20 singlete -
Ta/9% 1,78 quarteto 13 (8/10) (2/6); 7,5 (11/14) (3/5)
11/14 1,42 quatteto 7 (12/15) (9/7) (2/6) (8/10)
12/15,3/5,4  1,10-1,60 multiplete 7 (11/14) (74/9%) (2/6) (8/10)-

13/16 0,81 triplete 7 (11/14)




Tabela 3: 13C RNM (75 MHz, CDCl3)

¢ 5
810 71,16
2/6 62,63
79 40,36
3/5 39,62

N-CH3 26,16
11/14 25,10
12/15 23,12

4 18,78

13/16 14,29

Acetilacao de SV-1

O composto SV-1 foi tratado com anidrido acético (¢ 10 ml/g) e piridina (¢ 5 ml/g) a
temperatura ambiénte, por 12 horas. Apds evaporagio sob pressdo reduzida usando tolueno
como mistura azeotropica, o residuo formado 4foi suspendido em cloroférmio e lavado com HC
5% e NaHCO3 10%, seco e percolado em coluna de alumina (atividade II-IIT) fornecendo o
8,10-di-n-propil-diacetil-lobelidiol (19). O produto amorfo foi entao obtido por evaporagéo do
solvente.

CCD: EtOAc:i-PrOH:NH4OH (80:15:5) Rf=0,8
LV. (em-1): 2932,0, 1752,0, 1465,0, 1345,0, 1052,0, 1158,0, 844,0.
IH RNM, acetato (300 MHz, CDCl3, TMS): Tabela 1, pagina 28.

A fragao denominada SV-3 foi purificada através de cromatografia preparativa em
camada delgada com a fase mdvel EtOAc:i-PrOH:NH4OH (80:15:5) e posteriormente
adicionada a uma coluna montada em pipeta Pasteur, eluindo-se CHCIl3 forneceu um

precipitado branco nio cristalino, que apds evaporagio em rotavapor pesou 17 mg. O mesmo
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foi denominado de SV-3, correspondendo a mancha imediatamente inferior aquela produzida
pelos cristais SV-1 em CCD.
Os compostos SV-2 e SV-3 estao sendo submetidos a estudos espectrométricos para os

quais nao se tem ainda dados a apresentar.

Teste Geral de Atividades em Camundongos

Para os estudos de atividade do alcaldide SV-1 foram coletados aproximadamente 20 kg
da planta as quais foram dessecadas e submetidas ao isolamento de SV-1 conforme descrito
anteriormente, apresentando um rendimento de cerca de 800 mg, utilizados exclusivamente para
os testes in vivo.

Foram utilizados nove camundongos injetados intraperitonealmente (i.p.) com doses de
extrato bruto (E.B.) de 400, 600, 800, 10?)0, 1200, 1400, 2000, 3000 e 4000 mg/kg. Testou-
se também em nove camundongos uma mistura de alcaldides totais da planta (A.T.) obtidos por
cromatografia em coluna nas doses de 50, 100, 200, 300, 500 e 1000 mg/kg (i.p) e o alcaldide
SV-1 nas doses de 10, 50, 100 e 125 mg/kg (i.p.). Os animais controle (um por grupo)
receberam veiculo (solugao salina 0,9%) em volume correspondente.

Todos os camundongos tratados foram observados em uma superficie plana antes da
administragdo do extrato, da fragdo alcaldides totais e do alcaldide puro SV-1 e apos 3, 10, 15,
30, 60 minutos e 2, 4, 6, 12, 24 horas. Com o resultado das observagdes foram preenchidas

tabelas padronizadas adaptadas daquela descrita por Malone.?*

Calculo da DLsg

Para a determinagao da dose letal 50% do E.B., A.T., e SV-1 utilizou-se grupos de 6
camundongos fémeas que receberam doses fixas pré-determinadas por via i.p. O E.B. foi

administrado nas doses de 2; 2,5; 3; 3,5; 4; e 4,5 gfkg. A frag@o alcaldide foi testada nas doses
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de 100, 125, 150, 175 e 200 mg/kg e o alcaldide SV-1 foi administrado nas doses de 100, 105,
110, 115, 120 e 125 mg/kg.

Os animais foram observados durante as primeiras 24 horas e calculadas as
percentagens de morte através do método dos minimos quadrados, utilizando a regressdo

retilinea com probitos.*>

Teste de pressao arterial em ratos

Os ratos foram anestesiados por via i.p. com a mistura de uretana 20% (0,8 g/kg) e
pentobarbital sodico 1% (40 mg/kg) e fixados em dectbito dorsal em placa de cortiga,
canulando-se a veia iliaca externa para inje¢ao de drogas e a artéria cardtida para o registro da
pressao arterial. As variagdes pressoricas foram obtidas através de mandmetro de mercurio de
Condon e registradas em papel esfumagado movimentado por quimodgrafo, numa velocidade de
14 mm/min.

A pressao arterial foi inicialmente registrada durante S minutos, antes dos animais serem
injetados com as substancias em estudo. As injeg¢des endovenosas (e.v.) das substancias e
drogas padrdes nao ultrapassaram 0,4 ml.

O bloqueio muscarinico, o bloqueio dos receptores a e f-adrenérgicos, e dos receptores
nicotinicos foram efetuados com injegdo de atropina (100 pg/kg, e.v.), propranolol (1 mg/kg,
e.v.), ioimbina (4 mg/kg, e.v.) ¢ hexametonio (1 mg/kg, e.v.) respectivamente.

Apds a realizagdo da curva dose-efeito foi escolhida a dose de 5 mg/kg de SV-1 para
verificagéo dos possiveis bloqueios.’® Foram utilizados 6 animais para cada dose e drogas
testadas. As diferengas entre os grupos foram analisados pelo teste “t” de Student e

consideradas significantes aquelas em que p<0,05.



Contor¢oes abdominais induzidas por acido acético

Camundongos machos (15-30 g) foram divididos em trés grupos e injetados
previamente com solugdo salina (NaCl 0,9%, grupo 1 ou controle), SV-1 nas doses de 100
mg/kg (grupo 2) e 150 mg/kg (grupo 3) por via subcutanea e 30 minutos apds todos os ammms
foram injetados com 4cido acético 0,8% por via intraperitoneal, num volume de 0,1 ml para
cada 10 g de peso corporal. A seguir foram contadas as contor¢des abdominais, seguidas da
extensdo de pelo menos uma das patas traseiras, por um periodo de 30 minutos, a intervalos de
5 minutos.

Os resultados foram expressos como a média do nimero de contorgdes em cada
intervalo de 5 minutos (Figura 12) e como a média do mimero de contorgdes acumuladas a cada
5 minutos durante os 30 minutos (Figura 13). Diferengas entre os grupos foram analisadas pelo

teste “t” de Student e consideradas significantes aquelas em que p<0,05.57
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