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RESUMO

Plumbago scandens, popularmente conhecida como louco, caataia, caapomonga, e erva-do-
diabo, ¢ uma planta pertencente a familia Plumbaginaceae, ocorrendo em todas as regides do
Brasil. Foi descrita como tdéxica para bovinos e caprinos. A intoxicacdo ¢ caracterizada por
lesdes causticas no trato digestorio anterior. P. scandens possui em sua composi¢do uma
naftoquinona denominada plumbagina, que apresenta elevada atividade citotdxica. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver metodologias analiticas para determinag¢dao dos niveis de
plumbagina em amostras de folhas, caule e contetido ruminal, para utilizagdo como marcador
quimico auxiliar no diagnostico laboratorial de intoxicacdo. Foi desenvolvida uma metodologia
utilizando cromatografia em camada delgada (CCD) e outra utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). A presenga de U. brizantha, M. maximum, silagem de milho e
conteido ruminal nd3o apresentou nenhum interferente para a plumbagina nas duas
metodologias. A metodologia por CCD gera resultados qualitativos, mas ¢ de simples
implantacdo e baixo custo. A metodologia de CLAE desenvolvida neste estudo apresentou
excelente precisdo e sensibilidade, sendo o que LD foi 0,01 pg/mL e o LQ foi 0.05 pg/mL.
Amostras de folhas e caule de P. scandens avaliadas apresentaram elevados niveis de
plumbagina (0,261+0,087% e 0,327+0,055%, respectivamente), enquanto em Plumbago
auriculata (planta ornamental muito utilizada) as folhas ndo apresentaram niveis detectaveis da
toxina, e baixas concentracdes foram encontradas em algumas amostras de caule (até
0,000114%). Assim, estas metodologias poderdo ser utilizadas para confirmar ou descartar o

consumo de P. scandens em casos de animais suspeitos da intoxicagao.

Palavras-chave: ruminantes; plantas toxicas; perturbacdes digestivas; diagnosticos diferenciais;

cromatografia.



ABSTRACT

Analytical methodologies for the determination of plumbagin in samples of leaves and ruminal

contents for the diagnosis of poisoning by Plumbago scandens

Plumbago scandens is a plant belonging to the Plumbaginaceae family, occurring in all regions
of Brazil. It has been described as toxic to cattle and goats. Intoxication is characterized by
caustic lesions in the upper digestive tract. P. scandens contains a naphthoquinone named
plumbagin, which presents high cytotoxic activity. The objective of this work was to develop
analytical methodologies for determining the levels of plumbagin in samples of leaves, steams,
and rumen content, to be used as an auxiliary chemical marker in the laboratory diagnosis of
intoxication. A methodology was developed using thin layer chromatography (TLC) and
another using high performance liquid chromatography (HPLC). The presence of U. brizantha,
M. maximum, corn silage and ruminal content did not interfere with plumbagin in any of the
two methodologies. The TLC methodology generates qualitative results but is simple to
implement and has a low cost. The HPLC methodology developed in this study showed
excellent precision and sensitivity, where limit of detection was 0.01 pg/mL and limit of
quantification was 0.05 pg/mL. Leaf and steam samples of P. scandens evaluated showed high
levels of plumbagin (0.261+0.087% and 0.327+0.055%, respectively), while leaves of
Plumbago auriculata (a widely used ornamental plant) did not show detectable levels of the
toxin and some steam samples showed low levels (up to 0.000114%). Thus, these
methodologies can be used to confirm or rule out the consumption of P. scandens in cases of

animals suspected of poisoning.

Keywords: ruminants; poisonous plants; digestive diseases; differential diagnoses;

chromatography.
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1 INTRODUCAO:

Diversas espécies de plantas podem ser toxicas para animais de producao apods serem
consumidas sob condigdes naturais. As intoxicagdes por estas plantas podem resultar em perdas
econdmicas diretas, como queda no desempenho ou 6bito, e/ou perdas econdmicas indiretas,
como custos de tratamento de animais acometidos, controle e prevengdo de novos casos de
intoxicagao (Tokarnia et al., 2000).

As pesquisas para identifica¢ao dos principios toxicos responsaveis pela toxicidade das
plantas ainda tém muito a avangar, visto que significativa parte das espécies de plantas toxicas
ainda possuem seus principios toxicos desconhecidos. O isolamento e a identificacdo dos
principios toxicos das plantas responsaveis por provocar quadros de intoxicagao em animais de
producao contribui para uma melhor compreensao do mecanismo de acdo dos mesmos (Barbosa
et al., 2007, Leal, 2018), além de servir como marcador auxiliar no diagndstico das
intoxicagdes, quando for possivel o seu isolamento em amostras de tecidos ou fluidos
provenientes de animais suspeitos de intoxicacdo, em conjunto com o0s aspectos
epidemioldgicos, clinicos e patologicos (Pedroza, 2015; Marinho, 2022). A identificacdo de
compostos toxicos para utilizacdo como marcador auxiliar para diagnostico apresenta grande
valia, principalmente em plantas que provocam sintomatologia pouco especifica, como € o caso
das plantas que afetam o trato gastrointestinal.

Plumbago scandens, popularmente conhecida como louco, caataia, caapomonga, € erva-
do-diabo, ¢ uma planta pertencente a familia Plumbaginaceae, ocorrendo em todas as regides
do Brasil (Funez, 2023). Foi descrita como experimentalmente toxica para bovinos (Tokarnia
e Dobereiner, 1982), além de apresentar toxicidade natural com comprovagao experimental em
caprinos (Medeiros et al., 2001). Os principais sinais clinicos apresentados pelos animais
intoxicados foram sialorreia, taquicardia, dispneia, edema submandibular, timpanismo,
pigmentacdo cinza escura da mucosa oral, anorexia, atonia ruminal, colicas, fezes secas ou
amolecidas, e coloragdo escura da urina. Na necropsia, foram observados edema em parede
ruminal, desprendimento da mucosa e congestdo, além de pigmentacdo cinza escura na mucosa
do trato digestorio anterior (Tokarnia e Dobereiner, 1982; Medeiros et al., 2001). P. scandens
possui em sua composicao uma naftoquinona denominada plumbagina, que tem vasta atividade
biologica descrita (Lima et al., 1968; Thakor e Janathia, 2022). Como a plumbagina apresentou
elevada atividade citotdxica em estudos in vitro (Lin et al., 2003; Neves, 2023) e promoveu
lesdes histopatologicas em segmentos de duodeno e ileo em estudo ex vivo (Bothiraja et al.,

2012), ¢ provavel que seja a responsavel pelos quadros de intoxicagao dos animais domésticos.
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Diversas metodologias analiticas foram desenvolvidas para identificagdo da plumbagina
em amostras de plantas e extratos vegetais. No entanto, uma dificuldade para a confirmag¢ao do
diagnostico em casos de intoxicacgdes naturais por P. scandens ¢ a falta de metodologia analitica
que permita a identificagdo da plumbagina nos animais intoxicados, estabelecendo de forma
inequivoca que houve o consumo da planta. Neste estudo foram desenvolvidas metodologias
para deteccdo da plumbagina em plantas e em amostras de conteudo ruminal utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia em camada delgada (CCD),
adaptando metodologias desenvolvidas para plantas ou outras amostras. Estas metodologias
poderao ser utilizadas para confirmar ou descartar o consumo de Plumbago em casos de animais
suspeitos da intoxicacdo. As técnicas de CLAE propiciam resultados quantitativos. Por outro
lado, a CCD gera resultados qualitativos e ¢ menos sensivel, mas ¢ de simples implantacao e

de menor custo, o que viabiliza sua implantagdo em grande nlimero de laboratorios.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias analiticas para determinagdo dos niveis
de plumbagina em amostras de folhas, caules e contedo ruminal, para utilizagdo como

marcador quimico auxiliar no diagnostico laboratorial de intoxicagao.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:
e desenvolver uma metodologia para identificacdo de plumbagina em conteudo ruminal
utilizando cromatografia em camada delgada (CCD);
e desenvolver uma metodologia para quantificagdo de plumbagina em folhas, caules e
contetido ruminal utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);
e determinar os niveis de plumbagina em folhas e caules de Plumbago scandens e

Plumbago auriculata.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas toxicas

O metabolismo das plantas pode formar compostos secundarios, que ndo apresentam
funcdo especifica para o crescimento ou reproducdo das mesmas (Osweiler, 1996). Estes
compostos podem provocar diversas alteragdes nos organismos que consomem as plantas que
os produzem, sendo, portanto, considerados adjuvantes de sobrevivéncia por impedir que as
plantas sejam consumidas até a extingdo, devido aos efeitos nocivos que podem variar desde
baixa palatabilidade ou digestibilidade, danos moderados que resulte em aversdo a planta, e até
adoecimento ou Obito dos animais que as consomem (Sanchez-Sdnchez e Morquecho-
Contreras, 2017).

Os diversos metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas s3o amplamente

estudados devido aos seus potenciais efeitos farmacoldgicos, dentre eles, para uso na
agropecuaria como inseticidas, uso na industria cosmética como aromatizantes, € na industria
farmacéutica para desenvolvimento de novos farmacos para tratamentos de doencas em animais
e humanos (Acamovic e Brooker, 2005; Twaij e Hasan, 2022).
Todas as plantas produzem compostos secundarios, que podem apresentar potencial efeito
toxico para organismos que as consomem. No entanto, a grande maioria das plantas nao
apresenta significativa importancia toxicologica para animais domésticos ou humanos, devido
a concentragdo baixa de compostos toxicos, e/ou a inativagdo das substancias potencialmente
toxicas durante o processo de preparo do vegetal para uso na alimentagdo (Liener, 1969;
D'Mello et al, 1991).

O termo planta toxica de importancia pecudria ¢ utilizado para designar plantas que tem
o potencial de serem consumidas em condi¢des naturais, € em quantidade suficiente para
provocar intoxicagdes em animais de producdo e, consequentemente, resulte em perdas
econOmicas diretas, como queda no desempenho ou 6bito, e/ou perdas econdmicas indiretas,
como custos de tratamento de animais acometidos, controle e prevengdo de novos casos de

intoxica¢ao (Tokarnia et al., 2000).

3.2 Epidemiologia das intoxicacoes

Os casos de intoxicagao por plantas geralmente ocorrem em situagdes que animais estao

submetidos a privacdo de alimentos, privacdo de dgua que diminui a percep¢do da
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palatabilidade e a capacidade de seleg¢@o. Para haver a intoxicacdo, o animal devera ter acesso
a planta téxica. Um fator agravante que propicia a ocorréncia de surtos de intoxicacdo ¢ a
facilitagdo social, que ocorre quando um animal inicia o consumo de determinada planta e induz
outros animais do rebanho ao consumo por meio do comportamento coletivo (Riet-Correa et
al.,2012).

Fatores como estagio vegetativo, parte da planta, época do ano e ocorréncia de fatores
estressantes podem afetar a toxicidade das plantas, bem como a idade, sexo, raga, pigmentagao
da pele, estado nutricional e de saude podem afetar a sensibilidade individual dos animais as

toxinas das plantas (Tokarnia et al., 2000).

3.3 Plantas téxicas de importancia pecuaria

O numero de espécies de plantas toxicas de importancia pecuaria aumenta
constantemente devido a novas pesquisas que sdo realizadas na area (Pessoa et al. 2013). Riet-
Correa et al. (2023) descreve a ocorréncia de 162 espécies de plantas toxicas de importancia
pecuaria no Brasil, entretanto, apds a publicacdo deste trabalho, Perosa et al. (2023)
descreveram a toxicidade natural e experimental de Melanthera latifolia, que ainda ndo havia
sido reportada como toxica, e ndo era descrita entre as espécies de plantas toxicas de
importancia pecuaria. Com isso, até o presente momento sao descritas pelo menos 163 espécies
de plantas toxicas de importancia pecuaria no Brasil.

Para fins didaticos, as plantas toxicas de importancia pecuaria sao agrupadas de acordo
com o principal quadro clinico provocado e o sistema afetado nos animais que as consomem, €
divididas em subgrupos de acordo com a caracteristica das lesdes provocadas, e também de
acordo com o principio toxico contido (Tokarnia et al., 2000, 2012). Riet-Correa et al. (2023)
fizeram um compilado das publicacdes sobre plantas toxicas de importancia pecudria da
América do Sul, reunindo as atualizagdes sobre novas espécies consideradas toxicas e
identificacdo de principios toxicos. Estes autores ressaltaram que até a publicacdo desse
trabalho, 42% das plantas descritas como tdxicas de importancia pecudria na América do Sul
ainda tem seus principios toxicos desconhecidos, destacando a importancia da realiza¢do de

mais estudos na area.

3.4 Plantas que provocam perturbagdes ao sistema digestorio
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No Brasil, atualmente sdo descritas mais de 80 espécies de plantas com potencial de
provocar perturbagdes digestivas em maior ou menor intensidade a animais de produgao, para
as quais ja foi relatada a ocorréncia de intoxicagdo natural e/ou experimental, considerando as
plantas toxicas de importancia pecuaria que afetam primariamente o trato gastrointestinal, as
plantas que afetam majoritariamente outros sistemas e também provocam perturbacdes
digestvas, e as plantas com relatos de toxicidade experimental. O quadro clinico-patologico de
perturbagdes digestivas resultante da intoxicacdo pela maioria destas plantas apresenta
significativas semelhancas, consistindo principalmente nos sinais clinicos de cdlica, alteragdes
na motilidade do trato gastrointestinal, alteracdes na caracteristica das fezes, que podem se
apresentar secas, amolecidas ou diarreicas, frequentemente escuras, e timpanismo. Na
necropsia, animais acometidos podem apresentar rubor em mucosas do trato gastrointestinal,
além de edemas, Ulceras, e desprendimento da camada mucosa dos pré¢ estdmagos (Tokarnia et
al., 2012; Riet-Correa et al., 2023).

O Quadro 1 a seguir agrupas as plantas toxicas que afetam majoritariamente o trato
gastrointestinal de animais de producao, para as quais ha relatos de ocorréncia de intoxicacao

espontanea no Brasil.

Quadro 1. Plantas toxicas que afetam majoritariamente o trato gastrointestinal de animais de produgo no Brasil,
para as quais ja foi descrita a ocorréncia de intoxica¢do espontanea

Planta Composto Regides de Referéncias
responsavel pela ocorréncia da
intoxicaciao planta
Baccharis Tricotecenos Sul e sudeste Tokarnia e Dobereiner,
coridifolia e B. macrociclicos 1975; Habermehl et al.,
megapotamica 1985; Silveira et al.,

1999; Rissi et al., 2005;
Rozza et al., 20006;
Alda et al., 2009;
Pedroso et al., 2010;
Oliveira Filho et al.,
2011; Panziera et al.,
2015; Barros e Jarvis,

2022
Baccharis Desconhecido Sul, sudeste e Langohr et al., 2005;
vulneraria (sin. cento-oeste Costa et al., 2022;
Baccharidastrum Heiden, 2023

triplinervium),

Continua



Quadro 2. Plantas toxicas que afetam majoritariamente o trato gastrointestinal de animais de produc¢do no
Brasil, para as quais ja foi descrita a ocorréncia de intoxicagdo espontanea (continuacao)

Planta Composto Regides de Referéncias
responsavel pela ocorréncia da
intoxicacao planta

Centratherum spp.  Desconhecido Todas as regides  Yassaki, 2006;

Dieffenbachia spp.

Distimake
macrocalyx (sin.
Merremia
macrocalyx)

Jatropha curcas e
J. ribifolia

Luetzelburgia
auriculata

Medicago sativa

Megathyrsus
maximum (sin.
Panicum
maximum)

Melia azedarach

Nierembergia
linariifolia (sin. N.
hippomanica)

Cristais de oxalato
de calcio

Desconhecido

Esteres
diterpenoides de
forbol, curcina

Desconhecido

Altos teores de

CNF e PDR

Altos teores de
CNF

Tetranortriterpenos

Desconhecido

do Brasil

Todas as regides
do Brasil (planta
ornamental)

Todas as regides
do Brasil

Todas as regides
do Brasil

Nordeste, norte,
centro-oeste e
sudeste

Todas as regides
do Brasil (planta
forrageira)

Todas as regides

do Brasil (planta
forrageira)

Todas as regides
do Brasil

Sul

Medeiros et al., 2009;
Marques et al., 2023

Tokarnia et al., 1995;
Dantas et al., 2007;
Nogueira e Andrade,
2011; Pessoa et al.,
2017

Brito et al., 2019;
Petrongari, 2023

Oliveira et al., 2008;
Pimentel et al., 2012;
Burrows e Tyrl, 2013;
Madureira et al., 2014;
Bigio et al., 2023

Mello et al., 2010;
Cardoso, 2023

Rassini, 1998; Tokarnia
etal., 2000

Cerqueira et al., 2009;
Riet-Correa et al.,
2011; Souza et al.,
2017; Franga et al.,
2021; Silva, 2023

Oelrichs ef al., 1983;
Mendez et al., 2002;
Flores, 2023

Sallis et al., 2003;
Vignoli-Silva e Mentz,
2023a

Continua
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Quadro 3. Plantas toxicas que afetam majoritariamente o trato gastrointestinal de animais de produc¢do no
Brasil, para as quais ja foi descrita a ocorréncia de intoxicagdo espontinea (continuacao)

Planta Composto Regides de Referéncias
responsavel pela ocorréncia da
intoxicacao planta
Phytolacca Desconhecido Todas as regides  Ecco et al., 2001
decandra do Brasil
Plumbago Plumbagina Todas as regides  Lima et al., 1968;
scandens do Brasil Tokarnia e Dobereiner,
1982; Medeiros et al.,
2001; Lin et al., 2003;
Bothiraja et al., 2012;
Kumar et al., 2015;
Thakor e Janathia,
2022, Funez, 2023;
Neves, 2023
Portulaca elatior e Desconhecido Todas as regides  Galiza et al., 2011;
P. oleracea do Brasil Oliveira Neto et al.,
2017; Oliveira, 2020;
Neves, 2022; Santos e
Hassemer, 2023
Raulinoreitzia Desconhecido Sul, sudeste e Lucioli et al., 2007;
tremula nordeste Souza, 2007, Hattori,
(Eupatorium 2023
tremulum)
Ricinus communis  Ricina Todas as regidoes  Tokarnia et al., 2000;
do Brasil Albuquerque et al.,
2014; Fonseca e Soto-
Blanco, 2014; Montao
et al., 2018; Machado
etal., 2022
Simarouba Desconhecido Norte, nordeste, Santos et al., 2013;
versicolor centro-oeste € Devecchi et al., 2023
sudeste
Sisyrinchium Desconhecido Centro-oeste e sul Mendez et al., 1993;
platense Eggers e Inacio, 2023
Tanaecium Desconhecido Norte, nordeste Pessoa et al., 2010;
dichotomum (sin. centro-oeste e Frazao, 2023
Arrabidaea sudeste
corallina)

Continua
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Quadro 4. Plantas toxicas que afetam majoritariamente o trato gastrointestinal de animais de produg¢do no
Brasil, para as quais ja foi descrita a ocorréncia de intoxicagdo espontinea (continuagio)

Planta Composto Regides de Referéncias
responsavel pela ocorréncia da
intoxicacao planta
Trifolium pratense  Altos teores de Todas as regides  Tokarnia et al., 2000;
e T. repens CNF e PDR do Brasil (planta ~ Rocha et al., 2007,
forrageira) Dalto et al., 2009

Intoxicagdes por outras espécies de plantas toxicas que afetam majoritariamente outros
sistemas do organismo podem cursar também com perturbagdes digestivas em maior ou menor
intensidade, como cdlicas, timpanismo, alteragdes nas caracteristicas das fezes, e/ou lesdes no
trato gastrointestinal. As intoxicagdes por plantas que causam anemia hemolitica, plantas
nefrotdxicas e plantas neurotdxicas podem cursar também com quadros de diarreia e/ou
timpanismo (Tokarnia et al., 2000), e intoxicag¢des por plantas hepatotoxicas frequentemente
sdo acompanhadas de perturbacdes digestivas, caracterizadas por colicas, alteracdes na
motilidade do trato gastrointestinal, e alteragdes na caracteristica das fezes, que podem se
apresentar diarreicas ou ressecadas, frequentemente escuras (Santos et al., 2008). O Quadro 2
a seguir agrupa as plantas cuja intoxicacao, além da patologia principal provocada, também

provocam quadro clinico-patologico relacionado ao trato gastrointestinal.

Quadro 5. Plantas que afetam majoritariamente outros orgdos/sistemas do organismo, mas também afetam o trato
gastrointestinal

Planta Toxicidade Regioes de Referéncias
principal ocorréncia

Acanthocladus Neurotoxica Centro-oeste, Tokarnia et al., 1976;

brasiliensis (sin. sudeste e sul Pastore, 2023

Polygala klotzschii)

Amaranthus blitum,  Nefrotoxicas Todas as regides  Ferreira et al., 1991;

A. hibridus e A. do Brasil Tokarnia et al., 2000;

Spinosus Stigger et al., 2013;
Andrade Neto et al.,

2016; Senna, 2023

Argythamnia Anemia hemolitica Nordeste e Tokarnia et al., 1997,
desertorum (sin. sudeste Kiilkamp e Ornelas,
Ditaxis desertorum) 2023

Continua



Quadro 6. Plantas que afetam majoritariamente outros 6rgaos/sistemas do organismo, mas também afetam o
trato gastrointestinal (continuagao)

Planta Toxicidade Regides de Referéncias
principal ocorréncia

Casearia Neurotoxica Norte, nordeste, Bezerra et al., 2012;

commersoniana centro-oeste € Marquete e Medeiros,

sudeste 2023

Cestrum spp., C. Hepatotoxicas Todas as regides  Santos et al., 2008;

axillare, C. (insuficiéncia do Brasil Marinho, 2022;

corymbosum, C. hepética aguda) Vignoli-Silva e Mentz,

intermedium e C. 2023b

parqui

Combretum Nefrotoxica Norte, nordeste ¢ Tokarnia et al., 2000;

glaucocarpum (sin. sudeste Helayel et al., 2017;

Thiloa glaucocarpa) Ribeiro et al., 2023

Copernicia Hepatotoxica, Norte, nordeste e~ Andrade et al., 2008;

Prunifera nefrotoxica centro-oeste Vianna, 2023

Cycas revoluta Hepatotoxica Todas as regides  Ferreira et al., 2015
(insuficiéncia do Brasil (planta
hepatica aguda) ornamental)

Dodonaea viscosa Hepatotoxica Nordeste, sudeste  Cattani ef al., 2004;
(insuficiéncia e sul Carvalho et al., 2008
hepatica aguda)

Enterolobium Fotossensibilizagdo ~ Nordeste, centro-  Tokarnia et al., 1999,

contortisilicuum, E.  hepatdgena, oeste, sudeste e 2012; Carvalho, 2003;

gummiferum e E. abortamentos sul Costa et al., 2009;

timbouva Gadelha et al., 2015;

Leal et al., 2017

Hovenia dulcis Neurotoxica Nordeste, centro-  Cardoso et al., 2015;

oeste, sudeste e Lima et al., 2023
sul
Kalanchoe spp. Cardiotoxica Todas as regides  Nascimento, 2017

do Brasil (planta
ornamental)

Continua



Quadro 7. Plantas que afetam majoritariamente outros 6rgdos/sistemas do organismo, mas também afetam o
trato gastrointestinal (continuagao)

Planta Toxicidade Regides de Referéncias
principal ocorréncia
Lessingianthus Hepatotoxicas Todas as regides  Brum et al., 2002;
rubricaulis (sin. (insuficiéncia do Brasil Santos et al., 2008;
Vernonia hepatica aguda) Loeuille et al., 2023
rubricaulis) e L.
mollissimus (sin. V.
mollissima)
Melanthera latifolia  Hepatotdxica Todas as regides ~ Mondin, 2023; Perosa
(insuficiéncia do Brasil etal., 2023
hepética aguda)
Myoporum laetum Hepatotoxica Todas as regides ~ Bonel-Raposo, 2004;
do Brasil (planta
ornamental)
Myrocarpus Fotossensibilizacdo ~ Nordeste, sudeste  Tineli, 2021; Sartori,
frondosus hepatogena e sul 2023
Nerium oleander Cardiotoxica Todas as regides ~ Tokarnia et al., 2000;
do Brasil (planta  Soto-Blanco et al.,
ornamental) 2006; Pedroso et al.,
2009; Souza et al.,
2018; Botelho et al.,
2019; Soto-Blanco,
2021
Pombalia Neurotoxica Norte, nordeste, Carvalho et al., 2014;
calceolaria (sin. centro-oeste € Paula-Souza, 2023
Hybanthus sudeste
calceolaria)
Pterodon Hepatotdxica Norte, nordeste, Cruzetal., 2012;
emarginatus (insuficiéncia centro-oeste € Sant’Ana et al., 2012;
hepatica aguda) sudeste Carvalho et al., 2023
Ruehssia Neurotoxica Nordeste Geraldo Neto, 2017;
megalantha (sin. Espirito Santo et al.,
Marsdenia 2023
megalantha)

Continua
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Quadro 8. Plantas que afetam majoritariamente outros drgaos/sistemas do organismo, mas também afetam o
trato gastrointestinal (continuagao)

Planta Toxicidade Regides de Referéncias
principal ocorréncia
Senecio brasiliensis, Hepatotdxicas Sul e sudeste Karam et al., 2011;
S. oxyphyllus, S. (fibrose hepatica) Panziera et al., 2018
heterotrichius, S.
selloi, S.
madagascariensis, S.
tweediei, S.
desiderabilis e S.
cisplatinus
Sessea brasiliensis Hepatotoxica Sudeste Canella et al., 1968;
(insuficiéncia Soares et al., 2023
hepética aguda)
Sida planicaulis (sin. Neurotoxica Nordeste, centro-  Furlan et al., 2008;
Sida carpinifolia) oeste, sudeste e Bovini, 2023
sul
Stryphnodendron Fotossensibilizacdo = Todas as regides  Tokarnia ef al 1991,
obovatum, S. hepatdgena, do Brasil 2000; Brito et al., 2001;
coriaceum, S. abortamentos Scalon, 2007; Aguiar-
adstringens, S. Filho et al., 2013;
fissuratum, e S. Santos et al., 2020
rotundifolium
Talisia esculenta Neurotoxica Todas as regides Melo et al., 2019;
do Brasil
Trema micranthum  Hepatotoxica Todas as regides ~ Traverso ef al., 2004;
(sin. Trema (insuficiéncia do Brasil Machado, 2023
micranta) hepatica aguda)

Urochloa arrecta
(sin. Brachiaria
radicans)

Xanthium spp.

Anemia hemolitica

Hepatotoxicas
(insuficiéncia
hepatica aguda)

Todas as regioes
do Brasil (planta
forrageira)

Norte, nordeste,
sudeste e sul

Tokarnia et al., 2002;
Gavaet al., 2010;
Bianco et al., 2015;
Jayme et al., 2022

Santos et al., 2008;
Alves, 2023

Diversas plantas possuem toxicidade experimental a animais de produ¢do, que cursam

dentre outras patologias, com perturbagdes ao sistema digestorio, sem, no entanto, haver relatos

na literatura confirmando a ocorréncia espontanea de intoxicagao em condi¢des naturais. As
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plantas que apresentam toxicidade experimental cujo quadro clinico cursa com perturbagdes

digestivas sao agrupadas no Quadro 3 a seguir.

Quadro 9. Plantas que apresentam toxicidade experimental a animais de producao, cujo quadro clinico cursa com

perturbagdes ao trato gastrointestinal

Planta

Locais de ocorréncia

Referéncias

Allamanda cathartica

Asclepias spp.

Baccharis dracunculifolia

Casimirella ampla e C.
rupestris (sin. Humiranthera

spp.)

Colocasia antiquorum

Coutoubea ramosa

Rhododendron spp.

Riedeliella graciliflora

Schultesia guianensis

Thevetia peruviana

Vernonanthura nudiflora
(sin. Vernonia nudiflora)

Todas as regides do Brasil
(planta ornamental)

Todas as regides do Brasil

Centro-oeste, nordeste,
sudeste e sul

Norte, nordeste e centro-
oeste

Todas as regides do Brasil
(planta ornamental)

Norte, nordeste, centro-oeste
e sudeste

Todas as regides do Brasil
(planta ornamental)

Centro-oeste, sudeste e
nordeste

Norte, nordeste, centro-oeste
e sudeste

Todas as regides do Brasil
(planta ornamental)

Sul

Tokarnia et al., 1995;
Nogueira e Andrade, 2011

Rapini, 2000; Tokarnia et
al., 1972,2001

Habermehl et al., 1985;
Tokarnia et al., 2000; Budel
et al., 2004; Heiden, 2023

Daébereiner e Tokarnia,
1982; Amorim, 2023

Tokarnia et al., 1995,
Nogueira e Andrade, 2011

Tokarnia e Dobereiner,
1981; Pott e Afonso, 2000;
Calio, 2023

Tokarnia et al., 1995,
Nogueira e Andrade, 2011

Goriak ef al., 1995; Pott e
Afonso, 2000; Riet-Correa et
al., 2001; Miranda et al.,
2012; Moura, 2023

Tokarnia et al., 1994;
Everling e Calio, 2023

Tokarnia et al., 1995,
Nogueira e Andrade, 2011

Dobereiner e Tokarnia,
1984; Castro et al., 2023

3.4.1 Plumbago scandens
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Plumbago scandens (Figura 1), popularmente conhecida como louco, caataia,
caapomonga e erva-do-diabo, ¢ uma planta pertencente a familia Plumbaginaceae, ocorrendo
em todas as regides do Brasil (Funez, 2023). Foi descrita como experimentalmente toxica para
bovinos (Tokarnia e Dobereiner, 1982), além de apresentar toxicidade natural com
comprovagdo experimental em caprinos (Medeiros et al., 2001). Os principais sinais clinicos
apresentados pelos animais intoxicados foram sialorreia, taquicardia, dispneia, edema
submandibular, timpanismo, pigmentacdo cinza escura da mucosa oral, anorexia, atonia
ruminal, cdlicas, fezes secas ou amolecidas, e coloragdo escura da urina. Na necropsia, foram
observados edema em parede ruminal, desprendimento da mucosa e congestdo, além de
pigmentacdo cinza escura na mucosa do trato digestorio anterior (Tokarnia e Dobereiner, 1982;

Medeiros et al., 2001).

Figura 1. Plumbago scandens.

P. scandens possui em sua composi¢do uma naftoquinona denominada plumbagina, que

tem vasta atividade biologica descrita (Lima et al., 1968; Thakor e Janathia, 2022). A
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plumbagina apresenta elevada atividade citotoxica para diversas linhagens celulares cultivadas
in vitro (Lin et al., 2003; Neves, 2023). Em um estudo conduzido com Plumbago zeylanica,
espécie considerada homonima de P. scandens, de 13 compostos isolados (acido plumbagico e
dois de seus glicosideos, plumbagina e outras quatro naftoquinonas, e cinco cumarinas), apenas
a plumbagina apresentou potente atividade citotoxica contra 7 diferentes linhagens celulares
(Lin et al., 2003). Além disto, a toxicidade aguda de diferentes extratos das raizes de P.
zeylanica em ratos foi proporcional ao contetido de plumbagina (Kumar et al., 2015). Ainda, a
avaliacdo histopatologica de segmentos de duodeno e ileo de ratos incubados com plumbagina
isolada revelou infiltracdo celular, danos nas vilosidades e no epitélio, juncdes intercelulares,
dilatacdo do Iumen e destrui¢ao das glandulas submucosas (Bothiraja et al., 2012). Assim, ¢
provavel que a plumbagina seja a substancia responsavel pelos quadros de intoxicagcdo dos

animais domésticos.

3.5 Diagnosticos diferenciais de intoxicagdo por plantas que afetam o trato gastrointestinal

3.5.1 Intoxicagdo por arsénio

A ingestdo de arsénio, que pode ser oriundo de contaminagdes de dgua ou alimentos
com arsenicais inorganicos ou organicos, como pesticidas arsenicais, residuos de mineragao,
tintas e cinzas de materiais como pilhas e madeira tratada ou pintada pode resultar intoxicagoes,
que podem resultar em morte subita, perturbacdes digestivas como diarreia e diarreia
sanguinolenta, ataxia, desitratagdo, dispneia, sialorreia, hematuria e ictericia. As alteracdes
patologicas incluem ulceragdes em mucosas e edema de submucosas do trato gastrointestinal,
gastroenterite hemorragica, e petéquias na mucosa da bexiga (Ddbereiner et al., 1967,
Bergeland et al., 1976; Riviere et al., 1981; Bertin et al., 2013; Golgalves, 2015; Gongalves et
al.,2017).

3.5.2 Intoxicagdo aguda por fltior

Podem ocorrer casos de intoxicagdo aguda por flior em situagcdes de contaminagdes
ambientais por efluentes a base de fluor, erros de manejo na formulagao de minerais ou quando
animais tem acesso a componentes a base de fluor, como fluorsilicato de sodio, que € usado
para floretagdo de dgua em estagdes de tratamento e nas industrias de pigmentos, ceramicas e

vidros, Foi descrito que animais intoxicados por fluorsilicato de sdédio apresentam sialorreia,
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tremores musculares, célica, diarreia e polidipsia. Na necropsia, foram observados tulceras,
rubor e desprendimento da camada mucosa de pré-estomagos, rubor difuso, ulcera¢des e edema
na mucosa do abomaso, e necrose em tecido linfoide. Durante a realizagao das necropsias, foi
notado odor forte semelhante a derivados de petréleo exalado pelos cadaveres. A intoxicagado
foi reproduzida em condi¢des experimentais cursando com achados clinico-patoldgicos

semelhantes a intoxicagdo natural. (Lucioli et al., 2007).

3.5.3 Intoxicagdes por micotoxinas

Micotoxinas produzidas por fungos que contaminam graos e silagens, como as
aflatoxinas produzidas por fungos do género Aspergillus, as ocratoxinas produzidas por fungos
dos géneros Aspergillus e Penicillium, e os tricotecenos produzidas por fungos dos géneros
Fusarium e Myrothecium, podem resultar em distirbios do trato digestorio, além de outras
patologias. Os sinais clinicos das micotoxicoses sdo varidveis de acordo com a micotoxina
responsavel pelo quadro e a espécie animal afetada (Pierezan et al., 2010; Vedovatto et al.,

2020).

3.5.4 Acidose ruminal aguda

Animais que ingerem grandes quantidades de alimentos com alto teor de carboidratos
nao fibrosos e/ou baixo teor de fibra, como graos e soro de leite, especialmente em condig¢des
de falta de adaptacao prévia, podem desenvolver acidose ruminal aguda. Esta acidose ocorre
pela alteracdo no perfil fermentativo do riimen e consequente queda no pH ruminal. Animais
acometidos podem apresentar sinais clinicos de apatia, taquicardia, taquipneia, desidratagao,
diminui¢do da temperatura corporal, atonia ruminal, distensdo abdominal por liquidos e fezes
amolecidas ou diarreia, com coloracdo cinzenta ou amarelada. Na necropsia, se observa
distensdo ruminal, congestdo de vasos na serosa, rubor em mucosas do trato gastrointestinal, e

presenca de conteudo liquido e fétido (Gava et al., 2018; Gebert e Morais, 2022).

3.5.5 Distarbios abdominais ndo infecciosos ou secundarios

Diversos disturbios ndo infecciosos, ou secundarios a outras patologias, podem cursar
com sinais clinicos de célica em bovinos. Fatores obstrutivos no intestino delgado, como

intussuscepg¢do, volvulos e tor¢do de raiz mesentérica, podem resultar em quadros de colica
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com evolucdo superaguda; nesses casos ha presenca de gas e liquido em porg¢des anteriores do
trato digestdrio, e as fezes estdo escassas. Indigestao simples aguda também induz quadros com
sinais clinicos de apatia, anorexia, colica e diarreia, também com presenga de gas e liquido em
alcas intestinais. Ulceras abomasais perfuradas podem induzir quadros com sinais clinicos de
apatia, febre, desidratacdo, colica, fezes amolecidas ou diarreicas de coloragdo escura (melena)
e anemia. Quadros de peritonite resultantes de obstrugdes parciais ou perfuracdes em segmentos
do trato gastrointestinal também podem induzir quadros com sinais de colica e diarreia.
Afecgoes do sistema génito-urinario, como pielonefrite aguda, calculo renal, obstrugdo uretral,
e tor¢do uterina, podem resultar em colica, mas sem alteracdes relacionadas ao tubo digestorio.
A realizagdo do exame clinico permite a identificacdo dos sistemas afetados, ¢ exames
complementares, como laparotomia, necropsia e exames laboratoriais podem ser necessarios

para exclusdo de diagndsticos diferenciais (Divers e Peek, 2008).

3.5.6 Doengas infecciosas que cursam com disturbios do trato gastrointestinal

Diversas doencas infecciosas podem cursar com perturbacdes ao sistema digestorio, e
devem ser incluidas nos diagndsticos diferenciais das intoxicagdes por plantas que afetam o
trato gastrointestinal. Se destacam a diarreia viral bovina (BVD) (Fino et al., 2012), as
clostridioses, especialmente as infec¢des por Clostridium difficile e toxinfec¢des por sorovares
de Clostridium perfringens (Lobato et al., 2013; Pires et al., 2015; Quevedo, 2015), a febre
catarral maligna (Garmatz et al., 2004; Mendonga ef al., 2008; Cunha et al., 2014), a leucose
enzodtica bovina (Braga ef al., 1998; Silva et al., 2022), a paratuberculose, ou doenga de Johne
(Yamasaki et al., 2013; Belo Reis et al., 2015; Setim et al., 2023), as salmoneloses (Vargas,
2016; Molossi et al., 2019), e a tuberculose (Barreto, 2017).

3.5.7 Doengas parasitarias que provocam perturbacoes digestorias
Dentre as doengas parasitarias que cursam com manifestagdes clinicas de diarreia, se
destacam as parasitoses por diversas espécies de Eimeria (Martins et al., 2020), e parasitoses

por nematddeos, dos géneros Trichostrongylus, Cooperia e Ostertagia (Bowman, 2010).

3.6 Diagnostico de intoxicagdes por plantas
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O quadro clinico apresentado por animais intoxicados por plantas que causam
perturbagdes ao sistema digestorio ¢ significativamente semelhante para a maioria das espécies
de plantas descritas. Além disso, as intoxicagdes por micotoxinas ou por agentes quimicos € os
disturbios digestorios infecciosos € ndo-infecciosos podem apresentar sinais clinicos mais ou
menos semelhantes as provocadas nas intoxicagdes por plantas (Stegelmeier et al., 2009).
Assim, ¢ de grande importancia a avaliacdo dos fatores epidemioldgicos envolvidos,
juntamente com os sinais clinicos, alteracdes patologicas e realizagdo de exames
complementares para diagnosticar corretamente a etiologia da causa de perdas econdmicas em
questao.

Para o correto diagnostico de intoxica¢dao por plantas, € importante o conhecimento
prévio sobre as plantas toxicas existentes na regido em que ocorreu o problema, e que tenham
potencial de provocar o quadro clinico observado no animal afetado. Devem ser sempre levados
em consideragdo os fatores epidemioldgicos, como histérico de manejo com os animais,
ocorréncia de fatores que permitiram acesso a plantas toxicas ou substancias toxicas, época do
ano, disponibilidade de alimentos, além da presenca da planta suspeita com sinais de ter sido
consumida. Devem ser avaliados também os aspectos clinicos e patologicos, como os sinais
clinicos apresentados, a evolucao do quadro e os achados de necropsia e laboratoriais, para
descartar os possiveis diagndsticos diferenciais que cursem com quadro semelhante (Evans,
2020; Stegelmeier et al., 2020).

Para plantas hepatotoxicas que causam fibrose hepatica, a realizacdo de biopsia hepatica
em animais aparentemente saudaveis, apds ocorréncia de casos de intoxicagdo no rebanho pode
apresentar utilidade para identificar animais com lesdo hepatica antes da manifestagdo dos
sinais clinicos. Este procedimento possibilita o envio dos animais acometidos ao abate antes
que venham a 6bito naturalmente, a fim de reduzir as perdas econdmicas (Barros et al., 2007).

A identificacdo de fragmentos da planta suspeita de provocar a intoxicagao em contetido
digestorio por meio de andlise microscopica se mostra como ferramenta para confirmagdo da
ingestdo da planta, e contribui para se estabelecer o diagnostico de intoxica¢do por planta
juntamente com aspectos epidemiologicos, clinicos e patoldgicos. Cid et al. (2003)
descreveram uma metodologia para determinar a presenca de fragmentos de Baccharis
coridifolia, Cestrum parqui € Pascalia (Wedelia) glauca em trato digestorio e fezes de ovinos
experimentalmente intoxicados, obtendo éxito na identifica¢do dos fragmentos em contetudo do
trato digestorio. Cid et al. (2011) descreveram a utilizagdo deste método para detectar a
presenca de fragmentos de Asclepias mellodora em contetido digestorio de ovinos

experimentalmente intoxicados. Estes autores relataram que o ramen e o reticulo sdo os locais
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mais adequados para coleta de material para andlise, e que as amostras podem ser detectadas
quando a morte ocorre até 5 dias apos a ingestao da planta. Esta analise pode ser utilizada para
confirmar a ingestdo da planta, mas nao para confirmar de forma isolada se a planta foi a
responsavel pela morte. Apesar das limitagdes, a analise microscoOpica serve como uma
ferramenta auxiliar para diagnostico, especialmente quando a carcaga do animal ndo estd em
boas condi¢des para outros exames.

Para plantas que possuem descritos os seus compostos quimicos, e principalmente
quando os principios toxicos sdo conhecidos, a identificagdo destes em amostras de tecidos,
fluidos ou conteudo do trato digestorio provenientes de animais com suspeita de intoxicagao
também se mostra como ferramenta auxiliar para o correto diagnostico de intoxicagdo por
planta. E possivel a realiza¢io de analises de contetido ruminal e 6rgios por meio de técnicas
de cromatografia disponiveis para detec¢cdo de compostos origindrios de plantas, desde que
estejam disponiveis metodologias adequadas (Evans, 2020). Dentre as metodologias
disponiveis, sdo citados a seguir alguns exemplos. Pedroza (2015) isolou monofluoracetato
(MFA) em Psychottria hoffmanseggiana e em amostras de figado e conteudo ruminal de bovino
intoxicado por esta planta, o que auxiliou no estabelecimento do diagndstico e confirmacao da
toxicidade da planta. Lee ef al. (2020) descreveram o isolamento de alcaloides originarios das
plantas toxicas Delphinium barbeyi, Lupinus leucophyllus e Zigadenus paniculatus em
amostras de sangue, contetido ruminal total, liquido ruminal e liquido ocular em caprinos
experimentalmente intoxicados pelas plantas descritas, em contetido ruminal total e liquido
ruminal de vacas fistuladas experimentalmente intoxicadas com doses subletais, e em contetido
ruminal de bovino que foi a 6bito com suspeita de intoxicacdo natural por Delphinium sp.
Marinho (2022) isolou dois glicosideos diterpenoides em amostras de Cestrum axillare e
Cestrum mariquitense, € isolou um destes compostos em amostras de fluido ruminal de animais
intoxicados naturalmente e experimentalmente por estas plantas, e descreve que este composto
¢ um bom marcador auxiliar para o diagnéstico de intoxicagdes por plantas do género Cestrum.

Metodologias de cromatografia sdo métodos fisico-quimicos amplamente utilizadas
para separacdo, identificacdo e quantificacdo de substincias, onde as substincias sdo
transportadas pelo eluente, denominado fase movel, através da fase estacionaria, que retém por
mais ou menos tempo as substincias transportadas pela fase movel, durante a corrida
cromatografica (Collins ef al., 1997; Peres, 2002).

A cromatografia de camada delgada (CCD) produz resultados qualitativos, podendo ser
utilizada para determinar se ha ou ndo a presen¢a de determinada substancia em uma amostra

testada. Apresenta menor sensibilidade, porém apresenta baixo custo de implantagdo e
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execucdo. Consiste em depositar o preparado da amostra a ser testada em placa cromatografica
contendo a fase estaciondria com auxilio de capilar, seguido de colocagdo da placa em cuba e
imersdo em eluente utilizado como fase moével, e apods a corrida cromatografica, a placa pode
ser lida sob luz natural, ou revelada através de luz ultravioleta ou pulverizagao de substancias
reagentes, a depender da substancia a ser avaliada, onde diferentes substancias aparecerdo em
diferentes alturas da placa, e poderdo apresentar diferentes cores. A cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) produz resultados quantitativos, com alta sensibilidade, podendo ser
utilizada para identificar e quantificar substancias em amostras. Consiste em adicionar a
amostra ao cromatografo, que serd misturada aos solventes utilizados como fase movel, que em
seguida s3o bombeados através de uma coluna contendo a fase estacionaria, com tempo
determinado de corrida cromatografica, e em seguida passam por um detector para identificagdo

das substancias (Collins et al., 1997; Wolfender, 2009).

3.7 Pesquisa de compostos em plantas do género Plumbago

O composto denominado plumbagina (5-hydroxy-2-methyl-1,4-napthoquinone) foi
1solado inicialmente de Plumbago europea, Plumbago zeylanica e Plumbago rosea, por Dulong
D’ Astafor em 1828 (Fieser e Dunn, 1936). Burtt-Davy (1912) descreveu a plumbagina como
uma substancia de agdo irritante e purgativa, capaz de provocar em humanos sintomas de colica,
tenesmo, vOmito, estranguria, sonoléncia e sinais neurologicos discretos. Lima et al. (1968)
isolaram plumbagina de P. scandens. Heble et al. (1974) cultivaram células isoladas de P.
zeylanica e, ap6s diferenciacdo em tecidos, descreveram que as raizes apresentam maiores
concentracoes de plumbagina em comparagdo com outros tecidos. Paiva et al. (2002)
realizaram estudo fitoquimico de P. scandens e P. auriculata por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), no qual identificaram flavonoides e a naftoquinona plumbagina.
Ainda no mesmo estudo, foi relatado que a plumbagina ocorreu em maior quantidade nas folhas
em P. scandens, e no caule em P. auriculata. Paiva et al. (2003) realizaram um compilado de
dados sobre bioatividade de compostos de plantas da familia Plumbaginale, descrevendo que
plantas do género Plumbago sao vastamente utilizadas com fins medicinais ao redor do mundo,
e que a naftoquinona plumbagina possui descrigdo de acdo antibacteriana, antifngica,
antimaldrica, antitumoral, antiviral, leishmanicida, inseticida e tripanocida, dentre outras. Paiva
et al. (2004) avaliaram diferentes formas de extragcdo de plumbagina a partir das raizes de P.
scandens para posterior quantificagdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG/MS). Dorni et al. (2007) descreveram método para quantificagdo de plumbagina
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em P. zeylanica, P. rosea e Plumbago capensis por meio de cromatografia em camada delgada
de alta eficiéncia (CCDAE). Esta metodologia foi considerada pelos autores como sendo mais
barata e de mais facil execu¢do do que CLAE, para poder ser utilizada como rotina para
pesquisa deste composto e sua quantificagdo em farmacos e fitoterapicos que utilizem esta
substancia.

Apesar do isolamento da plumbagina e da vasta descrigdo na literatura de sua
bioatividade, ainda nao esta disponivel uma metodologia analitica que permita a identificagao
da plumbagina em amostras de contetido ruminal. Esta determinagdo poderia ser utilizada para

confirmar ou descartar o consumo de Plumbago em casos de animais suspeitos da intoxicagao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento do padrao de plumbagina

Para o desenvolvimento das metodologias analiticas, foi isolada e purificada a
plumbagina. A metodologia utilizada foi baseada na descrita por Singh e colaboradores (2020).
Foram coletadas raizes de P. scandens, que foram lavadas, secas e trituradas. Em seguida, estas
raizes foram misturadas com etanol 99% e maceradas por 48 horas com agitacdo manual a cada
12 horas, aproximadamente. Apds este periodo, a mistura foi filtrada para separagao da por¢ao
liquida, e o residuo sélido foi extraido novamente com etanol. Os filtrados obtidos foram
juntados e o solvente foi removido em evaporador rotativo para obtencdo do extrato etanolico.

Posteriormente, o extrato etanodlico foi submetido a fracionamento por meio de
cromatografia em coluna. O extrato foi dissolvido em hexano para ser aplicado em coluna de
vidro de 50 mL contendo silica gel 60 como fase estacionaria. O fracionamento foi realizado
com gradiente de 0, 2,5, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100% de acetato de etila e hexano.
As fracdes foram monitoradas por CCD, e as fragdes contendo plumbagina em maiores
concentragdes foram misturadas. A plumbagina obtida foi novamente cromatografada para
elevar a pureza do composto isolado. A confirmagao da identidade da plumbagina isolada foi
obtida por CCD e por andlise por CLAE com identificacdo do perfil obtido por espectro UV,
comparando com informagdes da literatura (Paiva et al., 2002; Rodrigues et al., 2006;
Unnikrishnan et al., 2008; Satheeshkumar et al., 2014) e com padrdo puro comercial (TRC-
P627000-100MG, Toronto Research Chemicals, Toronto, ON, Canadd). A determinacao da
pureza da plumbagina isolada foi determinada por CLAE, comparando com padrdao puro

comercial.

4.2 Andlises por cromatografia em camada delgada (CCD)

As amostras utilizadas para a CCD foram folhas de P. scandens, Urochloa brizantha e
Megathyrsus maximum, silagem de milho e contetido ruminal. O primeiro tipo de amostra foi
utilizado para identificacdo da presenga da plumbagina, enquanto as demais amostras foram
utilizadas para determinar se poderia haver algum interferente analitico na amostra. Os volumes
de amostra para a extracdo da plumbagina foram de 0,1g de P. scandens, 0,5g das demais
amostras, ¢ 0,1g de P. scandens misturada a 0,4g de cada uma das demais amostras. Cada

amostra foi misturada a 5 ml de acetona, seguido por homogeneizacdo em vortex por um
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minuto, e incubagdo em banho sonicador por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas e a fragdo liquida foi separada.

Para a corrida cromatografica, 25 ul do extrato de acetona de cada amostra foram
aplicados em placas cromatograficas de vidro (0,25mm, 10x10cm) revestidas de silica gel nao
modificada (ADAMANT UV254, Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha). Apds avaliagdes
preliminares, a fase movel escolhida foi a utilizada por Mallavadhani et a/. (2002) em uma
metodologia desenvolvida para CCDAE. A fase movel utilizada foi éter de petréleo:acetato de
etila (94:6 v/v). Apos a corrida cromatografica, as placas foram examinadas sob luz natural e
sob lampada de fluorescéncia no comprimento de onda de 254 nm. Posteriormente, as placas
foram aspergidas com solu¢do de hidroxido de potéassio (KOH) a 5% em etanol, para nova

observacao sob luz natural.

4.3  Anadlises por cromatografia liquida de alta performance (CLAE)

As amostras utilizadas para a CLAE foram folhas e caule de P. scandens e P. auriculata,
folhas de U. brizantha e M. maximum, silagem de milho e conteudo ruminal. O primeiro tipo
de amostra foi utilizado para identificacdo da presenga da plumbagina, enquanto as demais
amostras foram utilizadas para determinar se poderia haver algum interferente analitico na
amostra. Os volumes de amostra para a extracao da plumbagina foram de 0,1g de P. scandens,
1,0g das demais amostras. Cada amostra foi misturada a 10 ml de acetona, seguido por
homogeneizagdo em vortex por um minuto, € incubag¢do em banho sonicador por 10 minutos.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas e a fragdo sobrenadante foi separada. Foram
misturados 5 ml do sobrenadante com 10 ml de 4gua deionizada, e a mistura foi aplicada em
cartucho com resina C8 (Chromabond C8 6ml/500mg, Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha)
previamente condicionados com 3ml de agua, 3 ml de metanol e novamente 3 ml de 4gua. Apds
a aplicacdo da mistura, os cartuchos foram lavados com 3 ml de 4gua, e a extracao foi feita com
1,5 ml de metanol.

Os extratos das amostras foram previamente filtrados em filtro de seringa com poro de
0,22 um para remocao de qualquer contaminante. A analise da plumbagina foi realizada em
sistema CLAE (LC-20A Prominence, Shimadzu, Kyoto, Japao) utilizando coluna com fase
estacionaria C-8 (Zorbax Eclipse Plus-C8, 4,6 x 150 mm, 5 um, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA). Para determinacdao da melhor fase movel, foram testadas previamente
diversas combinagdes de acetonitrila ou metanol com agua, em diferentes fluxos. A partir desta

defini¢do prévia, foi empregada como fase movel acetonitrila:dgua (50:50 v:v), fluxo de 0,8
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ml/min e tempo de corrida cromatografica de 12 minutos. O detector foi programado para
leitura da plumbagina em 264 nm. A identificacdo da plumbagina foi realizada comparando o
tempo de retencdo do padrao da plumbagina com a amostra, com confirmagdo pelo espectro
UV (190-600 nm).

Para a validacdo da técnica analitica de CLAE, foram determinadas a seletividade, a
linearidade, os limites de detec¢ao e quantificagdo, e a recuperagdo (Codex Alimentarius, 2017,
EC, 2019; Passagli et al., 2023b). A avaliagdo da seletividade foi realizada comparando os
cromatrogramas oriundos da andlise das amostras brancas com aqueles dos padrdes de
plumbagina, e depois foi feita a mistura do padrdo as amostras brancas.

A linearidade foi realizada por meio da comparagao da altura dos picos cromatograficos
com a concentra¢gdo do padrao de plumbagina. Para construcdo da curva analitica foram usadas
as concentracdes e as alturas dos picos cromatograficos e feita a regressdo linear. A curva
analitica foi elaborada com o padrdo de plumbagina nas concentragdes de 0,05; 0,1; 2,5; 5,0;
10; 25; 50; 100 2 250 pg/mL. O limite de detec¢ao foi determinado por meio da relacao
sinal:ruido de 3:1. A determinacdo do limite de quantificagdo foi feita pela relagdo sinal:ruido
de 10:1, em amostras replicadas.

A recuperagdo foi calculada em porcentagem comparando os valores obtidos pela
adi¢do da plumbagina em amostras de folhas de P. auriculata e de contetido ruminal para atingir
as concentragdes de 10, 100 e 1000 pg/g. Estas amostras foram processadas pelo método de
extracdo desenvolvido neste trabalho e os valores obtidos na andlise cromatograficas foram
comparados com as mesmas quantidades finais do padrdo de plumbagina que foi injetada no

cromatografo sem o processo de extracdo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento do padrao de plumbagina

A pureza da plumbagina isolada neste estudo determinada por CLAE comparando com

padrao puro comercial foi de 82%.

5.2 Metodologia utilizando CCD

Algumas metodologias analiticas foram desenvolvidas para a identificacdo e/ou
quantificagdo da plumbagina em amostras de plantas ou seus extratos. Estas metodologias
utilizam espectrofotometria (Dohare et al., 2015), CCD (Harborne, 1967; van der Vijver, 1972;
Kapadia et al., 2005; Marion Meyer et al., 2007; Yogananth e Jothi Basu, 2009; Ariyanathan
etal.,2010), CCDAE (Mallavadhani et al., 2002; Dorni et al., 2007; Unnikrishnan et al., 2008;
Dubey et al., 2009; Galal et al., 2013; Usmani et al., 2020; Katoch ef al., 2022), CG (Paiva et
al., 2004, 2005, 2011; Rajakrishnan et al., 2017; Purwoko et al., 2022), cromatografia liquida
(Crouch et al., 1990; Paiva et al., 2002; Hsieh et al., 2005; Wang e Huang, 2005; Rodrigues et
al., 2006; Unnikrishnan et al., 2008; Kaewbumrung e Panichayupakaranant, 2012; Galal et al.,
2013; Jaisi et al., 2013; Nayak et al., 2015; Pereira et al., 2015; Andhale et al., 2019; Tiwari et
al., 2021; Shukla e Kushwaha, 2023) e imunoensaio (Sakamoto et al., 2008, 2010, 2011).

Na primeira parte deste estudo, foi avaliada a eficacia da extragdo com acetona de
amostras de folhas e do conteido ruminal para identificacdo da plumbagina por meio CCD.
Para isso, inicialmente foram levantadas as metodologias disponiveis para corrida
cromatografica disponiveis na literatura. Nas metodologias utilizando CCD ou CCDAE, a fase
estaciondria utilizada foi silica gel e as fases moveis utilizadas foram:

- éter de petroleo:acetato de etila — 70:30 (Harborne, 1967) e 94:6 (Mallavadhani ef al., 2002);
- hexano:acetato de etila — 5:2 (Marion Meyer et al., 2007) e 8:2 (Unnikrishnan et al., 2008);
- hexano:acetato de etila:metanol:agua — 40:10:10:2 (Paiva et al., 2005);
- hexano:metanoato de etila — 9:1 (Kapadia et al., 2005);
- tolueno:acido acético — 99:1 (Yogananth e Jothi Basu, 2009) € 90:5 (Usmani et al., 2020);
- tolueno:acetato de etila — 75:25 (Dubey et al., 2009) e 80:20 (Ariyanathan ef al., 2010; Katoch
etal., 2022).
Apo6s algumas avaliagdes prévias com plumbagina isolada e extratos de P. scandens

utilizando como fase mdvel diversas combinagdes de éter de petrdleo, acetato de etila, hexano
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e metanol, foi decida a utilizagdo de éter de petroleo:acetato de etila (94:6), conforme descrito
por Mallavadhani et al. (2002). Apds a separagdo cromatografica, a visualizagdo da plumbagina
foi feita em luz natural (apresenta coloragao amarela) (Figura 2), por estimulagdo por lampada
de fluorescéncia (254 nm), apresentando fluorescéncia marrom-avermelhada (Figura 3), e por
aspersao com solug¢do de KOH a 5% em etanol, resultando em coloragdo magenta visivel a luz
natural (Figura 4). Em algumas amostras de P. scandens, foi observada uma fraca fluorescéncia
azul imediatamente abaixo da plumbagina, que possivelmente se trata de epoxido de

plumbagina (Marion Meyer ef al., 2007).

Figura 2. Corrida cromatografica em camada delgada de padrao de plumbagina (1), Plumbago scandens (2),
Urochloa brizantha (3), U. brizantha + P. scandens (4), Megahyrsus maximum (5), M. maximum + P. scandens
(6), silagem de milho (7) e silagem de milho + P. scandens (8). Aparéncia sob luz natural: a plumbagina na linha

do meio da imagem (seta preta) apresenta coloragdo amarela.
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Figura 3. Corrida cromatografica em camada delgada de padrdo de plumbagina (1), P. scandens (2), U.

brizantha (3), U. brizantha + P. scandens (4), M. maximum (5), M. maximum + P. scandens (6), silagem de
milho (7) e silagem de milho + P. scandens (8). Estimulagdo por lampada de fluorescéncia (254 nm): a

plumbagina na linha do meio da imagem (seta branca) apresenta fluorescéncia marrom-avermelhada.
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Figura 4. Corrida cromatografica em camada delgada de padrdo de plumbagina (1), P. scandens (2), U.

brizantha (3), U. brizantha + P. scandens (4), M. maximum (5), M. maximum + P. scandens (6), silagem de
milho (7) e silagem de milho + P. scandens (8). Aparéncia apos aspersdo com solugdo de KOH a 5% em etanol:

a plumbagina na linha do meio da imagem (seta preta) apresenta coloragdo magenta visivel a luz natural.

Na etapa seguinte, foi avaliado se amostras de U. brizantha, M. maximum, silagem de
milho e contetido ruminal poderiam conter algum interferente para a analise da plumbagina por
CCD. Foi verificado que nenhum dos produtos avaliados produziu interferéncia nas avaliagdes.
A mistura das folhas de P. scandens a estes produtos demonstrou que a plumbagina pode ser

detectada de forma eficaz no contetdo ruminal por meio da metodologia de CCD utilizada.

5.3 Metodologia utilizando CLAE

Na segunda parte deste estudo, foi desenvolvida uma metodologia para identificagdo e
quantificagdo da plumbagina em amostras de folhas e do conteudo ruminal por meio CLAE.
Foi utilizada a analise por fase reversa com coluna contendo como fase estaciondria a resina
C8. A maioria dos trabalhos publicados na literatura também utilizou fase reversa, com colunas
contendo resinas C18/ODS (Crouch et al., 1990; Hsieh et al., 2005; Wang e Huang, 2005;
Unnikrishnan et al., 2008; Kaewbumrung e Panichayupakaranant, 2012; Galal et al., 2013; Jaisi
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et al., 2013; Nayak et al., 2015; Pereira et al., 2015; Tiwari et al., 2021; Shukla e Kushwaha,
2023) e C30 (Rodrigues et al., 2006). Todas estas resinas sao a base de silica modificada por
reacdes com organo-siloxanos, resultando em produtos com diferentes tamanhos de cadeia
(Kupiec et al., 2013).

Nas metodologias por CLAE em fase reversa, as fases moveis utilizadas foram:
- metanol:solu¢do tampao de acido acético 0,2M (pH 3,5, com trietilamina), em gradiente
(Crouch et al., 1990);
- metanol:agua - 90:10 (Hsieh et al., 2005), 65:35 (Shukla e Kushwaha, 2023) e 50:50
(Rodrigues et al., 2006);
- metanol:dgua, em gradiente (Wang e Huang, 2005; Nayak et al., 2015);
- metanol:fosfato didcido de sédio 5 mM - 9:1 (Unnikrishnan et al., 2008);
- metanol:solucdo aquosa de acido acético a 5% - 80:20 (Kaewbumrung e Panichayupakaranant,
2012; Jaisi et al., 2013);
- dgua:acetonitrila, ambas com 0,05% de 4cido férmico, em gradiente (Galal et al., 2013);
- metanol:solucdo aquosa de acido fosforico a 0,1% - 65:35 (Pereira et al., 2015).

No presente estudo, apds avaliagdes prévias com diversas combinagdes de acetonitrila,
metanol e agua, foi definida como fase movel acetonitrila:agua (50:50 v:v). A utilizagdo desta
fase movel com colunas de resina C8 propiciou uma adequada separagdo da plumbagina (Figura

5), com bom tempo de corrida cromatografica (12 minutos).
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Figura 5. Cromatograma de padrdo isolado de plumbagina.
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Apenas um trabalho utilizou metodologia por CLAE em fase normal, utilizando coluna
com resina de silica e fase movel cicloexano:cloroformio:isopropanol (50:50:1) (Paiva et al.,
2002). Para este estudo foi escolhida a realizacdo das andlises em fase reversa por ser uma
forma bastante usual para avaliagdo de compostos em toxicologia analitica, propiciando a
utilizagdo de materiais que possam ser facilmente aplicados a outros tipos de andlises, o que
colabora para a redugdo dos custos.

A deteccao da plumbagina nas metodologias por cromatografia liquida disponiveis na
literatura foi realizada por meio de detectores UV-visivel (Crouch et al., 1990; Paiva et al.,
2002; Wang e Huang, 2005; Unnikrishnan et al., 2008; Kaewbumrung e Panichayupakaranant,
2012; Jaisi et al., 2013; Shukla e Kushwaha, 2023), de arranjo de diodos-DAD (Rodrigues et
al., 2006; Galal et al., 2013; Nayak et al., 2015; Tiwari et al., 2021), de fluorescéncia (Pereira
et al., 2015) e de espectrometria de massas (Hsieh et al., 2005; Andhale et al., 2019). No
presente estudo, a plumbagina foi quantificada por absorbancia em 264nm, ¢ a identificacao da
substancia foi confirmada pelo espectro UV (Figura 6). Desta forma, foi possivel obter

excelente analitica associada a precisao na identificacao do analito.
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Figura 6. Espectro UV-visivel da plumbagina.

A detecgdo por espectrometria de massas ¢ a forma mais precisa e sensivel de

identificacdo de compostos (Passagli et al., 2023a). No entanto, equipamentos com este detector
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apresentam elevado custo de obtencdo e manutencao, limitando seu acesso. Como os niveis de
plumbagina presentes na P. scandens sdo bastante superiores aos limites de deteccdo e
quantificagdo utilizando o detector UV-visivel, este detector pode ser utilizado sem ressalvas
para a analise em plantas e em conteido ruminal de animais suspeitos de intoxicagdo. Para
maior precisdo da andlise, a confirmacdo da identificagdo da plumbagina no pico
cromatografico pode ser feita pelo espectro ultravioleta ou de fluorescéncia (Pereira et al.,
2015).

Com a utilizagdo dos padrdoes, a metodologia desenvolvida de CLAE mostrou
linearidade de 0,05 a 250 pg/mL, como coeficiente de correlagio (R? igual a 0,995 (Figura 7).
A metodologia de CLAE desenvolvida neste estudo apresentou excelente sensibilidade sendo
o que o limite de detec¢ao (LD) foi 0,01 pg/mL e o limite de quantificacdo (LQ) foi 0,05 pg/mL.
Estes valores foram iguais aos obtidos por Galal et al. (2013), e estdo na mesma faixa de outras
metodologias publicadas. Os LD das outras metodologias foram 0,001 (Kaewbumrung e
Panichayupakaranant, 2012), 0,003 (Nayak et al., 2015), 0,008 (Pereira et al., 2015), 0,02
(Wang e Huang, 2005) e 0,034 pg/mL (Shukla e Kushwaha, 2023). Com relagao aos valores de
LQ, os reportados em outras metodologias foram 0,01 (Kaewbumrung e Panichayupakaranant,
2012; Nayak et al., 2015), 0,03 (Pereira et al., 2015), 0,06 (Wang e Huang, 2005) ¢ 0,11 pg/mL
(Shukla e Kushwaha, 2023). Por outro lado, valores bem superiores foram obtidos por Tiwari

et al. (2021), com LD de 2,4 pg/mL e LQ de 7,2 pg/mL.
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Figura 7. Curva de linearidade das leituras em CLAE da plumbagina nas concentra¢des de linearidade de 0,05 a

250 pg/mL.

A metodologia desenvolvida foi aplicada para a determinagao dos niveis de plumbagina
nas folhas de P. auriculata e P. scandens.

No presente estudo, ndo foi detectada plumbagina nas folhas de P. auriculata (Figura
8), estando de acordo com outros trabalhos da literatura (Harborne, 1967; van der Vijver, 1972;
Paiva et al., 2002; Galal et al., 2013). No caule desta planta, foi detectada a plumbagina em
apenas quatro das dez amostras testadas, sendo as concentracdes nestas quatro amostras
bastante baixas (0,648+0,494 ng/g, variando de 0,204 a 1,141 ug/g). Em analises qualitativas
por CCD (Harborne, 1967; van der Vijver, 1972) e CCDAE (Paiva et al., 2002), a plumbagina
foi detectada nas raizes de P. auriculata, mas nao nas folhas. Com a utilizacdo de CLAE com
deteccao UV, as concentragcdoes de plumbagina nas raizes e rizomas desta planta foram de
0,33+0,34% (equivalente a 3.300+£3.400 pg/g), e nas radiculas foram de 0,53%0,77%
(equivalente a 5.300+7.700 ng/g), mas esta substancia nao foi detectada nas folhas (Galal et al.,
2013). Por outro lado, Mallavadhani et al. (2002) relataram concentragdes de 0,15% (1.500
ug/g) nas raizes e 0,02% (200 pg/g) nas folhas utilizando CCD. O motivo para a plumbagina
ter sido encontrada nas folhas em apenas um trabalho (Mallavadhani et al., 2002) pode estar
relacionada a diferencas na planta entre diferentes regides, pois os valores obtidos nas raizes

também foram bastante diferentes.
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Figura 8. Cromatograma de folhas de Plumbago auriculata, sem a presenga de pico de plumbagina ou qualquer

outra substancia que possa ser interferente.

Como nao foi encontrada plumbagina nas folhas de P. auriculata, estas foram utilizadas
como matriz para a determinagdo da recupera¢do da plumbagina. A recuperacao média obtida
foi de 94,1% (Tabela 1). Para um método analitico, a recuperacdo meédia € considerada
adequada se estiver no intervalo de 70% a 120% (EC, 2019; Passagli ef al., 2023b). Assim, a

recuperacdo obtida estd adequada para a quantificacdo da plumbagina em amostras de folhas.

Tabela 1. Recuperagdo de plumbagina adicionada a folhas de Plumbago auriculata.

Concentracio de plumbagina (ng/g) Recuperacio (%)
10 92,1
100 92,5
1000 97,8
Média 94,1

A metodologia de CLAE desenvolvida foi aplicada a folhas e caules de P. scandens
(Figura 9). As concentracdes de plumbagina obtidas nas folhas foram de 0,261+0,087%,
variando de 0,136 a 0,463%, enquanto no caule foram de 0,327+0,055%, variando de 0,236 a
0,421%. Em estudo qualitativo utilizando CCDAE, a plumbagina foi detectada nas raizes de P.

scandens, mas nao nas folhas (Paiva et al., 2002). Estudos quantitativos por meio de CLAE -
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UV foram realizados com a espécie homonima P. zeylanica. Nas raizes secas desta planta, as
concentragdes de plumbagina foram varidveis, com relatos de 0,064% a 0,497% (Wang e
Huang, 2005), 0,16% (Unnikrishnan et al., 2008), 0,89% (Nayak et al., 2015) e 1,62+0,25%
(Galal et al., 2013). Nas folhas, os valores foram 0,016+0,084% (Galal et al., 2013). Um
trabalho utilizando mensura¢ao por espectrofotometria encontrou valores de plumbagina
maiores nas partes aéreas (2,4%) do que nas raizes (1,9%) (Dohare et al., 2015), mas
provavelmente se trata de um erro analitico devido a interferentes analiticos presentes na planta

que a metodologia descrita evidentemente ndo ¢ capaz de remover.
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Figura 9. Cromatograma de folhas de Plumbago scandens, mostrando o pico de plumbagina (seta).

Em uma avaliagdo semiquantitativa utilizando CG, as raizes de P. scandens
apresentaram maiores concentragdes de plumbagina na fase de floragdao do que antes desta fase
(Paiva et al., 2011). No presente estudo, as folhas foram coletadas de plantas em floragdo, mas
¢ possivel que também a variagdo na concentragdo também ocorra de acordo com a fase
vegetativa da planta.

Outro fator que pode interferir na producao de plumbagina ¢ a presenga de fungos
endofiticos na planta. Comparando P. zeylanica com e sem fungos endofiticos, plantas
portadoras de Aspergillus sp. e Alternaria sp. apresentaram aumento nas concentragdes de
plumbagina em 87,2% e 122,7%, respectivamente, enquanto as portadoras de Rhizopus sp.

Apresentaram uma reducao de 35,4% (Andhale ef al., 2019).
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Na etapa seguinte, foi avaliado se amostras de U. brizantha, M. maximum, silagem de
milho e contetido ruminal poderiam conter algum interferente para a andlise da plumbagina por

CLAE. Foi verificado que nenhum dos produtos avaliados produziu interferéncia nas avaliagdes

por CLAE (Figuras 10 a 13).
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Figura 10. Cromatograma de folhas de Urochloa brizantha, sem a presenga de pico de plumbagina ou qualquer

outra substancia que possa ser interferente.
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Figura 11. Cromatograma de folhas de Megathyrsus maximum, sem a presenga de pico de plumbagina ou

qualquer outra substancia que possa ser interferente.
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Figura 12. Cromatograma de amostra de silagem de milho, sem a presenca de pico de plumbagina ou qualquer

outra substancia que possa ser interferente.
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Figura 13. Cromatograma de amostra de contetido ruminal, sem a presenga de pico de plumbagina ou qualquer

outra substancia que possa ser interferente.

Como ndo houve presenca de interferentes do contetdo ruminal e dos principais
alimentos nos cromatogramas que aparecessem no tempo do pico da plumbagina, foi adicionada
plumbagina a amostras de contetido ruminal para determinar a taxa de recuperacdo deste
composto pela metodologia proposta. A recuperacdo média obtida foi de 101,8% (Tabela 2).
Da mesma forma como obtido para amostras de folhas, a recuperag@o obtida esta no intervalo
considerado adequado, de 70% a 120% (EC, 2019; Passagli et al., 2023b). Assim, este
parametro também estd adequado para a quantificacao da plumbagina em amostras de contetido

ruminal.

Tabela 2. Recuperagdo de plumbagina adicionada a amostras de contetido ruminal.

Concentraciao de plumbagina (ng/g) Recuperacio (%)
10 101,5
100 101,2
1000 102,9

Média 101,8
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6 CONCLUSOES

A metodologia desenvolvida utilizando cromatografia em camada delgada (CCD) foi eficaz

para identificagdo de plumbagina em folhas contetido ruminal.

A metodologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi sensivel e eficaz para

quantificagdo da plumbagina em amostras folhas e contetdo ruminal.

As folhas e o caule de Plumbago scandens apresentaram elevados niveis de plumbagina
(0,261+0,087% e 0,327+0,055%, respectivamente). Por outro lado, esta substancia nio foi
detectada nas folhas de Plumbago auriculata, e baixos niveis (até 0,000114%) foram detectados

no caule de algumas amostras.
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