UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

CONSTITUINTES DE Senecio platensis Arech.
ISOLAMENTO, ELUCIDACAO ESTRUTURAL E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

DISSERTACAO DE MESTRADO

Aline Abati Bolzan

Santa Maria, RS, Brasil
2007



CONSTITUINTES DE Senecio platensis Arech.:
ISOLAMENTO, ELUCIDACAO ESTRUTURAL E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Por

Aline Abati Bolzan

Dissertagao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas, Area de Concentracdo em Controle e Avaliacdo de
Insumos e Produtos Farmacéuticos, da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para a obtencao do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof®. Dr.*. Berta Maria Heinzmann

Santa Maria, RS, Brasil
2007



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pés-graduacio em Ciéncias Farmacéuticas

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacdo de Mestrado

CONSTITUINTES DE Senecio platensis Arech. ISOLAMENTO,
ELUCIDACAO ESTRUTURAL E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA

elaborada por
Aline Abati Bolzan
como requisito parcial para obtengao do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

COMISSAO EXAMINADORA:

Berta Maria Heinzmann, Dr?.
(Presidente/Orientadora)

Leandro Machado Rocha, Dr. (UFF)

Ionara Irion Dalcol, Dr*. (UFSM)

Santa Maria, 9 de novembro de 2007.



DEDICATORIA

Ao Jairo, meu esposo, por todo amor, paciéncia e compreensao;
Aos meus pais, Jayme e Ana, pelo exemplo e amor imensuravel;
Ao meu avé Humberto Abati, por suscitar em mim a vontade de aprender.



AGRADECIMENTOS

- Agradeco a Deus por ter criado tantas maravilhas e por permitir que desvendemos pouco a
pouco este imenso mistério. Agradeco também, Deus, por ter estado comigo, por ter me
reanimado quando mais precisei, por acreditar em mim e me amar. Obrigada também por permitir
que Sua Santa Mae e os Anjos da Guarda estivessem sempre comigo;

- Ao meu marido Jairo, agradec¢o pelo carinho, pela paciéncia, por acreditar no meu potencial,
pelo “financiamento” deste sonho e pela ajuda nos assuntos de informatica. Obrigada ¢ pouco, em
vista de tamanha dedicagdo ¢ amor;

- Aos meus pais Jayme e Ana, agradeco por compreender a minha auséncia, por serem meus
exemplos e por terem me ensinado a ter perseveranca e a buscar sempre os meus sonhos. Muito
obrigada!

- A Prof*. Dr*. Berta Maria Heinzmann, meu agradecimento ¢ minha admirac¢do pelo exemplo de
excelente orientadora, incansavel e determinada. Pelo empenho em minha formagao cientifica e
no desenvolvimento deste trabalho;

- Ao Prof. Dr. Nelson Ivo Matzenbacher pelo auxilio na coleta e identificagdo do material vegetal;

-Ao Prof. Dr. Carlos Augusto Mallmann, do Laboratério de Analises Micotoxicologicas da
UFSM, pela realizagdo dos espectros de massas;

- A Prof'. Dr*. Rosmari Hérner, do Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicologicas da UFSM, pela ajuda na realizagdo dos testes de atividade
antibacteriana;

- Ao bolsista Tiago Michelot, pela colaboragdao com os testes de atividade antibacteriana;

- A Me. Chana de Medeiros Silva, pela amizade, companheirismo € por me guiar nos meus
primeiros passos na Fitoquimica;

- Ao Claus pela ajuda na corre¢ao do resumo em inglés;

- Aos colegas de laboratorio, Chana Medeiros Silva, Ricardo Basso Zanon, Francisco Maikon C.
de Barros, Tarcisio de Camargo, Danielle Fontana, Gloria N. da Silva, Clarissa Giesel Heldwein,
Ticiane Boschetti, Mariane dos Santos, Janaina Mahlke, Viviane de O. Garcia e Lenise de Lima
Silva que proporcionaram os momentos de intenso de trabalho em algo mais descontraido e cheio
de discussoes construtivas;

- A Elaide Minatto pela amizade, atencdo e pelas palavras de alento sempre vindas em boa hora;

- A Marisa Basso, do COMUT, pela gentileza de sempre e o empenho para conseguir vérios dos
artigos citados nesta dissertacao;

- Aos meus queridos amigos, Gustavo C. Noronha e Fébio Ferreira, que apesar da distancia e de
todos esses anos, continuam sendo meus grandes amigos. Obrigada pela amizade sincera;

- A Luciana Benetti, pela amizade e pelas palavras de estimulo ao longo da graduagio e do
mestrado.

- A vocg, que tem esta dissertagdo em suas maos.



“Dé-me, Senhor, agudeza para entender, capacidade para reter, método e
faculdade para aprender, sutileza para interpretar, graca € abundancia para falar.
Dé-me, Senhor, acerto ao comegar, dire¢dao ao progredir e perfeicdo ao

concluir.”

Sio Tomas de Aquino (1227-1274)



RESUMO
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CONSTITUINTES DE Senecio platensis Arech. ISOLAMENTO,
ELUCIDACAO ESTRUTURAL E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA.

Autora: Aline Abati Bolzan
Orientadora: Berta Maria Heinzmann
Data e local da defesa: Santa Maria, 9 de novembro de 2007.

O género Senecio (Asteraceae) constitui um grupo de plantas cosmopolitas, formado por mais de 2000
espécies. Embora grande numero tenha toxicidade reconhecida devido a presenca de alcaldides pirrolizidinicos,
varias delas sdo empregadas na medicina popular. Seu uso medicinal pode ser atribuido a presenca dos demais
metabdlitos secundarios, entre eles os terpendides, com atividade antibacteriana reconhecida. Este trabalho
descreve o isolamento e a identificacdo de trés constituintes presentes no extrato CH,Cl, das partes aéreas de
Senecio platensis Arech., espécie na qual foi detectada a presenga de perdxidos em um screening fitoquimico.
Adicionalmente, os metabdlitos secundarios isolados tiveram sua atividade antimicrobiana avaliada. As partes
aéreas de S. platensis foram coletadas em abril de 2004, no municipio de Capao Novo — RS, Brasil. A espécie foi
localizada e identificada pelo Prof. Dr. Nelson Ivo Matzenbacher, do Programa de Pos-Graduagdo em Boténica
da UFRGS. Material testemunha encontra-se depositado no Herbario do Departamento de Biologia da UFSM
sob o registro SMDB 9522. As partes aéreas frescas de S. platensis (350,0 g) foram extraidas por maceragdo em
CH,Cl,, seguido de evaporagdo do solvente, resultando num residuo pastoso (6,0 g), com rendimento de 1,71%.
O extrato bruto foi fracionado por cromatografia em coluna flash sobre gel de silica, usando CH,Cl, e misturas
de CH,Cl,: EtOH, em gradiente, sendo obtidas 29 fragdes. A partir da fragdo 1, apds duas cromatografias em
coluna com gel de silica impregnado com AgNO; (10%), eluidas com hexano:acetona (95:5) e hexano:éter
etilico (99:1), foram obtidos 13,3 mg da substancia codificada como PP1 e posteriormente identificada como
germacreno D. A fra¢do 5 da coluna flash também foi fracionada e, apés sucessivas cromatografias em coluna
sobre gel de silica impregnado com AgNO; (10%), eluidas com hexano:acetona (9:1), hexano:acetato de etila
(95:5) e hexano:acetona (93:7), foram isolados 17,0 mg de ABI1 (deidrofuquinona) e 30,6 mg de AB2
(espatulenol). Os compostos foram analisados por CG-EM, RMN 'H ¢ RMN "*C ¢ foram identificados pela
comparacao de seus dados espectroscopicos com os obtidos da literatura. A fragdo contendo o germacreno D,
considerado precursor de varios outros derivados de esqueleto sesquiterpénico, foi submetida a uma reagdo de
foto-oxidagdo utilizando o corante Rosa de Bengala como agente sensibilizante. Através desta reagdo foi
possivel confirmar a formag¢do do germacreno-D-1-hidroperdxido a partir de seu precursor. A avaliacdo da
atividade antibacteriana das substincias isoladas foi realizada através do método de microdiluicdo em caldo,
baseado nos documentos M7-A6/CLSI, antigo NCCLS. Em relagdo ao Bacillus cereus ATCC 14579, a
deidrofuquinona exibiu uma CIM de 256 pg/mL ¢ CBM de 4096 pg/mL, sendo que o espatulenol apresentou
CIM e CBM de 64 pg/mL. Frente a cepa hospitalar de B. cereus, a deidrofuquinona exibiu uma CIM de 256
pg/mL e CBM > 8192 pg/mL, enquanto que o espatulenol apresentou uma CIM 32 ug/mL e CBM > 8192
pg/mL. Tanto a deidrofuquinona quanto o espatulenol ndo apresentaram atividade contra Pseudomonas
aeruginosa até a concentragdo de 8192 pg/mL.

Palavras-chave: Senecio platensis Arech.; sesquiterpendides; germacreno D; germacreno-D-1-hidroperéxido;
deidrofuquinona; espatulenol; atividade antibacteriana.



ABSTRACT

CONSTITUENTS OF Senecio platensis Arech. ISOLATION,
STRUCTURAL ELUCIDATION AND EVALUATION OF THE
ANTIBACTERIAL ACTIVITY
Author: Aline Abati Bolzan
Advisor: Berta Maria Heinzmann

The genus Senecio (Asteraceae) constitutes a group of cosmopolitan plants formed by
more than 2000 species. Although most of these plants are considered to be toxic due to the
presence of pyrrolizidine alkaloids, several of them are used in folk medicine. Their medicinal
use can be attributed to other secondary metabolites, amongst them the terpenoids, with
known antimicrobial activity. This work describes the isolation and identification of three
compounds present in the CH,Cl, extract of fresh aerial parts of Senecio platensis Arech., a
species that showed the presence of peroxides in a phytochemical screening. Additionally, the
the antibacterial activity of the isolated secondary metabolites has been evaluated. The aerial
parts of Senecio platensis were collected in Capao Novo — RS, Brasil and identified by Prof.
Dr. Nelson Ivo Matzenbacher. Voucher specimen SMDB 9522 is preserved in the Herbarium
of the Departamento de Botanica, UFSM. The fresh aerial parts of S. platensis (350.0 g) were
extracted by maceration with CH,Cl,. The CH,Cl, extract was evaporated to obtain an viscous
residue (6.0 g), which approximates a yield of 1.71%. The crude extract was fractionated by
flash chromatography over silica gel, using CH,Cl, and CH,CL:EtOH mixtures of increasing
polarity to yield 29 fractions. After two cycles of column chromatography (column: silica gel
impregnated with AgNO; (10%), eluents: hexane:acetone (95:5) and hexane:ethyl ether (99:1)
13.3 mg of PP1 were isolated from fraction 1 and later identified as germacrene D. After
successive column chromatography over silica gel impregnated with AgNO; (10%), eluting
with hexane:acetone (9:1), hexane:ethyl acetate (95:5) and hexane:acetone (93:7), fraction 5
yielded 17.0 mg of AB1 (dehydrofukinone) and 30.6 mg of AB2 (spathulenol). The
compounds were analyzed by GC-EI-MS, 'H and “C NMR and were identified by
comparison of their spectroscopic data with the literature. The fraction containing germacrene
D, which is considered to be a precursor of several other sesquiterpene derivatives, was
submitted to photooxidation process using Bengal Rose as sensitizer agent. By this reaction it
was possible to confirm the formation of germacrene-D-1-hydroperoxide by its precursor. The
antibacterial evaluation of the isolated compounds was accomplished by the broth
microdilution method based on M7-A6/CLSI. In relation to Bacillus cereus ATCC 14579,
dehydrofukinone showed MIC of 256 pg/mL and MBC of 4096 pg/mL. The spathulenol
presented MIC and MBC of 64 pg/mL. Against the clinical isolate of B. cereus,
dehydrofukinone showed MIC of 256 pg/mL and MBC > 8192 pg/mL while spathulenol
showed MIC 32 pg/mL and MBC > 8192 pg/mL. Dehydrofukinone and spathulenol are
inactive against Pseudomonas aeruginosa at the tested concentrations (until 8192 pg/mL).

Key words: Senecio platensis Arech.; sesquiterpenoids; germacrene D; germacrene-D-1-
hydroperoxide; dehydrofukinone, spathulenol; antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas ¢ tdo antigo que se
confunde com a historia da civilizagdo humana. Por milhares de anos as plantas proveram ao
homem de tudo o que ele necessitava, desde a cobertura para suas casas, matéria-prima para
confec¢do de roupas, e ferramentas, combustivel para fogo, assim como alimentos e
medicamentos. Os mais antigos registros sobre a utilizagdo medicinal de plantas foram
encontrados na Mesopotamia, feitos em placas de argila com escrita cuneiforme, datando
cerca 2600 anos antes de Cristo. As plantas sempre foram importantes para o homem ao
ponto de serem admiradas e elevadas a categoria de entidades divinas devido ao efeito
causado pela ingesta inadvertida de algumas delas (Butler, 2004; Gurib-Fakim, 2006;
Lorenzi; Matos, 2002).

O numero de espécies realmente conhecidas, e utilizadas como medicamentos ¢
pequeno, frente a biodiversidade vegetal e a devastacdo causada pelo homem. O Brasil, conta
com mais de 55.000 espécies vegetais catalogadas de um total estimado de, aproximadamente,
120.000 espécies sobre um panorama mundial de aproximadamente 350.000. Entretanto, em
2001, estimava-se que menos de 1% dessas espécies medicinais dos diferentes ecossistemas
haviam sido quimicamente estudadas (Yunes; Calixto, 2001).

O crescimento do mercado mundial de fitoterapicos ¢ estimado em 10% a 20% ao ano
e as principais razdes que impulsionaram esse grande crescimento nas ultimas décadas foram:
a valorizacdo de habitos mais saudaveis e, conseqiientemente, o consumo de produtos
naturais; os evidentes efeitos colaterais dos medicamentos sintéticos; a descoberta de novos
principios ativos nas plantas; a comprovag¢ao cientifica da eficacia dos fitoterapicos; e o preco
que, de maneira geral, ¢ mais acessivel a populacdo com menor poder aquisitivo. Além disso,
o desenvolvimento de um medicamento sintético custa em torno de US$ 500 milhdes, caindo
para US$ 50 milhdes no caso de um fitoterapico, que pode chegar ao mercado num tempo dez
vezes menor. A estimativa do mercado mundial para medicamentos é de US$ 300
bilhdes/ano, destes, US$ 20 bilhdes sdo provenientes de derivados ativos de plantas
medicinais, sendo a Europa responsavel por aproximadamente 50% deste mercado. Ja a
estimativa do mercado nacional de medicamentos ¢ de aproximadamente US$ 8 bilhdes/ano,
com os derivados de plantas medicinais correspondendo a US$ 1,5 bilhdo desse total (Sousa;
Miranda, 2007). Fitoterapicos e fitofarmacos sdo responsaveis por 25% do receituario médico
nos paises desenvolvidos e cerca de 80% nos paises em desenvolvimento (Simdes et al.,
2003), sendo mais de 13.000 plantas utilizadas mundialmente como farmacos ou fonte de

farmacos (Tyler, 1994 apud Simdes et al., 2003).
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Em 2001 e 2002, aproximadamente um quarto dos farmacos mais vendidos
mundialmente eram naturais ou derivados de produtos naturais (Butler, 2004). Além dos
farmacos naturais existe um numero significativo de farmacos que s3o obtidos por
modificagdo estrutural de produtos naturais ou possuem estes como prototipos. Essas
modificagdes estruturais possibilitam o planejamento racional de novas moléculas e a
obtencdo de novas estruturas possivelmente mais eficazes e seguras, ou com propriedades
farmacologicas até o momento inesperadas (Rates, 2001). Todos esses fatores tém redobrado
o interesse das industrias farmacéuticas para o aproveitamento da biodiversidade mundial,
especialmente para o tratamento de certas enfermidades, para as quais a sintese organica nao
tem mostrado sucesso (Yunes; Calixto, 2001).

Numerosos métodos como o isolamento de substincias ativas, a sintese quimica, a
quimica combinatéria e a modelagem molecular t€m sido utilizados para o descobrimento de
novos farmacos (Yunes; Calixto, 2001). Apesar do recente interesse pela modelagem
molecular, a sintese quimica e outras técnicas de sintese, os produtos naturais, e
particularmente as plantas medicinais, continuam sendo uma importante fonte de novos
medicamentos, especialmente na terapia anticancer e anti-hipertensiva (Newman et al., 2007;
Butler, 2004). Entretanto a busca de novas substancias naturais deve ser realizada de forma a
ser competitiva com outros métodos de obtencdo de fadrmacos, aumentando assim a
velocidade dos métodos de screening, do isolamento e da elucidacdo estrutural, possibilitando
desta forma o fornecimento de substancias com alta qualidade e em larga-escala (Butler,
2004).

Tendo em vista o crescente interesse e necessidade pela pesquisa de plantas,
especialmente aquelas ainda ndo estudadas, e a necessidade do desenvolvimento de novos
agentes no tratamento das mais variadas enfermidades, foi o objetivo deste trabalho realizar
um estudo fitoquimico das partes aéreas de Senecio platensis Arech., dando enfoque especial
ao sesquiterpenoides, uma vez que esses compostos costumam apresentar diversas atividades
farmacoldgicas, bem como avaliar a sua atividade antibacteriana.

Para esta classe de metabolitos secundarios, sdo descritas as atividades
antimicrobiana (Gunasekera et al., 1990; Pérez et al., 1999), antiinflamatoria (Geissberger;
Sequin, 1991), antitumoral (Jurek; Scheuer, 1993), antimalarica (Woerdenbag et al., 1994),
antioxidante (Bork et al., 1997), citotoxica (Barrero et al., 1997) e hipoglicemiante (Inmann et
al., 1999).

Em vista desta gama de atividades farmacologicas descritas para os derivados

terpénicos, comumente presentes nos extratos obtidos com solventes pouco polares das
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espécies do género Senecio, € a inexisténcia de um estudo fitoquimico desta espécie, fazem de
Senecio platensis Arech. uma alternativa promissora, no intuito de encontrar-se novos
compostos com atividades biologicas de interesse farmacéutico.

Esta dissertacao esta organizada na forma de itens. O item de Revisdo Bibliografica
inicia-se com um amplo estudo acerca do género Semecio, seus principais constituintes
quimicos descritos, seus usos populares e uma revisdo das atividades bioldgicas para as
substancias isoladas do género Senecio. Em seguida ¢ dado especial enfoque aos constituintes
sesquiterpendides, uma vez que sao o alvo de estudo deste trabalho. Num terceiro momento,
apresenta-se a espécie estudada, Senecio platensis Arech., e suas caracteristicas botanicas.

O item Materiais e Métodos apresenta todo o processo realizado para a obten¢do dos
compostos isolados de S. platensis, desde a coleta da planta, até o isolamento e elucidacao
estrutural dos mesmos, bem como uma avalia¢ao da atividade antibacteriana.

O item 4 apresenta os Resultados dos compostos isolados de S. platensis, seus
rendimentos, seus espectros e comparagdes com a literatura, com a elucidagdo de suas
estruturas. Também descreve o resultado da atividade antibacteriana dos compostos testados.
Na Discussao (item 5), apresenta-se a interpretacao dos resultados, relacionando estrutura-
atividade e origem biossintética.

Em seguida, apresentam-se as conclusdes do trabalho no item 6.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Senecio sp.

A familia Asteraceae, ¢ a maior familia das Angiospermas. Compreende cerca de
1.400 géneros e 25.000 espécies, distribuidos em quase todos os ecossistemas, exceto na
Antartica. A maior parte das espécies sdo plantas de pequeno porte, como herbaceas e
arbustos, possuindo poucas arvores (Robinson, 2001, Gurib-Fakim, 2006).

O género Senecio (tribo Senecioneae), um dos maiores géneros da familia Asteraceae,
¢ muito vasto na natureza, ocorrendo mais de 2000 espécies pela superficie terrestre
(Matzenbacher, 1998). Esta presente no continente Europeu (Sans et al., 2004), Africano
(Steenkamp et al., 2001), Asiatico (Huang et al., 2005), no Oriente Médio (Kutiel, 2004),
Oceania (Gardner et al., 2006), nas Américas, do Norte (Bai et al., 1996), Central (Lentz et
al., 1998) e do Sul (Paiva et al., 2004). Na América do Sul, a Argentina (Cabrera, 1978 apud
Pérez et al., 1999) e o Chile (Cabrera, 1949, apud Urzta; Andrade, 2000) sdo os paises com o
maior nimero de representantes, a Argentina contando com mais de 300 (Pérez et al., 1999) e
o Chile com mais de 208 espécies catalogadas (Loyola et al., 1985).

No Brasil, o género Senecio ¢ bastante diversificado, uma vez que existem 85 espécies
(Cabrera; Klein, 1975; Matzenbacher, 1998), sendo que 33 dessas sdo nativas da regido sul e
25 foram identificadas no Rio Grande do Sul (Matzenbacker, 1998). No entanto, outros
autores relatam a ocorréncia de 128 espécies deste género em nosso pais (Motidome; Ferreira,
1996 apud Gava; Barros, 1997). A delimitagdo do género tém levado a discussdes
taxonomicas, uma vez que suas espécies apresentam grande variabilidade morfologica e
quimica (Dupré et al., 1991).

Este género tem sido amplamente investigado. J& em 1982, um artigo de Bohlmann et
al., (1982) relatava que mais de 100 espécies de Semecio haviam sido investigadas
fitoquimicamente até aquele ano.

Em geral, sdo ervas anuais ou perenes, ocorrendo sob forma de arbustos ou arvoretas
de porte variado. Uma das espécies mais abundantes no sul do Brasil ¢ Senecio brasiliensis
(Sprengel) Less., conhecida popularmente como ‘“maria-mole”, “tasneirinha” e “flor das
almas”. Distribui-se em regides pequenas, acidentadas, tanto em areas nativas como
cultivadas, sendo encontrada também no Uruguai e Argentina (Habermehl et al., 1988).

A maioria das espécies de Senmecio emergem durante todo o ano, desde que haja

condi¢des ambientais favoraveis, como umidade e luz, e que as fenofases vegetativas sejam
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praticamente constantes durante todo o ciclo da planta. Fatores ambientais desfavoraveis
como déficit hidrico, o manejo do solo e o dano de insetos, associados ou ndo, podem alterar
o ciclo das plantas e serem determinantes para a sua permanéncia no ambiente. No Brasil, em
geral, crescem entre o verao e o outono e florescem entre a primavera e verao (Karam et al.,

2002).

2. 1.1 Usos populares

Existe na literatura um amplo registro da utilizagdo de plantas do género Senecio com
fins medicinais. A sua utilizacdo pode ser encontrada em quase todos os continentes, por
diversas culturas, e apesar destes povos muitas vezes estarem geograficamente e
culturalmente muito distantes, alguns usos sdo muito semelhantes, como no caso da utilizagao
de algumas espécies do género para dores de estdbmago e estimulante da digestdo, como na
Argentina, com S. brasiliensis (Sprengel) Less.; S. graveolens Wedd., na Bolivia S. graveolens
Wedd., no Brasil S. brasiliensis (Sprengel) Less., no Chile S. adenophyllus Meyen et Walp.; S.
atacamensis Phil., S. eriophyton Remy, S. nutans Sch. Bip., S. papii Ricardo et Martic.; S.
puchii Phil. e na Italia S. vulgaris L.; e nos casos de afecgdes cutineas, como os encontrados na
literatura para a Argentina S. bonariensis Hook et Arn., Brasil S. brasiliensis (Sprengel) Less.; S.
sonchifolius (L.) Moench, Chile S. fistulosus Poepp. Ex Less., Peru S. rhizomatosus Rusby, no
continente africano com a utilizacdo de S. deltoidea Less., S. latifolius DC, S. scandens Buch.-Ham ex
D. Don, nos EUA com S. aureus L., na Espanha S. jacobaea L., em Portugal S. jacobaea L., na
Turquia S. vulgaris L. e na China com a utilizagdo de S. scandens Buch.-Ham ex D. Don (Tabela 1).

E na América Latina onde se encontra a maior parte das referéncias da utilizagdo do
Senecio na medicina popular. Em recente revisao, Bolzan et al., (2007), descrevem a
utilizacao de 46 espécies de Senecio em 11 paises da América Latina, destacando-se o Chile e
0 México com o maior nimero de espécies utilizadas, seguidos pela Argentina. No Brasil,
existem relatos da utilizacdo de Senecio brasiliensis (Sprengel) Less., como emoliente e
“resolutiva” e, internamente, como vermifugo (Coimbra, 1958), em processos inflamatorios,
dores estomacais € como “regulador sanguineo” (Toma; Trigo, 2004) e em aplicagdo topica
em ferimentos na pele (Visbiski, 2003). O Guia de Medicina Homeopatica, Cairo, (1965)
descreve Senecio aureus como tonico uterino e contra nduseas durante a gravidez.

E importante ressaltar que os termos aqui utilizados para designar uma enfermidade
sao aqueles utilizados pela populagdo em geral, ndo estando de acordo com os termos
cientificos apropriados, e podendo, muitas vezes, ndo estar relacionado a enfermidade em si,

mas a alguma sintomatologia.



Tabela 1 - Principais espécies de Senecio utilizadas como medicinais em diferentes regidoes do mundo

CONTINENTE PAIS ESPECIE PARTE UTILIZADA UTILIZACAO REFERENCIA
PRECONIZADA PELA
MEDICINA POPULAR
Etiopia S. myriocephalus Sch. folhas Para o tratamento de Teklehaymanot et al.,
Bip. problemas oculares 2007
Ruanda S. maranguensis O. folhas No tratamento de tosses, |Cos et al., 2002
Hoffm. otites e ulceragdes
Tanzania S. deltoidea Less toda planta Nos casos de dermatite | Hamza et al., 2006
AFRICA Nao especificado S. serratuloides DC. toda planta No tratamento de infec¢des, | Kelmanson et al., 2000
var. serratuloides lesdes purulentas,
“purificador do sangue”,
queimaduras e ulceragdes
Nao especificado S. latifolius DC folhas Queimaduras ¢ feridas | Steenkamp et al., 2001
Nao especificado S. latifolius DC raizes Como emético € no Steenkamp et al., 2001
tratamento doencgas venéreas
S. integrifolius (L.) toda planta Como anticancerigeno | Graham et al., 2000
Clairv.
ASIA S. oryzetorum Diels toda planta Como anticancerigeno | Graham et al., 2000
S. scandens Buch.-Ham toda planta Nos casos de prurido, Lietal., 2006
China ex D. Don hemorrdida, eczema,
urticaria, ulceragdes na pele
e inflamacao nos olhos
S. scandens Buch.-Ham toda planta Nos casos de “dores de | Chun-Lin; Rong, 2004

ex D. Don

barriga”, sarampo, Ulceras e
hemorroéidas

(44



AMERICA

EUA S. aureus L. raizes No tratamento de ferimentos e para acelerar o trabalho de | Nachman, 1983
parto; como como peitoral e emenagogo
Bulgaria S. vulgaris L. aéreas Como bloqueador colinérgico e tonico uterino Leporatti;
Ivancheva, 2003
S. spp. Nao Como emenagogo, antiinflamatorio e vasodilatador Torres et al., 2000
EUROPA Espanha especificada
S. jacobaea L. agreas Como cicatrizante Blanco et al.,
1999
S. delphinifolius nao Como substituto da camomila Lentini, 2000
Vahl especificada
Italia agreas Nos casos de problemas digestivos; Leporatti;
S. vulgaris L. amenorréia, Ivancheva, 2003
dismenorréia
aéreas Como antiinflamatorio Pieroni et al.,
2004
Portugal S. jacobaea L. folhas No tratamento de ulceragdes na pele Camejo-
Rodrigues et al.,
2003
ORIENTE MEDIO | Turquia S. vulgaris L. raizes No tratamento de eczemas Uzun et al., 2004

14
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2. 1. 2 Atividades bioldgicas relatadas

Apesar da reconhecida toxicidade atribuida as plantas do género Senecio, existem na
literatura diversas atividades bioldgicas comprovadas, que em muitos casos explicam, pelo
menos em parte, a sua utilizagdo popular.

S. tephrosioides Turcz ¢ tradicionalmente utilizado como medicamento para tosse no
Peru. Segundo um estudo realizado por Alzamora et al., (2001), o 6leo essencial desta planta
possui atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus.

S. grisebachii Baker, utilizado no Paraguai para tratar de infecgdes fungicas na pele,
demonstrou atividade frente a fungos causadores de infecgdes cutaneas, entre eles
Microsporum gypseum (Portillo et al., 2001).

S. maranguensis O. Hoffm., utilizado em Ruanda para tratar da tosse, otite e
ferimentos, apresentou atividade antimicrobiana contra Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis, Trichophyton rubrum, Candida albicans (Cos et al., 2002).

Para S. ambavilla Pers., utilizado no tratamento de ferimentos, abcessos, eczema e
escabiose, foi encontrada a atividade antiviral contra o virus da herpes simplex e poliovirus.
Segundo os autores do estudo, esta atividade pode ser explicada pela presenca de altos niveis
de flavondides e de taninos nesta espécie (Fortin et al., 2002).

Segundo Garcia et al., (2003) Senecio angulifolius DC., ¢ utilizado no México contra
infec¢des vaginais. O estudo realizado por Garcia et al., 2003 demonstra que esta espécie
possui atividade antifungica contra as cepas testadas e, segundo os autores, explica o uso
desta planta na medicina popular no tratamento de doengas que envolvam infecgdes fingicas.

S. eriophyton J. Remy, utilizado como estimulante e afrodisiaco na Argentina,
demonstrou ter atividade relaxante sobre a musculatura lisa do corpo cavernoso em cobaios
(Hnatyszyn et al., 2003).

O extrato de S. brasiliensis var. brasiliensis (Spreng), utilizado no Brasil em processos
inflamatdrios, dores estomacais e como ‘“regulador sanguineo”, apresentou atividade
antiulcerogénica em roedores. Este resultado sugere que o extrato, contendo uma mistura de
alcaldides pirrolizidinicos como senecionina, integerrimina, retrorsina, usuramina e
senecifilina, apresenta um significante efeito anti-ilcera em roedores. O mecanismo
envolvido neste efeito € a citoprotecao, causada pelo aumento de muco, prostaglandinas e
somatostatina, sendo os alcaloides pirrolizidinicos responsaveis pela atividade farmacologica.
No entanto, novos estudos sobre estrutura e atividade sdo necessarios para reduzir a
hepatotoxicidade destes constituintes, mantendo o seu efeito gastroprotetor (Toma et al.,

2004).
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S. culcitioides Schultz-Bip, com uso medicinal ndo especificado na Bolivia, e utilizada
no Peru no tratamento da tosse, asma, bronquite e doengas respiratdrias, apresentou atividades
antifungica contra Trychophyton mentagrophytes e antibacteriana contra Bacillus subtilis
(Rojas et al., 2003) (Tabela 2).

Algumas substancias isoladas do género Senecio também tiveram suas atividades
investigadas: o sesquiterpenodide 1,10-epoxifuranoeremofilano, isolado do o6leo essencial
obtido dos ramos, folhas e raizes de Senecio aegyptius var. discoideus Boiss., exibiu uma
atividade inibitoria substancial de bactérias Gram-negativas (El-Shazly, 2002). A di-
hidroeuparina, derivada da acetofenona, presente na concentragdo de aproximadamente 3%
em Senecio graveolens, apresentou atividade hipotensora em ratos (Loyola et al., 1985) e

mostrou ser efetiva como protetor solar (Ortega et al., 2000).

Tabela 2 - Espécies de Senecio com atividades biolégicas comprovadas

Espécie/ Parte Forma utilizada Atividades Referéncia
utilizada

S. mathewsii Wedd./  Extrato aquoso Anti-HIV (teste in vitro) Abdel-Malek

partes aéreas etal., 1996

S. brasiliensis Extrato etanolico Larvicida contra larvas do Macédo et al.,

(Sprengel) Less./ mosquito Aedes fluviatilis 1997

partes aéreas

S. brasiliensis var. Extrato metandlico  Antiulcerogénica em roedores Toma et al.,

Brasiliensis (Spreng)/ 2004

inflorescéncias

Senecio graveolens ~ Oleo essencial Antibacteriana frente M. Luteus ¢ Pérez et al.,

Wedd./ folhas antifungica contra C. albicans. 1999

S. malacitanus Huter/ Extrato acetonico Inseticida Pascual-

planta inteira florida Villalobos;
Robledo, 1999

S. vulgaris L./ Extrato acetonico Inseticida Pascual-

planta inteira florida Villalobos;
Robledo, 1999

S. vulgaris L./ Extrato metanolico e Antioxidante, inibigdo da o~ Conforti et al.,

ndo especificada diclorometanico amilase (anti-diabetes) 2006

Auséncia de citotoxicidade contra
células normais

S. vulgaris L./ Extrato de éter de ~ Antibacteriana frente Escherichia Uzun et al.,
raizes petroleo coli 2004
Nao especificado Antipirética, antioxidante, anti- Reid et al.,
séptica, diurética 1987 apud

S. scandens Buch- Liu; NG, 2000
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Ham./ ndo Extrato aquoso Anti-hemolitica e antioxidante Liu; NG, 2000

especificada

S. scandens Buch- Nao especificado Anti-HIV Chang;

Ham./ Yeung, 1988

ndo especificada apud Liu; NG,
2000.

S. scandens Buch- Extrato etanolico Antibacteriana moderada contra  Yuan-Chuen;

Ham./ toda planta Helicobacter pylori Tung-Liang,
2005

S. tephrosioides Oleo essencial Antimicrobiana frente a Alzamora et

Turcz/ Staphylococcus aureus al., 2001

nao especificada

S. grisebachii Baker/

Extrato aquoso,

Antifingico frente a fungos

Portillo et al.,

inflorescéncias diclorometanico, causadores de infecgdes cutaneas, 2001
metanolico entre eles Microsporum gypseum
S. maranguensis O.  Extrato etandlico Antibacteriana contra Cos et al.,
Hoffm./folhas Epidermophyton floccosum, 2002
Microsporum canis,
Trichophyton rubrum, Candida
albicans
S. ambavilla Pers./ Extrato metandlico  Antiviral contra herpes simplex e Fortin et al.,
ramos e folhas poliovirus 2002
S. aegyptius var. Oleo essencial Antifaungica contra Candida El-Shazly et
Discoideus Boiss./ albicans e moderada atividade al., 2002
flores, ramos e raizes contra Gram positivas e
negativas.
S. angulifolius Extrato hexanico e  Antifungica contra Trychophyton Navarro

DC./folhas e ramos extrato metandlico ~ mentagrophytes Garcia et al.,
2003

S. culcitioides Extrato etanolico Antifingica contra Trychophyton Rojas et al.,

Schultz-Bip/partes mentagrophytes, antibacteriana 2003

aéreas contra Bacillus subtilis

S. eriophyton J. Extrato aquoso, Relaxante sobre a musculatura Hnatyszyn et

Remy/ diclorometanico e lisa do corpo cavernoso em al., 2003

partes aéreas

metanolico

cobaios.

S. clivicolus Wedd./
folhas e talos

Extrato etandlico

Anti-leishmaniose (in vitro)

Fournet et al.,
1994 apud
Rocha et al.,
2005

S. samnitum Huet/
nao especificada

Extrato
diclorometanico e
etanodlico

Citotoxica contra células
tumorais Caco-2 e COR-L-23

Loizzo et al.,
2006
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Extrato n-hexanico  Antibacteriana contra bactérias
Gram- positivas, especialmente
Staphylococcus aureus

Extratos Antifiingica, especialmente
diclorometanico e contra Trichophyton tonsurans e
etandlico. n- Microsporum gypseum

b
hexanico e
metanolico

Extrato n- hexanico Antioxidante, citotoxica em
linhagens de células tumorais

S; maequ'ldens DC./ Metandlico e Auséncia de citotoxicidade contra Conforti et
ndo especificada diclorometanico células normais. al., 2006
Inibicdo da a-amilase (anti-
diabetes)

2. 1.3 Toxicidade

O género Senecio ¢ conhecido por causar perdas considerdveis na pecudria de paises
como Paraguai, Brasil, Argentina e Uruguai (Ilha et al., 2001). Os animais alimentam-se de
brotos destas plantas, principalmente no inverno, com a falta de pastagens, ou mesmo quando
estes animais sdao alimentados com feno ou silagem contaminados por estas plantas. A
intoxicacdo causada por este género resulta em uma doenga conhecida por seneciose, sendo as
espécies S. brasiliensis, S. cysplatinus, S. selloi, S. heterotrichius e S. tweedii as principais
causadoras de perdas na pecudria (Riet-Correa et al., 1994 apud Gava; Barros, 1997; Ilha et
al., 2001, Tokarnia et al., 2002). A literatura também relata a ocorréncia de intoxicacoes fatais
em seres humanos devido ao consumo de espécies de Semecio contendo alcaldides
pirrolizidinicos ou pela ingesta de alimentos contaminados (leite, mel e cereais) (Fox et al.,
1978; Liddell; Logie, 1993; Villarroel et al., 1997).

A toxicidade causada por estas espécies tém sido relacionada principalmente a
presenca de alcalodides pirrolizidinicos, que segundo Trigo et al., (2003), podem ser utilizados
como marcadores quimiossistematicos para a tribo Senecioneae.

Mais de 300 alcaloides pirrolizidinicos sdo conhecidos, tendo sido isolados em mais
de 450 plantas de 14 diferentes familias. A maior parte dos alcaldides pirrolizidinicos
encontrados ocorre no género Senecio (Grue; Liddell, 1993). Na revisao realizada por Silva et
al., (2006) sobre alcaldides pirrolizidinicos em espécies de Senecio, sdo citadas 62 diferentes

estruturas desta classe de constituintes.
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Os alcaloides pirrolizidinicos (Aps) foram isolados pela primeira vez em 1885 por
Gradsal; Lasoux (Romero et al., 2001-2002). Sao ésteres de aminoalcoois com um nucleo
pirrolizidinico (necina) e acidos alifaticos (acidos nécicos) que podem ocorrer na forma de
mono, di e didiésteres ciclicos (Silva et al., 2006).

Segundo Prakash et al., (1999), o potencial hepatotoxico dos Aps ¢ determinado por
quatro caracteristicas estruturais minimas: um anel 3-pirrolina (1), um ou dois grupamentos
hidroxila ligados ao anel pirrolina (2), um ou dois grupamentos esterificados (3) e a presenga

de uma cadeia ramificada no residuo acido (4) (Figura 1).

Figura 1 - Caracteristicas estruturais essenciais para a toxicidade dos alcaléides pirrolizidinicos. Os
nimeros correspondem aos itens listados no texto (Bolzan et al., 2007)

No entanto, apesar de serem considerados metabdlitos secundarios caracteristicos do
género, os Aps ndo sao encontrados em todas as suas espécies € também tém sido relatados
em outros géneros, como Symphytum, Crotolaria e Heliotropium (Bolzan et al., 2007).

Contudo, nem todos os alcaldides pirrolizidinicos sdo tdxicos e ndo sdo os Unicos
constituintes de espécies de Senecio a apresentar toxicidade. Os sesquiterpendides do tipo
furanoeremofilano, freqiientemente encontrados em espécies do género Senecio, também tem
sido descritos como toxicos, apresentando uma alta toxicidade in vivo (Jares; Pomilio, 1989;

Pomilio; Jares, 1997).
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2. 2 Constituintes quimicos presentes no género Senecio

Este item da Revisdo Biliografica descreve os constituintes presentes no género
Senecio, por ndo existirem dados na literatura quanto a estudos fitoquimicos realizados com a

espécie Senecio platensis, sendo este, portanto, seu primeiro estudo.

2. 2.1 Terpenoides

O termo terpeno ¢ utilizado para designar todas as substincias formadas por unidades
de isopreno (CsH,o). Quando os terpenos sdo modificados quimicamente, seja por oxidagdo ou
por reorganizacao do esqueleto carbonado, os compostos resultantes sdo referidos como
terpendides. No entanto, alguns autores utilizam o termo terpeno ao se referirem a todos os
terpenodides (Wikipédia, 2005). Os terpendides sdo uma extensa familia de compostos que
ocorrem tanto em animais quanto em vegetais; atualmente mais de 30.000 compostos desta
classe sao conhecidos (Boik, 2001).

A origem biossintética dos terpenodides provém de unidades de isopreno, o qual, por
sua vez, origina-se a partir da condensacdo do isopentenil pirofosfato (IPP) e do dimetil-alil
pirofosfato (DMAPP). A biossintese do IPP e do DMAPP pode ocorrer por duas vias
diferentes. Uma delas, chamada de via do mevalonato, ocorre através da condensagdo de uma
unidade de acetoacetil-CoA com uma molécula de acetil-CoA. Apds a condensacgdo aldolica,
ocorre uma hidrolise originando a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA, que ¢ reduzida a
mevalonato, em uma reagdo irreversivel. O mevalonato ¢ convertido em IPP e em seu isomero
DMAPP, que sao condensados para formar o geranil-pirofosfato (GPP), precursor direto dos
monoterpenoides (Costa, 2002 , Simdes, 2003)

Os esqueletos dos terpenoides sdo formados pela condensagdo de um niimero variavel
de unidades de isopreno que segue um padrdo chamado “regra do isopreno” (Mann, 1887 e
Breitmaier, 1999 apud Simodes, 2003) onde geralmente, as unidades isoprénicas ligam-se
pelos carbonos das extremidades das cadeias, que na linguagem figurada difundida na
literatura cientifica denomina-se condensacao “cabeca-cauda” (Costa, 2002). A ligacdo do
tipo “cabega-cauda” predomina nos componentes de 6leos volateis, mas além desta, também
existem condensagdes do tipo cabeca-dorso, cauda-cauda, cauda-dorso, entre outras (Simoes
etal., 2003).

Novas condensagdes cabeca-cauda entre geranil-pirofosfato e isopentenil-pirofosfato

resultardo nos sesquiterpendides, enquanto que os diterpendides resultam da adi¢do de uma
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molécula de isopentenil-pirofosfato ao farnesil-pirofosfato. Ja a liga¢do cabega-cabeca entre
duas moléculas de farnesil-pirofosfato dard origem ao esqualeno, o precursor da maioria dos
triterpendides e esterdides (Simdes et al., 2003) (Figura 2).

Uma segunda via, chamada de via do 4 fosfato de metil-eritritol (MEP), foi
descoberta pelo grupo de Rohmer e Arigoni, no fim da década de 90, e ainda ndo estd
completamente esclarecida (Rohdich et al., 2001). Sabe-se, at¢ 0 momento, que a biossintese
do IPP e do DMAPP por esta via ocorre a partir do piruvato e do gliceraldeido-3-fosfato
(Degenhardt et al., 2003; Umlauf et al., 2004).

Os terpendides formados pela condensagdo de 2 unidades isoprénicas sdo chamados de
monoterpenodides, os quais estdo presentes em cerca de 90% dos Oleos essenciais. Os
sesquiterpenodides sdao formados por 3 unidades isoprénicas e também sao constituintes muito
freqilentes em Oleos essenciais. E estimado que exista um nGmero superior a 1000
monoterpenodides e sesquiterpenodides descritos como componentes de d0leos volateis. Além
destes, encontram-se ainda os diterpenoides, sesterpenoides, triterpenoides, tetraterpenoides e
os poli-isoprendides, formados, respectivamente por 4, 5, 6, 8 ¢ n unidades de isopreno
(Simdes, 2003; Cunha, 2003). No entanto, at¢é o momento ndo foram obtidos da natureza,
compostos formados por 7 unidades isoprénicas, correspondentes aos hidrocarbonetos CssHse
(Costa, 2002).

A grande maioria dos 6leos volateis ¢ constituida de derivados de fenilpropandides ou
de terpendides, sendo que os terpendides preponderam (Cunha, 2003). Os 6leos volateis sao
responsaveis pelo odor agraddvel e intenso de varias plantas, sendo, por isso, também
chamados de esséncias. Possuem diversas fun¢des nos vegetais, a defesa contra predadores e
patogenos, interagdes alelopaticas, antioxidantes, bio-regulatorias e atragdo de polinizadores
(Simdes, 2003). Varias atividades biologicas sdo atribuidas aos Oleos essenciais, sendo que
seus efeitos terapéuticos dependem dos seus compostos predominantes (Cunha, 2003).
Existem diversos estudos acerca das propriedades inibitérias produzidas por dleos essenciais e
por constituintes de natureza terpénica sobre o crescimento de microrganismos (Deuschle,

2003), entretanto, 0 mecanismo de ag¢ao ainda ndo estd bem esclarecido.
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Figura 2 - Biossintese dos terpendides (Adaptado de Simées, 2001 e Costa, 2002)
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2. 2. 1. 1 Monoterpenodides

Os monoterpendides resultam da unido cabeca-cauda de duas unidades isoprénicas,
exceto raros terpendides como, por exemplo o lavandulol (Costa, 2002). Atualmente sdo
conhecidos cerca de 1000 monoterpenoides naturais, a maioria isolada de plantas superiores.
Estes compostos desempenham grande quantidade de fungdes metabodlicas nos vegetais, como
defesa das plantas contra patégenos, herbivoros e na competicdo com outras espécies
(alelopatia). Sdo os constituintes mais encontrados nos o6leos essenciais, € os de maior
volatilidade, devido ao seu baixo peso molecular, sendo os principais componentes
responsaveis por fragrancias e aromas nos vegetais (Grodnitzky, 2002).

Além de apresentarem uma grande volatilidade, os monoterpendides apresentam
propriedades lipofilicas, que lhes conferem a capacidade de penetrar rapidamente nos insetos,
interferindo nas suas fun¢des metabolicas, sendo portanto, substancias interessantes para o
isolamento ou a sintese de inseticidas mais efetivos (Banchio et al., 2007, Grodnitzky, 2002)

Os monoterpendides apresentam diversas atividades bioldgicas, como atividade
antimicrobiana, anestésica local, anti-séptica (Tyler, 1988), analgésica topica, antiinflamatéria
(Juergens et al., 2003), acaricida (Sdnchez-Ramos; Castafiera, 2001), antileishmaniose (Rocha
et al., 2005), antiviral (Armaka et al., 1999) e citostaticas (Boik, 2001). Assim como no caso
dos outros terpendides, os mecanismos de a¢do ndo estdo bem esclarecidos. Entretanto, ha
alguns autores que atribuem suas atividades a desorganizacdo e o rompimento da membrana
celular, o que pode ser explicado pelo carater lipofilico dos terpendides (Cowan, 1999;
Banchio et al., 2007). Outros autores sugerem que os terpendides, de uma maneira geral,
afetam a membrana celular ¢ reagem com enzimas ou agem como carreadores de H',
diminuindo os niveis de ATP (Guynot et al., 2003).

Alguns monoterpenoides foram isolados no género Senecio. As partes aéreas de S.
trichopterygius Muscher forneceram o ocimeno (Bohlmann et al., 1980). Também das partes
aéreas de S. clevelandii Greene foram obtidas 3 lactonas monoterpénicas, sendo uma delas o
cleviolido (Bohlmann et al., 1981b). O a- pineno foi isolado de S. subrubriflorus O. Hoffm.
O (Bohlmann; Zdero, 1982b). Em um estudo realizado por Kite; Smith (1997), o linalol e
varios outros monoterpendides foram isolados das inflorescéncias de S. articulatus Sch. Bip.
O o- terpineno foi isolado do exsudato resinoso de S. viscosissimus Colla (Urzua; Andrade,
2001); e o B-mirceno foi identificado no extrato hexanico de S. grisebachii Baker (Zeinsteger

et al., 2003). Além destes, varios outros monoterpendides foram isolados de espécies de
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Senecio, como de S. halimifolius L. (Bohlmann; Zdero., 1978), S. affinis DC (Bohlmann et al.,
1985) e S. grisebachii Baker (Teibler et al., 2001).

Tabela 3 - Exemplos de monoterpendides descritos para o género Senecio

Monoterpenéides Espécie/Parte Utilizada Estrutura Referéncia

Ocimeno S. trichopterygius Muscher W\(\ Bohlmann et al.,
1980

/ partes aéreas

Cleviolido S. clevelandii Greene/ Bohlmann et al.,
1981

partes aéreas

a-pineno S. subrubriflorus O. Bohlmann et al.,

1982

Hoffm./ raizes

linalol S. articulatus Sch. Bip/ Kite; Smith, 1997
inflorescéncias
a-terpineno S. viscosissimus Colla/ Urzta, Andrade,

2001

exsudato resinoso

ol v @ }
A

2. 2. 1. 2 Sesquiterpenoides

Os sesquiterpenoides sdo formados a partir da condensagao de 3 unidades de isopreno
e, apesar de existir um vasto nimero de esqueletos carbonicos na natureza, mais de 300, todos
possuem o farnesil pirofosfato como precursor comum (Tesso, 2005; Prosser et al., 2002). Em
sua biossintese, os sesquiterpenoides sofrem uma série de reacdes enzimaticas, ciclizagdes,
eliminacdes e rearranjos na molécula. Estas transformagdes possibilitam a formacdo de uma
grande variedade de intermedidrios, os quais originardo as diferentes classes de

sesquiterpenodides com caracteristicas quimicas particulares. Entre as diversas classes de
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sesquiterpenoides encontram-se os derivados do germacrano, eudesmano, guaiano,
eremofilano, bisabolano, cadinano, cariofilano e humulano.

Os sesquiterpendides podem ser encontrados em alguns organismos marinhos, em
microrganismos € em vegetais, mais freqliientemente em plantas superiores (Tesso, 2005;
Prosser et al., 2002). Nas plantas estes constituintes desempenham uma fun¢do ecologica,
agindo na defesa contra insetos e microbios. Vérios estudos tem comprovado as atividades
repelente (Cantrell et al., 2005) e antimicrobiana (Barrero et al., 2005), entre outras, para essa
classe de substancias.

Para as diferentes classes de sesquiterpenodides isolados do género Senecio, foram
descritas as atividades: antimalarica (Riicker et al., 1997), antioxidante, citotoxica (Barreiro et
al., 1997), hipoglicemiante (Inman et al., 1999), antimicrobiana (Pérez et al., 1999),
antiprotozoaria (Villaescusa-Castillo et al., 2000), inseticida (Reina et al., 2001) e
antileishmaniose (Rocha et al., 2005).

E elevado o nimero de sesquiterpendides isolados e identificados em espécies do
género Senecio, sendo estes pertencentes aos mais variados esqueletos. Os derivados de
nucleo eremofilano, principalmente os furanoeremofilanos, sdo os mais relatados. Na Tabela
4 estdo alguns sesquiterpendides presentes no género, de forma a apresentar a maioria dos

esqueletos sesquiterpénicos ja relatados.
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Sesquiterpendides Espécie/Parte Estrutura Referéncia
Bisabolanos Utilizada

S. balsapampae Cuatr./ Bohlmann et al., 1980;

raizes Heinzmann, 1996.

S. selloi (Spreng) DC./

partes aéreas

a-curcumeno
i@
B-zinguibereno
S. subrubriflorus O. Bohlmann; Zdero,
Hoffm./ partes aéreas 1982b
|
Oxido de bisaboleno
S. palmensis Chr. Sm./ ‘O Reina et al., 2002
ndo especificada
\
bisabolona

Cariofilanos/ Espécie/Parte Estrutura Referéncia
humulanos Utilizada

S. adenotrichius DC./ Urzta; Andrade, 2001;

exsudato resinoso - Silva, 2006

S. bonariensis Hook et =

Arn./ partes aéreas I

cariofileno

S. palmensis Chr. Sm./
partes aéreas

S. bonariensis Hook et
Arn./ partes aéreas

i
/

oxido de cariofileno

Bohlmann, Ziesche,
1981; Silva, 2006.

S. inaequidens DC./
raizes

it

1so-humuleno

Bohlmann et al., 1980




S. palmensis Chr. Sm./
partes aéreas
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Reina et al., 2002

Oxido de humuladieno

Eremofilanos Espécie/Parte Estrutura Referéncia
Utilizada
S. inaequidens DC./ oH Bohlmann et al., 1980
raizes o
L
S. balsapampae Cuatr./
raizes
cacalol
S. smithii DC./ partes Bohlmann et al., 1981a
acreas
eupateno
Eudesmanos Espécie/Parte Estrutura Referéncia
Utilizada
S. microglossus DC./ OH Bohlmann et al., 1983

partes aéreas

OH
Derivado di-hidroxi-
eudesmano

S. microglossus DC./
partes aéreas

Bohlmann et al., 1983

OAn g
Derivado angeloil-eudesmano

S. adenophyllus Meyen
et Walp./ partes aéreas

Dupré¢ et al., 1991

Derivados poli-hidrolixados
do eudesmano




S. graveolens Wedd./
oleo essencial
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Pérez et al., 1999

OH

a-eudesmol

OH

OH

B-eudesmol
Farnesanos Espécie/Parte Estrutura Referéncia
Utilizada
S. subrubriflorus O. Bohlmann et al., 1982
Hoffm. DC. / partes - I
adreas a-farneseno
Bohlmann et al., 1980
S. conrathii N.E. Br./ =~ ~ =
raizes fB-farneseno
S. subrubriflorus O. oi  Bohlmann; Zdero,
Hoffm./ partes aéreas =~ ~ ~1982; Tundis et al.,
S. ambiguus subsp. . 2005
ambiguus/ partes aéreas nerolidol
Germacranos Espécie/Parte Estrutura Referéncia
Utilizada

S. trichopterygius
Muscher / raizes

S. bonariensis Hook et
Arn./ partes aéreas

Bohlmann et al., 1980;
Silva, 2006

Germacreno D

S. crassissimus Humb./
partes aéreas

S. subrubriflorus O.
Hoffm./ partes aéreas

Bohlmann, Zdero,
1982b

biciclogermacreno

S. adenophyllus Meyen
et Walp./ partes aéreas

Dupré et al., 1991

OH
carbinol




S. philippicus Regel et
Koern./ partes aéreas

OH
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Jakupovic et al., 1991

hidroxigermacratrieno
Guaianos Espécie/Parte Estrutura Referéncia
Utilizada
S. canescens Humb./ Bohlmann; Ziesche,
partes aéreas 1981
aromadendreno

S. ochoanus Cuatr./
partes aéreas

S. grandifolius Less., S.
dolichodoryius
Cuatrec., S. variabilis
Phil./ partes aéreas

S. magnificus F. Muell./
partes aéreas

S. dryophyllus/ partes
adreas

S. subumbellatus Phill./
partes aéreas

Senecio canescens
Humb./ partes aéreas

espatulenol

Bohlmann et al., 1983;
Bohlmann et al., 1986;
Bohlmann et al., 1990;
Dupr¢ et al., 1991;
Jakupovic et al., 1991
Abdo et al., 1992

S. dryophyllus Meyen et
Walp./ partes aéreas

virifloreno

Dupré et al., 1991

2.2.1. 2.1 Sesquiterpenodides com grupamento peroxido

Os peroxidos de origem vegetal sdo formados pela adicdo de oxigénio singlete a dupla
ligacdo de uma olefina, sofrendo a influéncia direta da radiagdo UV (Kiefer, 1993). As
olefinas sao constituintes comuns dos 6leos essenciais de varias espécies, o que possibilita
uma grande ocorréncia destes constituintes. Um numero superior a 284 perdxidos,
especialmente aqueles de estrutura terpénica, ja foram isolados de fontes naturais (Casteel,

1992).
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Os peroxidos podem ser classificados em endoperoxidos, quando os dois atomos de
oxigénio localizam-se entre atomos de carbono (C-OO-C); e hidroperdxidos, quando um dos
atomos de oxigénio liga-se a um atomo de carbono ¢ o outro a um atomo de hidrogénio (C-
00O-H) (Meshnick et al., 1996).

Para os peroxidos existem varias atividades bioldgicas descritas, como: citostatica,
citotoxica, antimicrobiana, antitumoral, anti-helmintica e ictiotoxica (Casteel, 1992; Bennet-
Jenkins; Bryant, 1996; Heinzmann, 1996; Tolstikov et al., 1996; Riicker, 1997).

De todas as atividades biologicas descritas para os peroxidos, a atividade antimalarica
se destaca. A artemisinina, uma lactona sesquiterpénica, possui uma ponte do tipo
endoperdxido, ¢ obtida das partes aéreas de Artemisia annua (Asteraceae), planta utilizada
como medicinal pelos chineses desde 168 a.C. Da complexa estrutura da artemisinina a ponte
de endoperoxido ¢ indispensavel para a atividade antimalarica. Este fato foi comprovado, pois
estruturas desprovidas da fun¢do endoperoxido, como a deoxo-artemisinina, sao inativas. Por
outro lado, um grupo de andlogos simplificados de trioxanos também exibiram atividade
antimalarica in vitro e in vivo. Estes analogos também possuem o mesmo anel de seis
membros com a ponte endoperoxido semelhante aquele existente na artemisinina, porém
estes analogos possuem uma estrutura muito mais simples e mais facil de ser sintetizada
(Taranto et al., 2006).

Em geral, os endoperdxidos possuem vantagens em relagdo as drogas antimalaricas
existentes. Primeiro, por existir pouca ou nenhuma resisténcia cruzada com outros farmacos
antimaldricos. Finalmente, a resisténcia aos endoperéxidos ainda ndo se desenvolveu, apesar
da utilizacdo dessas substancias na clinica. Entretanto, existem também desvantagens. Os
endoperdxidos possuem um periodo de meia-vida curto (3-5h) e o nivel plasmatico efetivo é
mantido apenas por breves periodos, o que implica em longa duragdo do tratamento, quando
feito na forma de monoterapia. Além disso, muitas dessas drogas possuem baixa
biodisponibilidade por via oral (Meshnick et al., 1996). Sendo assim, ¢ interessante utilizar
uma associa¢do com outros antimalaricos, a exemplo a sulfadoxina-pirimetamina (Doherty et
al., 1999).

A artemisinina tem sido utilizada amplamente contra cepas de Plasmodium falciparum
resistentes a cloroquina. O modo de agdo da artemisinina e de trioxanos analogos ¢ ainda
controversa. Evidéncias experimentais sugerem que os endoperoxidos possam agir no estagio
intraeritrocitico do desenvolvimento do parasita através da alquilagdo (Meshnick et al., 1996),
quando eles podem ser ativados pelo heme ou pelo ion Fe(Il), produzindo radicais livres

potencialmente citotoxicos e eletrofilicos, que podem reagir com proteinas especificas da
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membrana do parasita. Segundo Meshnick et al., (1996), estudos in vitro demonstraram que a
artemisinina e seus derivados sdo toxicos aos parasitas da malaria em concentragdes
nanomolares, enquanto que, em células de mamiferos, esta toxicidade s6 aparece em
concentracdo micromolar. O motivo para tal afinidade parece estar no fato das células
infectadas pelo parasita fazerem uma maior captura da substancia, de forma que eritrocitos
infectados conseguem reter cerca de 100 vezes mais artemisinina que eritrocitos nao
infectados. No entanto, até o momento, o mecanismo de acdo da artemisinina e seus analogos
sobre os gametdcitos ndo foi esclarecido.

De acordo com a literatura, a atividade antimaldrica também pode ser obtida por
hidroperéxidos. Riicker et al., (1997) obtiveram dois hidroperéxidos com atividade
antimalérica ((E)-1-hidroperoxi-1,1-dimetil-5-(4-metilfenil)-2-hexeno e 2-hidroperoxi-1-(1-
metiletenil)-4-(4-metilfenil)-pentano) a partir de uma reagdo de foto-oxidagdo do -
curcumeno, isolado do 6leo essencial de Helichrysum italicum. Os mesmos hidroperoxidos
também foram obtidos através de foto-oxidacao do a-curcumeno, isolado de Senecio selloi

Spreng. (Figura 3).

L 1 +
oxidagio 0z
[ = R — O0OH
o e T
1 2 OOH

- CUCINTIEN O - CUTCUITIEN S

Figura 3 - Obtenc¢ao dos hidroperéxidos através da foto-oxidacdo do a-curcumeno. (1) (E)-1-hidroperoxi-
1,1-dimetil-5-(4-metilfenil)-2-hexeno e (2)- 2-hidroperoxi-1-(1-metiletenil)-4-(4-metilfenil)-pentano)
(Adaptado de Riicker et al., 1997)

Para o género Senecio ja foram descritos tanto endoperdxidos quanto hidroperoxidos.

Na tabela 5 estdo sumarizados os perdxidos isolados de espécies de Senecio.



Tabela 5 — Exemplos de sesquiterpenodides com grupamento peréxido descritos para o género Senecio
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Peroxidos

Espécies/ Parte Utilizada

Estrutura

Referéncia

Endoperdxido . trichopteryius Muscher/

derivado do

raizes

Bohlmann et al., 1981a
Mericli et al., 1989

bisabolano S. aschenbormanus/ partes
aéreas @
D. desfontainei Druce/ | Metwally, Dawidar,
raizes 1986
S. selloi Spreng DC./ Heinzmann, 1996
partes aéreas
Riicker, 1996
Endoperéxido  S. paludaffinis Hilliard/ néo Bohlmann et al., 1978

derivado do
nor-bisabolano

especificada

Hidroperoxido S. pampeanus Cabrera/ ooy Bohlmann et al., 1986
derivado do ndo especificada
bisabolano
Hidroperéxido S. glanduloso-pilosus OOH Dupré et al., 1991
derivado do Volkens' &Muschl./ Dupré et al., 1991
germacrano partes aéreas
S. adenophyllus Meyen et
Walp/
partes aéreas
Hidroperoxido S. reicheanus Cabr./ Dupré et al., 1991
derivado do partes aéreas
eremofilano
S. canescens Humb./ OOH Abdo et al., 1992
raizes
Hidroperoxido S. coronatus Thunb./ Bohlmann, Zdero, 1982
derivado do partes aéreas
furanoeremofil

ano

S. canescens Humb./ raizes
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2. 2. 1. 3 Diterpendides

Os diterpendides sdo formados pela condensacdo de 4 unidades de isopreno, tendo o
geranil-geranil pirofosfato como precursor direto. A aplicagdo da regra biogenética do
isopreno, a qual obedece a maioria dos diterpenoides, permitiu estabelecer diversos tipos de
estruturas. As estruturas dos diterpendides podem ser monociclicas, biciclicas, triciclicas e
tetraciclicas (Costa, 2002).

Mais de quinhentos diterpendides sdo conhecidos, isolados especialmente de plantas
resinosas superiores, atuando na defesa contra insetos e infec¢des, e funcionando inclusive
como horménio do crescimento vegetal (Costa, 2002). De espécies da familia Asteraceae,
diversos diterpenoides e seus derivados glicosilados t€m sido isolados, entretanto, poucos
foram descritos em espécies do género Senecio. Na Tabela 6 encontram-se os diterpendides

descritos para este género.

Tabela 6 — Exemplos de diterpendides descritos para o género Senecio

Diterpendides Espécie/Parte Estrutura Referéncia

Utilizada

Derivados do S. asperrulus Zdero et al., 1989

beireno DC/ partes

aéreas
2-hidroxi- S. gallicus Vill./ = Urones et al., 1987
isofitol partes aéreas <$ on apud Fraga et al., 1995
Rufusosideos . rufiss Hand- Dong-Liang et al., 1993
AeB Mazz./ partes

aéreas

RufusosideoA
Rufusosideo B

R! R’
H a-L-arabinopiranosil
B-D-glicopiranosil a-L-arabinopiranosil
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S.
manol macrocephalus Bohlmann et al., 1985
DC/ partes
aéreas
S. erubescens
Ait. var.
crepidifolius
DC/
Diterpendides  S. Bohlmann; Zdero,
do tipo subrubriflorus e 1982b
sandaro- O. Hoffm./
copimareno raizes

Diversas atividades bioldgicas tem sido relatadas para os diterpenoides, entre elas esta

a atividade antiviral (Khan et al., 2005), antileishmaniose (Rocha et al., 2005), antibacteriana

(Mendoza et al., 1997 apud Urzta et al., 2006), antioxidante (Narukawa et al., 2001) e

inibidora de diversas linhagens de células neoplasicas (Cerqueira et al., 2004).

2. 2. 1. 4 Triterpenoides

Os triterpendides sdao formados por 6 unidades de isopreno. No entanto, ndo sdo

formados através do acréscimo de unidades de IPP a cadeia ja existente, ilustrado na figura 2.

Ao invés disso, ocorre a dimerizacdo de duas moléculas de farnesil pirofosfato através de

condensac¢do “cauda a cauda” para originar um hidrocarboneto de nome esqualeno, sendo este

considerado o precursor quer dos triterpendides quer dos esteroides (Costa, 2002). A sua

ciclizacao pode ser observada na Figura 4.
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Ty
l MADPH esqualeno

cation protosteril

oxido de esqualeno

animais, fungos plantas

lanosterol cicloartenol

Figura 4 - Ciclizacdo do esqualeno dando origem aos triterpendides e esterdides ( Adaptado de Lopes et

al., 2002 )

Ja foram identificadas na natureza, mais de 4000 diferentes estruturas de
triterpenodides, com mais de 40 tipos de esqueletos, sendo a maioria facilmente encontrada em
muitas plantas. Os triterpendides podem ser divididos em duas classes principais: os
compostos tetraciclicos e os pentaciclicos, sendo os de estrutura pentaciclica aqueles que
possuem a maior capacidade anti-carcinogénica (Lopes et al., 2002; Robbers et al., 1997).

No género Senecio, os triterpendides estdo freqiientemente presentes, sendo alguns
deles de estrutura inédita, como os triterpendides poli-hidroxilados isolados de S. pseudotites
Griseb. (Tommasi et al., 1998) e os dois triterpendides tetraciclicos com esqueleto 9-epi-
cucurbitano, obtidos das partes aéreas de S. selloi (Spreng) DC. (Riicker et al., 1999). Os

triterpendides isolados do género Senecio estdo sumarizados na Tabela 7.



Tabela 7 — Exemplos de triterpendides descritos para o género Senecio
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Triterpenoides Espécie/ Parte Estrutura Referéncia
Utilizada
esqualeno S. pohlii Sch. Bip. Ex Bohlmann et al., 1985

Baker/ partes aéreas

S. othonnaeflorus
DC/ partes aéreas

Zdero et al., 1989

o-amirina S. canescens Humb./ Abdo et al., 1992
folhas
B-amirina S. ochoanus Cuatr./
partes aéreas Bohlmann et al., 1983
lupeol S. ochoanus Cuatr./ Bohlmann et al., 1983
partes aéreas)
S. canescens Humb./ Abdo et al., 1992
folhas no
Triterpenoides S. pseudotites ; Tommasi et al., 1998
pentaciclicos Griseb./
polihidroxilados  partes aéreas o
e
Triterpenoides S. selloi (Spreng) Riicker et al., 1999

tetraciclicos com
esqueleto 9-epi-
cucurbitano

DC/ partes aéreas

o

fridelina

S. minutus DC/ partes
aéreas

Torres et al., 2000
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2.5 Outras classes de metabolitos secundarios

Além da vasta presenca dos terpendides, ainda sdo encontradas substancias de
importantes atividades biologicas, como no caso dos flavonoides e esteroides. Os alcaldides
pirrolizidinicos sdo considerados um importante grupo de constituintes do género Senecio.
Entretanto, foram tratados nesta dissertacdo na se¢do 2. 1. 3, devido a elevada toxicidade

atribuida a estas substancias.

2.5.1 Esteroides

Os esterdides também t€m sua origem biossintética a partir do esqualeno que, através
de uma reducdo da cadeia origina os esteroides.

Nas plantas, os esterdides possuem um papel importante na constituicio de
membranas celulares, na produ¢do de hormonios ¢ como repelente de insetos. Além de
possuirem importantes funcdes nos vegetais, também apresentam importantes atividades
bioldgicas, sendo alguns utilizados na medicina (Shimada et al., 2001). Atualmente, os
fitoesterois, nome dado aos esterdides produzidos por vegetais, t€ém despertado grande
interesse por interferir no metabolismo do colesterol, inibindo a sua absor¢do, fato que tem
levado a um aumento significativo do consumo de fitoesterdis na dieta humana (Dutta;
Normén, 1998; Grandgirard et al., 2004).

No género Senecio, o B-sitosterol e o estigmasterol foram isolados de S. canescens
Humb. (Abdo et al., 1992), S. ochoanus Cuatr., S. microglossus DC. (Bohlmann et al., 1983) e
S. glutinosus Thunb. (Zdero et al., 1989), S. madagascariensis Poir. (Burguefio-Tapia et al.,
2001), S. ambiguus (Biv.) DC. subsp. ambiguus (Tundis et al., 2005) e de S. bonariensis
Hook et Arn. Desta ultima espécie também foi isolado o campesterol (Jares et al., 1990;
Tettamanzi et al., 1992). Das partes aéreas de S. dryophyllus Meyen et Walp. (Dupré et al.,
1991), S. auricula Bourg. var. Major WK. (Torres et al., 1998) e de S. lyratus DC., isolou-se
apenas o B-sitosterol (Kiprono et al., 2000) (Figura 5).

campesterol

3-sitosterol estigmasterol

Figura 5 - Estruturas do f-sitosterol, estigmasterol e campesterol
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2.5.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem um importante grupo de constituintes vegetais, tendo sido
descritas mais de 6000 estruturas diferentes (Shijlen et al., 2004), sendo cerca de 500 sob
forma aglicona. Os flavondides sdo constituintes oxigenados e um grande nimero ocorre
conjugado com agucares, o que lhes confere maior solubilidade em agua.

Diversas atividades biologicas ja foram descritas para os flavonoides, entre elas estdo
as atividades antiviral (Hudson, 1990 apud Simdes, 2003), antioxidante (Kanakis et al., 2006),
antiinflamatoria (Pelzer et al., 1998), antitumoral (Kanadaswami et al., 2005), atividade sobre
a permeabilidade capilar (Garg et al., 2001 apud Simdes, 2003) e atividade hormonal (Knight;
Eden, 1995 apud Simdes, 2003).

Embora ndo existam muitos relatos da presenca de flavonoides no género Senecio,
supoe-se que exista uma grande diversidade de estruturas flavonoidicas neste pelo fato da
grande variabilidade observada entre as espécies do género Senecio (Mansour; Saleh, 1981).

Na Tabela 8§ estdo sumarizados os flavonoides descritos para o género.
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Tabela 8 — Exemplos de flavonéides descritos para o género Senecio

Flavonoide Estrutura Referéncia

Flavonol (agliconas) Glennie et al., 1973 apud
o Mansour; Saleh, 1981
o I

HO
OH

|
OH

OH
Quercetina

Canferol

Flavonol (O-heterosideo) O Mansour; Saleh, 1981

OH

Flavonol (aglicona e 3-O- on  Mansour; Saleh, 1981

heterosideo) -

OH (0]

Isoramnetina

OH (0]

Flavona (aglicona) Mansour; Saleh, 1981

Apigenina
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2. 3 Senecio platensis Arech.

2. 3. 1 Descri¢ao botanica

Subarbusto anual, ramificado na base, com ramos prostrados radicantes,
dos quais se desenvolvem ramos ascendentes, que freqiientemente apresentam
algumas nodosidades com formato eliptico, densamente folhosos até a
inflorescéncia. Folhas alternas, glabras, profundamente pinatissectas, de contorno
eliptico, raquis linear, canaliculada na face ventral, de 2,0-3,0 cm de comprimento,
com 5-8 pares de segmentos lineares, inteiros ou bifidos, apice agudo, de 0,5-1,0
mm de largura.

Capitulos, 6-14 por ramo florifero, radiados, longo-pedicelados, dispostos
em corimbos laxos. Invoélucro cilindrico, caliculado, de 11,0-12,0 mm de altura por
4,5-5,0 mm de diametro; bractéolas do caliculo adpressas ao receptaculo, linear-
lanceoladas, de 2,0-4,0 mm de comprimento; bracteas involucrais 13-(15), glabras,
linear-lanceoladas, agudas, peniciladas no apice. Flores amarelas, dimorfas: as do
raio 8, pistiladas, com tudo de 8,0-8,5 mm de comprimento e a ligula com 14,0-15,0
mm de comprimento por 3,0 mm de largura, tridentada no apice, tetranervada; flores
do disco monoclinas, tubulosas, tubo com 6,0-6,5 mm de comprimento e limbo com
4,5 mm de comprimento, pentalobadas no apice, lobos com 1 mm de altura.
Aquénios cilindricos de 4,0-4,5 mm de comprimento, estriados, sericeo pubescentes.
Papo branco, 10,5-11,0 mm de comprimento (Matzenbacher, 1998) (Figura 6).
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Senecio platensis Arech.: A — ramo florifero; B — aspectos variados de folhas; C — flor ligulada

Figura 6

— flor tubulosa do disco; E — capitulo destituido de flores; F — capitulo. (Fonte: Matzenbacher,

do raio; D
1998)
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Figura 8 - Senecio platensis Arech. - Nodulos
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2. 3. 2 Distribui¢do geografica

Senecio platensis ocorre nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, nas
regides fisiograficas do litoral e depressdo central, estendendo-se ao Uruguai (Matzenbacher,

1998).

2. 3. 3 Dados fenoldgicos e observagdes ecoldgicas

Senecio platensis Arech. floresce e frutifica de novembro a maio, com predominancia
em abril. Algumas vezes também pode florescer em junho.

E uma espécie endémica das dunas semifixas litoraneas, afastadas das marés, sendo
importante na fixacdo de dunas.

Ainda segundo Matzenbacher, S. platensis ¢ muito semelhante a S. pinnatus, do qual
difere pelo seu habito prostrado, com enraizamento dos n6s que estdo em contato com o solo,
bem como pelas folhas que sdo menores e por vezes apresentam alguns lacinios bifurcados.
Também pelo periodo de floragdo que, geralmente, se estende de margo a maio, difere, assim,
de S. pinnatus que floresce normalmente de setembro a dezembro. E ainda importante
ressaltar que as linhas estigmaticas dos bragos do estilete sdo, na espécie de S. platensis,

notavelmente separadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Procedimentos gerais

Os solventes e reagentes utilizados foram procedentes das empresas Belga, Quimex,
Vetec ou Merck, todos com grau de pureza pro-andlise. Os solventes e agua utilizados nos
experimentos e na preparacao de reagentes e diluentes foram destilados recentemente antes da
sua utilizacao.

Para as cromatografias em coluna (CC) foi utilizado gel de silica 60 Merck com
tamanhos de particulas 63-200um. Eventualmente o gel de silica foi impregnado com solugao
de nitrato de prata 10% Stahl, (1969).

Para as cromatografias analiticas em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas com gel de silica GF,ss Merck de espessura de 0,2 mm com suporte de
aluminio 20 x 20 cm. As andlises por CCD foram realizadas em cuba saturada, com migracao
ascendente. Como fase movel foram utilizadas misturas de diversos solventes, tais como
diclorometano, hexano:acetona, hexano:éter etilico e hexano:acetato de etila em diferentes
proporcdes. Em alguns casos, tanto o gel de silica como as placas cromatograficas foram
impregnados com solu¢@o de nitrato de prata 10%, conforme descrito por Stahl, (1969).

A deteccdo das substancias sobre CCD se deu pela visualiza¢do sob luz ultravioleta
(UV) em comprimentos de ondas de 254 ¢ 365 nm, seguida de aspersao da placa com o
reagente cromogénico anisaldeido-acido sulfurico e aquecimento a 100°C ou reagente para
peroxidos (Reagente de Huber e Frohlke).

Para a elucidacdo estrutural das substancias isoladas, foram utilizadas as seguintes
técnicas espectrais: espectrometria de massas por impacto eletronico (EM-IE); espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear de 'H e "C (RMN 'H e RMN “C). Os espectros de massas
foram obtidos no Laboratorio de Analises Micotoxicoldgicas (LAMIC) e os de RMN, no
Departamento de Quimica, da UFSM.

Os seguintes equipamentos foram utilizados no desenvolvimento do trabalho:

- Balanga analitica OHAUS Voyager;

- Balanga semi-analitica MARTE AS5500C;

- Banho ultrassom THORNTON Unique USC750;

- Bomba de vacuo PRIMAR modelo;

- Cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG-EM): sistema hifenado

AGILENT 6890, equipado com um detector seletivo de massas série 5973; parametros da
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CG: split inlet 1:100, gas carreador: hélio (1mL/min); coluna capilar de silica fundida
HP5MS (Hewlett Packard, 5% fenilmetilsiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm di,
espessura do filme: 0,25um); programa da analise 40°C (Ti) por 4 min, 40-260°C,
4°C/min; temperatura do injetor e do detector: 220°C; energia de ionizacao: 70 eV; banco
de dados: NIST, 1998;

- Espectrometro de RMN BRUCKER DPX-400. Para a obtencdo dos espectros de RMN

(RMN 'H — 400 MHz e 200 MHz ¢ RMN "“C —100 MHz, as amostras foram solubilizadas

em cloroformio deuterado (CDCIl;). Os deslocamentos quimicos (8) foram registrados em

ppm, em relagdo ao TMS (6 = 0,00);

- Estufa BIOMATIC;

- Evaporador rotatério BUCHI R — 114, acoplado a um banho de 4gua BUCHI Waterbath B

480 e a uma trompa d'agua;

Lampada de UV CHROMATO UVE;

Lampada de UV BOITTON BOIT-LUBO1 (254 ¢ 365 nm)

3. 1 Impregnac¢ao com nitrato de prata

3. 1. 1.1 Impregnagdo das cromatofolhas para CCD

As cromatofolhas a serem utilizadas foram eluidas (eluicdo ascendente) em uma cuba
contendo solu¢do aquosa de nitrato de prata a 10%. Apds a elui¢do, as cromatofolhas foram
retiradas da cuba e entdo transferidas para uma estufa a 100°C e mantidas por lh, para que
houvesse a secagem e ativacdo, sendo, posteriormente, mantidas ao abrigo da luz e da

umidade, ndo excedendo o tempo de 24h para a sua utilizagao.

3. 1. 1. 2 Impregnagao do gel de silica para CC

A quantidade necessaria de gel de silica foi pesada e transferida para um baldo de
fundo redondo. Uma solugdo aquosa de nitrato de prata a 10% foi adicionada até que
houvesse o umedecimento completo do gel de silica. O baldo foi envolvido com papel
aluminio e acoplado ao evaporador rotatério, com banho a 95°C. Apds a evaporagao de toda
agua, o gel de silica foi transferido para cadinhos de porcelana e mantidos em estufa a 100°C
por 1h, para que houvesse a total secagem e ativacdo, sendo para isso homogeneizado a cada

10 min com bastio de vidro. Apos o resfriamento, procedeu-se o empacotamento da coluna
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cromatografica, a qual foi envolvida com papel aluminio a fim de evitar a oxidacao da fase

estacionaria e da amostra.

3. 1. 2 Reagentes de deteccao para CCD

3. 1. 2. 1 Reagente de detecgdo para perdxidos (Reagente de Huber e Frohlke)

[0 1 o) OSSP 03¢g
MNELANOL.....eiiiiiiieeiie ettt e et e e e tb e e e aa e e era e e ereeeeaaes 15 mL
Agua destilada.........ooviiiiiiiiici e 135 mL
MetabiSsulfito de POtASSIO......cccuieriieriieiieeiieeeete e 0,5¢g
Acido acético glacial.........cceeeiviieiiiiieciie e e 2 mL
sulfato de ferro (I1). 7HoO...ccoueiiiiiieiieeeeet e 05¢g
COTANEE 3.ttt ettt ee et e ettt e ettt e sttt e et e e s bt e enabeeenbeesabeesaseesnneeens 022¢g

corante  3: sesquissulfato  de  N-[2-[N-etil-N-(4-amino-3-metilfenil)-amino]-etil]-

metanosulfonamida monohidratado.

3. 1. 2. 2 Anisaldeido — acido sulfurico

ANISALACIAO. ..eveiiiiiieee e 0,5 mL
acido acético glacial..........ccouiieiieiiiiiiiciee e 25mL
CLANOL. ...ttt ettt e et e e ere e e eaeeeereeen 25 mL

acido sulfirico conCentrado...........ooovvvvveeiiiiiiiiiiiieeeee e 1,0 mL
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3. 2 Material vegetal

As partes aéreas de Senecio platensis Arech. foram coletadas em abril de 2004, em
Capao Novo, Municipio de Capao da Canoa. O material vegetal foi identificado pelo botanico
Prof.° Dr. Nelson Ivo Matzembacher, do Programa de Po6s-Graduagdo em Botanica da
UFRGS. O Material testemunha encontra-se depositado no herbario do Departamento de

Biologia da UFSM, sendo a exsicata registrada sob o numero SMDB 9522.

3. 3 Preparacio do extrato diclorometinico de S. platensis

Devido a possivel presenga de peroxidos na espécie em estudo, as partes aéreas de S.
platensis, foram maceradas ainda frescas, pelo fato dos perdxidos serem instaveis em
processos de secagem. Para isto, as partes aéreas, exceto nodulos, foram grosseiramente
divididas com auxilio de poddes e tesouras, obtendo-se 350,0 g. O extrato diclorometanico
bruto foi obtido através da maceracdo deste material vegetal, a temperatura ambiente, em
frasco cor ambar. O macerado foi submetido a agitagdes manuais diarias, por um periodo
minimo de oito dias. Ao fim desse periodo, o contetudo foi filtrado por algodao, seguindo-se
de concentragdo em evaporador rotatdrio a temperatura ambiente. O processo foi repetido
mais uma vez e o residuo originado a partir da concentracdo dos extratos fluidos reunidos teve

sua massa determinada em balanga semi-analitica para o calculo do rendimento.

3. 3. 1 Anadlise da presenga de perdxidos no extrato diclorometanico de Senecio platensis

A presenca de peroxidos no extrato diclorometanico de S. platensis foi avaliada
durante um screening de espécies de Senecio. Os extratos diclorometanicos de S. bonariensis,
S. crassiflorus e S. platensis foram aplicados sobre CCD, utilizando-se hexano : acetona (8:2)
como eluente (Silva et al., 2005). A detecc¢do de perdxidos foi realizada utilizando-se o

Reagente de Huber e Frohlke, o qual evidencia o perdxido através de uma coloragdo azul.

3. 4 Fracionamento preliminar do extrato diclorometinico

O fracionamento preliminar do extrato bruto iniciou-se através da cromatografia em

coluna do tipo Flash (Still et al., 1978). O gel de silica foi suspenso no eluente

(diclorometano) e a suspensao foi transferida para uma coluna de vidro, a qual possui em uma



57

das extremidades uma torneira e na extremidade oposta uma bomba de ar acoplada. Apos a
transferéncia e compactagdo do adsorvente, a amostra foi ressuspensa em uma pequena
quantidade de eluente e entdo aplicada sobre a coluna. A bomba de ar foi acoplada a coluna
em sua parte superior e as fragcdes eluiram com o auxilio da pressao, sendo recolhidas com um
volume variavel, na dependéncia da sua coloracdo, ndo excedendo o volume de 200 mL.

Os resultados da separacdo foram monitorados por CCD utilizando-se anisaldeido-
acido sulfarico como reagente de detecgdo. As fragdes obtidas foram reunidas de acordo com

as semelhancas de seus constituintes e foram concentradas, tendo seu peso seco determinado.

3.4.1 Coluna A (Flash)

Coluna: 120 g de gel de silica 60 para cromatografia em coluna.

Amostra: 6,0 g do extrato CH>Cl, de S. platensis.

Eluente: CH,Cl, (fragdes 1-15) e misturas de CH,Cl,:EtOH, em gradiente, nas propor¢des de
99:1 até 80:20 (fracdes 16-29).

Foram coletadas 29 fragdes de volume varidvel (Tabela 9).

Tabela 9 - Rendimentos das fracdes obtidas da coluna A

Fragoes Codigo Rendimento (g)
Fragao 1 1 Col. A 0,70
Fracgdes 2 e 3 2 Col. A 0,35
Fracao 4 3Col. A 0,32
Fracdes 5¢ 6 4 Col. A 0,22
Fragoes 7-9 5Col. A 0,76
Fracoes 10 e 11 6 Col. A 0,45
Fragdes 12 ¢ 13 7 Col. A 0,50
Fragoes 14-20 8 Col. A 0,67
Fracgao 21 9 Col. A 1,12
Fracdes 22 e 23 10 Col A 0,33
Fracdes 24 e 25 11 Col A 0,30
Fracdes 26 e 27 12 Col. A 0,07
Fragdes 28 e 29 13 Col. A 0,10

TOTAL 5,89
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As fragdes obtidas da coluna A foram analisadas por CCD utilizando-se CH,Cl,:EtOH
(95:5) como cluente, e foram reunidas de acordo com as semelhangas de seus constituintes. A

revelacdo da CCD com anisaldeido-sulfurico exibiu manchas caracteristicas de terpendides.

3.4. 1. 1 Andlise da presenga de perdxidos e seus precursores

A deteccao de perdxidos nas fragdes originadas da coluna A foi realizada como no
item 3.3.1, utilizando-se como eluente hexano: acetona (8:2). Pelo fato dos perdxidos serem
substancias instaveis durante o processo de isolamento, optou-se por trabalhar com as fra¢des
que continham seus precursores. Mediante a constatagdo de peroxidos nas fragdes 3 Col. A e
4 Col. A, foi realizada uma pesquisa para se saber em quais fragdes continham seus
precursores, uma vez que estes possuem um carater menos polar em relacdo aos peroxidos.
Para tanto, pequenas aliquotas das fragdes 2 Col. A e 2 Col. B (conforme item 3.5.1) foram
dissolvidas em CH,Cl,, utilizando solu¢do metanoélica de rosa de bengala a 2%. As misturas
foram expostas a luz solar por um periodo de 1 hora. Os produtos das reacdes foram
comparados por CCD, com a fracao 4 Col. A e foi constatado que a fragdao 2 Col. A continha
os precursores dos dois perdxidos, enquanto que 2 Col. B apresentava apenas o precursor do
perdxido mais polar. Optou-se por continuar o trabalho com 2 Col. B, pelo fato desta fragao

ter apresentado um maior rendimento em relagdo a 2 Col. A.

3. 5 Isolamento dos sesquiterpendides PP1, AB1 e AB2

O isolamento dos constituintes de Senecio platensis Arech. foi realizado através de
cromatografia em coluna a pressao hidrostatica, seguindo-se a mesma técnica descrita no item

3.4, porém sem a utilizacdo de pressao.

3.5.1Coluna B

Coluna: 70,0 g de gel de silica 60, impregnado com AgNOs (sol. 10%).
Amostra: 0,70 g de 1 Col. A.

Eluente: hexano:acetona (95:5).

Vazao: 40 gotas/minuto.

Foram coletadas 20 fragdes de 40 mL (Tabela 10).



Tabela 10 - Rendimento das fracdes obtidas da coluna B
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Fragoes Caodigo Rendimento (mg)
Fracao 1 1 Col.B 71,4
Fragoes 2-7 2Col.B 547,1
Fragodes 8-9 3 Col.B 22,8
Fragdes 10-11 4 Col.B 5,8
Fragdes 12-14 5 Col.B 0,2
Fragdes 15-20 6 Col.B 11,2
TOTAL 658,5

A fragdo 2 Col. B através da analise por CCD e CG-EM, mostrou ser constituida por

uma substancia majoritaria. Apdés uma reacdo de foto-oxidagdo, conforme descrito no item

3.4.1.1, mostrou conter o precursor de um dos peroxidos presentes na fragdo 4 Col. A. Por

este motivo, optou-se por trabalhar com esta fragao.

3.5.2 Coluna C

Coluna: 12 g de gel de silica 60 impregnado com AgNO; a 10%.

Amostra: 123,8 mg de 2 Col. B.
Eluente: hexano:éter etilico (99:1).
Vazdo: 20 gotas/minuto.

Foram coletadas 192 fracdes de 10 mL.
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Tabela 11 - Rendimentos das fragdes obtidas da coluna C

Fragoes Caodigo Rendimento (mg)
Fracdes 0-92 1 col.C 21,0
Fragoes 93 ¢ 94 2col. C 4,7
Fragdes 95-100 3col. C 1,9
Fragoes 101- 114 4 col. C 6,6
Fracdes 115-120 5col. C 5,9
Fracoes 121-166 6 col. C 41,8
Fragoes 167-174 7 col. C 8,4
Fragdes 175-192 8 col. C 13,3
TOTAL 103,6

Através do perfil cromatografico em CCD, 8 Col. C demonstrou tratar-se de uma
substancia isolada, e foi codificada como PP1. A fragdo foi submetida a analise por GC-EM,

RMN "“C e RMN 'H.

Substancia PP1: Oleo incolor. Rf = 0,19 (gel de silica GF,s; impregnado com AgNOs;
a 10%; hexano:éter etilico (96:4), 6 migragdes; visualizacdo: anisaldeido-acido-sulfurico).
EM-IE 70 eV, m/z 204 [M]" (17), 161 (100), 133 (25), 105 (77), 91 (68), 79 (41), 55 (24), 41
(62). Para RMN "C (100 MHz, CDCl;) e RMN 'H (400 MHz, CDCl;) ver Tabelas 17 ¢ 18 ¢
Figuras 14-18.

3.5.3ColunaDe D’

A purificag¢ao de 5 Col. A foi realizada em duas etapas. Na primeira partiu-se de 400,0
mg de 5 Col. A e através da coluna D, obteve-se 22 fragdes. Uma segunda coluna (coluna D)
foi realizada a partir de 356,2 mg de 5 Col. A, utilizando-se as mesmas condi¢des descritas

para a coluna D, obtendo-se outras 22 fragdes.
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Coluna D e D': 40 g de gel de silica 60.

Amostra: 400,0 mg de 5 Col. A (para coluna D) e 356,2 mg de 5 Col. A (para a coluna D')
Eluente: hexano:acetona (9:1).

Vazao: 20 gotas/minuto.

Foram coletadas 22 fragoes de 40 mL.

As fragdes das colunas D ¢ D’ foram reunidas de acordo com as semelhancas de seus

constituintes e posteriormente quantificadas (Tabela 12).

Tabela 12 - Rendimentos das fracées obtidas das coluna D e D'

Fracdes Codigo Rendimento (mg)
1D+ 1D' 1 Col.D 14,1
2D +2D' 2Col.D 61,6
3D +3D' 3 Col.D 244 .4
4-5D + 4D' 4 Col. D 196,6
6D + 7D' 5Col.D 12,3
7-8D + 6D' 6 Col. D 22,2
9-10D + 8D' 7 Col. D 17,6
11D + 9D 8 Col. D 4,2
12-13D 9Col.D 3,1
14-15D 10 Col. D 5,0
16-22D + 14-20D' 11 Col. D 10,5
5D 12 Col. D 31,7
10-13D' 13 Col. D 7,1
21-22D' 14 Col. D 2,7
TOTAL 633,1

Pelo perfil cromatografico em CCD, pdde-se observar que nao houve isolamento de
nenhuma substincia. Entretanto, esta coluna foi importante para reduzir a variedade de

compostos presentes no material de partida 5 Col. A.
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3.5.4 Coluna E

Coluna: 22 g de gel de silica 60.
Amostra: 212 mg de 3 Col. D.

Eluente: hexano:acetato de etila (95:5).
Vazao: 20 gotas/minuto.

Foram coletadas 95 fragoes de 10 mL.

Tabela 13 - Rendimentos das fracées obtidas da coluna E

Fragoes Codigo Rendimento (mg)
Fracdes 1-15 1 Col. E 3,6
Fracdes 16-18 2 Col. E 22,2
Fragoes 19 e 20 3Col.E 69,4
Fragao 21 4 Col. E 31,0
Fracdes 22-26 5Col.E 54,1
Fragdes 27-30 6 Col. E 2,7
Fragdes 31-40 7 Col. E 7,4
Fracdes 41-45 8 Col. E 2,7
Fragdes 46-54 9Col.E 2,1
Fragoes 55-70 10 Col. E 4,0
Fragoes 71-95 11 Col. E 7,8
TOTAL 207,0

No intuito de purificar a substincia majoritdria contida na fragdo 4 Col. E, foi
realizada uma micro-coluna, utilizando-se uma pipeta de Pasteur empacotada com gel de

silica 60 (coluna E’).



3.5.4.1Coluna E’

Coluna: 1 g de gel de silica 60.
Amostra: 31,0 mg de 4 Col. E.

Eluente: hexano:acetato de etila (95:5).

Foram coletadas 30 fragdes de aproximadamente 0,5 mL.

Tabela 14 - Rendimentos das fracées obtidas da coluna E'

63

Fracodes Codigo Rendimento (mg)
Fracoes 5e 6 1 Col. E! 4,7
Fragoes 7 ¢ 8 2 Col. E' 17,0
Fragdes 9-11 3 Col. E' 4,5
Fragoes 12-30 4 Col. E' 0,0
TOTAL 26,2

Pelo perfil cromatografico em CCD, 2 Col. E' demonstrou tratar-se de uma substancia

isolada e foi codificada como AB1. A mesma foi submetida a analise por CG-EM, RMN "“C e

RMN 'H.

Substancia ABI1: 6leo amarelo-claro. R= 0,36 (gel de silica GF,ss; hexano:acetato de etila

(95:5), 3 migracdes; visualizagdo: anisaldeido-acido-sulfurico). EM-IE 70 eV, m/z (%) 218
(100), 203 (29), 189 (7), 175 (27), 161 (84), 147 (68), 133 (22) 121 (19), 119 (20), 105 (20),
91 (30), 77 (21), 67 (11), 55 (13), 41 (31), calculado para C;sH»O 218 g (Figural9). Para
RMN "C (100 MHz, CDCl;) e RMN 'H (400 MHz, CDC]ls) ver Tabelas 19 e 20 e Figuras 19-

27.



3.5.5Coluna F

Coluna: 16 g de gel de silica 60.
Dimensodes: 26,0 cm x 6,5 cm.
Amostra: 163, 3 mg de 4 Col. D.
Eluente: hexano:acetona (95:5).
Vazdo:15 gotas/minuto.

Foram coletadas 29 fragoes de 10 mL.

Tabela 15 - Rendimentos das fragcoes obtidas da coluna F
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Fragoes Caodigo Rendimento (mg)
Fragdes 1-6 1 Col. F 6,2
Fragoes 7-12 2 Col. F 9,7
Fragdes 13 ¢ 14 3 Col. F 3,5
Fragdes 15 ¢ 16 4 Col. F 60,5
Fracoes 17-19 5Col. F 53,3
Fragdes 20-23 6 Col. F 18,6
Fragoes 24-26 7 Col. F 5,9
Fragoes 27-29 8 Col. F 0,9
TOTAL 158,6

3.5.5.1Coluna F’

Coluna: 6 g de gel de silica 60.
Amostra: 60 mg de 4 Col. F.
Eluente: hexano:acetona (93:7).

Vazio:10 gotas/minuto.

Foram coletadas 30 fragoes de 10 mL.
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Tabela 16 - Rendimentos das fracées obtidas da coluna F'

Fragoes Caodigo Rendimento (mg)
Fragoes 1-3 1 Col. F° 1,6
Fracao 4 2 Col. F° 1,6
Fracdes 5-7 3 Col. F° 11,7
Fracdes 8-9 4 Col. F° 1,3
Fragao 10 5 Col.F’ 0,5
Fracdes 11-13 6 Col.F’ 6,9
Fragao 14 7 Col.F’ 3,00
Fragdes 15-25 8 Col.F’ 30,6
TOTAL 57,2

Pelo perfil cromatografico em CCD, 8 Col. F’ demonstrou tratar-se de uma substancia
isolada e foi codificada como AB2. A mesma foi submetida a analise por CG-EM, RMN "C e
RMN 'H.

Substancia AB2: Oleo incolor. Rf = 0,29 (gel de silica GF.ss; hexano:acetona (95:5), 3
migragOes; visualizac¢do: anisaldeido-acido-sulfarico). EM-IE 70 eV, m/z 220 [M]" (2), 205
(52), 202 (13), 187 (20), 177 (12), 162 (19), 159 (40), 147 (32), 133 (14), 131 (22), 119 (56),
107 (32), 105 (49), 95 (21), 93 (42), 91 (66), 79 (58), 67 (32), 55 (29), 43 (100), 41 (78). Para
RMN "“C (100 MHz, CDCl;) e RMN 'H (400 MHz, CDCl;). Ver Tabelas 21 e 22 e Figuras
31-37.

Por meio da seqiiéncia de colunas descritas anteriormente, partindo-se de duas fragdes
obtidas da coluna Flash do extrato diclorometanico de S. platensis, foi possivel isolar trés

compostos, que cujos processos de isolamento encontram-se esquematizados na Figura 9.
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Extrato CH2C12

de S. platensis
6,0g

Coluna A — Flash
Adsorvente: 5i0,

Fluente: CHQCIZ;

CH,CL:EtOH
(99:1- 80:20)
1Col. A SCol. A
(0,70g) (0,76g)
Coluna D -CC
Coluna B -CC_ Adsorvente: 8i0,/AgNO,
Adsorvente: 5i0,/AgNO, 10% 10% 2 3
o
Eluente: hexano:acetona (95:5) Eluente: hexano:acetona (9:1)
2Col.B
(123,8mg) 3Col.D 4 Col. D
(212,0mg) (163,3mg)
Coluna E -CC Coluna F-CC
Coluna C -CC Adsorvente: Si()2 Adsorvente: Si()2
Adsorvente: §i0/AgNO, 10% Eluente: hexano:acetato de Eluente: hexano:acetona
Eluente: hexano: éter etilico etila (95:5) (95:5)
(99:1)
4 Col. E 4 Col. F
(31,0mg) (60,5mg)
Coluna E'-CC Coluna F'-CC
Adsorvente: §i0, Adsorvente: §i0,
Eluente: hexano:acetato Eluente; hexano:acetona
de etila (95:5) :7)
2 Col. ! §Col. ' i
(17,0mg) (30,6mg)
AB1 AB2

Figura 9 - Representacio esquematica do fracionamento do extrato diclorometinico de Senecio platensis,
com o isolamento dos constituintes PP1, AB1 e AB2.

3. 6 Avaliacio da atividade antibacteriana dos compostos isolados

Os testes para a avaliacdo da atividade antibacteriana foram realizados para as
substancias AB1 e AB2. A substancia PP1 havia sido anteriormente isolada em nosso grupo
de pesquisas ¢ teve a sua atividade antimicrobiana investigada por Deuschle, 2003. Os testes
foram realizados no Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldogicas (DACT), Centro de Ciéncias da Saude (CCS), UFSM, com a colaboracao da
Prof'. Dr*. Rosmari Horner. Para tanto utilizou-se o método de microdiluicdo em Caldo
Mueller-Hinton, baseado no documento M7-A6 para bactérias padronizado pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute, antigo National Comittee for Clinical Laboratory
Standards - NCCLS, 2005).

Esta metodologia avalia a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), que ¢ a menor

concentragdo em que o composto impede o crescimento visivel do microrganismo
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(bacteriostatico), e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) definida como a menor
concentragdo do composto capaz de causar a morte do microrganismo (bactericida). As
concentragdes onde ndo apresentaram crescimento bacteriano no teste de CIM foram
repicadas para subculturas em placas com agar Mueller-Hinton, as quais foram lidas apos 48
horas de incubagao e tiveram seus valores de CBM determinados.

Os microrganismos utilizados nos ensaios para a avaliagdo da atividade antibacteriana
foram Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus cereus hospitalar (isolado clinico de paciente
com endocardite) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. As concentracdes de ABI e
AB?2 testadas foram de 8192, 4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64, 32 e 16pg/mL. Como
revelador foi utilizado o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolico, onde o desenvolvimento da

coloracao vermelha indica a ocorréncia de crescimento bacteriano (Gabrielson et al., 2002).
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4 RESULTADOS

4.1 Rendimento do extrato diclorometanico e das substancias isoladas de Senecio

platensis Arech.

4. 1. 1 Rendimento do extrato diclorometanico

A partir de 350 g de material vegetal fresco, foram obtidos 6,0 g de extrato

diclorometanico bruto, o que corresponde a um rendimento de 1,71%.

4.1. 1.2 Rendimento de PP1

Partindo de 0,70 g de 1 Col. A do extrato CH,Cl,, conforme representado na Figura 9,

obteve-se 13,3 mg da substancia PP1, o que corresponde a um rendimento de 1,9%.

4.1. 1.3 Rendimento de AB1

Partindo de 0,76 g de 5 Col. A do extrato CH,Cl, na Figura 9, foram obtidos 17 mg

da substancia ABI, o que corresponde a um rendimento de 2,24%.

4.1. 1.4 Rendimento de AB2

Partindo novamente de 0,76 g de 5 Col. A do extrato CH,Cl,, conforme representado

na Figura 9, foram obtidos 30,6 mg da substdncia AB2, o que corresponde a um rendimento

de 4,08%.
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4. 2 Analise do extrato diclorometanico de S. platensis quanto a presenca de peréxidos

Das trés espécies de Senecio avaliadas quanto a presenca de peroxidos, apenas Senecio
platensis reagiu positivamente frente ao reagente de Huber e Frohlke, sendo os compostos em

questao evidenciados por uma coloracdo azul.

M

b S SHpo b S Sp

Figura 10 - Anélise de extratos CH,Cl, de espécies de Senecio quanto a presenca de peroxidos

A- Reagente de deteccdo anisaldeido-sulfurico

B- Reagente de deteccdo para peroxidos (Huber e Frohlke)
Eluente: Hexano:acetona (8:2)

Adsorvente: gel de silica G

Sb - S. bonariensis

Sc - 8. crassiflorus

Sp - S. platensis

P - Ponto de aplicagdo

F — Front
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4. 2. 1 Busca pelos precursores dos peroxidos

Através da reacdo de foto-oxidacao (Riicker et al., 1997) de uma pequena aliquota da
fracdo codificada como 2 Col. B, conforme descrito no item 3. 4. 1. 1 obteve-se um perdxido.
O produto da reagdo foi comparado por meio de CCD com a fragdo 4 Col. A. Esta analise
indicou que apenas um dos dois peroxidos existentes na fragdo 4 Col. A foi semi-sintetizado,

sendo este o peroxido mais polar (Figura 11).

Figura 11 - Anélise do resultado da foto-oxidacio da fracio 2 Col. B por CCD

A- Reagente de detecgdo anisaldeido-sulfurico

B- Reagente de deteccdo para peroxidos (Huber e Frohlke)
Eluente: Hexano:acetona (8:2)

1- Fragdo: 4 Col. A

2- Produto de foto-oxidacédo da fracdao 2 Col. B

Devido a auséncia do precursor do peréxido menos polar na fracao 2 Col. B, supds-se
que este estivesse presente nas fracdes seguintes da Col. A, ou seja, na fragdo 2 Col. A. A
reacdo de semi-sintese foi repetida com uma pequena aliquota desta fracdo e o resultado foi
analisado por CCD, comparando-se a mistura reacional com a fragdao 4 Col. A. O resultado
obtido indicou a presenga dos precursores dos dois peroxidos, presentes na fracao 4 Col. A

(Figura 12).
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Figura 12 - Anélise do resultado da foto-oxidacio da fracdo 2 Col. A por CCD

A- Reagente de deteccdo anisaldeido-sulfurico

B- Reagente de deteccdo para peroxidos (Huber e Frohlke)
Eluente: hexano:acetona (8:2)

3- Fragdo: 4 Col. A

4- Produto da foto-oxidacao das fragdes 2 Col. A.

Desta forma, pode-se afirmar que os precursores dos dois peroxidos estdo presentes na
fragao 2 Col. A, e apenas o precursor do perdxido mais polar esta presente na fragao 2 Col. B,
da qual se partiu para obter a substancia PP1.

Com o passar de vinte dias, foi realizada uma nova CCD para anélise do resultado da
foto-oxidacdo da fragdo 2 Col. A, utilizando o produto reacional que havia sido armazenado
em refrigerador (Figura 13). Observou-se que apenas o peroxido mais polar ainda persistia na
mistura reacional. Este resultado indicou que houve a degradacdo do peroxido menos polar,

devido a sua instabilidade.
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Figura 13 - Anadlise da mistura reacional da foto-oxidacio das fragdes 2 Col. A por CCD, apos o
armazenamento do produto em refrigerador por 20 dias

| 3 )

P % ——-=F

A- Reagente de detecgdo anisaldeido-sulfurico

B- Reagente de deteccdo para peroxidos (Huber e Frohlke)
Eluente: hexano:acetona (8:2)

5- Fragdo: 4 Col. A

6- Produto da foto-oxidacdo das fragdes 2 Col. A.

A analise por CG-EM da fragao 2 Col. A indicou que esta era constituida de duas
substancias, sendo ambas hidrocarbonetos de estrutura terpénica, mais especificamente um
monoterpenoide, identificado como isoterpinoleno e um sesquiterpendide, identificado como

germacreno D.
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4. 3 Analise estrutural das substancias isoladas

4. 3. 1 Elucidagao estrutural de PP1

A substancia PP1 foi isolada conforme descrito no item 3.5 e esquematizado na Figura
9. O composto foi analisado por CG-EM, RMN "“C e RMN 'H (Figuras 14, 15 e 16; Tabelas
17 e 18) e seus dados espectroscopicos foram comparados com os obtidos da literatura
(Murari, 2007; Francescato, 2007; Silva, 2006; Deuschle, 2003; Steliopoulus et al., 2002) e
com o banco de dados NIST (1998), no caso do espectro de massas.

Na analise por CG foi possivel observar um unico pico com tempo de retengdo de 30
minutos. No espectro de massas por impacto eletronico do composto PP1 (Figura 14), o pico
de maior massa encontra-se em m/z 204 u.m.a, sendo este o pico do ion molecular. Este dado
permite sugerir para o composto PP1 um peso molecular de 204 u.m.a. e formula elementar
CisHa. Com base no modelo de fragmentagdo apresentado por PP1, o banco de dados do
equipamento sugeriu uma série de substancias com fragmentagdes semelhantes as da amostra.
Dentre as substancias sugeridas, o germacreno D apresentou um modelo de fragmentagao
mais semelhante ao PP1.

O espectro de RMN C indica a presenca de trés insaturagdes, através dos seis sinais
na regido dos carbonos olefinicos (100-150 ppm) (Figura 15). A formula elementar C;sHo4
permitiu calcular o grau de insaturagdes (GI), igual a 4. Uma vez que os espectros de RMN
indicam a presenga de trés insaturacdes, conclui-se que a substancia apresenta um ciclo em
sua estrutura.

Portanto, a massa da substancia, a férmula molecular, o modelo de fragmentacdo e os
espectros de RMN indicam a estrutura de um hidrocarboneto sesquiterpénico com trés duplas
ligagdes e um anel.

Esta substancia foi anteriormente isolada por nosso grupo de pesquisas, ¢ de acordo
com as analises realizadas, e comparacdes dos dados espectroscdpicos obtidos com aqueles da
mesma substancia isolada de outras espécies de Senecio, esta foi identificada como sendo o
germacreno D. A discussdo completa da elucidagcdo estrutural deste composto pode ser

encontrada em Deuschle (2003), Silva (2006), Francescato (2007) ¢ Murari (2007).
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Figura 14 - Espectro de massas por impacto eletronico do germacreno D (A) (NIST, 1998) em comparacgio

ao de PP1 (B)
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Tabela 17 - Valores de deslocamentos quimicos (3) observados no espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;)

para a substiancia PP1, em comparacio com dados da literatura

PP1 Germacreno D
C Bolzan et al., Murari, Francescato, Deuschle, Steliopoulos
2007 * 2007 * 2007 ° 2003 ° etal., 2002 *
o (ppm) o (ppm) o (ppm) o (ppm) o (ppm)
1 129,6 129,7 129,6 130,0 130,0
2 29,2 29,2 29,2 29,2 29,6
3 34,5 34,5 34,5 34,5 34,9
4 148,8 148,9 148,8 148,8 149,0
5 135,5 135,5 135,5 135,3 136,8
6 133,5 133,5 133,5 133,4 133,2
7 52,9 52,9 52,9 53,0 53,2
8 26,5 26,5 26,5 26,5 26,8
9 40,7 40,7 40,7 40,7 41,0
10 134,0 133,92 134,0 133,7 133,7
11 32,7 32,7 32,7 32,7 33,0
12 20,8 19,3 20,8 20,7 21,0
13 19,3 20,7 19,3 19,3 19,5
14 14,1 15,9 15,9 15,8 16,0
15 109,0 109,0 109,0 109,0 109,4

a: 100 MHz, CDCls;



Tabela 18 - Valores de deslocamentos quimicos(8) observados no espectro de RMN '"H (400 MHz, CDCL;) para a substiancia PP1, em comparac¢io com os dados da literatura

PP1 Germacreno D
H Bolzan, 2007 * Murari, 2007 * Francescato, 2007 * Silva, 2006 * Deuschle, 2003 *
o(ppm) | Multip. | J (Hz) | 6(ppm) | Multip. | J (Hz) | 6(ppm) | Multip. | J (Hz) |o(ppm) Multip.| J(Hz) | o(ppm) | Multip. | J (Hz)
H-1 5,14 dd |53; 5,15 dd 4,2; 5,14 dd 4,8;11,6 5,13 dd 4,3; 10,1 5,16 dd 4,5, 11,2
11,1 11,0
H-2a | ~2,34 m 2,28 m ~2,35 m 2,29 m 2,34 m
H-2b | ~1,98 m 1,96 m ~2,00 1,98 m 1,98 m
H-3a | ~2,36 m 2,40 m ~2,43 m 2,40 m 2,43 m
H-3b | 2,00 m 2,05 m 2,10 ddd | ~5,0;~7,8;| 2,05 m 2,04 m
~12,8
H-5 5,78 d 15,8 5,80 d 15,8 5,79 d 15,6 5,78 d 15,7 5,80 d 15,8
H-6 5,25 dd 9,9; 5,24 dd 9.9; 5,26 dd 10,0; 16,0 5,25 dd 10,0; 15,9 | 5,27 dd 9,9; 15,8
15,8 15,8
H-7 1,95 m 2,01 m 2,00 m 2,01 m 2,01 m
H-8 1,46 m 1,47 m ~1,45 m 1,48 m 1,48 m
H-9 2,10 m 2,11 m 2,25 m 2,22 m 2,11 m
H-11 1,43 m 1,44 m ~1,44 m 1,43 m 1,43 m
H-12 | 0,86 d 6,64 0,89 d 6,7 0,82 d 6,8 0,86 d 6,6 0,90 d 6,72
H-13 0,81 d 6,8 0,83 d 6,8 0,87 d 6,72 0,81 d 6,6 0,84 d 6,8
H-14 1,51 s 1,52 S 1,52 sl 1,59 S 1,54 S
H-15a| 4,79 sl 4,81 d ~1,5 4,80 d ~2,0 4,81 d 2,4 4,82 d 2,24
H-15b| 4,74 sl 4,76 d L5 4,75 d 2,4 4,72 d 1,7 4,76 d 1,64

a: 400 MHz, CDCl;

08
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4. 3. 1. 2 Estrutura de PP1

Os dados espectroscopicos obtidos confirmam a estrutura do germacreno D para PP1

(Figura 19).

Figura 19 - Férmula estrutural do germacreno D (substancia PP1)
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4. 3. 2 Elucidagao estrutural de AB1

A substancia AB1 foi isolada conforme descrito no item 3.5 e esquematizado na
Figura 9. Sua identifica¢dao foi realizada através da analise por CG-EM, pelos espectros de
RMN PC e DEPT 135°, por RMN 'H e espectros de correlagdo '"H-"H COSY (Figuras 20-27;
Tabelas 19 e 20). O modelo de fragmentacdo do espectro de massas por impacto eletronico foi
comparado a espectroteca NIST, 1998 e com dados da literatura (Schenato et al., 2001;
Alkhathlan et al., 2005; Tabelas 19 e 20).

Na analise por CG foi possivel observar um unico pico com tempo de retengdo de 40
minutos. No espectro de massas por impacto eletronico (Figura 20) o pico de maior massa
encontra-se em m/z 218 u.m.a., e corresponde ao pico base. Através do modelo de
fragmentacao apresentado pela substancia, foi sugerido pelo banco de dados do equipamento,
uma série de substincias com fragmentagdes semelhantes as da amostra. Dentre as
substancias sugeridas, a deidrofuquinona foi o composto que apresentou um modelo de
fragmentacao mais semelhante a AB1.

O espectro de RMN "C (Figuras 21-23; Tabela 19) aponta a presenga de 15 4tomos de
carbono, sugerindo tratar-se de um sesquiterpendide. Os deslocamentos quimicos nos
espectros de RMN “C indicam a presenga de oxigénio e de trés insaturagdes na molécula.

Baseado nessas evidéncias € possivel propor para a substancia AB1 uma férmula
molecular de C;sH»,0, e portanto, um grau de insaturacdo (GI) ou indice de deficiéncia de H
igual a 5. Uma vez que os espectros de RMN indicam a presenca de trés insaturagdes,

conclui-se que a substancia apresenta dois ciclos em sua estrutura.
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Tabela 19 - Valores de deslocamentos quimicos (8) observados no espectro de RMN "“C (100 MHz, CDCl;)

para a substincia AB1, em comparacio com dados da literatura

AB1 deidrofuquinona
C Experimental a Alkhathlan,b etal.,| Schenato fc:t al.,
2005 2001
o (ppm) DEPT 135 0 (ppm) o (ppm)

1 126,13 CH 126,20 126,02
2 192,26 C 192,45 192,24
3 128,17 C 128,26 128,12
4 41,05 CH; 41,11 41,01
4a 41,88 C 41,97 41,86
5 42,51 CH 42,58 42,48
6 32,52 CH; 32,62 32,51

7 26,51 CH, 26,56 26,47

8 30,55 CH, 30,61 30,51
8a 168,64 C 168,84 168,66
9 142,18 C 142,28 142,14
10 22,54 CH; 26,7 22,54
11 22,00 CH; 22,11 22,00
12 16,04 CH; 16,10 16,01
13 15,42 CH; 15,54 15,43

a: 100 MHz, CDCls; b: poténcia ndo informada, CDCls; ¢: 50 MHz, CDCl;
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Tabela 20 - Valores de deslocamentos quimicos (8) observados no espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;)
para a substincia AB1 em comparacio com dados da literatura

AB1 deidrofuquinona
Experimental * Alkhathlan et al., 2005° | Schenato et al., 2001 ©
H  [5(ppm)| Multip. [J (Hz)[ 'H-'H COSY [é(ppm) | Multip. [J (Hz) [6(ppm) | Muttip. | J (Hz)
H-Cl 5,73 $ - 5,72 S 5,74 S
Ha-C4 | 5 gg d | 13,6 Hb-C4 2,88 d | 139 288 d | 132
Hb-C4 | 510 | m Ha-C4 212 | m 139 215 | m
2.37
H- C5 Ha-C7; Hb-C7;
~1,4 5 51185
A8 | m Ha-C6; Hb-C6; | m - - -
13-Me
Ha-C6 Ha-C7; Hb-C7;
~1,58 5 5 1.39-
’ m H-CS; 13-Me; | |55 m - - -
Hb-C6 .
Hb-C6 H-C5; Ha-C6;
~1,4 5 51 1.39-
A3 | m Ha-C7; Hb-CT | 0 m - - -
1,55
Ha-C7 Ha-C8; Hb-CS;
~227 5 51 1.39-
’ m Hb-C7; Hb-C6; | s m - - -
Ha-C6; H-C5 ’
Hb-C7 Ha-C7; Ha-Cé6;
~1,85 5 31 1.309-
’ m Hb-C6; Ha-C8; | | ss m - - -
Hb-C8; H-C5 |
Ha—CS ~2’25 m Hb-CS; Ha'C7; 2’24_ m _ B _
Hb-C7 526
10-Me 2,09 S _ 2,02 S 2,09 S
11-Me 1,84 S _ 1,82 S 1,85 S
12-Me 0,97 S _ 0,96 S 0,97 S
13-Me | 95 d | 636 | HCS5HaC6 | oy d 68 | 096 d 6.3

a: 400 MHz, CDCl;; b: poténcia ndo informada, CDCls; ¢:

200 MHz, CDCl;
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4. 3. 2.1 Anélise da fragmentacdo de AB1 por EM-IE

O composto AB1 apresentou uma massa molecular de 218 u.m.a (Figura 20),
evidenciada pelo espectro de massas por impacto eletronico (EM-IE), com energia do feixe de
elétrons em 70 eV. A figura 29 apresenta uma proposta de fragmentagdo para o composto
ABI, que sera descrita a seguir.

O pico base da substancia (218 u.m.a.) coincide com o pico do ion molecular [M™]
(218 u.m.a.), indicando ser este um ion de elevada estabilidade.

O sinal em m/z 203 u.m.a. pode ser explicado pela obten¢do de quatro ions diferentes.
A ordem de abordagem destes nesta dissertagdo tem apenas o intuito de tornar o texto mais
compreensivel. A migragdo da dupla ligagdo entre C3 e C9 no ion molecular [M™] 218 u.m.a.,
com subseqiiente elimina¢do de um radical metila (15 u.m.a.), conduz ao ion com sinal em
m/z 203 um.a., que por meio de uma deslocalizacdo de carga, permite a eliminacdo de uma
molécula neutra de massa 136 u.m.a. Desta forma origina-se o ion em m/z 67 u.m.a. que,
através da eliminacdo de CO, origina o pico em m/z 39 u.m.a.. A eliminacao de uma metila
(15 u.m.a.) diretamente do ion molecular, também leva a um ion em m/z 203 u.m.a. Este, por
sua vez, através de um rearranjo e eliminacdo de uma molécula neutra de massa 82 u.m.a.,
pode originar o fragmento com m/z 121 u.m.a. Este ion, ap6s a eliminacdo de uma molécula
de H,, origina o sinal em m/z 119 u.m.a. Ainda a partir do ion em m/z 203 u.m.a. pode
originar-se o sinal em m/z 133 u.m.a. devido a saida de uma molécula neutra (70 u.m.a.); se
ocorrer a saida de CO pode resultar no sinal em m/z 175 u.m.a., que também podera resultar
no sinal em m/z 133 u.m.a. pela saida de uma molécula de propeno (42 u.m.a). Ainda a partir
do ion em m/z 203 u.m.a. pode originar-se o fragmento em m/z 161 u.m.a pela eliminacao de
uma molécula de propeno (42 u.m.a.). Um rearranjo no ion em m/z 161 u.m.a. e a saida de
uma molécula neutra (70 u.m.a.) origina o fragmento em m/z 91 u.m.a.

O ion responsavel pelo sinal em m/z 203 u.m.a., também pode sofrer a eliminacdo de
uma molécula neutra (56 u.m.a.) e resultar no fragmento em m/z 147 u.m.a. A partir deste, sao
obtidos os fragmentos em m/z 41 u.m.a., pela elimina¢gdo de uma molécula neutra (106
u.m.a.); em m/z 105, pela eliminagdo de uma molécula de propeno (42 u.m.a); e em m/z 119
u.m.a. pela elimina¢do de uma molécula de monoxido de carbono. Este fragmento, através da
eliminacao de uma molécula de propeno (42 u.m.a.), resulta no fragmento em m/z 77 u.m.a.

A partir do ion molecular [M™] com m/z 218 u.m.a. pode ocorrer também a eliminagao
de um radical hidrogénio e de uma molécula neutra de monodxido de carbono (28 u.m.a.),
originando o fragmento com m/z 189 u.m.a.. Este, através da eliminacdo de uma molécula

neutra (70 u.m.a.), forma um fragmento com m/z 119 u.m.a.
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Uma explicagdo para o surgimento dos outros fragmentos presentes no espectro de

GE.
ﬁ

massas de AB1 pode ser visualizada na Figura 29.
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Figura 29- Proposta de fragmentacgio para a substincia AB1
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4. 3. 2.2 Analise do espectro de RMN "C de ABI

Os dados de ressonancia magnética nuclear de "*C totalmente desacoplado (Figura 21)
e DEPT 135° (Figuras 22 e 23), juntamente com o espectro de massas (Figura 20), indicam
para ABI a presenca de 15 atomos de carbono, sendo destes 4 carbonos metilicos (CH;) 4
metilénicos (CH,), 2 metinicos (CH) e 5 atomos de carbono quaternario. Os deslocamentos
quimicos do espectro de RMN "*C da substincia AB1 foram comparados com os dados da
literatura para a deidrofuquinona, conforme pode ser evidenciado pela  Tabela 19
(Alkhathlan, et al., 2005; Schenato et al., 2001).

Através do espectro de RMN “C ¢ possivel confirmar a existéncia de duas duplas
ligagdes na molécula, devido a presenca de quatro sinais com deslocamentos quimicos entre
150 e 100 ppm, regido dos carbonos olefinicos. Um quinto sinal em campo baixo, mais
desblindado, aparece em 6 = 192,26 ppm, com deslocamento quimico caracteristico de
carbonila, o que pode ser observado pela baixa intensidade do sinal, e por ndo ser visualizado
no DEPT, o que caracteriza um carbono quaternario. Os deslocamentos quimicos em & =
168,64, 142,18, 128,17 e 126,13, ppm correspondem aos carbonos 8a, 9, 3, 1, dos quais
apenas um discreto sinal de amplitude positiva proveniente do carbono 1 pode ser visualizado
no espectro de DEPT, sendo os demais carbonos quaternarios.

Os grupos metilénicos da molécula, apresentando amplitude negativa no espectro de
DEPT com deslocamentos quimicos 6 = 41,05, 32,52, 30,55 e 26,51 ppm, correspondem aos
carbonos 4, 6, 8 e 7, respectivamente.

O sinal de amplitude positiva no DEPT com deslocamento quimico em 6 = 42,11 ppm,
corresponde ao carbono metinico 5.

Os sinais restantes em campo alto do espectro, em & = 22,54, 22,00, 16,04 ¢ 15,42
ppm, de amplitude positiva no DEPT, correspondem aos carbonos metilicos 10, 11, 12 e 13

(Figuras 22 e 23; Tabela 19).

4.3.2.3 Analise do espectro de RMN 'H de AB1

As atribui¢cdes dos sinais no espectro de ressondncia magnética nuclear protonica
(Figuras 24-28; Tabela 20) foram realizadas com auxilio de dados da literatura (Alkhathlan,
2005; Schenato et al., 2001) e através da analise do espectro de RMN H' e bidimensional.

Através da andlise da ressonancia magnética nuclear protonica de AB1, foi possivel

visualizar quatro singletes, sendo dois correspondentes as duas metilas 10 e 11, ligadas ao
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carbono quaterndrio (C-9), com deslocamentos quimicos em & = 2,09 e & = 1,84 ppm,
respectivamente. Os outros dois singletes, foram atribuidos a metila 12, ligada a um carbono
quaternario (C-4a), com deslocamento quimico de 6 = 0,97 ppm, e ao proton olefinico H-1,
com 0 = 5,73 ppm. Este ultimo sofre uma desblindagem maior por estar ligado a um carbono
contendo uma dupla ligagdo endociclica (C-1) e pela proximidade de um grupamento
carbonila (C-2) (Silverstein; Webster, 2000).

A metila 13 (& = 0,95 ppm), apresenta como sinal um dublete (d), com constante de
acoplamento de J = 6,4 Hz, devido ao acoplamento vicinal com H-5 (& = 1,48 ppm) (Figura
26, Tabela 20). Um outro dublete estd presente em campo mais baixo, em & = 2,88 ppm
(Figura 25), e foi atribuido ao H-4a, devido a proximidade de uma dupla ligacdo em C-3 e ao
acoplamento geminal com H-4b, o que pode ser visualizado no espectro de 'H-'H COSY. Ja
0 H-4b aparece como um multipleto em 6 = 2,12 ppm.

Aos protons 8a, 8b, 7a, 7b e 6a e 6b foram atribuidos os multipletos em 6 = ~2,25;
~2,13; ~2,27; ~1,85; ~1,58 e ~1,43 respectivamente (Tabela 20)

4.3.2. 4 Estrutura de AB1

Os dados espectroscopicos obtidos confirmam a estrutura da deidrofuquinona para

AB1 (Figura 30).
/O
\ 10
12 F
13 11

Figura 30 - Formula estrutural da deidrofuquinona (substancia AB1)
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4.3.3 Elucidagao estrutural de AB2

A substancia AB2 foi isolada conforme descrito no item 3.5 e esquematizado na
Figura 9. O composto foi analisado por CG-EM, RMN "C, RMN 'H, 'H-'H COSY (Figuras
31, 36 e 38) e seus dados espectroscopicos foram comparados com os obtidos da literatura
(Mattoso, 2005; Ragasa et al, 2003; Ferreira et al, 2001; Iwabuchi et al., 1989; Ulubelen et
al., 1994; Krebs et al., 1990; Inagaki et al., 1985 (Tabelas 21 e 22) e com o banco de dados
NIST (1998) no caso do espectro de massas.

Na andlise por CG foi possivel observar um tnico pico com tempo de retengdo de 33
minutos. No espectro de massas por impacto eletronico (Figura 31) o pico de maior massa
encontra-se em m/z 220 u.m.a., e corresponde ao pico do ion molecular. Com base no modelo
de fragmentagdo apresentado pela substancia, foi sugerido pelo banco de dados do
equipamento, uma série de substancias com fragmentacdes semelhantes as da amostra. Dentre
as substancias sugeridas, o espatulenol foi aquela que apresentou um modelo de fragmentacao
mais semelhante ao de AB2.

O espectro de RMN “C (Figuras 32 e 33) aponta a presen¢a de 15 atomos de carbono,
sugerindo tratar-se de um sesquiterpendide. Os deslocamentos quimicos nos espectros de
RMN "*C (Figuras 31 e 32; Tabela 21) indicam a presenca de oxigénio e de uma insaturagao.

Baseado nessas evidéncias € possivel propor para a substancia AB2 uma férmula
molecular de C,sH»4O e, portanto, um grau de insatura¢ao (GI) ou indice de deficiéncia de
hidrogénios igual a 4. Uma vez que os espectros de RMN indicam a presenga de uma

insaturacgdo, conclui-se que a substancia apresenta 3 ciclos em sua estrutura.
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Figura 38 - Ampliaciio do espectro de 'H-'H COSY de AB2 (200 MHz, CDCl;)



Tabela 21 - Valores de deslocamentos quimicos (5) observados no espectro de RMN “C (100 MHz, CDCl;) para a substincia AB2, em comparacio com dados da literatura

AB2 Espatulenol
C Experimental a Mattoso, 2005 Ragasa et al., Krebs et al., Iwabuchi et al., Inagaki et al.,
2003 ° 1990 ° 1989 ° 1985 °
o (ppm) DEPT 135° d (ppm) o (ppm) d (ppm) o (ppm) d (ppm)
C-1 53,4 CH 53,4 53,4 53,4 54,03 53,4
C-2 26,7 CH; 26,7 26,7 26,8 26,7 26,7
C-3 41,7 CH; 41,7 41,8 41,8 41,7 41,8
C-4 80,9 C 80,9 81,0 81,0 81,0 80,9
C-5 54,3 CH 54,3 54,4 54,4 53,4 54,3
C-6 29,9 CH 29,9 29,9 30,0 29,9 29,8
C-7 27,4 CH 27,4 27,5 27,6 27,5 27,5
C-8 24,7 CH; 24,7 24,8 249 24,8 24,8
C-9 38,8 CH; 38,8 38,9 38,9 38,8 38,9
C-10 153,4 C 153,4 153,5 153,5 153,4 153,4
C-11 20,3 C 20,2 20,3 20,3 20,2 20,3
C-12 28,6 CH; 28,6 28,7 26,1 28,6 28,7
C-13 16,3 CH; 16,3 16,3 16,4 16,3 16,3
C-14 106,2 CH; 106,2 106,3 106,3 106,2 106,3
C-15 26,0 CH; 26,0 26,1 28,7 26,1 26,1

a: 100 MHz, CDCls; b: poténcia ndo informada, CDCl;

S0l



Tabela 22 - Valores de deslocamentos quimicos (5) observados no espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCL;) para a substincia AB2 em comparac¢io com dados da literatura

AB2 Espatulenol
H Experimental * Mattoso. 2005 b Ragasa. et al.. 2003 © Ulubelen et al.. 1994 %
o(ppm) | Multip. | J (Hz) H'-H'COSY O(ppm) | Multip. | J (Hz) | 6(ppm) | Multip. | J (Hz) | o(ppm) |Multip.| J (Hz)
H-1 2,19 m H-5; H-2b; H-2a; H-14a 2,20 ddd 6,0; 2,20 - - - - -
10,0;
10,0
H-2a 1,90 m H-2b; H-3a; H-3b; H-1 1,90 m 1,91 - - - - -
H-2b 1,65 m H-3a; H-2a; H-1; H-3b 1,63 m 1,64 - - - - -
H-3a 1,77 m H-2a; H-2b; H-3b 1,78 ddd - 1,77 - - - - -
H-3b 1,56 m H-2b; H-3a; H-2a 1,56 m 1,54 - - - - -
H-5 1,33 m H-6; H-1 1,31 dd 10,0; 1,31 - - - - -
10,0
H-6 0,46 dd 9.4; H-7; H-5 0,47 dd 10,0; 0,47 dd 11,6; 0,45 d 9,0
11,0 12,0 9,6
H-7 0,74 m H-6; H-8b; H-8a 0,71 m 0,71 - - 0,47 d 9,0
H - 8a 1,98 m H-7; H-9a; H-9b; H-8b 1,98 m 1,96 - - - - -
H-8b 0,88 m H-7; H-8a; H-9b; H-9a 0,87 m 1,01 - - - - -
H-9a 2,04 m H-9b; H-8b; H-8a; H-14b | 2,04 ft 12,0 2,05 - - - - -
H-9%b 2,42 dd 5.4; H-8b; H-8a; H-9a; 2,42 dd 6,0; 2,42 dd 13,6; - - -
13,1 12,0 5,2
12-Me 1,06 s 1,06 S 1,05 - - 1,04 S
13-Me 1,04 S 1,04 S 1,04 - - 1,05 S
H- 14a 4,69 sl H-14b; H-1 4,69 sl 4,68 - - 4,67 d 5,0
H - 14b 4,67 sl H-9b; H-14a 4,67 d 1,0 4,66 - - - - -
15- Me 1,28 s 1,29 s 1,28 - - 1,28 ]

a: 200 MHz, CDCl;; b: 500 MHz, CDCl;; ¢: 400 MHz, CDCl;

901
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4.3.3. 1 Anélise da fragmentacdo de AB2 por EM-IE

O composto AB2 apresentou uma massa molecular de 220 u.m.a (Figura 31)
evidenciada pelo espectro de massas por impacto eletronico (EM-IE), com energia do feixe de
elétrons em 70 eV. A Figura 39 apresenta uma proposta de fragmentagdo para o composto
AB2, que sera descrita a seguir.

O rompimento das ligagdes entre os carbonos 6 ¢ 11, e, 7 ¢ 11, do ion molecular [M"]
220 u.m.a., origina o fragmento em 177 u.m.a., devido a eliminacdo de um grupamento
isopropil na forma de radical (43 u.m.a.). A partir deste fragmento, através da eliminacao de
uma molécula neutra (72 u.m.a.), origina-se o sinal em m/z 105 u.m.a. O sinal em m/z 43
u.m.a., que correspondente ao pico base, forma-se pela eliminagdo do fragmento de maior
peso molecular (177 u.m.a.) na forma de radical. O sinal em m/z 41 ¢ explicado pela
elimina¢do de hidrogénio molecular do ion em m/z 43 u.m.a.

O ion molecular [M™] (m/z 220 u.m.a.), ao sofrer eliminagdo de um radical metila (15
u.m.a.) origina o fragmento de sinal intenso em m/z 205 u.m.a. A posterior eliminagdao de uma
molécula de agua (18 u.m.a) resulta no fragmento com m/z 187 u.m.a.

A eliminacdo de uma molécula de agua (18. u.m.a.) a partir do ion molecular, resulta
em um sinal em m/z 202 u.m.a. Este ion, por sua vez, pode-se fragmentar de duas formas
distintas. A fragmentacdo que da origem ao sinal intenso em 159 u.m.a. ¢ o resultado da
eliminacdo de um radical isopropil (43 u.m.a.) por meio do rompimento entre os carbonos 6 e
11, e, 7 e 11. Ja o sinal em 162 u.m.a. é o resultado de uma reacdo de Retro-Diels-Alder
envolvendo os carbonos 2 ¢ 3, e, 4 ¢ 5, com a eliminagdo de uma molécula neutra de propino
(40 u.m.a.). A posterior eliminacao de um radical metila (15 u.m.a.) do fragmento em m/z 162
u.m.a. resulta no sinal em m/z 147 u.m.a. A partir deste fragmento, sdo obtidos os sinais em
m/z 95 e m/z 107 devido a eliminagdo das moléculas neutras de 52 u.m.a. ¢ 40 u.m.a.,
respectivamente.

A eliminagdo de um radical isopropila (43 u.m.a.) a partir do fragmento em m/z 162
u.m.a., através do rompimento entre os carbonos 6 e 11, e, 7 e 11 origina o fragmento em m/z
119 um.a.. A partir de rearranjos e a eliminagcdo de moléculas neutras deste fragmento, sdo
obtidos os fragmentos em m/z 67 u.m.a., m/z 79 u.m.a. € m/z 93 u.m.a. que, com a eliminacao
de hidrogénio molecular, resulta no fragmento em m/z 91 u.m.a. (ion tropilio).

O fragmento em m/z 159 u.m.a. ¢ formado pela elimina¢do de um radical isopropil (43
u.m.a.) do ion m/z 202 u.m.a. O ion em m/z 159 u.m.a. da origem ao sinal em m/z 133 u.m.a.,
através de um rearranjo e rompimento entre os carbonos 5 ¢ 6, e, 7 ¢ 8, com a eliminagdo de

uma molécula neutra de acetileno (26 u.m.a.). A eliminag¢do de hidrogénio molecular a partir
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deste fragmento origina o sinal em m/z 131 u.m.a. O fragmento em m/z 133 u.m.a. também
pode sofrer o rompimento entre os carbonos 1 e 2, e, 4 e 5, liberando uma molécula neutra (78
u.m.a.) dando origem ao fragmento em m/z 55 u.m.a. Esta proposta de fragmentagdo esta de
acordo com a teoria de que as fragmentacdes ocorrem de maneira a originar,

preferencialmente, os fragmentos de estruturas mais estaveis (Figura 39).

H20

L

(m=177)

H m/z 159

m/z 205 =

+ = (m=26)
m/z 43 (m=40)
T

1
H2 N Ha ;
A}/ m/z 133
X m/z 187 é

m/z 41 m/z 162 m/z 131

(m=40)

+
m/z 107

4 m/z 95

m/z 91

Figura 39 - Proposta de fragmentacio para a substincia AB2
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4. 3. 3.2 Analise do espectro de RMN "“C de AB2

Os dados de ressonancia magnética nuclear de *C (Figura 32) e DEPT 135° (Figura
33), juntamente com o espectro de massas (Figura 31), indicam para AB2 a presenca de 15
atomos de carbono. Dentre estes atomos de carbono, 3 sdo metilicos (CH3), 5 sdo metilénicos
(CH»), sendo 1 grupo metilénico exociclico, 4 sdo metinicos (CH) e 3 sdo atomos de carbono
quaterndrios. Os deslocamentos quimicos foram comparados com os dados da literatura para
o espatulenol (Mattoso, 2005; Ragasa et al., 2003; Ferreira et al, 2001; Ulubelen et al., 1994;
Krebs et al., 1990; Inagaki et al., 1985 Tabelas 21 e 22).

Os deslocamentos quimicos em 6 = 153,4 e 106,2 ppm, na regido dos carbonos
olefinicos, evidenciam a presenc¢a de uma dupla ligagdo, entre aos carbonos 10 e 14. O pico
em O = 153,4 ppm corresponde a um carbono quaternario, devido ao fato deste ndo estar
presente no espectro de DEPT 135°. O sinal em 6 = 106,2 ppm corresponde a um carbono
metilénico exociclico, evidenciado por sua posi¢cdo na regido dos carbonos olefinicos e por
sua amplitude negativa no espectro de DEPT. O pico em 6 = 80,9 ppm, correspondente ao
carbono 4, com deslocamento quimico caracteristico de carbono ligado diretamente a um
oxigénio.

Os sinais em o = 54,3, 53,4, 29,9 e 27,4 apresentam amplitude positiva no espectro de
DEPT 135° e, por sua localizacdo no espectro, sdo atribuidos aos grupamentos metinicos, os
quais correspondem aos carbonos 5, 1, 6 e 7, respectivamente. O pico em 6 = 20,3 ppm foi
atribuido ao carbono 11, uma vez que corresponde a um carbono quaternario, por nao ser
visivel do espectro de DEPT 135°.

Os quatro grupos metilénicos restantes da molécula, apresentando amplitude negativa
no espectro de DEPT e com os deslocamentos quimicos 41,7, 38,8, 26,7, 24,7, correspondem
aos carbonos 3, 9, 2 e 8, respectivamente.

Os sinais em campo alto, em & = 28,6, 26,0 ¢ 16,3 ppm foram atribuidos aos trés
grupos metila da molécula e correspondem, respectivamente, aos carbonos 12, 15 e 13

(Figuras 32 e 33; Tabela 21).
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4. 3. 3.3 Andlise do espectro de RMN 'H de AB2

As atribuicdes dos sinais no espectro de ressondncia magnética nuclear protonica
(Figuras 34-38; Tabela 22) foram realizadas com auxilio dos dados da literatura (Mattoso,
2005; Ragasa et al., 2003; Ulubelen et al., 1994) e através da analise do espectro de RMN H'
e H'-H'-COSY. Os dois singletes largos em & = 4,69 ppm e 8 = 4,67 ppm, com deslocamentos
quimicos caracteristicos de hidrogénios olefinicos de um grupamento exometilénico (Riicker
et al., 1992 Tabela 22), representam as absor¢des dos dois hidrogénios geminais H-14a e H-
14b. Através da andlise do espectro de RMN bidimensional, foi possivel constatar o
acoplamento a longa distancia do tipo homoalilico entre os hidrogénios H-14a (6 = 4,69 ppm)
e H-1 (8 = 2,19 ppm), e entre H-14b (6 = 4,67 ppm) ¢ H-9a (6 = 2,04) ppm (Figuras 36 e 38)
(Riicker et al., 1992; Inagaki; Abe., 1985).

Os demais sinais encontram-se em campo alto e apresentam deslocamentos quimicos
abaixo de 2,5 ppm. Os sinais correspondentes aos hidrogénios das metilas 15, 12 e 13
aparecem como singletes em 6 = 1,28; 1,06 ¢ 1,04 ppm.

O sinal correspondente ao H-9b, com sinal em 6 = 2,42 ppm acopla com H-8a ¢ H-8b
(acoplamento vicinal) e H-9a (acoplamento geminal) apresentando como sinal um duplo-
dublete (dd), com constantes de acoplamento de J =5,4 Hze 13,1 Hz.

O sinal correspondente ao H-6, em campo mais alto (6 = 0,46 ppm), caracteristico de
hidrogénio ligado a ciclopropano, apresenta como sinal um duplo-dublete, com constantes de
acoplamento de J = 9,4 e 11,0 Hz, devido ao acoplamento vicinal com H-7 e H-5. Ao lado do
sinal atribuido ao H-6, esta o sinal correspondente ao H-7, representado por um multipleto,
em o = 0,74 ppm.

Os demais sinais apresentam-se como multipletes e aparecem com deslocamentos
quimicos entre 8 = 2,19 ¢ 0,88 ppm. Seus acoplamentos foram atribuidos por H'-H'-COSY e

encontram-se sumarizados na Tabela 22.
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4. 3. 3. 4 Estrutura de AB2.

De acordo com os dados espectroscopicos obtidos, ¢ possivel propor para AB2 a

estrutura do espatulenol (Figura 40).

Figura 40 - Férmula estrutural do espatulenol (substincia AB2)

4. 5 Avaliacao da atividade antibacteriana de AB1 e AB2

Nas Figuras 41-42 e na Tabela 23, podem ser observados os resultados dos testes para
a avaliacdo da atividade antibacteriana de AB1 (deidrofuquinona) e AB2 (espatulenol) sobre
Bacillus cereus ATCC 14579 e Bacillus cereus isolado clinico. A leitura dos resultados para
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi feita visualizando-se a turbidez de coloracao
vermelha apresentada nas cavidades onde o crescimento bacteriano ndo foi inibido, ao
contrario daquelas cavidades onde ocorreu a inibi¢do. A leitura dos resultados do teste de
Concentragdao Bactericida Minima (CBM) foi realizada em subcultura a partir das diluigdes

que ndo apresentaram crescimento visivel (Figura 43; Tabela 23).
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G e H) sobre a espécie B. cereus ATCC14579. A coluna 1 apresenta a maior concentracio da amostra , a
qual vai decrescendo até a coluna 10 (8192; 4096; 2048; 1024; 512; 256; 128; 64; 32 e 16pug/mL. As
cavidades isoladas a esquerda sdo o controle positivo

Figura 42 - Avaliacio da atividade inibitéria minima das substancias AB2 (linhas A, B e C) e AB1 (linhas
G e H) sobre a espécie B. cereus isolado clinico. A coluna 1 apresenta a maior concentracio da amostra ,
a qual vai decrescendo até a coluna 10 (8192; 4096; 2048; 1024; 512; 256; 128; 64; 32 e 16pg/mL. As
cavidades isoladas a esquerda na linha E sio o controle positivo.
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Figura 43 - A- Avaliagcdo da Atividade Bactericida Minima da substincia AB1 sobre Bacillus cereus
ATCC 14579. B- Avaliagdo da Atividade Bactericida Minima da substincia AB2 sobre Bacillus cereus
ATCC 14579. A concentracio 1 representa a maior concentracio da amostra, a qual vai decrescendo até 6
(8192; 4096; 2048; 1024; 512; 256 pg/mL) na figura A e até 8 (8192; 4096; 2048; 1024; 512; 256; 128; 64
pg/mL), na figura B



Tabela 23 - Avaliacdo da atividade antibacteriana de AB1 e AB2

Bactéria ABI1 AB2
CIM (pg/mL) | CBM (ng/mL) | CIM (ng/mL) | CBM (ng/mL)

Bacillus cereus CIM =256 CBM = 4096 CIM=64 CBM =64
ATCC 14579
Bacillus cereus CIM =256 CBM > 8192 CIM =32 CBM > 8192
endocardite
Pseudomonas CIM > 8192 CIM > 8192
aeruginosa | |
ATCC 27853
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5 DISCUSSAO

Durante muito tempo os metabdlitos secundarios foram considerados como produtos
de excrecdo vegetal. Atualmente, entretanto, sabe-se que muitas destas substincias estdo
diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a adequacao do produtor ao seu meio.
De fato, j& foram reconhecidas vérias fungdes para esta classe de metabdlitos, como por
exemplo, a defesa contra herbivoros e microrganismos, a prote¢do contra raios UV, a atracdo
de polinizadores ou animais dispersores de sementes (Wink, et al., 1990 apud Simdes, 2003),
bem como sua participacdo em alelopatias (Harborne et al., 1988, apud Simdes, 2003). Pelo
fato dos metabdlitos secundarios atuarem na defesa, adaptacdo ou atracdo de polinizadores
para o vegetal, estes diferem-se dos metabolitos primarios, apresentando uma vasta
variabilidade quimica e uma grande diversidade de substincias farmacologicamente
importantes (Simoes, 2003).

Em um vegetal podem ser encontradas centenas ou milhares de metabolitos
secundarios, entretanto, apenas o0s compostos presentes em maior concentragdo sao
geralmente isolados e estudados. Os compostos presentes em menores propor¢des na planta
sdo, freqlientemente, aqueles que apresentam melhores efeitos biologicos (Yunes; Calixto,
2001) e, na maioria dos casos, mais complexa sera a rota metabdlica para a substancia em
questao.

Os metabolitos secundarios sao divididos em grupos, de acordo, principalmente, com a
sua rota biossintética e conforme as suas caracteristicas fisico-quimicas. A diversidade
molecular torna-se um desafio para a escolha da melhor metodologia visando os estudos
fitoquimicos. Desta forma, numerosos métodos de extracdo tém sido sugeridos pela literatura
pertinente. A Figura 44 ilustra os métodos de extracao mais utilizados, indicando as provaveis

classes de compostos que podem ser separados.
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Figura 44 - Esquema geral para a extracdo dos principais metabélitos secundarios presentes em plantas
(Adaptado de Yunes; Calixto, 2001)

Em vista do género Senecio ser rico em terpenoides, € por estes apresentarem uma
grande variedade de atividades biologicas, optou-se por trabalhar com esses constituintes,
utilizando-se diretamente a maceracdo com CH,Cl, no preparo do extrato das partes aéreas de
S. platensis. Os resultados deste trabalho demonstram mais uma vez que os sesquiterpendides
sao extraidos com CH,Cl,, sendo sua escolha também justificada pelo fato de ser um solvente
relativamente volatil, portanto de facil eliminagdo durante o processo de concentracao do
macerado, bem como por minimizar a formacdo de artefatos durante o processo extrativo.
Além de terpenoides, o perfil cromatografico do extrato em CCD indicou a presenca de
pigmentos e de ceras vegetais, sendo as ceras compostos importantes para a espécie, visto que
trata-se de uma espécie suscetivel a desidratagao devido ao seu habitat natural.

No intuito de aumentar a eficiéncia na separagcdo dos terpendides presentes em uma

fracdo, o gel de silica utilizado na cromatografia em coluna e nas placas de CCD foi
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impregnado com uma solug@o aquosa de nitrato de prata a 10% (AgNO;). Esta técnica foi
introduzida em 1962 e a sua eficiéncia na separa¢do de terpendides, inclusive de isdmeros,
tem sido demonstrada em um grande numero de trabalhos (Cert; Moreda., 1998).

O método de impregnacdo com nitrato de prata a 10% baseia-se no principio da
complexacdo dos ions prata (aceptores de elétrons m) com os elétrons © de ligagcdes duplas ou
triplas (doadores de elétrons). Quanto maior a presen¢a de insaturagdes (duplas ou triplas) em
uma molécula, maior serd seu tempo de retengdo na fase estacionaria, sendo os compostos
com menor numero de insaturacdes eluidos primeiramente. A separacdo ¢ realizada na
dependéncia do nimero de insaturagdes, sua localizagdo na molécula e a configuracdo (cis ou
trans) (Cert; Moreda., 1998; Brochini et al., 1998; Williams; Mander, 2001).

Algumas desvantagens sdo apresentadas por este método, como a possibilidade de
haver perdas, devido a uma adsor¢ao excessiva; a ocorréncia de reacdes de oxidagdo, reducao
e esterificacdo, podendo, deste modo, favorecer a formacao de artefatos (Williams; Mander.,
2001; Cert; Moreda., 1998).

Os compostos isolados germacreno D, deidrofuquinona e espatulenol, apresentaram
rendimentos de 1,9% em relagdo a 1 Col. A, e 2,24% e 4,08% em relagdo a 5 Col. A,
respectivamente. Optou-se por expressar os rendimentos em relagdo a fragdo codificada como
1 Col. A para o germacreno D, e 5 Col. A para a deidrofuquinona e espatulenol, em vez de
considerar o extrato bruto, uma vez que as analises por CCD evidenciaram a presenga do
germacreno D também na fracdo seguinte, codificada como 2 Col. A. Assim, como
trabalhou-se apenas com 1 Col. A no fracionamento e isolamento deste composto, justifica-se
este calculo de rendimento para o germacreno D, no intuito de aproximar ao valor real deste
na planta, diminuindo assim o erro. Da mesma forma foi calculado o rendimento para
deidrofuquinona e espatulenol, uma vez que foi evidenciada a presenca destes constituintes
também na fragdo seguinte, codificada como 6 Col. A.

O germacreno D (7-isopropil-10-metil-4-metileno-ciclodeca-5,10-dieno) ¢ um
metabolito secundario de esqueleto sesquiterpénico, com uma estrutura ciclica de 10 atomos
de carbono, com 3 duplas liga¢des, sendo duas pertencentes ao anel e uma dupla ligacao
exometilénica (Figura 19) (Ogamino et al., 2004). E um constituinte muito freqiiente em
diversos géneros, assim como no género Senecio, estando presente principalmente em o6leos
essenciais (Umlauf et al., 2004; Duarte et al., 2005). A sua ocorréncia freqliente pode ser
explicada pelo fato do germacreno D ser o intermedidrio chave na rota biossintética de varios
sesquiterpenoides, principalmente aqueles oxigenados que, por sua vez, ddo origem a

derivados de estruturas mais complexas (Biilow; Konig, 2000; Prosser et al., 2004; Minnaard,
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Wijnberg; Groot, 1999, Steliopoulos et al., 2002, Yohihara et al., 1969; Steele et al., 1998).
No entanto, este constituinte ndo ¢ adequado como marcador quimiotaxondémico, uma vez
que, além de ser pouco abundante em varias espécies do género, ¢ de ampla distribuicdo na
natureza, sendo produzido também por fungos, bactérias e invertebrados marinhos (Picaud et
al., 2006), além de ser uma substancia instavel (De Feo et al., 2003).

O germacreno D existe na natureza na forma de dois enantiémeros, (+) e (-) (Figura
45), como ocorre freqiientemente com a maioria dos sesquiterpendides existentes na natureza.
O enantiomero (-) ¢ amplamente distribuido entre as plantas superiores, enquanto que o
enantiomero (+) ¢ encontrado em organismos inferiores, como microbios e organismos
marinhos. Entretanto, ambos enantiomeros sdo descritos para algumas espécies vegetais
(Huntington; Kinnel, 2006; Prosser et al., 2004; Koenig, 2001; Biilow; Konig, 2000). Para o
germacreno D obtido de S. platensis nao foram realizados estudos visando a determinagao

e/ou quantificagdo do(s) enantiomero(s).

e G~

(-)-germacreno D (+)-germacreno L

Figura 45 - Enantiomeros do germacreno D (Adaptado de Mozuraitis et al., 2002)

Metade de todos os produtos quimicos ativos possuem um centro quiral (Ohloff, 1994
apud Stranden et al., 2002). Considerando que o receptor alvo €, na sua maior parte, de
natureza quiral, pode-se entender a importancia do estudo da quiralidade de moléculas
organicas como critério para a atividade biologica (Smith, 1989 apud Silva, 2005). Este fato
pode ser evidenciado pelos diferentes efeitos apresentados pelos enantidomeros (-) ¢ (+) do
germacreno D no comportamento de insetos.

Estudos realizados por Stranden et al. (2002) demonstraram que a mariposa
Helicoverpa armigera possui um tipo de receptor neural que apresenta sensibilidade e
seletividade ao germacreno D. Os neuronios da mariposa respondem a ambos enantidmeros
do germacreno D, sendo que o enantidmero (-) apresentou um efeito estimulante 10 vezes

maior que o enantiomero (+).
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Para Heliothis virescens, uma mariposa que aparece com certa freqiiéncia em
plantacdes de tabaco e que alimenta-se deste quando em sua fase larval, foi constatado que o
(-)-germacreno D provoca um aumento da atracdo e da oviposi¢do de fémeas desta espécie
(Mozuraitis et al., 2002).

Segundo Stranden et al. (2003), os principais receptores olfativos neurais das
mariposas respondem ao (-)-germacreno D, principalmente em Heliothis virescens,
Helicoverpa armigera e Helicoverpa assulta. Segundo este autor, a estimulacdo dos
neurdnios pelo (-)- germacreno D esta relacionada ao seu sistema anelar de 10 membros e as
trés duplas ligagdes, que agem como centros ricos em elétrons.

Ainda em relagdo as larvas, ¢ relatada a atividade inibidora do apetite de larvas da
mariposa Thaumetopoea pityocampa (Petrakis et al., 2005), bem como uma agao estimulante
da oviposicao da mariposa Diaphania nitidalis Stoll. (Peterson et al., 1994).

O germacreno D parece estar envolvido no reconhecimento da planta hospedeira pelo
besouro do tomate, Leptinotarsa decemlineata Say (Weissbecker et al., 1997), e ¢
reconhecido como estimulante sexual de machos de duas espécies de barata, Periplaneta
americana ¢ P. japonica (Kitamura et al., 1976).

Para o germacreno D sdo descritas as atividades inibidora da producdo de 6xido nitrico
em macrdofagos ativados (Matsuda et al., 1999), tripanossomicida in vitro (Biavatti et al.,
2001), auséncia de citotoxicidade frente a Artemia salina (Biavatti et al., 2001) e auséncia de
atividade antimicrobiana frente diferentes microrganismos (Biavatti et al., 2001; Deuschle,
2003).

Até o momento a presenca do germacreno D foi descrita para: S. vitalis N. E. Br.
(Bohlmann; Ziesche, 1980); S. trichopterygius Muscher (Bohlmann et al., 1980); S. jacobaea
L. (Dooren et al., 1981); S. implexus Bally (Bohlmann et al., 1981); S. macrotis Baker
(Bohlmann et al., 1981); S. glanduloso-pilosus Volkens et Muschler (Bohlmann;Gupta,
1982); S. lyndenburgensis Hutch. et Burtt Davy (Bohlmann; Bapuji, 1982), S. pleistocephalus
S. Moore ¢ S. coronatus (Thunb.) Harv. (Bohlmann; Zdero, 1982), S. microglossus DC.
(Bohlmann et al., 1983), S. brasiliensis (Sprengel) Less. e S. venosus Harv. (Bohlmann et al.,
1985); S. desfontainei Druce (Metwally; Dawidar, 1986); S. discolor (Sw) DC., S. richii A.
Gray e S. variabilis Sch. Bip (Bohlmann et al., 1986); S. philippicus Regel et Koern. e S.
subumbellatus Phil. (Jakupovic et al., 1991); S. desiderabilis Vellozo (Deuschle, 2003); S.
bonariensis Hook et Arn. (Silva, 2006), S. heterotrichius DC (Francescato et al., 2007) e S.
crassiflorus (Poir) DC var. crassiflorus (Murari, 2007).
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Grande parte dos peroxidos de origem natural foram isolados de plantas da familia
Asteraceae, tendo sido véarios relatados para o género Senecio (Tabela 5), sendo em sua
maioria derivados de estrutura mono e sesquiterpenodide. Entretanto, apenas um pequeno
numero teve suas atividades biologicas investigadas (Tolstikov et al., 1996; Riicker, 1997).

Os peroxidos naturais, em geral, sdo substancias altamente reativas, portanto com alta
instabilidade e curta vida metabdlica, dificultando o seu isolamento e avaliagdo biologica.
Devido a esta instabilidade, alguns peréxidos de origem vegetal podem ser obtidos de maneira
indireta, através do isolamento de seu precursor no vegetal, seguido de um processo de semi-
sintese, sendo assim possivel obté-lo em quantidade suficiente para uma avaliacdo das suas
atividades biologicas.

O método de semi-sintese de peroxidos utilizado neste trabalho foi a foto-oxidagao,
que consiste em utilizar uma molécula fotossensibilizadora, Rosa de Bengala
(C2oH2CLIsNa,Os) (Figura 46) que, ao absorver luz verde na presenca de oxigénio, torna-se
uma molécula no estado singlete eletronicamente excitada, transferindo sua energia para o
oxigénio molecular (*0,), convertendo-o a oxigénio singlete ('O,). Este oxigénio singlete
realiza a oxidacao da substancia precursora, originando o peroxido (Affek; Yakir, 2002;

Miller, 2005).

N coO

Cl

Figura 46 - Estrutura quimica do corante Rosa de Bengala, utilizado como molécula fotossensibilizadora

Existem dois mecanismos de producao de oxigénio reativo por foto-oxidagao (Figura
47): o fotossensibilizador no estado singlete fundamental (Sy) ¢ irradiado com luz visivel
gerando fotossensibilizador no estado singlete excitado (S;). No mecanismo tipo I, S; pode
decair para um estado triplete excitado (T,) gerando radical superoxido (*0O;7). No mecanismo
tipo II, S, decai para um estado (T;) gerando oxigénio singlete ('O,) (Ribeiro; Jorge, 2004). O
mecanismo segundo o qual foi gerado o oxigénio singlete nos experimentos descritos neste

trabalho foi do tipo II.
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Figura 47 - Mecanismos tipo I e II na producao de oxigénio reativo. RB (Rosa de Bengala), S, (singlete no
estado fundamental), S, (singlete no estado excitado), T; (triplete no estado excitado), >0, (radical
superoxido), 'O, oxigénio singlete (Adaptado de Ribeiro; Jorge, 2004)

Existem diversas utilidades para as reagdes de foto-oxidagdo além da obtencdo de
compostos com grupamento perdxido por semi-sintese a partir de seu precursor. A foto-
oxida¢do também ¢ utilizada na modificacdo de compostos isolados de fontes naturais, na
tentativa de se obter produtos com maior potencial farmacolégico e com menos efeitos
adversos e nos processos de degradagdo de compostos organicos de todos os tipos (Braun;
Oliveros, 1990). Também ¢ utilizada na terapéutica, mais especificamente na terapia
fotodindmica, por meio da administragdo de um composto fotossensibilizador (FS) ao
paciente, e uma posterior irradiacdo do tecido tumoral com luz visivel (Figura 48). O
composto FS, excitado pela luz, reage com o oxigénio presente no meio, produzindo espécies
reativas de oxigénio. Tais espécies danificam varios componentes das células cancerigenas
como, por exemplo, acidos nucléicos e proteinas. Isto resulta numa cascata de eventos
oxidativos que ocasionam a morte das células tumorais por apoptose e/ou necrose (Ribeiro;

Jorge, 2004).
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mmor  Diradiacio com luz visivel destruicio do tumor

Administracio do FS

Figura 48 - Esquema de tratamento de um tumor utilizando a terapia fotodinidmica (fotossensibilizador).
FS — Fotossensibilizador ( Adaptado de Ribeiro; Jorge, 2004)

Através da reagdo de semi-sintese por foto-oxidagdo da fracdo contendo o germacreno
D, utilizando o Rosa de Bengala como agente sensibilizante, foi obtido o germacreno-D-1-
hidroperdxido como principal produto formado. O germacreno D foi isolado e comparado em
CCD com o germacreno-D-1-hidroperdxido, seu produto reacional, sendo as substancias
detectadas com anisaldeido-H,SO4 e com o reagente especifico para peroxidos.

O mecanismo de semi-sintese do germacreno-D-1-hidroperéxido a partir do
germacreno D foi estudado por Francescato, 2007. Segundo este autor, ocorre inicialmente a
adigdo de 'O, a dupla ligagdo endociclica entre C-1 e C-10, produzindo um complexo
intermedidrio (excipleto) que, em seguida, transforma-se em um perepdxido e abstrai um
atomo de hidrogénio em posi¢ao alilica do C-14; apds um rearranjo, forma-se entdo o

germacreno-D-1-hidroperoxido (Figura 49) (Francescato et al., 2007).

OOH
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+04J —_— \
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oo |
germacreno D exciplexo perepoxido g.ermacre’nc.)—D—l -
hidroperoéxido

Figura 49 - Foto-oxidacdo do germacreno D através de uma reacdo do tipo ENE, resultando no
germacreno-D-1-hidroperéxido (Fonte: Francescato, 2007)
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Segundo Clennan; Pace (2005), existem alguns pontos chave nesta reacdo, a saber: (1)
o oxigénio singlete como componente eletrofilico e o alqueno como componente nucleofilico
da reacdo, (2) um processo suprafacial envolvendo a adi¢do de oxigé€nio e a remogdo de
hidrogénio da mesma face do alqueno, (3) somente os hidrogénios com orientagdo espacial
adequada sdo submetidos a abstragdo, (4) a abstracdo do hidrogénio ocorre preferencialmente
no lado alqueno onde ha maior numero de hidrogénios, fenomeno conhecido como efeito cis,
e (5) as interagdes entre o hidrogénio e o oxigénio externo do perepoxido podem predizer o
produto formado.

O germacreno-D-1-hidroperoxido, derivado do germacreno D, ja foi isolado das partes
aéreas de Senecio glanduloso-pilosus Volkens et Muschler por Bohlmann; Gupta (1982) e foi
semi-sintetizado por Francescato, (2004). Este hidroperéxido apresentou atividade
antifingica, inibindo o crescimento de Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601, com um CIM
de 2,5 mg/mL, e uma atividade antimicrobiana frente a alga Prototheca zopfii (isolado
clinico), que teve seu crescimento parcialmente inibido nas concentragdes de 5 e 2,5 mg/mL
(80 e 50% de inibicao, respectivamente) (Francescato, 2007).

A deidrofuquinona (4,4a,5,6,7,8-hexa-hidro-3-isopropilideno-4a,5-dimetil-naftalen-2-
ona), também denominada de de-hidrocaranona (Schenato et al., 2001; Reich et al., 1986;
Alkhathlan et al., 2005; Gaiakwad; Madyastha, 2002), apresenta uma estrutura biciclica de 15
atomos de carbono, sendo 10 deles distribuidos nos dois ciclos. Possui 3 duplas ligagdes, uma
endociclica e duas exociclicas, sendo a dupla do C-8 proveniente de uma carbonila. Pode ser
classificada como um sesquiterpendide de esqueleto do tipo eremofilona, pela presenga de um
grupo cetonico em uma estrutura do tipo eremofilano (Figura 30) (Schenato et al., 2001).

Estudos realizados por Gaiakwad; Madyastha (2002) propuseram uma provavel rota
de biossintese para os furanoeremofilanos de baixo peso molecular em plantas superiores. A
deidrofuquinona, pelo fato de coexistir na natureza com a furano-deidrofuquinona, foi
incubada com citocromo P-450 na presenca de NADPH e O, (Figura 50). Uma anélise
realizada em CG-EM mostrou a presenca de dois derivados furdnicos na mistura reacional
(4,4a,5,6,7,8-hexa-hidro-3-isopropilideno-4a,5-dimetil-naftalen-2-ona (2) e 4,4a,5,6,7,8-
hexahidro-3,4a,5-trimetilnafto  (2,3-b)furano (3). Essa reacdo de hidroxilagdo da
deidrofuquinona conduziu a formag¢ao de derivados com um anel furano, e demonstrou que a
reacdo ¢ mediada pela a¢do do citocromo P-450, o que indica que um mecanismo similar a
este pode ser o responsavel pela biossintese de furanoeremofilanos nas plantas. Os
furanoeremofilanos sdo constituintes bastante freqiientes no género Senecio, tendo sido

descrita a atividade hipoglicemiante (Inman et al., 1999) para esta classe de compostos.
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Figura 50 - Proposta de biossintese de furanoeremofilanos a partir da deidrofuquinona. (1)
deidrofuquinona; (2) 4,4a,5,6,7,8-hexahidro-3-isopropilideno-4a,5-dimetil-10-hidroxi-naftalen-2-ona; (3)
4,4a,5,6,7,8-hexahidro-3,4a,5-trimetilnafto (2,3-b) furano; e (a) incuba¢io na presenca de citocromo P-450,
NADPH e O, (Adaptado de Gaiakwad; Madyastha, 2002)

Em relagdo a sintese organica da deidrofuquinona, Reich; Eisenhart (1984) através de
uma reacao de Diels-Alder a partir de uma silil-cetona, obtiveram a deidrofuquinona, com um
rendimento de 93%.

Até o momento, a deidrofuquinona foi isolada das raizes de Semecio aureus L.
(Nachman, 1983), das partes aéreas de Senecio glaucus subsp. coronopifolius (Maire
Alexander) (De-Pooter et al., 1986) e das partes aéreas de S. desfontainei Druce (Ahmed,
1991), S. humillimus Sch. Bip. (Bohlmann et al., 1981) e S. linearifolius A. Rich. (Zdero et
al., 1990). Entretanto, esta substdncia ainda ndo havia sido isolada de Senecio platensis
Arech., uma vez que este ¢ o primeiro estudo fitoquimico da espécie alvo deste trabalho,
sendo o mesmo valido para o germacreno D e o espatulenol.

Apesar da deidrofuquinona ter sido reportada pela primeira vez em 1968 (Naya et al.,
1968 apud Reich; Eisenhart, 1984), ndo existia at¢ o momento, registros de atividades
biologicas para esta substancia. Os resultados relativos aos testes de avaliacdo da atividade
antibacteriana para a deidrofuquinona descritos neste trabalho sdo, portanto, também inéditos.

Neste estudo, tanto a deidrofuquinona quanto o espatulenol tiveram suas atividades
bactericida e bacteriostatica testadas contra as cepas Bacillus cereus (ATCC 14579), Bacillus
cereus (isolado clinico de paciente com endocardite) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853).

A deidrofuquinona apresentou um valor de CIM de 256 pg/mL, tanto para Bacillus
cereus ATCC 14579, quanto para a cepa hospitalar. Entretanto, os valores de CBM foram
mais elevados, para esta Ultima (Tabela 23). Estes resultados evidenciam a atividade
bacteriostatica da deidrofuquinona em relag@o a sua atividade bactericida, contra as bactérias
testadas. A maior resisténcia do isolado clinico era esperada, uma vez que as cepas
hospitalares apresentam freqlientemente uma menor susceptibilidade, inclusive aos

antibidticos de utilizagdo terapéutica (Neely; Holder, 1999).
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Bacillus cereus ¢ uma bactéria Gram-positiva aerdbia ou facultativamente anaerobia,
formadora de esporos. E causadora de intoxicacdes alimentares por todo o mundo e
freqiientemente associada ao consumo de arroz mal acondicionado apds o cozimento. No
organismo, esta bactéria causa uma ac¢ao emética e diarréica devido a liberacao de toxinas.
Esta bactéria também ¢ responsavel por complicacdes mais severas como a endocardite e a
cegueira (Drobniewski, 1993).

Para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, tanto a deidrofuquinona quanto o
espatulenol ndo apresentaram atividades bacteriostatica ou bactericida nas concentragdes
testadas. Este resultado ndo surpreende, pois em geral bactérias Gram-negativas sdo mais
resistentes em relacdo as bactérias Gram-positivas (Rabe, 1997; Vlietinck et al., 1995) e sao
menos suscetiveis as acdes de produtos naturais em comparagdo com as Gram-positivas
(Cosentino et al., 1999, Oyedeji et al.,, 1999, Deena; Thoppil, 2000). Este fato se da
provavelmente devido a diferencas morfologicas, uma vez que, as bactérias Gram-negativas
apresentam parede complexa, constituida por uma membrana dupla, que fornece protecdo
(Holley; Patel, 2005). Em consequéncia desta maior resisténcia, as bactérias Gram-negativas,
particularmente Pseudomonas aeruginosa, surgem como uma grande ameaga aos pacientes
hospitalizados (Holder, 2004).

O espatulenol (11B-hidroxi-1,8a-aromadendreno), isolado pela primeira vez do 6leo
essencial de Eucalyptus spathulata (Bowyer; Jeffries, 1963 apud Orsini et al., 1993), é um
constituinte sesquiterpénico oxigenado de esqueleto do tipo aromadendrano (guaiano) (Sarker
et al., 1997, Tringali et al., 1995). Possui 15 atomos de carbono, sendo 10 deles distribuidos
em seus 3 ciclos. Apresenta apenas uma unica dupla ligagdo, sendo esta exometilénica. Possui
ainda uma hidroxila no carbono 4.

No género Senecio, o espatulenol foi isolado das partes aéreas de Senecio canescens
Humb. (Abdo et al., 1992), S. subumbellatus Phil. (Jakupovic et al., 1991), S. magnificus F.
Muell. (Zdero et al., 1990), S. grandifolius Less., S. dolichodoryius Cuatrec., S. variabilis
Sch. Bip. (Bohlmann et al., 1986), S. dryophyllus Meyen et Walp (Dupré et al., 1991) e S.
ochoanus Cuatr. (Bohlmann et al., 1983).

A sintese organica do (+)-espatulenol foi realizada pela primeira vez por Lier et al.,
(1985). A reacdo foi conduzida em trés etapas a partir do (+)-aromadendrano apresentando
um rendimento de 13% (Lier et al., 1985).

Em um estudo realizado por Cantrell et al., (2005) sobre a atividade repelente de
mosquitos, foi demonstrado que o espatulenol ¢ altamente efetivo, prevenindo picadas de

Aedes aegypti € Anopheles stephensi e, segundo o autor, representa uma boa alternativa aos



126

repelentes sintéticos existentes no mercado, além de servir como modelo para modificagdes
estruturais e sintese de estruturas analogas, que aperfeigoem as propriedades repelentes desta
substancia. A empresa japonesa SUMITOMO CHEMICAL CO patenteou o espatulenol como
substancia ativa em um inseticida contra Aedes aegypti e Culex pipiens (JP 2000026210).
Além desta, hd também a patente norte-americana, protegendo a utilizagcdo do (+)-espatulenol
e/ou (+)-4a-alloespatulenol, assim como o seu processo de produgdo, na fabricacdo de
flavorizantes de alimentos e como constituinte de perfumes (US 4783558)

Os dados referentes a toxicidade do espatulenol sobre Artemia salina constantes na
literatura indicam uma CLs, 19,4pM (Pacciaroni et al., 2000) e CL1¢ 50 pg /mL (Hellmann et
al., 2001). A determinacdo da toxicidade aguda de uma substincia ¢ extremamente
importante, principalmente considerando o seu uso indevido pela populagdo. O teste de
toxicidade utilizando Artemia sp ¢ amplamente conhecido, por ser um bom indicador de
toxicidade, sendo de facil manipulacdo e de baixo custo (Dias et al., 2002).

Ainda no estudo de Pacciaroni et al., 2000 foram avaliadas as atividades citotoxica
contra células KB (células de carcinoma da epiderme bucal humana), sendo que o espatulenol
exibiu uma citotoxicidade moderada (Cls, 83,8 uM); também apresentou atividade inibitéria
em 39% da enzima topoisomerase I, principal mecanismo citotoxico de varios agentes
quimioterapicos. O espatulenol ainda exerceu uma atividade citotoxica seletiva contra células
SKMel-2 (células do melanoma humano).

O efeito citotoxico do espatulenol também foi avaliado in vitro em células Hep2
(carcinona da laringe), tendo exibido uma Cls, de 36,2 pg/mL, considerada uma atividade
citotoxica de moderada a fraca (Matos et al., 2006).

Matsuda et al., (2000) encontraram para o espatulenol a atividade inibidora da
producao de 6xido nitrico (NO) em lipo-polissacarideos ativados de macrofagos em ratos. O
6xido nitrico estd envolvido em processos fisioldgicos e patologicos, como vasodilatagdo,
defesa imune inespecifica, isquemia por reperfusdo, inflama¢do cronica e no processo de
apoptose (Estévez et al., 1999). Até¢ 1987 o 6xido nitrico era visto exclusivamente como gas
toxico, encontrado na fumaga de cigarros e descarga dos automoveis. Mas no final da década
de 80, este composto foi identificado como um dos envolvidos na vasodilatacdo do endotélio.
Hoje ¢ conhecido ndo apenas por seu efeito vasodilatador, mas também como um gas que
desempenha importante papel no relaxamento da musculatura lisa, em geral na inibigdo
plaquetaria, na remog¢do de radicais livres, na lise de células tumorais, na liberacao de
hormoénios e na resposta imune. A produ¢do anormalmente elevada ou reduzida de NO pelo

organismo pode produzir efeitos adversos. Niveis elevados de NO enddgeno estdo associados
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ao desenvolvimento de artrite reumatéide e hipotensdo causada pela vasodilatacdo acentuada,
enquanto que a producdo reduzida de NO enddgeno pode resultar no desenvolvimento de
hipertensdo pulmonar, aterosclerose, espasmo vascular ou angina (Jacobson, 2002; Yunes;
Calixto, 2001).

Segundo Pérez-Hernandez et al., (2006), o espatulenol exibiu um potente efeito
inibidor da contracdo da musculatura uterina, sendo seu efeito dose-dependente. O estudo
mostrou ainda que a atividade inibidora da contragdo uterina pelo espatulenol ndo se
modificou ao se utilizar L-NAME (nitro-L-arginina-metil-éster, um inibidor nao seletivo da
oxido-nitrico sintase), e propanolol, o que sugere que este composto atue como bloqueador
dos canais de célcio.

Quanto a atividade antimicrobiana, o espatulenol mostrou-se ativo contra
Staphylococcus aureus ATCC 6538 ¢ Proteus mirabilis ATCC 14153, com um CIM de 136,0
ug /mL para ambas as cepas, e inativo contra Candida albicans ATCC 10231, S. epidermis
ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1539 e Escherichia coli ATCC 8539. No entanto esta
auséncia de atividade ndo pode ser analisada, uma vez que as maximas concentragoes testadas
ndo sdo citadas pelo autor (Ulubelen, et al., 1994). Entretanto, o resultado obtido frente a
Pseudomonas aeruginosa estd de acordo o descrito neste trabalho, que comprova que o
espatulenol ndo possui atividade antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa até a
concentracdo de 8192 pg /mL. Neste caso, os resultados dos dois estudos podem ser
comparados, uma vez que utilizam a mesma metodologia de avaliacdo, ou seja, a
microdilui¢do em caldo.

As propriedades antimicrobianas do espatulenol também foram avaliadas por Silva;
Rosalen (2004) através de testes de concentragdo inibitéria minima (CIM), concentragao
bactericida minima (CBM) e inibicdo da aderéncia celular sobre a superficie de vidro (ADE)
contra patdgenos orais. Segundo os autores, o espatulenol ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra Streptococcus mutans Ingbritt 1600, S. mutans UA 159, S. sobrinus
6715 e 2 cepas clinicas isoladas destes microrganismos, bem como contra Enterococcus
faecalis ATCC 29212 e Actinomyces naeslundii ATCC 19246.

Neste estudo o espatulenol apresentou uma atividade bacteriostatica igual a atividade
bactericida, possuindo CIM e CBM de 64 pg/mL para a cepa de Bacillus cereus ATCC
14579. Para a cepa hospitalar de B. cereus, o espatulenol mostrou uma atividade
bacteriostatica superior a apresentada frente cepa ATCC, sendo a CIM de 32 ug/mL. Neste

caso, entretanto, sua acdo bactericida foi inferior, com um CBM superior a concentragdo de
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8192 pg/mL. Segundo a literatura, os alcodis possuem atividade bactericida agindo como
agentes desnaturantes de proteinas, como solventes ou como agentes desidratantes (Dorman,;
Deans, 2000). Segundo Griffin et al (1999), os constituintes dos 6leos essenciais contendo um
grupamento fenolico ou alcodlico, seguidos pelos aldeidos e cetonas, exibem efeitos
inibitérios mais pronunciados sobre o crescimento microbiano. Os resultados deste estudo
concordam com os existentes na literatura, visto que o espatulenol possui uma fungao alcool
em sua estrutura e apresentou uma CIM menor em relagdo a deidrofuquinona. Mesmo com
esqueletos diferentes, ambos os constituintes isolados derivam do farnesil-pirofosfato sendo,
portanto, sesquiterpendides. Como era esperado, o espatulenol apresentou uma atividade
bactericida superior aquela exercida pela deidrofuquinona, a qual possui uma funcao cetona
em sua estrutura.

O mecanismo de acdo dos compostos terpénicos ndo esté totalmente elucidado. Alguns
estudos indicam que a atividade antibacteriana pode ser conferida pela lipofilia dos
hidrocarbonetos de estrutura terpénica, caracteristica que permitiria a particdo destes
compostos nos lipideos da membrana celular e da mitocondria, aumentando sua
permeabilidade e levando ao extravasamento do contetido celular (Cowan, 1999). No entanto,
este ndo parece ser o Unico mecanismo envolvido na atividade antimicrobiana dos
terpendides, uma vez que o germacreno D, por ser um hidrocarboneto, apresenta
caracteristicas lipofilicas acentuadas e ndo exibiu crescimento microbiano até a concentracao
de 5000 pg/mL (Deuschle et al., 2007).

Os resultados dos testes para avaliagdo da atividade antimicrobiana do espatulenol e da
deidrofuquinona frente ao B. cereus apresentados neste trabalho sdo considerados animadores,
por tratar-se de uma bactéria esporulada e, portanto, portadora de forma especial de

resisténcia.
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6 CONCLUSOES

Ap6s o estudo do extrato CH,Cl, das partes aéreas de Senecio platensis Arech. pode-se

concluir que:

O extrato CH,Cl, da espécie em questdo apresentou dois constituintes com grupamento

perdxido;

Foi possivel isolar o germacreno D, um intermedidrio chave na biossintese de varios
compostos sesquiterpenoides, entre eles a deidrofuquinona e o espatulenol. O rendimento

deste composto foi de 1,9% em relagdo a 1 Col. A.

Através de uma reagdo de foto-oxidacdo do germacreno D, foi possivel obter o
germacreno-D-1-hidroperdxido, sendo este o peroxido mais polar dos dois constituintes

com este grupamento presentes no extrato.

Foi isolada a deidrofuquinona, um sesquiterpendide de esqueleto do tipo eremofilano,
sendo esta uma provavel substincia chave na biossintese da furano-deidrofuquinona nas

plantas. O rendimento deste composto em relagdo a fracdo 5 Col. A foi de 2,24%.

Também foi possivel isolar o espatulenol, um sesquiterpendide de esqueleto do tipo
aromadendrano (guaiano). O rendimento deste composto em relacao a fragao 5 Col. A foi

de 4,08%.

A deidrofuquinona apresentou CIM de 256 pg/mL e CBM de 4096 ug/mL contra Bacillus
cereus ATCC 14579; e CIM de 256 pg/mL e CBM > 8192 pug/mL contra a cepa
hospitalar de Bacillus cereus testada. Este composto ndo inibiu o crescimento de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 até a concentracdo de 8192 pg/mL.

O espatulenol apresentou CIM e CBM de 64 ng/mL contra Bacillus cereus ATCC 14579,
e CIM de 32 pg/mL e CBM > 8192 pg/mL contra o isolado clinico de Bacillus cereus
utilizado no testes. Frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 nado foi possivel

detectar atividade até a concentracao de 8192 pg/mL .
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PYRROLIZIDINE ALKALOIDS FROM Senecio SPECIES. Senecio species contain a large variety of secondary metabolites and
many of these plants afford pyrrolizidine alkaloids. This paper is a review of the literature, describing 62 pyrrolizidine alkaloids

already isolated in 62 of more than 2000 species of Senecio, distributed worldwide. The structure-activity relationships involving

their toxicity are also discussed, since some Senecio species used for medicinal purposes are responsible for causing serious adverse

effects.

Keywords: Senecio; pyrrolizidine alkaloids; hepatotoxicity.

INTRODUCAO

O género Senecio (tribo Senecioneae, Asteraceae) € constitui-
do por mais de 2000 espécies de ampla distribuigdo mundial'. No
Brasil, foram catalogadas cerca de 85 espécies pertencentes ao
género, dentre as quais 33 sdo nativas da regido sul' e 25 foram
identificadas no Rio Grande do Sul’.

Os alcaldides pirrolizidinicos (APs) sdo considerados um im-
portante grupo de constituintes do género Senecio. Sdo conhecidos
por causarem intoxicagdes em animais herbivoros de grande porte,
como bovinos, ovinos, suinos e eqiiinos, levando a perdas conside-
raveis na pecudria para o sul do Brasil, Argentina, Paraguai e Uru-
guai*®. A literatura também relata a ocorréncia de intoxicacoes fa-
tais em seres humanos devido ao consumo de espécies de Senecio
contendo Aps®®, que tém sido empregadas na medicina popular de
diversos paises, inclusive na América Latina®'".

TIPOS DE ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS
ENCONTRADOS EM ESPECIES DE Senecio

APs sdo ésteres de aminodlcoois com um nicleo pirrolizidinico
(necina) e dcidos aliféticos (dcidos nécicos), que podem ocorrer na
forma de mono, di e diésteres ciclicos. As necinas caracterizam-se
por apresentar um sistema biciclico com um nitrogénio tercidrio
como “cabega de ponte”, um grupamento hidroximetila em C1 e
uma hidroxila em C78 (Figura 1). Os APs podem apresentar a necina
insaturada entre os carbonos C1 e C2, sendo esta caracteristica um
pré-requisito para a sua toxicidade aguda e croénica®'*'"*. Os APs
que possuem a necina saturada ndo sdo téxicos aos mamiferos'.

HO OH

Figura 1. Estrutura bdsica de uma necina

*e-mail: hberta@ccs.ufsm.br

Segundo Trigo®, por serem muito comuns ao género, os APs
podem ser utilizados como marcadores quimiossistematicos para
a tribo Senecioneae, uma vez que a maioria apresenta uma estrutu-
ra macrociclica diéster do tipo senecionina (Tabela 1) e/ou sdo mono
e diésteres do tipo triangularina (Tabela 2).

Embora os alcaléides pirrolizidinicos sejam considerados
metabdlitos secunddrios caracteristicos do género Senecio, eles nao
estdo presentes em todas as espécies e também tém sido relatados
em géneros vizinhos®. Além da variabilidade inter-especifica na
composicio de APs, pode ocorrer variacdo intra-especifica na con-
centracdo dos mesmos, conforme a época e o local da coleta, a
parte da planta e seu quimiotipo®.

A biossintese dos APs tem inicio nas raizes de Senecio, onde
sdo produzidos primeiramente N-6xidos da senecionina. Estes sdo
transportados para os érgdos superiores da planta, onde sofrem al-
teracdes estruturais, originando os diferentes APs*. Entretanto,
somente se tornam téxicos quando metabolisados pelo figado
a uma forma pirrdlica altamente reativa, conhecida como deidro-
alcaldide®.

O efeito hepatotoxico destes alcaldides, devido a atuagdo de
seus metabodlitos como agentes alquilantes, estd bem estabelecido.
Primeiramente ocorre uma oxida¢do (desidrogenac¢do) no carbo-
no-o. ao N, catalisada por monooxigenases do citocromo P-450%,
Os derivados pirrélicos assim originados sdo reativos e sofrem con-
versdo espontinea, originando agentes eletrofilicos, que reagem
com substancias celulares de cardter nucleofilico através de uma
adicdo de Michael. A glutationa reduzida apresenta cardter
nucleofilico e, devido a esta caracteristica, protege o organismo,
uma vez que captura os derivados pirrélicos toxicos, sendo esta a
principal rota de detoxificacdo utilizada pelo organismo. No en-
tanto, outros nucleofilicos das células, como dcidos nucleicos e
proteinas vitais, também reagem com os derivados pirrdlicos, for-
mando adutos®. A alteracdo na estrutura de moléculas vitais leva a
alteracdo de sua funcdo, o que explica as diversas manifestacdes
patoldgicas ocasionadas pelos APs.

As diferentes espécies animais apresentam suscetibilidades
varidveis frente aos APs, na dependéncia do tipo de metabolismo
enzimdtico destes no microssoma hepdtico. A produg@o do nicleo
pirrélico em baixas quantidades e as altas taxas de conjugacido com
a glutationa parecem ser as razdes para a maior resisténcia de ove-
lhas e hamsters a toxicidade destes alcaldides™. A ingestdo cronica
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Tabela 1. Principais alcal6ides pirrolizidinicos do tipo senecionina presentes em espécies do género Senecio

Alcaléides Espécies de Senecio Ref. Alcaléides Espécies de Senecio Ref.
Pirrolizidinicos Pirrolizidinicos

S. jacobaea L. 16 HO_ S. cacaliaster Lam. 23

H 0
et
N

Bulgarsenina

S. hadiensis Forsk. 17 Cl on A0 S. leptolobus DC. 4

H* le)
€]
o
X
N

Doronina

S. hadiensis Forsk. 17 OH S. microphyllus Phil. 8

S. syringifolius O. Hoffm. 17 WO
o? o
0
%
N

Emilina
., pOAC S. pterophorus DC. 7 HO. S. erucifolius L. 16
S o S S. jacobaea L. 16,24
o” H ° i 0
AN 0™ ™o "
N N
Acetilseneciofilina N
Eruciflorina
-~ A S lautus Forster f. ex Willd. 18 S. aquaticus Hill. 25
X 20 S. magnificus F. Muell. 19 /T\'>\( S. argunensis Turcz. 26
o S. quadridentatus Labill. 19 v OH_O S. erraticus Bertol. 8
o0 S. erucifolius L. 16
é))i é))/ S. jacobaea L. 16,24
N S. persoonii De Not. 27

Erucifolina

Y S. adonidifolius Loisel. 20 N-6xido de S. persoonii De Not. 27
HO Z0 Erucifolina
0 o)
o) 0

H
S
N
Adonifolina
S. syringifolius O. Hoffm. 17 S. adonidifolius Loisel. 20,28
S. erraticus Bertol. 8
S. glaber Less. 8
S. leptolobus DC. 34
S. quebradensis Greenm. 29
Florosenina
S. ruwenzoriensis S. Moore. 21,22 H S. nemorensis L. 30
X /O

Fuchsisenecionina

Bislina
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Tabela 1. continuagio
Alcaléides Espécies de Senecio Ref. Alcaléides Espécies de Senecio Ref.
Pirrolizidinicos Pirrolizidinicos
«., JOH S. hadiensis Forsk. 17 HO, . S. jacobaea L. 24,33
X . /O <
>~ (0]
N
Hadiensina
S. argunensis Turcz. 26 S. jacobaea L. 16,24,33
S. selloi (Spreng) DC. 4 o Ho S. jacobaea L. 16,24,33
0
o
o
H
%
N
Jacozina
S. argunensis Turcz. 26 H, )0 OAe S. gallicus Vill. 28
S. brasiliensis 4,10,15,31 ) o S. microphyllus Phil. 8
(Sprengel) Less. if 0
S. erucifolius L. 16 0 o
S. glabellus Poir. 32 N
S. heterotrichus DC. 3,4 N
E-Integerrimina S. jacobaea L. 16,24,33 . l\ »
S. leptolobus DC. 3,4 euiarzina
S. longilobus Benth. 32 HOG ¢ o S. grandifolius Less. 29
S. malacitanus L. 34 Y = S. leptolobus DC. 3,4,35
S. murorum Remy 8 0
0
\
%
|
Neosenquirquina
S. ruwenzoriensis S. Moore. 21,22 0 HO . S. argunensis Turcz. 26
S, N0 S, erraticus Bertol. 8
g S. glaber Less. 8
© o S. leptolobus DC. 4
X S. lorenthii Hochst. 36
N
Isolina ‘ X
Otosenina
OH S. pterophorus DC. 7 HOL - o 5. bonariensis Hook. et Arn. 37
~ A0 S - ~ S. granatensis Boiss. 34
o 0 o” o S. jacalensis Greenm. 38
H on H S. madrensis A. Gray 39
7 S. polypodioides Greene 39
N
N
Isorosmarinina Platifilina
o HQ o S. jacobaea L. 16,24,33 N-oxido de S. granatensis Boiss. 34
: platifilina S. madrensis A. Gray 39
S. polypodioides Greene 39

[} ©0
H
X
N

Jacobina
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Tabela 1. continuagio
Alcaléides Espécies de Senecio Ref. Alcaléides Espécies de Senecio Ref.
Pirrolizidinicos Pirrolizidinicos
S. bonariensis Hook. et Arn. 40 S. aquaticus Hill. 25
S. brasiliens (Sprengel) Less.  4,10,15,31 S. argunensis Turcz. 26
S. cisplatinus Cabrera 3.4 S. brasiliensis 10
S. conyzifolius Baker 37 - (Sprengel) Less.
S. cymbalorioides Nutt. 41 H N S. crassiflorus (Poir.) DC. 45
S. gilliesianus Hieron. 42 N S. erraticus Bertol. 8
S. heterotrichus DC. 3.4 7-Seneciofilina S. erucifolius L. 16
Z-Retrorsina S. jacobaea L. 16 S. jacobaea L. 16,24,33
S. leptolobus DC. 4 S. laricifolius H.B.K. 29
S. longilobus Benth. 32 S. longilobus Benth. 32
S. malacitanus L. 34 S. lorenthii Hochst. 36
S. microphyllus Phil. 8 S. microphyllus Phil. 8
S. oleosus Vell. 37 S. multivenius Benth. 29
S. othonnaeflorus DC. 43 in Oerst.
S. oxiphyllus DC. 4 S. oxiphyllus DC. 4
S. prionopterus B. L. 39 S. patagonicus Phil. 8
Rob. e Greenm. S. persoonii De Not. 27
S. pseudaureus Rydb. 41 S. pterophorus DC. 7
S. selloi (Spreng) DC. 3,4
S. streptanthifolios Greene 41
S. uspallatensis Hook et Arn. 44
N-6xido de S. othonnaeflorus DC. 43 N-6xido de S. crassiflorus (Poir.) DC. 45
Retrosina Seneciofilina S. persoonii De Not. 27
(Isatidina)
S. cisplatinus Cabrera 4 S. argunensis Turcz. 26
S. oxiphyllus DC. 4 S. bonariensis Hook. et Arn. 37,40
S. brasiliens (Sprengel) Less. 4,10,15
S. cisplatinus Cabrera 3
S. crassiflorus (Poir.) DC. 45
S. cymbalorioides Nutt. 41
Z-Senecionina S. erraticus Bertol. 8
S. erucifolius L. 16
S. gallicus Vill. 28
S. gilliesianus Hieron. 42
S. glabellus Poir. 32
OH S. callosus Sch. Bip. 38 S. heterotrichus DC. 4
N N0 S hadiensis Forsk. 17 S. jacalensis Geenm. 38
P ! S, prerophorus DC 7 S. ]acgb.aeq L. 16,24,33
o &Tg S. et Less’ 39 S. laricifolius H.B.K. 29
N OH : R : S. leptolobus DC. 4
N S. syringifolius O. Hoffm. 17 S. longilobus Benth. 32
Rosmarinina S. madrensis A. Gray 39
S. malacitanus L. 34
S. microphyllus Phil. 8
S. multivenius Benth. 29
in Oerst.
S. nemorensis L. 30
S. oleosus Vell. 37
S. patagonicus Phil. 8
N-6xido de S. runcinatus Less. 39 S. prionopterus B. L. Rob. e 39
Rosmarinina Greenm.
S. pseudaureus Rydb. 41
S. pterophorus DC. 7
S. selloi (Spreng) DC. 34
S. streptanthifolios Greene 41
S. triangularis Hook. 41
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Tabela 1. continuagio
Alcaléides Espécies de Senecio Ref. Alcaléides Espécies de Senecio Ref.
Pirrolizidinicos Pirrolizidinicos
N-6xido de S. crassiflorus (Poir.) DC. 45 S. pterophorus DC. 7
Senecionina S. gallicus Vill. 28
H S. jacobaea L. 24 S. brasiliensis 4,10,15
X 0 S. leptolobus DC. 4 (Sprengel) Less.
S. selloi (Spreng) DC. 4 S. cisplatinus Cabrera 4
S. leptolobus DC. 4
S. malacitanus L. 34
S. murorum Remy. 8
S. oxiphyllus DC. 4
S. selloi (Spreng) DC. 4
S. gallicus Vill. 28
S. grandifolius Less. 29 S. patagonicus Phil. 8
S. laricifolius H.B.K. 29 S. uspallatensis Hook et Arn. 44
S. leptolobus DC. 4
S. quebradensis Grenm. 29
HO" N
- N
Senquirquina Uspalatina
Tabela 2. Principais alcal6ides pirrolizidinicos do tipo triangularina presentes em espécies do género Senecio
Alcaléides Espécies de Senecio Ref. Alcaléides Espécies de Senecio Ref.
Pirrolizidinicos Pirrolizidinicos
AngQ , CHOH S. elodes Boiss. ex DC. 34 S. chrysocoma Meerb. 49
U S. racemosus (Bieb.) DC. 50
N
7-Angelil-eliotridina
o o T}J\ S. aquaticus Hill. 25 S. chrysocoma Meerb. 49
? Y ! J \ S. conzatti Greenm. 47
N
9-Angelil-hastanecina
AngQ 4 / S. chrysocoma Meerb. 46 S. conzatti Greenm. 47
T S. doratophyllus Benth. 47
N
7B—Angelil-1-metileno e L
8a-pirrolizidina 7-Tiglil-platinecina
S. schweinfurthii O. Hoffm. 48 S. racemosus (Bieb.) DC. 50

HOH/;

7—Hidroxi-1-metileno
pirrolizidina

0
A <on

OSarr

AngQ H {
N

Racemodina
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Tabela 2. continuagio
Alcaléides Espécies de Senecio Ref. Alcaléides Espécies de Senecio Ref.
Pirrolizidinicos Pirrolizidinicos
Ang0  CH,0OH S. inornatus DC. 51 Ao u pOHONTE S chrysocoma Meerb. 49
- S. conzatti Greenm. 47
S - S. doratophyllus Benth. 47
N ) Neosarracina S. kaschkarovii C. Winke. 52
7-Angelil-retronecina
CH,0H S. cacaliaster Lam. 23
S. cacaliaster Lam. 23
S. kaschkarovii C. Winke 52 =
/65
7-Senecioil-9-sarracinoil
retronecina Sencalenina
SenO CH,OH S. cacaliaster Lam. 23 /Y Ho/r\ S. kaschkarovii C. Winke. 52
AN oo ) 0" o
N H
7-Senecioil-retronecina N N
Triangularina
S. chrysocoma Meerb. 49
S. conzatti Greenm. 47 S. kaschkarovii C. Winke. 52
S. doratophyllus Benth. 47 N HO Z
DA
Sarracina o)
N-6xido de S. deformis Klatt. 47
Sarracina Neotriangularina

de plantas contendo APs, por animais de laboratério, levou ao de-
senvolvimento de cancer e, paralelamente, metabdlitos de alguns
APs mostraram atividade mutagénica in vitro*. No entanto, até o
momento, ndo foi encontrada nenhuma correlagéio entre a exposi-
¢do de humanos aos APs e o desenvolvimento de cincer. A andlise
de vdrios relatos da literatura sobre a exposi¢do de seres humanos
aos APs levou Parkash® e colaboradores a conclusdo de que estes
compostos ndo sdo carcinogénicos aos seres humanos; entretanto,
a exposi¢do a estas substancias pode causar doengas veno-oclusivas
e cirrose infantil, responsdveis por vdrios casos de o6bito.
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RESUMO. Este trabalho apresenta uma revisio sobre as espécies de Senecio utilizadas na medicina popu-
lar na América Latina. Sdo citadas 46 plantas, com as indicacoes de uso e o respectivo pais. Também sio
apresentados os aspectos envolvidos na toxicidade destas espécies, de responsabilidade dos alcaléides pir-
rolizidinicos. Sdo relatados os casos de intoxica¢do em humanos, sendo discutidas estratégias para preveni-

las.

SUMMARY. “Senecio Species used as Medicinal in Latin America and Toxicity Associated to their Utilization”.
This work shows a review of the Senecio species used in the folk medicine of Latin America. 46 plants are men-
tioned with their medicinal uses and their corresponding countries. The aspects involved in the toxicity of these
plants caused by the presence of pyrrolizidine alkaloids, are also presented. Cases of human toxicity are reported,

and strategies to avoid them are discussed.

O género Senecio (tribo Senecioneae, Astera-
ceae) é constituido por mais de 3000 espécies
de ampla distribuicaio mundial ! presentes em
regides frias e tropicais, principalmente na Euro-
pa, Africa, Américas Central e do Sul, sendo a
Argentina 2 e o Chile 3 os paises com o maior
numero de representantes, contando cada um
com mais de 300 espécies catalogadas. Sao er-
vas anuais ou perenes, ocorrendo sob a forma
de arbustos ou arvoretas de porte variado 4.

Tradicionalmente conhecido por causar into-
xicacdes em animais de grande porte e acarretar
perdas considerdveis na pecudria de paises co-
mo a Argentina, Brasil, Uruguai e Paraguai, en-
tre outros 57, devido a presenca de alcaldides
pirrolizidinicos, o género Senecio também € mo-
tivo de preocupacao na drea de saide publica,
uma vez que virias espécies do género siao utili-
zadas como medicinais em diferentes paises da
América Latina (Tabela 1).

A utilizacdo destas plantas na medicina popu-
lar permite supor que, além de substincias po-
tencialmente nocivas, estas espécies contenham

constituintes com propriedades terapéuticas. De
fato, segundo a literatura, alguns metabdlitos se-
cunddrios com diferentes atividades biolégicas
potenciais foram isolados de espécies de Sene-
cio 810, sendo que varias atividades bioldgicas e
farmacolégicas foram descritas para extratos
brutos obtidos a partir de plantas do género 11-14

Os alcaldides pirrolizidinicos formam uma
classe de metabdlitos bastante presente em es-
pécies de Senecio 15 e, segundo Trigo et al. 1,
podem ser utilizados como marcadores quimios-
sistemdticos para a tribo Senecioneae. Em recen-
te revisiao sobre os alcaldides pirrolizidinicos em
espécies de Senecio é relatada a presenca de 62
diferentes estruturas desta classe de constituin-
tes no género 15. No entanto, embora sejam
considerados metabdlitos secundarios caracteris-
ticos do género Senecio, os alcaléides pirrolizi-
dinicos nao estdo presentes em todas as espé-
cies e também tém sido relatados em outros gé-
neros, como Symphytum, Crotalaria e Heliotro-
pium 1719, Além disso, a presenca destes consti-

PALAVRAS CHAVE: América Latina, Alcaldides pirrolizidinicos, Senecio sp., Seneciose, Toxicidade.
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Pais Espécie Utilizacio preconizada na medicina popular
Argentina S. bonariensis Hook. et Arn. Afeccoes cutineas 8
Doencas dermatoldgicas, respiratérias e osteoarticulares 49
S. brasiliensis (Sprengel) Less.  Sudorifero, tranquilizante e tonificante nervoso 50
S. clivicola Wedd. Caibras musculares 5!
S. eriophyton Remy Digestivo, emenagogo, estimulante e afrodisiaco 13
S. graveolens Wedd. Nos casos de indisposicio causada pela altitude,
supressor da tosse, digestivo, emenagogo 2
S. nutans Sch. Bip. Doengas respiratorias 49
S. pinnatus Poir. var. pinnatus ~ Como antiofidico e nos casos de dores de cabeca 52
S. uspallatensis Hook. et Arn. Indisposicao causada pela altitude, na forma de infusao
substituindo o mate 41
Bolivia  S. ¢f. canescens (Bonpl.) Cuatrec. Tosse 53
S. culcitioides Wedd. Nzo especificado 54
S. deferens Griseb. Dores reumdticas 55
S. graveolens Wedd. Dor de estdbmago 53
S. mathewsii Wedd. Doengas pulmonares >4
S. rbizomatus Rusby Nizo especificado 54
S. smithioides Cabrera Dores nas costas 53
Brasil S. brasiliensis (Sprengel) Less. Externamente como emoliente e “resolutiva”, e internamente,
como vermifugo 56
Ferimentos da pele (aplicacao tépica) 57
Propriedades revulsivas 48
Processos inflamatérios, dores estomacais e como “regulador
sangliineo” 42
S. sonchifolius (L.) Moench Febrifugo, diurético, antiasmdtico; contra gripe, faringite, amigdalite
e afeccdes das vias urindrias; nos casos de ferimentos, eczemas
e pruridos (aplicacio tépica) 58
Chile S. adenophylius Meyen et Walp. Dor de estdbmago
S. atacamensis Phil. Para aliviar a indisposicio causada pela altitude ©0
No tratamento de dor de cabeca, dor de estdmago e vomito,
nos casos de indisposi¢io causada pela altitude, como
estimulante da digestao 5
S. chionophilus Phil. Resfriados 9
S. eriophyton Remy Balsamico, estimulante, estomaquico e nos casos de indisposicio
causada pela altitude 59
S. fistulosus Poepp. ex Less. Emoliente, purgativo, cardiotonico, diurético, tratamento de
tumores, feridas, dlceras e dores de ouvido 61
S. graveolens Wedd. Para aliviar a indisposicio causada pela altitude 262
Emenagogo, digestivo e supressor da tosse 2
S. nutans Sch. Bip. Digestivo, emagrecedor, para tosse e resfriado; “para a pressio”
e nos casos de dores estomacais 5
S. otites Kunza ex DC Auxiliar da circulacao 61
S. papii Ricardo et Martic. Dor no estdbmago 2
S. puchii Phil. Dor de estdbmago e “para a pressao” 3
Colombia S. formosus Kunth Nzo especificado 63
Equador S. canescens Humb. Infeccdes e reumatismo 64
S

. reflexus (Kunth) Cuatrec.
S. superandinus Cuatrec.

Guatemala S. cobanensis Coulter.

Honduras

México

620

S. chenopodioides HBK.

Senecio sp.

S. albo-lutescens Sch. Bip.

S. angulifolius DC.

S. aschenbornianus Schauer

Inflamacdes de ovario, prostata e vaginite 65
Inflamacdes de ovario, prostata e vaginite 65

Reumatismo, contusoes, tosse e caibras 66
Dores agudas e cronicas 67

Contra piolhos e no tratamento do couro cabeludo ressecado 8
Hipoglicemiante 970

Infeccoes vaginais 7!

Varizes 68



S. bellidifolius Kunth.
(sin. S. vuineraria DC.)

. candidissimus Greene
. palmeri A. Gray

. peltiferus Hemsl.

. roseus Sch-Bip.

. salignus DC.

LN D Un0nh O©
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Doengas renais, ulceracoes e vaginites 72

Doencgas renais e como anti-séptico 73
Hipoglicemiante 69,70

Hipoglicemiante 69,70

Para “limpar os rins” e abrir o apetite 74
Febres e reumatismo 75

Anti-inflamatério, na prevencio do reumatismo, enxaquecas,
nos casos de doencas hepaticas e renais 76

Paraguai grisebachii Baker

S.
Peru S. calvus Cuatr. Tosse 77
S. canescens var. canescens
S. culcitioides Schultz-Bip
S. elatus Kunth

S. ericaefolius Benth

S

. rhizomatosus Rusby

Infeccoes fingicas da pele 14

Tosse, bronquite, asma e febre 78

Tosse, asma, bronquite e doencas respiratorias 7879

Em “rituais de purificacao” 44

Tonico geral e cardiotdnico 44

Depurativo da pele e colerético, no tratamento de feridas

€ pneumonia 78
S. rudbeckiifolius Meyen & Walp “Febre intestinal”, diarréia e disenteria, hematomas e dores

musculares 80

S. serratifolius (Meyen et Walp.) Peitoral, no tratamento de asma e outras afec¢oes 8!

Cuatrec.
S. tephrosioides Turcz

Tosse e bronquite 78

Afeccoes respiratorias 82

S. violaefolius Cabrera

Tosse, asma e doencas respiratorias 79

Tabela 1. Principais espécies de Senecio utilizadas na medicina popular na América Latina e indicacoes de usos.

tuintes toxicos em uma espécie pode variar de
acordo com as condi¢cdes sazonais 5, como tam-
bém ser dependente das agressdes por patoge-
nos e/ou herbivoros que esta planta venha a so-
frer, uma vez que sua producio e concentracio
pode aumentar nos tecidos da planta em res-
posta a agressoes externas e estresse sofridos 20.

Os alcaldides pirrolizidinicos foram isolados
pela primeira vez em 1885 por Gradsal & La-
soux 2! e a seneciose, doenga ocasionada por
estes compostos, foi descrita primeiramente na
Africa do Sul 22. Sio ésteres de aminodlcoois
com um nucleo pirrolizidinico (necina) e acidos
alifaticos (acidos nécicos) que podem ocorrer
na forma de mono, di e diésteres ciclicos 15.

A doenca veno-oclusiva hepitica ¢ a mani-
festacao mais frequente resultante da intoxi-
cacio por alcaldides pirrolizidinicos em huma-
nos 8. A evidéncia de que os alcal6ides pirroli-
zidinicos sao os agentes tOxicos responsaveis
pela doenca, provém de numerosos estudos em
animais, nos quais o consumo crénico de alca-
l6ides pirrolizidinicos purificados causou as clas-
sicas alteracoes patoldgicas associadas a ela 19.

As relacdes entre a estrutura e a toxicidade
dos alcaldides pirrolizidinicos ja foi elucidada,
sendo a hepatotoxicidade maior no caso dos
diésteres macrociclicos 23.

Segundo Prakash et al. 18, o potencial hepa-

totoxico dos alcaléides pirrolizidinicos € deter-
minado por quatro caracteristicas estruturais mi-
nimas (Fig. 1): um anel 3-pirrolina (1), um ou
dois grupamentos hidroxila ligados ao anel pi-
rrolina (2), um ou dois grupamentos esterifica-
dos (3) e a presenca de uma cadeia ramificada
no residuo dcido(4).

A ativacdo da toxicidade requer a desidroge-
nacio dos alcaléides pirrolizidinicos, catalisada
pelas monoxigenases do citocromo P450 24, ori-
ginando de-hidropirrolizidinas, que sido conside-
rados os metabolitos téxicos primarios 18. Estas
tem cardter eletrofilico e reagem com compo-
nentes teciduais nucleofilicos, como 4acidos nu-
cléicos e proteinas 1525, através de uma adicio

Figura 1. Caracteristicas estruturais essenciais para a
toxicidade dos alcaléides pirrolizidinicos 1831. Os nu-
meros correspondem aos itens listados no texto.
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de Michael. As de-hidropirrolizidinas também
podem sofrer hidrdlise, com a formacio dos al-
coois correspondentes, que sio considerados os
metabodlitos toxicos secundarios e que apresen-
tam uma meia-vida maior que os primeiros,
conseqliéncia de sua menor reatividade (Fig. 2).

Uma vez que o figado é o 6rgao responsavel
pelo metabolismo de xenobidticos, entre eles os
alcaldides pirrolizidinicos, ele é o primeiro alvo
da patologia relacionada a estes compostos.

Os metabdlitos toxicos primarios de muitos
alcaldides pirrolizidinicos sao suficientemente
estaveis e migram do hepatécito para o lumen
sinusoidal 26, onde atacam as células endoteliais
de revestimento e também podem se ligar as
hemacias da circulacio sanguinea. Os efeitos re-
ativos imediatos dos metabdlitos toxicos prima-
rios sdo considerados os responsaveis pela lesiao
dos hepatocitos e das células endoteliais asso-
ciadas aos vasos sinusoidais e as paredes das
veias hepaticas de pequeno calibre, levando a
doenca veno-oclusiva hepatica. As manifes-
tacoes clinicas em humanos incluem dor epigas-
trica, distencio abdominal devido a ascite, he-
patomegalia e elevacao dos niveis séricos da
transaminase 27.28,

Metabdlitos de estrutura pirrélica com uma
meia-vida especialmente longa também podem
chegar aos pulmodes e ao coragdo, onde causam
lesdes as macromoléculas destes 0rgaos. As mu-
dancas iniciais aparecem na vascularizacio pul-
monar, incluindo trombos em vasos, inflamacao
aguda e espessamento da parede, levando a
oclusao. Estes efeitos, juntamente com a fibrose
do septo intra-alveolar levam 2 hipertensao pul-
monar. O resultado do fluxo sangiiineo pulmo-
nar comprometido ¢ o aumento do trabalho do
ventriculo direito, causando a sua hipertrofia e,
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eventualmente, levando a insuficiéncia cardiaca
congestiva 18,

Um dos aspectos relevantes relacionados a
intoxica¢do por alcaldides pirrolizidinicos, € o
aumento da sua toxicidade, provocado por
substiancias indutoras de enzimas do citocromo
P450, como por exemplo o fenobarbital 2. Tam-
bém foi constatado que dietas pobres em protei-
nas aumentam os efeitos toxicos dos alcaloides
pirrolizidinicos 3. Por outro lado, a formacao de
metabdlitos toxicos € atenuada pela adminis-
tracdo concomitante de aminoacidos contendo
enxofre, como metionina e cisteina 23.

Quanto a carcinogenicidade dos alcaléides
pirrolizidinicos para seres humanos, ndo ha con-
senso na literatura. Para Prakash et al. 18 existem
indicios de que os hepatdcitos humanos sejam
resistentes a acao potencialmente genotoxica
dos alcaldides pirrolizidinicos nas doses em que
estes podem causar lesdes nos animais. No en-
tanto, Hinsel et al. 3! citam a ocorréncia endé-
mica de cancer hepitico entre os bantos na Afri-
ca, em decorréncia do consumo de plantas me-
dicinais contendo esta classe de contituintes.

A literatura também traz evidéncias da acio
teratogénica dos alcaldides pirrolizidinicos em
seres humanos, uma vez que relata um caso de
doenca veno-oclusiva em recém-nascido cuja
mae consumia chd de uma planta contendo es-
tes compostos 32.

Alguns casos de intoxicacoes fatais em seres
humanos foram relatados na literatura devido ao
consumo de espécies de Senecio contendo alca-
l6ides pirrolizidinicos 3334, Também foram en-
contrados varios casos de doenga veno-oclusiva
hepatica, relacionados ao consumo de espécies
de Senecio, que niao levaram ao 6bito 35-38,

A doenca veno-oclusiva hepitica foi endémi-
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Figura 2. Rota metabdlica responsavel pela toxicidade dos alcaléides pirrolizidinicos 1831. (AP = alcal6ide pirro-

lizidinico; Nu = compostos nucleofilicos).
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ca em regides da América do Sul durante parte
do século passado 3%, mas os casos tem diminui-
do com a melhoria na educacio e a identifi-
cacio adequada das espécies vegetais. No en-
tanto, casos esporadicos ainda sao relatados 18.

Com a ocorréncia de intoxicacoes agudas
por alcaléides pirrolizidinicos em humanos, esti-
ma-se que cerca de 20% dos individuos che-
guem ao 6bito e que cerca de 50% recuperem-
se completamente dentro de poucas semanas.
Dos individuos restantes, cerca de 20% parecem
estar clinicamente recuperados, mas podem de-
senvolver doenca veno-oclusiva hepdtica croni-
ca e cirrose apo6s alguns anos. Outros desenvol-
vem doenca veno-oclusiva sub-aguda, que pode
regredir ou progredir, levando inclusive a cirro-
se 18,27,

Para seis das quarenta e seis espécies de Se-
necio citadas na Tabela 1 ja foi descrita a pre-
senca de alcaldides pirrolizidinicos: Senecio bo-
nariensis 4, S. uspallatensis 41, S. brasiliensis 42,
S. grisebacchi 43, S. elatus %4 e S. tephrosioides 1.
Para duas destas espécies, S. brasiliensis e S.
tephrosioides, existem relatos de doenca veno-
oclusiva hepatica em humanos. No caso de Se-
necio brasiliensis é relatado um caso da doenca
em paciente de 2 anos e 5 meses de idade, cau-
sada pelo uso cronico de chas das folhas desta
espécie na profilaxia da gripe 28. Ja para Senecio
tephrosioides, € relatada a doenca em uma mu-
lher de 38 anos de idade, provocada pelo con-
sumo ocasional das folhas desta espécie em in-
fusiao, durante alguns anos, no tratamento da
tosse 19.

Os casos de doenca veno-oclusiva hepatica
associados a ingestao de plantas contendo alca-
l6ides pirrolizidinicos forneceram evidéncias de
que doengas subjacentes, estado nutricional do
paciente e o uso concomitante de firmacos he-
patotoxicos aumentam a probabilidade do de-
senvolvimento desta patologia 23.
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