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RESUMO
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crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus
AUTOR: ANELISE LEVAY MURARI
ORIENTADORA: BERTA MARIA HEINZMANN
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 24 de agosto de 2007

Varias espécies de Senecio (Asteraceae) sdo utilizadas na medicina popular no
combate as infec¢des. Este género é rico em metabdlitos secundarios como alcaldides,
flavondides e terpendides com atividade antimicrobiana reconhecida. Senecio crassiflorus
(Poir.) DC. var. crassiflorus, popularmente conhecida como margarida-das-dunas, € uma
espécie nativa do litoral sul do Brasil, para a qual foi descrita a presenca de alcalbides
pirrolizidinicos. Neste estudo € relatada a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos
CH,CIl, e EtOH e dos ¢leos essenciais de diferentes 6rgdos de S. crassiflorus var.
crassiflorus. Os extratos foram obtidos pela maceragdo sequencial das partes vegetais
frescas em CH,CI, e EtOH. O extrato CH,Cl, das partes aéreas foi fracionado por CC sobre
gel de silica até o isolamento do germacreno D, identificado por CG-EM, RMN **C e 'H. Este
composto ndo apresenta atividade antimicrobiana e € considerado um precursor de varios
outros derivados de esqueleto sesquiterpénico. Para a obtencido dos 6leos essenciais foram
realizadas duas coletas no municipio de Capao da Canoa, uma no final da primavera e outra
no inicio do outono. O vegetal fresco foi dividido em folhas, caules aéreos, caules
subterraneos, e partes aéreas (caules aéreos + folhas). A extragdo dos 6leos essenciais foi
realizada pela técnica de hidrodestilacdo. Os 6leos essenciais foram analisados por CG-EM
e seus constituintes foram identificados por comparagao de seus indices de retencdo e dos
modelos de fragmentagdo com dados da literatura. A avaliagdo da atividade antibacteriana
dos extratos e Oleos de S. crassiflorus var. crassiflorus foi realizada através do método de
microdiluicdo em caldo, baseado no documento M7-A6/CLSI/NCCLS para bactérias. Para a
avaliagdo da atividade antifungica dos oleos essenciais das folhas e caules aéreos, o
método foi baseado no documento M27-A2/ CLSI/NCCLS para fungos leveduriformes. A
constituicdo do 6leo essencial de S. crassiflorus var. crassiflorus variou conforme a parte do
vegetal do qual este foi obtido. A variagcdo qualitativa e quantitativa foi pequena entre os
6leos obtidos dos caules aéreos e rizomatosos, sendo mais significativa quando comparada
com o 6leo obtido das folhas. O éleo das folhas foi o que apresentou maior inibigao frente as
cepas Gram-positivas testadas. Nao foi evidenciada atividade de nenhum odleo frente as
cepas Gram-negativas nas concentragdes testadas, o que permite aferir-lhes atividade
bacteriana de estreito espectro. O extrato CH,Cl, dos caules aéreos foi o que apresentou
melhor atividade bacteriostatica e bactericida, com destaque para Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (CIM de 64 ug/mL e CBM de 512 pg/mL). Os oleos coletados no inicio do
outono apresentaram melhores espectros de agdo. Apenas o 6leo essencial das folhas
apresentou atividade antifungica.

Palavras-chave: Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus; germacreno D; o6leos
essenciais, atividade antimicrobiana
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Several Senecio species (Asteraceae) have been used in folk medicine for the
treatment of infections. This genus is rich in a wide variety of secondary metabolites such as
alkaloids, flavonoids, and terpenoids with recognized antimicrobial activity. Senecio
crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus, commonly known as “margarida-das-dunas”, is
native from the South coast of Brazil and is known for containing pyrrolizidines alkaloids. This
work describes the evaluation of the antimicrobial activity of the CH,Cl, and EtOH extracts
and essential oils of S. crassiflorus var. crassiflorus. Extracts were obtained by sequential
maceration in CH,Cl, and EtOH. The CH,CI, extract was firstly fractioned by CC over silica
gel for the isolation of the sesquiterpene germacrene D, which was identified by GC-MS, "H
and *C NMR. This compound no presents antimicrobial activity and it is considered a
precursor of several other sesquiterpene derivatives. To essential oils analysis, two
collections were carried out in the city of Capao da Canoa, one at the end of spring and the
other one at the beginning of autumn. The essential oil of leaves, aerial and underground
stems of Senecio crassiflorus var. crassiflorus was extracted by hydrodistillation and their
analyses were performed by GC-MS. Their constituents were identified by the comparison of
their retention indexes and their fragmentation patterns with literature data. The evaluation of
the antimicrobial activity of the extracts and essential oils of S. crassiflorus var. crassiflorus
was accomplished through the broth microdilution method based on M7-A6/CLSI/NCCLS
document for anaerobic bacteria and M27-A2/NCCLS document for yeasts. Qualitative and
quantitative differences have been found between the analyzed parts. The essential oil of the
leaves was the most active against Gram-positive bacteria. None of the essential oils shown
activity against Gram-negative bacteria, that allows to assign them bacterial activity of narrow
specter. The CH,Cl, extract of aerial steams showed good inhibitory activity against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (MIC of 64 ug/mL and MBC of 512 ug/mL). The
antibacterial activity from the oils collected at the beginning of autumn presented better
action spectra. Only essential oil of the leaves showed activity antifungal.

Key works: Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus; germacreno D; essential oils,

atividade antimicrobiana, antimicrobial activity.
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1 INTRODUGAO

A Organizagao Mundial da Saude (1998) estima que 65-80% da populagéo
dos paises em desenvolvimento dependem das plantas medicinais como unica
forma de acesso aos cuidados basicos de saude (GONCALVES et al., 2005). Em
vista disso os produtos naturais, em especial os derivados de plantas superiores,
continuam apresentando um importante papel no tratamento e na prevengao de
doencgas, o que ocorre ao longo do desenvolvimento da civilizagdo humana (RATES,
2001; YOUNG-WON et al., 2006).

Neste contexto, os constituintes vegetais surgem como uma alternativa
promissora no desenvolvimento de novos farmacos. Uma vez que apresentam uma
atividade metabdlica secundaria, os vegetais superiores sdo capazes de produzir
substancias antibidticas utilizadas como mecanismo de defesa contra a predacéao
por microrganismos, insetos e herbivoros (GOTTLIEB, 1982).

Recentemente, tem crescido o interesse em terapias alternativas e pelo uso
terapéutico de produtos naturais, especialmente daqueles derivados de plantas,
também chamados de fitoterapicos (RATES, 2001). Segundo Harvey (2000) o
estudo dos produtos naturais tem sido uma das estratégias mais bem sucedidas
para a descoberta de novos farmacos. Entre 2000 e 2005, 23 novos farmacos
derivados de fontes naturais foram langados no mercado (YOUNG-WON et al.,
2006). Os fitoterapicos movimentam 60 bilhdes de ddlares por ano no mundo €, no
Brasil este valor chega a 1 bilhdo de reais (RAVAGNANI, 2004).

Em diversos casos, os fitoterapicos possuem algumas vantagens sobre o uso
de farmacos puros, que atualmente podem justificar seu uso, entre eles: efeitos
sinérgicos e associagdo de mecanismos de agao dos varios compostos presentes
nos fitoterapicos, menores riscos de efeitos colaterais € menores custos de pesquisa
(YUNES et al., 2001). No Brasil, o fitoterapico & considerado medicamento e para
seu registro é necessaria a apresentacdo de estudos que garantam sua eficacia e
segurancga (BRASIL, 2006).

Em 2003, dos 206 fitoterapicos registrados no pais, segundo a Associagao
Brasileira da Industria Fitoterapica (Abifito), 89% eram produzidos com plantas

européias (RAVAGNANI, 2004), evidenciando a importancia dos estudos
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fitoquimicos e farmacolégicos com plantas nativas do Brasil. Também existe a
necessidade do estudo das plantas medicinais exdticas introduzidas no nosso pais,
uma vez que os fatores ambientais influenciam a producédo e variabilidade dos
metabdlitos secundarios (LIMA et al., 2003).

Por outro lado, a obtengao de substancias puras ativas envolve varias etapas,
tais como: a selecdo da planta, a preparacao dos extratos, a purificagdo e
identificacdo dos constituintes quimicos e as posteriores modificagcdes estruturais
baseadas nas correlagdes entre estrutura quimica e atividade biolégica e,
finalmente, a operagdo de formulagbes para a producdo de medicamentos
(CECHINEL FILHO; YUNES, 2001).

O maior desafio da pesquisa com produtos naturais como fonte de farmacos é
mostrar competitividade com a quimica sintética e combinatéria, sendo que a
desvantagem dos produtos naturais € o tempo necessario para isolar e caracterizar
compostos ativos de misturas complexas (YUE-ZHONG, 1998). Entretanto, a maioria
dos compostos obtidos a partir de plantas ndo podem ser produzidos de forma
sintética por ser economicamente inviavel (RATES, 2001).

Adicionalmente, a diversidade molecular existente nas plantas, associada a
sintese combinatéria e a manipulagdo de rotas biossintéticas, pode levar a
descoberta e ao desenvolvimento de muitos farmacos novos (NEWMAN et al.,
2003).

Embora a busca de substancias ativas de origem vegetal seja morosa, o
avanco das técnicas de separagao e analise tem facilitado esta tarefa. Atualmente, o
uso de técnicas espectrais, como espectrometria de massas (EM), ultravioleta (UV),
de infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e '3C), aliadas ao
uso de técnicas sofisticadas de RMN (NOE, COSY, HETCOR, INADEQUATE), tém
permitido propor com seguranca a estrutura molecular de substéncias naturais
complexas. Além disso, o uso da cristalografia por difracdo de raios-X em
monocristal possibilita avaliar a estereoquimica real destas substancias (CECHINEL
FILHO; YUNES, 2001).

Os principais objetivos do uso de plantas como fonte de agentes terapéuticos
sao: isolar compostos bioativos para o uso como farmaco; obter compostos bioativos
de estrutura conhecida ou inédita que sirvam de modelo para a semi-sintese, a fim
de se produzir moléculas com maior atividade e/ou menor toxicidade que possam

ser patenteadas; a sua utilizagcdo como ferramenta em pesquisas bioquimicas e
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farmacoldgicas; e a utilizagdo da planta inteira ou parte dela como medicamento
(FABRICANT; FARNSWORTH, 2001).

Aproximadamente 20.000 espécies de plantas sao utilizadas na medicina
tradicional, porém a maioria ndo foi avaliada do ponto de vista quimico ou
farmacolégico, sendo que algumas se encontram em extingdo (CALIXTO, 2000;
PINTO et al., 2002). Estima-se que somente 5 a 15% das plantas superiores foram
sistematicamente investigadas quanto a presenga de constituintes biologicamente
ativos (BALANDRIN et al., 1993), e que, apenas 1% das espécies tropicais foram
estudadas quanto ao seu potencial farmacéutico (GURIB-FAKIM, 2006). O Brasil € o
pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de
55.000 espécies catalogadas (DIAS, 1996 apud GUERRA, NODARI, 2003) de um
total estimado entre 250.000 e 550.000, quase 1/5 de toda a biodiversidade do
planeta (CANIGUERAL et al., 2003). Considerando-se a diversidade e o nimero de
espécies vegetais ainda nao estudadas da flora brasileira, estima-se que ocorra uma
grande quantidade de moléculas potencialmente bioativas de estrutura e
propriedades farmacolégicas ainda desconhecidas.

Por outro lado, o alarmante aumento na incidéncia e re-emergéncia de
doencas infecciosas, € o desenvolvimento de resisténcia aos antibiéticos em atual
uso clinico, exige uma continua e indispensavel busca por novos compostos
antimicrobianos, com diferentes estruturas quimicas e mecanismos de agéo (ROJAS
et al., 2003). Neste contexto, os produtos de origem vegetal surgem como uma
alternativa promissora, uma vez que cerca de 70% dos novos antibioticos aprovados
entre 1981 e 2002 pelo FDA (Food and Drug Administration) eram de origem natural.

Portanto, é relevante o estudo Senecio crassiflorus var. crassiflorus na busca
de novos compostos de atividade antimicrobiana. Esta planta é nativa do litoral sul
brasileiro e foi pouco estudada farmacologicamente, além de pertencer a um género
que possui relatos do uso na medicina popular no combate as infecgbes (BOLZAN et
al., 2007).

Apesar de o género Senecio possuir mais de 2000 espécies e distribuicao em
toda a superficie terrestre (CABRERA, KLEIN, 1975), sdo poucos os estudos que
procuram verificar a composi¢cdo e a atividade bioldgica dos 6leos essenciais das
plantas deste género.

Embora o género Senecio possua um grande numero espécies

reconhecidamente toxicas, devido a presengca de alcaldides pirrolizidinicos
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(CALIXTO, 2000; SILVA; BOLZAN; HEINZMANN et al., 2006; BOLZAN et al., 2007)
€ rico em derivados terpénicos, constituintes de variado espectro de acdes
farmacoldgicas, tais como antimicrobiana, antimalarica, antimicotica, anti-helmintica
(HEINZMANN, 1996), hipoglicemiante (INMAN et al., 1999), antioxidante, citotdxica
(BARRERO et al., 1997), ictiotoxica (UCHIO et al., 1985) e antiinflamatdria
(GEISSBERGER et al.,, 1991). Varios derivados terpénicos estdo presentes em
extratos obtidos com solventes e nos dleos essenciais destas espécies. Este fato
justifica o estudo de Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus, com a
finalidade de encontrarem-se novos compostos de estrutura terpendide com
potenciais atividades farmacoldgicas.
Este trabalho teve como objetivos principais:

- lIsolamento e elucidacdo estrutural do principal constituinte terpendide
presente no extrato diclorometanico das partes aéreas frescas de S.
crassiflorus var. crassiflorus;

- Extracdo dos 6leos essenciais das folhas, caules aéreos e subterraneos e das
partes aéreas de S. crassiflorus var. crassiflorus coletadas no inicio do outono
e final da primavera, pelo método de hidrodestilacdo, e analise de sua
composicao por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM).

- Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e extratos obtidos

dos diferentes 6rgaos vegetais da espécie em estudo.

Esta dissertagdo esta organizada na forma de itens fixos. O item Revisdo da
literatura apresenta um estudo amplo acerca do género Senecio, seus principais
constituintes quimicos, atividades biolégicas e usos populares. Em seguida, é
apresentada, a espécie estudada Senecio crassiflorus DC., e as suas variedades
encontradas no sul do Brasil, com maior énfase a variedade Senecio crassiflorus
(Poir.) DC. var. crassiflorus, com a descricdo de suas caracteristicas botanicas, seus
constituintes quimicos ja relatados e uma breve revisao sobre 6leos essenciais.

No item Materiais e métodos, sdo apresentados os processos utilizados na
obtencao dos extratos de S. crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus, no isolamento e
elucidacdo estrutural de um composto do extrato diclorometanico. Também sé&o

descritos os métodos de analise dos componentes dos Oleos essenciais de S.
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crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus, bem como a avaliagdo da atividade
antimicrobiana destes 6leos e dos extratos.

No item Resultados, é descrita a caracterizagcdo estrutural do composto
isolado de S. crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus, e a identificagdo dos
componentes dos 6leos essenciais estudados. Além disso, este item traz o resultado
da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e dos extratos de S. crassiflorus
(Poir.) DC. var. crassiflorus.

Na Discussao dos resultados, € apresentada a interpretacdo dos mesmos,
sua relagdo com dados da literatura, bem como a importancia e significado que
esses resultados possuem. A dissertagao € finalizada pelas Conclusdes do trabalho

e Referéncias bibliograficas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Senecio sp.

A familia Asteraceae € reconhecidamente a maior familia do reino vegetal
(BARROSO, 1986). A tribo Senecioneae é uma das maiores da familia e inclui 120
géneros, dentre eles o género Senecio (BREMER, 1994).

Para as plantas do género Senecio, é possivel identificar varias classes de
constituintes, com estruturas quimicas e atividades bioldgicas diversas. A grande
variabilidade nas caracteristicas morfoanatomicas, observada entre as espécies de
Senecio, esta relacionada a presenca de diferentes classes de metabdlitos
secundarios. Devido a este fato, alguns pesquisadores sugeriram o agrupamento
das diferentes espécies deste género de acordo com os seus constituintes
(BOHLMANN et al., 1980; DUPRE et al., 1991), redimensionando a classificacéo
taxonbmica existente. A grande quantidade de distintas classes de constituintes
vegetais encontra como explicacao mais plausivel o fato deste ser um género muito
vasto, com mais de 2000 diferentes espécies distribuidas pela superficie terrestre
(BOHLMANN et al., 1981a), sendo que cerca de 33 espécies s&o nativas da regiao
sul do Brasil e 25 foram identificadas no Rio Grande do Sul (CABREIRA; KLEIN,
1975; MATZENBACHER, 1998).

O género Senecio € de grande importancia econdmica para o sul do Brasil,
Argentina, Paraguai e Uruguai, uma vez que numerosas espécies Sao responsaveis
por perdas consideraveis na pecuaria, por causarem intoxicacbes em bovinos e
ovinos (HABERMEHL et al., 1988; ILHA et al., 2001).

Aos alcaldides pirrolizidinicos (NOORWALA et al., 2000) é atribuida a toxicidade
destas Asteraceas, o que restringe os usos populares. Estes compostos, além do
efeito toxico agudo (CULVENOR et al.,, 1976), apresentam propriedades
carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas (RAMOS; MARQUES, 1978; RODER,
1995). Estes alcaloides se tornam téxicos quando sdo metabolizados no figado a

uma forma pirrélica altamente reativa, conhecida como de-hidroalcaldide, que ataca
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as células hepaticas causando necrose (VILLARROEL et al., 1997; BOLZAN et al.,
2007).

Além dos efeitos toxicos dos alcaldides pirrolizidinicos, os sesquiterpendides dos
tipos eremofilano e furanoeremofilano, presentes em espécies do género (DUPRE et
al.,1991), apresentam uma alta toxicidade in vivo (JARES; POMILIO, 1989). Além
dos metabdlitos secundarios citados, é frequente a ocorréncia de 6leos essenciais
nas espécies de Senecio (PEREZ; AGNESE; CABRERA, 1999). Estes sdo
constituidos basicamente de mono e sesquiterpendides, além de triterpendides, e
possuem potencial agdo antibacteriana, antifungica, antiprotozoaria e antiviral
(COWAN, 1999).

Em espécies de Senecio também sao encontrados os sesquiterpendides do
tipo eudesmanolideo (MENGI et al., 1991), lactonas monoterpénicas (BOHLMANN
et al., 1981b) e sesquiterpénicas (GUIDUGLI et al., 1985), além de triterpendides
(ABDO et al., 1992; RUCKER et al., 1999) e flavonoides (MANSOUR; SALEH, 1981;
DUPRE et al., 1991).

A maioria das espécies de Senecio emerge durante todo o ano, apresentando
as fenofases vegetativas praticamente constantes durante todo o ciclo da planta. A
fenologia é determinada pelas condigcbes ambientais, as quais sdo de grande
importancia para o estabelecimento e dispersdo da planta: a umidade e a luz
determinam a emergéncia e a brotagdo, enquanto que a temperatura determina a
floragcao da planta. Fatores ambientais desfavoraveis como déficit hidrico, manejo do
solo, variagdes na temperatura ambiental e danos causados por insetos, associados
ou nao, podem alterar o ciclo das plantas e serem determinantes para a sua
permanéncia no ambiente. No Brasil, normalmente crescem no outono/inverno e

florescem na primavera/verdo (KARAM et al., 2002).

2.1.1 Usos populares e toxicidade

Um grande numero de espécies de Senecio € utilizado na medicina popular,
embora o género seja caracterizado pela presenga de metabdlitos secundarios
toéxicos, como os alcaldides pirrolizidinicos e os furanoeremofilanos. Uma revisao
sobre as espécies de Senecio de uso na medicina popular da América Latina

encontra-se discriminada no Anexo 1 (BOLZAN et al., 2007). O mesmo também traz
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os relatos de toxicidade em humanos e 0 mecanismo de agao toxica dos alcaldides
pirrolizidinicos.

Por ser um género cosmopolita, existem relatos de uso de espécies de
Senecio em outros paises nao pertencentes a América Latina; exemplos podem ser

encontrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais espécies de Senecio utilizadas na medicina popular e

indicagoes de usos

UTILIZAGAO
PAIS ESPECIE PRECONIZADANA | REFERENCIA
MEDICINA POPULAR

No tratamento de

infecgdes,
queimaduras,
, S. serratuloides DC. KELMANSON
AFRICA DO SUL ulceracoes, lesdes
var. serratuloides et al., 2000

purulentas, como
“purificador do

sangue”.

Senecio integrifolius
Como agentes anti- | GRAHAM et al.,

(L.) Clairv.; S.
cancerigenos 2000
oryzetorum Diels
CHINA No tratamento de
S. scandens Buch.- “dores de barriga”, CHUN-LIN,
Ham ex D. Don sarampo, ulceras e RONG, 2004
hemorroéidas.
BAUTISTA
Como emenagogas, PERIS et al.,
ESPANHA Senecio sp. antiinflamatarias e 2001 apud

vasodilatadoras. TORRES et al.,
2000
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No tratamento de
S. jacquemontianus doengas de pele e ZARAPKAR et
HIMALAIA
Benth. como ténico dos al., 1994
nervos
No tratamento de
, Senecio ambavilla FORTIN et al.,
ILHAS REUNION ulceragoes,
Pers. 2002
abscessos e eczemas
i No tratamento de PIERONI et al.,
ITALIA Senecio vulgaris L
inflamacdes de pele. 2004
Senecio No tratamento de
COS et al.,
RUANDA maranguensis O. tosses, otites e 2002
Hoffm ulceragdes
No tratamento de UZUN et al.,
TURQUIA Senecio vulgaris L.
eczemas. 2004

2.2 Constituintes quimicos descritos para o género Senecio

2.2.1 Alcaldides pirrolizidinicos

Os alcaldides pirrolizidinicos (APs) estdo presentes em aproximadamente 3%
de todas as Angiospermas, mas apenas em algumas familias e géneros vegetais,
entre eles Senecio (PRAKASH et al., 1999; CHOJKIER, 2003). Apesar de serem
considerados metabdlitos secundarios caracteristicos deste género, os APs nao
estdo presentes em todas as suas espécies (SMITH, CULVENOR, 1981).

Além dos APs formarem uma importante classe de metabdlitos do género,
sendo responsaveis pela toxicidade apresentada por estas plantas (BOLZAN et al.,
2007), eles também podem ser utilizados como marcadores quimiossistematicos
para a tribo Senecioneae (TRIGO et al., 2003).

Em estudo de revisdo, SILVA et al. (2006) relatam varias espécies de Senecio
contendo APs. Entre os APs de ocorréncia mais comum em espécies de Senecio

encontram-se senecionina, senecifilina e retrorsina (Tabela 2).
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Tabela 2 — Exemplos de estruturas de alcaléides pirrolizidinicos encontrados

em espécies de Senecio

ALCALOIDES PARTE

PIRROLIZIDINICOS ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
S.
retrorsina brasiliensis inflorescéncias TRIGO et al.,
(Sprengel) 2003
Less.
N
S.
g TETTAMANZI
crassiflorus artes aéreas et al., 1994
A (Poir) DC. P .
seneciofilina 0 ;"2 ° S.
A\ brasiliensis inflorescéncias TOMA et al.,
var.
o 2004
brasiliensis
(Sprengel)
S.
C{Sﬁ;’;’%és partes aéreas TETTAMANZ|
"N ' et al., 1994
~ .
. . "CH30 S
senecionina 0 o
?\ brasiliensis inflorescéncias TOMA et al.,
var.
o 2004
brasiliensis
(Sprengel)

2.2.2 Esterodides

Os esteroides tém sua origem biossintética em unidades de isopreno, que se
condensam formando os triterpenos; estes em seguida, reduzem-se a esterdides
(WAGNER, 1993).

Nas plantas, os esterdides possuem um importante papel como constituintes
de membranas celulares, hormdnios de crescimento e como repelentes de insetos.
Adicionalmente, apresentam importantes atividades farmacoldgicas, sendo alguns

deles utilizados como agentes terapéuticos, por ex. a digoxina (ZEELEN, 1995 apud
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SHIMADA et al., 2001). O B-sitosterol, isolado de espécies de Senecio (Tabela 3),
apresentou atividade antifungica e antibacteriana em ensaios in vitro (KIPRONO et
al., 2000).

Tabela 3 - Fitoesteréides mais encontrados em plantas superiores e também

descritos para o género Senecio

A - PARTE -
ESTEROIDES ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
S.
dryophyllus ]
: Meyen et partes DUPRE et al.,
B-sistosterol Walp. aéreas 1991
S. lyratus
DC.
JARES et al.,
S. 1990;
stigmasterol bonariensis raizes TETTAMANZI
Hook et Arn. etal., 1992
JARES et al.,
S. 1990;
campesterol bonariensis raizes TETTAMANZI
Hook et Arn. etal., 1992

2.2.3 Flavonodides

Apesar dos poucos relatos da ocorréncia de flavondides no género Senecio
(Tabela 4), devido a sua grande variedade de espécies, € esperada uma
variabilidade estrutural significativa em relacdo a esta classe de metabdlitos
secundarios (MANSOUR, SALEH, 1981).

Os flavonodides constituem uma importante classe de constituintes vegetais,

com mais de 6.400 estruturas diferentes descritas até o momento, podendo
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apresentar concentragdes e estruturas diferenciadas dependendo do 6rgao vegetal
em que se encontram. Sua presenga nos vegetais parece estar relacionada com
funcdes de defesa (protegcdo contra raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias),
atracéo de polinizadores, antioxidantes, controle sobre horménios vegetais, agentes
alelopaticos e inibidores de enzimas (HARBORNE, WILLIAMS, 2000).

Tabela 4 — Exemplos de flavondides descritos para o género Senecio

PARTE

FLAVONOIDES ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
flavonol ‘;T,emefina partes
. o— aéreas com
(agliconas) OH Senecio inflores- URZUA et
—o o @ viscosissimus ~ céncias al., 2000
@ | Colla
o_
OH o
Paquipodol
flavonol
(o-heterosideo)
OH o
Quercetina-3-O-glicosideo
OH
flavonol Ho @ ° | @
(aglicona) OH
OH o
Isoramnetina S. ga//iCUS artes MANSOUR,
Chaix P SALEH,
aéreas 1981
(3-O- S. wulgaris L.

heterosideo)

OH (o]
Isoramnetina-3-O-glicosideo

OH
flavona HO, @ o @
. |
(aglicona)
OH (o]
Apigenina
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As atividades farmacoldgicas apresentadas pelos flavondides também séao
muito variadas: atividade antiviral, antioxidante, antiinflamatéria, antitumoral,
hormonal, entre outras (ZUANAZZI, MONTANHA, 2003).

2.2.4 Xantonas

As xantonas sdo substancias que apresentam ampla distribuicdo no reino
vegetal, uma vez que sao formadas por uma rota biossintética proxima a rota de
formagao dos flavondides, ocorrendo principalmente nas plantas das familias
Guttiferae e Gentianaceae. Também ocorrem em espécies do género Senecio
(Tabela 5).

Tabela 5 — Exemplos de xantonas descritas para o género Senecio

PARTE

XANTONAS-ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
HO. Q. OH
HO OH
OH
mangiferina
Senecio
mikanioides folhas CATALANO et
Otto (ex al., 1996

HO Walpers)

muraxantona

isomangiferina
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Estas substancias sao de grande interesse farmacéutico, pois apresentam
importantes atividades farmacolégicas, como por exemplo, atividade inibitéria da
enzima monoaminoxidase (MAOQO), atividades antidepressiva, antineoplasica e
antimicrobiana, entre outras (PERES et al., 2000; KUSTER, ROCHA, 2003). Para as
xantonas mangiferina e isomangiferina foi relatada a atividade antiviral (ZHENG, LU,
1990) e para a primeira, também uma potente atividade antioxidante (LEIRO et al.,
2003).

2.2.5 Terpendides

Os terpendides distribuem-se amplamente na natureza e sao encontrados em
abundancia nas plantas superiores, sendo relatados mais de 20.000 estruturas
(ROBBERS et al., 1997). Constituem uma classe de substancias formadas a partir
da condensacgdo de moléculas de isopreno (CsH4p) € s&o classificados de acordo
com o numero destas unidades presentes, sendo por isso também chamados de
isoprendides.

Os terpenos e derivados de baixo peso molecular aparecem nas plantas
como principais constituintes dos o6leos essenciais. S&o responsaveis pelo odor
agradavel e caracteristico de muitos vegetais, e suas funcdes incluem defesa do
organismo contra predadores e patogenos, interagcdes alelopaticas, antioxidantes,
bio-regulatérias (horménios e fitoalexinas), atracdo de polinizadores e como
moléculas de sinalizacdo, estando implicados em quase todas as interacdes
possiveis entre diferentes plantas, entre plantas e animais e entre plantas e
microrganismos (ROBBERS et al., 1997; SIMOES, SPITZER, 2003). Adicionalmente,
muitos destes constituintes sdo pesquisados em relagdo a sua atividade
antimicrobiana, sendo grande o numero de estudos acerca das atividades inibitérias
produzidas por 6leos essenciais e por constituintes de estrutura terpénica sobre o

crescimento de microrganismos (DEUSCHLE, 2003).

2.2.5.1 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais, de maneira geral, sdo misturas complexas de

substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas a temperatura
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ambiente (SIMOES, SPITZER, 2003), podendo conter normalmente até 100
compostos, sendo que um, dois ou algumas vezes trés destes predominam em
termos de porcentagem (TISSERAND, 1996). Os terpenos e seus derivados
aparecem nas plantas como constituintes principais dos 6leos essenciais. Os
terpendides mais frequentes nos 6leos essenciais sdo os monoterpendides (cerca
de 90% dos Oleos volateis) e os sesquiterpendides (SIMOES, SPITZER, 2003).
Também podem estar presentes diterpendides, juntamente uma variedade de
hidrocarbonetos alifaticos (linares, ramificados, saturados e insaturados), acidos,
alcoois, aldeidos, ésteres aciclicos, lactonas, ainda excepcionalmente compostos
com nitrogénio e enxofre, cumarinas e homodlogos, bem como fenilpropandides
(DORMAN; DEANS, 2000).

Segundo Farias (1999) a localizagdo geografica, época da coleta, forma de
cultivo, condigbes climaticas, idade do material vegetal, periodo e condi¢cdes de
armazenamento podem influenciar o rendimento e o perfil quimico dos 6leos
essenciais.

Além de serem responsaveis pelo odor agradavel e caracteristico de muitos
vegetais, os 6leos essenciais apresentam fungdes bioldgicas diversas, entre elas,
inibicdo do crescimento de outras espécies (alelopatia), protegao contra predadores
e atrac&o de polinizadores (INOUYE, 2003; SIMOES, SPITZER, 2003).

Os Oleos essenciais, por apresentarem atividades biolégicas variadas e por suas
caracteristicas fisicas e organolépticas, sdo empregados industrialmente em
géneros alimenticios, medicamentos, cosméticos, perfumes e produtos de limpeza,
sendo também empregados na aromaterapia, devido as suas propriedades
farmacologicas (PAULI, 2001).

Para os 6leos essenciais sao relatadas as atividades repelente, inseticida
(MENDONCA et al., 2005; LIU et al., 2006), antimicrobiana (PONCE et al., 2003),
antioxidante (HUI et al., 2006), antiviral (KHAN et al., 2005), antileishmaniose
(UEDA-NAKAMURA et al., 2006), anticancerigena (SYLVESTRE et al., 2006), entre
outras.

Varios estudos demonstram as atividades inibitérias apresentadas por Oleos
essenciais e por constituintes de estrutura terpénica sobre o crescimento de
microrganismos (COWAN, 1999; DORMAN; DEANS, 2000; BURT, 2004).
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Apesar do género Senecio possuir mais de 2000 espécies (CABRERA,
KLEIN, 1975), sdo poucos os estudos que procuram verificar a composig¢ao € a
atividade biolégica dos 6leos essenciais das plantas deste género.

No dleo essencial das folhas de S. graveolens Wedd. foram encontrados
principalmente hidrocarbonetos, alcoois, cetonas e um aldeido, sendo o a-terpineno
e 0 p-cimeno os compostos majoritarios (PEREZ et al., 1999).

O estudo de El-Shazly et al. (2002) com 6leos essenciais das flores, folhas,
caules e raizes com S. aegyptius var. discoideus Boiss demonstrou que o 6leo
essencial das raizes apresentou apenas tracos de monoterpendides, presentes em
grande quantidade nos 6leos dos demais érgaos vegetais analisados. Em todos os
Oleos essenciais o constituinte majoritario foi o 1,10-epoxifuranoeremofilano, que
demonstrou possuir atividade contra a cepa Gram-positiva de Bacillus subtilis.

Em S. tephrosioides Turcz, os principais constituintes identificados no 6éleo
essencial foram o sabineno como marjoritario, além de 4-terpineol, a-cadinol e 1-
muurolol; e varios outros compostos que ndo foram identificados (FERNANDEZ-
ZUNIGA et al.,, 1996). J4 no dleo essencial das partes aéreas floridas de S.
farfarifolius Boiss. et Kotschy, os principais compostos encontrados foram: a-pineno
(48,3 %), 1,8-cineol (10,3 %), germacreno D (3,4 %), limoneno (2,8 %) e a-terpineol
(2,2 %) (BASER; DEMIRCI, 2004). No d6leo essencial das flores de Senecio
grisebachii Backer os constituintes identificados foram: indol, 3-mirceno, ocimeno,
copaeno, ylangeno, cariofileno e humuleno. Este 6leo essencial demonstrou
potencial atividade hepatotoxica em ratos quanto administrado por via oral
(ROMERO et al., 2002).

2.2.5.2 Monoterpendides

Os monoterpendides sdo os compostos de maior volatilidade presentes nas
plantas, devido ao seu baixo peso molecular, sendo uma das classes responsaveis
pelos aromas das plantas. Na maioria das espécies de Senecio nao estao presentes

em grandes quantidades (Tabela 6).
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Tabela 6 — Exemplos de monoterpendides descritos para o género Senecio

; : PARTE -
MONOTERPENOIDES ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
OH
linalol | S. articulatus ~inflores- KITE,
Sch. Bip. céncias SMITH, 1997
|
partes
S. farfarifolius aéreas BASER;
a-pineno Boiss. et sem DEMIRCI,
Kotschy inflores- 2004
céncias
S, t°d2§rf”ta URZUA,
a-terpineno viscosissimus inflores- ANDRADE,
Colla . 2001
céncias
= N X S. artes BOHLMANN
ocimeno trichopterygius P et al., 1980
aéreas
Muscher
0]
. BOHLMANN
cleviolido PN S. clevelandi pgrtes etal., 1981a
7 0] Greene aéreas

Os monoterpendides sao compostos de interesse farmacéutico por
apresentarem atividade anestésica local e antimicrobiana, sendo utilizados como
antipruriginosos, expectorantes, carminativos, anti-sépticos e analgeésicos topicos
(ROBBERS et al.,, 1997); também sdo empregados no tratamento de infecgdes
respiratorias (JUERGENS et al., 2003). Para este grupo de substancias é relatada
ainda atividade acaricida (SANCHEZ-RAMOS, CASTANERA, 2001), antiinflamatéria
(JUERGENS et al., 2003), antileishmaniose (ROCHA et al., 2005) e antiviral
(ARMAKA et al., 1999; KHAN et al., 2005).

2.2.5.3 Sesquiterpendides

Os sesquiterpendides representam um grande grupo de produtos naturais,

sendo encontrados em plantas, alguns organismos marinhos, fungos e bactérias.
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Estes constituintes possuem implicagdes nas interagdes planta-planta, planta-inseto
e planta-patégeno (THOLL, 2006). Adicionalmente, sdo componentes importantes de
muitos Oleos essenciais, 0s quais sao largamente utilizados pela industria como
flavorizantes e aromatizantes (PROSSER et al., 2002).

O numero de sesquiterpendides isolados e identificados em espécies do
género Senecio é muito elevado. A seguir sdo relatados as principais classes de
sesquiterpendides presentes no género, entre eles os derivados do tipo eudesmano,
eremofilano, guaiano, cadinano, germacrano, bisabolano, humulano e cariofilano.
Cada um desses esqueletos apresenta caracteristicas quimicas particulares e

atividades de interesse farmacéutico.

2.2.5.3.1 Biossintese de sesquiterpendides

Atualmente, sao descritos mais de 300 esqueletos sesquiterpénicos
diferentes, os quais sdo formados a partir de substratos simples: o difosfato de
farnesila (FPP) ou o difosfato de nerolidila (NPP). Estes sofrem uma série de
reacbes enzimaticas, de responsabilidade das sesquiterpeno-sintases, onde
ocorrem ciclizagdes, eliminagdes e subsequentes rearranjos nas moléculas,
originando varios intermediarios importantes, que serdo o0s responsaveis pela
formagao dos diferentes esqueletos sesquiterpendides (LESBURG et al., 1998;
PROSSER et al., 2002).

2.2.5.3.2 Derivados do eudesmano

Em espécies de Senecio sido encontrados diferentes sesquiterpendides
derivados do eudesmano (MENGI et al.,, 1991) (Tabela 7). Propriedades
antioxidantes (BORK et al., 1997) e citotdxicas sdo atribuidas aos eudesmanolideos
(BARRERO et al., 1997).
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Tabela 7 — Exemplos de sesquiterpendides derivados do eudesmano descritos

para o género Senecio

PARTE o
EUDESMANO ESTRUTURA ESPECIE VEGETA REFEARENC'
L
OH
dgnquo di- S. microglossus partes BOHLMANN
hidroxi- .
DC. aéreas et al., 1983
eudesmano
derivado S. microglossus artes BOHLMANN,
angeloil- ' g P etal., 1983
DC. aéreas
eudesmano
derivados poli- S. artes DUPRE et al.,
hidroxilados do adenophyollus b 1991
aéreas
eudesmano Meyen et Walp
eudesmanolide a0 uer?vbntianu raizes ZARAPKAR
0 Jjacq et al., 1994
s Benth.
a- eudesmol
OH S. graveolens folhas PEREZ et al.,
Wedd. 1999
B-eudesmol
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2.2.5.3.3 Derivados do eremofilano

Para o género Senecio ja foram descritos varios compostos derivados do nucleo
eremofilano (DUPRE et al., 1991) (Tabela 8). Os eremofilanos s&o encontrados em
espécies suculentas, que nao sintetizam os furanoeremofilanos (BOHLMANN et al.,
1986), forma em que a maioria destes derivados encontra-se nas espécies de
Senecio. Os eremofilanos e furanoeremofilanos possuem alta toxicidade in vivo
(JARES; POMILIO, 1989). Para alguns furanoeremofilanos foi descrita atividade
hipoglicemiante (INMAN et al., 1999), entre eles encontra-se o cacalol (AGUILAR et
al.,2000). A toxicidade in vivo apresentada pelos sesquiterpendides do tipo
nivel de DNA, impendido a sintese protéica em eucariontes (MOULE et al., 1977).
Para esta classe de constituintes & descrita ainda uma atividade inibidora da
integrase do virus HIV-1, enzima responsavel pela penetragdo deste virus no nucleo

da célula hospedeira e sua integracdo ao genoma (SINGH et al., 2000).

Tabela 8 — Exemplos de sesquiterpendides derivados do eremofilano descritos

para o género Senecio

PARTE

VEGETAL REFERENCIA

EREMOFILANOS ESTRUTURA ESPECIE

S. inaequidens
furanoeremofilano DC. . BOHLMANN
S. raizes
(cacalol) et al., 1980
balsapampae
Cuatr.

eremofilano partes BOHLMANN
(eupateno) S. smithii DC. aéreas etal., 1981b

H
= 0]
P,
0]
H
O -
furanoeremofilano : W p%bgf:3g1?<zzs raizes BOHLMANN,
| GUPTA, 1982

(0]
w\w\ et Muscheler
F NN
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/O S. ochoanus partes BOHLMANN
eremofilenonas Cuatr. aéreas et al., 1983

artes JAKUPOVIC
eremofilenos OAc O S. portalesianus géreas etal., 1991
-k Remy.
(@) .
seco- S. macedonicus folhas TRENDAFILO-
eremofilanolideo Griseb. VA et al., 1995
. S. auricula . TORRES et
senauricolideo Bourg. var. raizes al. 1998
major WK. "
lactama S flavus partes TORRES et
eremofilenona ’ aéreas al., 1999
S. flavus partes  1oRRES et

eremofilanolideo aéreas e
al., 1999

rizomas




40

2.2.5.3.4 Derivados do bisabolano

A presenca de derivados do bisabolano ndo é muito freqiente em espécies
de Senecio, sendo relatados poucos compostos desse esqueleto basico no género.
Reina et al. (2002) isolaram uma bisabolona (Tabela 9) a qual apresentou

atividade inibidora do apetite para varios insetos.

Tabela 9 — Exemplos de sesquiterpendides derivados do bisabolano descritos

para o género Senecio

PARTE

BISABOLANOS ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
S. artes MERICLI et
aschenbormanus P al., 1989
aereas
Schauer
a-curcumeno
S. balsapampae raizes BOHLMANN
Cuatr. et al., 1980

E e

B- S. selloi (Spreng) partes  HEINZMANN,

zinguibereno DC. aéreas 1996
S. subrubriflorus artes BOHLMANN;

6xido de 0. Hoffm. Liond ZDERO,

bisaboleno 1982b

H S. macroglossus raizes BOHLMANN
DC. et al., 1985
bisabolona

S. palmensis partes REINA et al.,
\ Chr. Sm. aéreas 2002
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2.2.5.3.5 Derivados do germacrano

Dentre os derivados do germacrano, o germacreno D (Tabela 10), que é
encontrado na natureza na forma de seus dois isbmeros, S e R (STELIOPOULOS et
al., 2002), é um constituinte bastante freqlente em espécies de Senecio
(DEUSCHLE, 2003). Sua ampla ocorréncia no género pode ser explicada pelo fato
deste ser considerado um precursor da biossintese de muitos outros compostos de
estrutura sesquiterpendide (BULLOW, KONIG, 2000), com importantes atividades
biolégicas (PROSSER et al., 2004).

Tabela 10 — Exemplos de sesquiterpendides derivados do germacrano

descritos para o género Senecio

GERMACRANOS  ESTRUTURA ESPECIE VEQEEL REFERENCIA
S.
trichopterygius
Muzcher BOHLMANN et al.,
subrubriflorus 1980
O. Hoffm. raizes BOHLMANN:
ZDERO, 1982b
S.
microglossus BOHLMANN et al.
DC. 1083
S. brasiliensis
germacreno D (Spreng.)
E g. BOHLMANN et al.,
€ss. 1985
S. venosus partes
Hij\/- aereas  pEUSCHLE, 2003
desiderabilis SILVA. 2006
Velozo ’
S. bonariensis
Hook. Et Arn. FRANCZJ(I)EQS70ATO7
S.
heterotrichius

DC.
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S. crassissimus BOHLMANN:
Humb. partes  7\ESCHE, 1981
aereas
biciclogermacreno S. .
subrubriflorus raizes BOHLMANN;
O. Hoffm. ZDERO, 1982a
OH
S.
. . . philippicus  partes JAKUPOVIC et.
hidroxigermacratrieno Regel et aéreas al., 1991
H Koern.
e DUPRE et al.,
carbinol S. smithii partes 1991
DC. aereas
"o ; DUPRE et al
derivados oxigenados oo S. smithii  partes 1991e .
do germacrano DC. aéreas

OH

2.2.5.3.6 Derivados do humulano e do cariofilano

Relatados em espécies de Senecio (Tabela 11), estes compostos tém
despertado interesse por serem utilizados como aromatizantes e conservantes na
industria cosmética (SKOLD et al.,2005) e de géneros alimenticios (FDA) e também
pelas atividades antimalarica (THEBTARANONTH et al., 1995), antifungica (YANG
et al., 2000), anestésica local (GHELARDINI et al., 2001), inibidora da agregacéo
plaquetaria (LIN et al., 2003). O primeiro fitoterapico brasileiro (Acheflan ®), obtido
de Cordia verbenacea DC. tem como um dos seus constituintes o a-humuleno,
encontrado também em varias espécies de Senecio (Tabela 11), sendo atribuida a
ele uma atividade antiinflamatéria. O a-humuleno também possui atividade

antitumoral, conforme descrito no estudo de Legault et al. (2003).
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Tabela 11 — Exemplos de sesquiterpendides derivados do humulano e do

cariofilano descritos para o género Senecio

HUMULANOS/ - PARTE -
CARIOFILANOS ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
oxido de S. palmensis partes REINA et al.,
humuladieno Chr. Sm. aéreas 2002
BOHLMANN
. S. inaequidens raizes et al., 1980
isohumuleno
DC.
S. murii L. Bol. artes BOHLMANN
S. asperulus DC. géreas et al., 1985
S. ambiguus ZDERO et al.,
(Biv) DC. subsp. 1989
a- humuleno ambiguus TUNDIS et al.,
2005
S. grisebachii
Baker folhas ZEINSTEGER
et al., 2005
S. subrubriflorus BOZ%LE%AC‘)NN’
O. Hoffm. ’
S. reicheanus 1982b
e partes DUPRE et al.,
cariofileno Cabr. .
S. bonariensis aereas SIL\}?\Q;OOG
Hook. Et Arn ’
S. crassissimus BOHLMANN;
Humb. partes ZIESCHE,
oxido de S. palmensis aéreas 1981
cariofileno Chr. Sm. REINA et al.,
S. bonariensis 2002
Hook. Et Arn. SILVA, 2006

2.2.5.3.7 Derivados do farnesano

Sao poucos os compostos derivados do farnesano, sesquiterpenos de

estrutura aciclica, obtidos do género Senecio (Tabela 12).
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Tabela 12 — Exemplos de sesquiterpendides derivados do farnesano descritos
para o género Senecio

. PARTE o
FARNESANOS ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
)\/Q\NK/ Senecio partes ]
. . BOHLMANN;
a- N AN >~ subrubriflorus O. aéreas ZDERO, 1982b
farneseno Hoffm.
S. conrathii N. E.
Br. BOHLMANN et
al., 1983
B- )\/Q\/\*/ S. 22222
farneseno N N ~" aschenbormanus
Schauer MERICLI et al.,
S. sundbergii 1989
Turner
Senecio BOHLMANN:

Subrubriforis O partes  ZDERO 1982b;

nerolidol OH . aéreas TUNDIS et al.,
M A></ S. ambiguus 2005

subsp. ambiguus

2.2.5.3.8 Derivados do guaiano

Os derivados do guaiano encontrados em espécies de Senecio encontram-se
descritos na Tabela 13.

Tabela 13 — Exemplos de sesquiterpendides derivados do guaiano descritos
para o género Senecio

z PARTE o
GUAIANOS ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
S. BOHLMANN;
aromadendreno crassissimus pgrtes ZIESCHE,
Humb. aéreas 1981
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S. ochoanus partes BOHLMANN et

Cuatr. aéreas al., 1983

espatulenol S ABDO et al
canescens folhas 1992
Humb.
S DUPRE et al

viridifloreno dl\r% ophylius pgrtes 1991 ’

eyen et aereas

Walp

2.2.5.4 Sesquiterpendides com o grupamento perdxido

Os perdxidos sdo metabdlitos secundarios com alto grau de oxigenagao, que
pertencem a diferentes classes de constituintes vegetais. Seus precursores
geralmente sao olefinas, constituintes ocasionais de O6leos essenciais de varias
espécies. Estes sdo formados através da adicdo de oxigénio singlete a dupla ligacao
e sofre a influéncia direta da radiagdo UV (KIEFER, 1993). Os peroxidos
encontrados em espécies de Senecio geralmente sao de estrutura sesquiterpendide.

Estes compostos, por possuirem uma estrutura altamente reativa apresentam as
atividades: citotoxica, citostatica, antimicrobiana, indutiva de tremor, alergénica,
hepatoprotetora, antitumoral, anti-helmintica e ictiotdxica, além de atividade sobre o
SNC (CASTEEL, 1992; BENNET-JENKINS; BRYANT, 1996; HEINZMANN, 1996;
TOLSTIKOV et al., 1996; RUCKER, 1997). Estudos tém demonstrado que estes
compostos exibem significativa atividade in vitro e in vivo contra Plasmodium
falciparum (RUCKER et al., 1991 apud RUCKER et al., 1996a). Exemplo da agéo
antimalarica in vitro é o bisaboleno-1,4-endoperdxido, derivado do bisabolano obtido
de espécies Senecio (Tabela 14). Um exemplo de substancia antimalarica com acao
in vivo € o endoperoxido artemisinina, uma lactona sesquiterpénica obtida da partes
aéreas de Artemisia annua (Asteraceae). Este composto é utilizado com éxito no
tratamento da malaria, inclusive contra cepas resistentes de Plasmodium falciparum,
sendo que o grupamento perédxido € indispensavel para sua atividade (DHINGRA et
al., 1999).
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Tabela 14 - Exemplos de sesquiterpendides com grupamento peréxido
descritos para o género Senecio

PARTE

PEROXIDOS ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
S.
MERICLI et
aschenbormanus al 1989
Schauer
S. selloi (Spreng) partes R;lIJC1K9I§I;§t
endgperomdo DC. aéreas BOHLMANN
derivado do S. ot al.. 1980
bisabolano trichopterygius , METWALLY:
Muscher raizes DAWIDAR
S. desfonainei 1986 ’
Druce
S. ochoanus BOHLMANN
. ’ partes etal., 1983
endoperoxido Cuatr. )
derivado do nor- aereas
X ABDO et al.,
bisabolano | S. canescens folh 1992
Humb. olhas 99
hidroperodxido DUPRE et al.,
derivado do S. dryophyllus — partes 1991
; Meyen et Walp. aéreas
bisabolano

hidroperoxido S. adenophyllus

partes DUPRE et al.,

derivado do Meyen et Walp. aéreas 1991
germacrano
ABDO et al.,
S. canescens 1992
Humb. folhas
hidroperoxido © S. coronatus BOHLMANN;
derivado do ) ZDERO,
. (Thunb.) Harv.
eremofilano OOH S reicheanus artes 1982b
’ be DUPRE et al.,
Cabr. aéreas 1991

2.2.5.5 Diterpendides

Diterpendides e seus derivados glicosilados tém sido relatados em espécies
da familia das Asteraceas, mas nao sao freqientes no género Senecio (Tabela 15)

(CHENG et al., 2005). Sdo compostos ndo volateis que, nas plantas, fazem parte da
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constituicdo de resinas vegetais e atuam como horménios, protetores contra
infeccoes e insetos (ROBBERS et al., 1997). Para essa classe de compostos é
relatada atividade antiviral (KHAN et al., 2005), antileishmaniose (ROCHA et al.,
2005) e antimicrobiana (DREWES et al., 2006).

Tabela 15 - Exemplos de diterpendides descritos para o género Senecio

PARTE

VEGETAL REFERENCIA

DITERPENOIDES ESTRUTURA ESPECIE

derivados do S. asperrulus

partes  ZDERO et

beiereno DC. aéreas al., 1989

rufusosideos

S. rufus Hand-  partes DONG-
aéreas LIANG et
AeB N . Mazz al., 1993

rufusosideo A H a-L-arabinopirano:
rufusosideo B B-D-glicopiranosil  a-L-arabinopirano

S.
macrocephalus

DC.

partes BOHLMANN
aéreas etal., 1985

manol
S. erubescens

Ait. var.

credifolius DC.

S

diterpendide '
trichopterygius 0 BOHLMANN
monociclico \O\(\/\(\/\( ralzes ot al., 1980

Muscher
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diterpenos do tipo

S. asperrulus BOHLMANN;
sandaro- DG raizes ZDERO,
copimareno ' 1982b

2.2.5.6 Triterpendides

Os triterpendides sao compostos pouco volateis e ja foram isolados de

diferentes espécies de Senecio (Tabela 16).

Tabela 16 - Exemplos de triterpendides descritos para o género Senecio

PARTE

TRITERPENOIDES ESTRUTURA ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
S. pohlii Sch.
Bip. ex Baker BOHLMANN
aéreas ZDERO et
othonnaeflorus al., 1989
DC.

Cuatr aéreas al., 2005;
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triterpendides o _
Ho S. pseudotites

partes TOMMASI et

pentaciclicos poli-

Griseb. aéreas al., 1998

hidroxilados

1 R=H

2 R=-COCH,

(0]

3 R= fngH:CH—QfOH

triterpendides
tetraciclicos com S. selloi partes RUCKER et

esqueleto 9-epi- (Spreng.) DC. aéreas al., 1999

cucurbitano

2.3 Senecio crassiflorus (Poir.) DC.

Senecio crassiflorus (Poir.) De Candolle € uma espécie nativa das praias e
dunas costeiras do litoral Atlantico, do sul do Brasil até a Argentina (ALBERTO;
FONTOURA, 1999; STUTZ; PRIETO, 2003; DELFINO; MASCIADRI, 2005;
CORDEIRO, 2005; CALLIARI et al., 2005; SILVA et al., 2006). Entretanto, McKenzie
(1981) relata a presenca desta espécie na Nova Zelandia. Segundo estudos de
Webb (1987) a espécie foi encontrada nas margens do rio Hutt deste mesmo pais.

A espécie se desenvolve nas dunas frontais, definidas como corddes paralelos a
linha da costa e formadas logo apdés o poés-praia quando sedimentos,
preferencialmente de granulometria fina, sao transportados pelo vento e depositados
quando encontram algum tipo de barreira, geralmente representada pela vegetacao
psamdfila que age como pioneira, formadora e fixadora de dunas (CORDAZZO;
COSTA, 1989; CALLIARI et al., 2005; CORDEIRO, 2005). Esta area apresenta
continuo movimento de substrato, flutuagdes na temperatura do solo superficial,
pouca retencdo de agua, escassez de nutrientes, maresias, areias moveis, alta
incidéncia luminosa e salinidade que criam um ambiente muito extremo. Devido a
estes aspectos, as espécies vegetais apresentam caracteristicas morfologicas e

fisioloégicas proprias, que permitem sua sobrevivéncia neste ambiente (DELFINO;
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MASCIADRI, 2005). As espécies que se desenvolvem nas dunas frontais possuem
caules que acompanham as modificagbes de superficie (estoloniferos) ou que
penetram na areia (rizomatosos), funcionando como barreiras a movimentagao de
areia com crescimento horizontal e vertical, evitando assim o soterramento com o
crescimento da duna. Também sdo comuns 0s mecanismos de regeneragao vegetal
através de fragmentos rizomatosos (Panicum racemosum), bem como a presenga de
pélos, folhas carnosas com cuticulas grossas como S. crassiflorus (DELFINO;
MASCIADRI, 2005).

Ao longo do litoral norte do Rio Grande do Sul as espécies Panicum racemosum
e S. crassiflorus sao dominantes. P. racemosum é uma graminea perene, que
apresenta maior vigor de florescimento e crescimento na primavera uma vez que
nesta época os ventos ficam mais intensos, produzindo maior acumulacao de areia
e, portanto, maior entrada de nutrientes. Assim inibe o desenvolvimento de outras
espécies, entre elas S. crassiflorus, no setor frontal da duna, a qual ndo se adapta a
grande aporte de areia e encontra condigbes de desenvolvimento na crista da duna,
onde o aporte € mais reduzido (CALLIARI et al., 2005) (Figura 1).

Figura 1 — Dunas frontais no municipio de Capao da Canoal/RS, final da
primavera/2006
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A interagdo de S. crassiflorus, que se desenvolve no litoral catarinense, com
insetos foi estudada por SILVA et al. (2006). No total 13 espécies de nove familias
demonstraram ser polinizadoras deste vegetal. O maior numero de visitas ocorreu
no periodo das 10 as 12 horas, tendo um declinio ao longo do dia, fato que o autor
atribui a queda de temperatura e aumento dos ventos. Os grupos formados pelas
abelhas e borboletas representaram, respectivamente, 55 % e 26 % das visitas,
sendo a Apis mellifera e Danaus gilippus os visitantes mais frequentes. Quanto ao
comportamento destes insetos, constatou-se que S. crassiflorus, por possuir flor
amarela, corola tubular, antese diurna, e ainda, apresentar-se mecanicamente forte,
possui a melitofilia como a sua mais evidente sindrome de polinizagdo. Devido ao
seu curto periodo de floragdo, S. crassiflorus € considerado um recurso efémero
para os visitantes florais. Como consequéncia, ao disponibilizar diferentes tipos de
recurso (néctar e pdlen), atrai elevado numero de visitantes florais, participando de

um grande numero de interagdes ecoldgicas.
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Figura 2 - Distribuicdao de S. crassiflorus var. crassiflorus (i') e S. crassiflorus
var. maritimus (e) (Adaptado de MATZENBACHER, 1998)
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No estudo de Matzenbacher (1998) foi evidenciado que no estado do Rio
Grande do Sul, S. crassiflorus apresenta duas variedades: Senecio crassiflorus
(Poir.) DC. var. crassiflorus e Senecio crassiflorus var. maritimus (Malme) Cabrera. A
distribuicdo destas espécies pode ser observada na Figura 2. A seguir o
detalhamento botanico, os dados fenoldgicos e as observagdes ecoldgicas descritas

para estas variedades.

2.3.1 Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus

2.3.1.1 Descri¢ao botanica

Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus (Figuras 3, 4 e 5) é
popularmente conhecida como macela-grauda (CABRERA; KLEIN, 1975;
ALBERTO; FONTOURA, 1999), “boleo” (CABRERA, 1974); margarida-das-dunas e
marcela grauda (CORDAZZO; SEELIGER, 1988) (Figura 1 e 2). Segundo
Matzenbacher (1998):

E uma erva perene, ramificada pela base, com caules rizomatosos,
plagiotropicos, de até 3,0 m de comprimento; ramos terminais ascendentes
a eretos, com 20 - 30 cm de altura, densamente albo-tomentosos. Folhas
suculentas, oblanceoladas, espatuladas, obtusas a subagudas no &apice,
longamente atenuadas na base em pseudo-peciolo, inteiras ou apenas
trilobadas no apice, densamente albo-tomentosas em ambas as faces,
de 4-10cm de comprimento por 1,2 - 3,0 cm de largura.

Capitulos radiados, solitarios ou agrupados em 2 - 5, formando corimbos
laxos no extremo dos ramos, mediana a longamente pedunculados,
invélucro cilindrico, caliculado, de 17 - 20 mm de altura por 15 - 18 mm de
didmetro; caliculo com 4 filarias linear-lanceoldas, 10 mm de comprimento.
Bracteas involucrais, 19 - 20, unidas umas as outras através de pélos
entrelagados, linear-lanceoladas, agudas e peniciladas no apice,
densamente albo-tomentosas no dorso. Flores dimorfas: as do raio, 20 - 21,
em 2 - 3 séries, pistiladas, liguladas, amarelo-claro, tubo da corola com 10
mm de comprimento e ligula com 18 - 25 mm de comprimento por 7 - 9 mm
de largura, com 4 - 6 nervuras, sendo que somente 4 nervuras vao até o

apice, que é ftridentado; flores do disco amarelas, monoclinas, muito
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numerosas, tubulosas, amarelas, pentalobadas no apice, de 12 mm de
comprimento. Aquénios densamente sericeo-pubescentes, sulcados, com
7 - 8 sulcos, 5,0 — 5,5 mm de comprimento. Papo branco com fios muito

finos e sedosos, 11 — 12 mm de comprimento.

A espécie apresenta acentuado polimorfismo foliar que se manifesta, as
vezes, na propria planta individualmente considerada (Matzenbacher, 1998).
Segundo Matzenbacher (1998) Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var.
crassiflorus apresenta as seguintes sinonimias:
- Cineraria vestita Spreng.
- Senecio andryaloides DC.
- Senecio culcitium Remy
- Senecio crassiflorus var. tricuspis Baker

- Senecio crassiflorus var. andryaloides (DC.) Arech

Figura 3 - Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus - aspecto geral da
planta (FONTE: MATZENBACHER, 1998)
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Figura 4 - Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus: A — ramo florifero; B —
folhas caulinar; C — detalhe do aquénio em corte longitudinal mediano; D e E — flores liguladas do
raio; F- flor tubulosa do disco. (FONTE: MATZENBACHER, 1998)
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Figura 5 - Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus - aspecto geral da
planta

2.3.1.2 Dados fenoldgicos e observagdes ecologicas

A floracao e frutificacdo de Senecio crassiflorus var. crassiflorus ocorre
principalmente de setembro a novembro, com menor frequéncia nos meses de julho
e agosto, e de janeiro a margo. E uma erva psamdfila que se desenvolve no litoral
arenoso do sul do Brasil até o Uruguai e Argentina. Também ocorre em dunas
fluviais no nordeste da Argentina, sendo responsavel pela fixagdo das dunas
(CABREIRA; KLEIN, 1975).

2.3.2 Senecio crassiflorus var. maritimus (Malme) Cabrera
2.3.2.1 Descri¢ao botanica

Matzenbacher (1998) descreveu as caracteristicas botanicas de Senecio

crassiflorus var. maritimus (Figura 6):
Ervas reptantes, ascendentes no escapo floral, glabras alaxamente
albo —tomentosas. Folhas espatuladas, crassas, tridentadas no apice,
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com dentes agudos, as vezes alguns dentes na margem; glabras no
epifilo e laxamente albo-tomentosas no hipofilo, 6,0 — 7,0cm de
comprimento por 1,0 cm de largura.

Capitulos corimbosos, 3-4, em breves pedunculos; involucro
cilindrico, caliculado, de 15,0-16,0mm de altura por 13,omm de
didmetro, laxamente albo-tomentoso, caliculo com 6 filarias linear-
lanceoladas, 4,0mm de comprimento. Bracteas involucrais com curto
apice avermelhado. Flores do raio liguladas, 21, em 2-3 séries,
amarelo- claro, ligula com 16,0- 18,0mm de comprimento por 4,0-
5,0mm de largura.

Senecio crassiflorus var. maritimus, conforme Matzenbacher (1998), apresenta
as seguintes sinonimias:
- Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. tricuspis Baker

- Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. tricuspis Baker for. maritima Malme

Figura 6 - Senecio crassiflorus var. maritimus - aspecto geral da planta.
(FONTE: MATZENBACHER, 1998)

2.3.2.2 Dados fenoldgicos e observagdes ecologicas

S. crassiflorus var. maritimus desenvolve-se juntamente com a variedade
crassiflorus nas dunas litordneas do sul do Brasil e no Uruguai até o rio da Prata.
Floresce e frutifica de setembro a novembro (MATZENBACHER, 1998).
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2.3.3 Toxidade e uso popular de S. crassiflorus (Poir.) DC.

S. crassiflorus € considerada uma planta potencialmente téxica (JARES, 1989
apud TETTAMANZI et al., 1994) devido a presencga dos alcaldides pirrolizidinicos
(CALIXTO, 2000). Entretanto, ndao foram encontrados dados na literatura que
evidenciem o uso da espécie como planta medicinal ou relatos de toxicidade em
animais e humanos.

Um relatério do Instituto Nacional de Agropecuaria do Uruguai (2004) sugere
um possivel uso de S. crassiflorus var. crassiflorus e S. crassiflorus var. maritimus

como plantas aromaticas.

2.3.4 Constituintes quimicos descritos para Senecio crassiflorus (Poir.) DC

A partir de um extrato etéreo das partes aéreas de Senecio crassiflorus (Poir.)
DC. foram isolados trés sesquiterpendides do tipo isodaucano: 10 - oxo - isodauc -
3 - en - 15 - al, afanamol |, afanamol Il (JARES; POMILIO, 1989) (Figura 7). Os dois
ultimos ja tiveram um método de sintese desenvolvido (HARMATA; CARTER, 1997).
Em outros estudos com extratos vegetais contendo sesquiterpendides do tipo
isodaucano, foi detectada uma atividade antimalarica in vitro (TCHUENDEM et al.,
1999).

OH o
CHO

CHO

Afanamol | Afanamol Il 10 — Oxo — Isodauc -3 —en - 15 —al

Figura 7 - Isodaucanos obtidos das partes aéreas de Senecio crassiflorus
(JARES; POMILIO,1989)
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No estudo de Tettamanzi et al., 1994, foram isolados das partes aéreas secas
de Senecio crassiflorus (Poir.) DC.: campesterol, stigmasterol, sitosterol, di-
hidrositosterol, A’-sitosterol, di-hidrocampesterol, di-hidrostigmasterol, colesterol, A’-
colesterol, stigmast-4-en-3-ona, stigmast-4,6-dien-3-ona, stigmast-3,5-dien-7-ona,
stigmast-3,5-dieno, stigmast-1,3,5-trieno, sitosterona, 5,6-di-hidrositosterol,
senecionina, seneciofillina, N-6xido de senecionina, N-6xido de seneciofillina, colina,
crisina, ftricina, luteolina, quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo e acetato de a-

amirina.

2.3.4.1 Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus

A presenca de alcaldides pirrolizidinicos ja foi pesquisada em inflorescéncias de
Senecio crassiflorus var. crassiflorus, sendo identificados os do tipo senecionina: E-
integerrimina, Z-senecionina, rosmarinina; também foi detectada a sarracina,

pertencente a um tipo de triangularina (TRIGO et al., 2003).

2.3.4.2 Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. maritimus

Das inflorescéncias de S. crassiflorus var. maritimus ja foram isolados os
alcaldides pirrolizidinicos senecionina, seneciofilina, senecivernina e senquirquina
(TRIGO et al., 2003)



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos gerais

Os solventes e reagentes utilizados foram procedentes das marcas Belga,
Quimex, Vetec, Nuclear ou Merck, de grau p.a. Os solventes e a agua utilizados nos
experimentos e na preparagdo de reagentes e diluentes foram recentemente
destilados, exceto o éter etilico.

Para as cromatografias analiticas em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas com gel de silica GF2s6 Merck, de espessura de 0,2 mm, com suporte
de aluminio 20 X 20 cm. As analises por CCD foram realizadas em cuba saturada,
com migracao ascendente. Como fases moéveis foram utilizados varios eluentes,
entre eles o diclorometano (CH.Cl,), hexano: acetona e hexano: éter etilico em
diferentes proporgdes. Em alguns casos o gel de silica foi impregnado com solug&o
de nitrato de prata 10%, conforme descrito por Stahl (1969).

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

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

Para a elucidagéo estrutural da substancia isolada, 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 '3C).

A extragcdo dos constituintes volateis foi realizada pelo método de
hidrodestilacéo, utilizando um aparelho tipo Clevenger modificado (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2000). A analise dos componentes dos 6leos essenciais foi realizada

por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) através da
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comparagao da fragmentagdo dos constituintes com um banco de dados e por
comparacgao dos indices de retengao de Kovats com a mistura padrao (Sigma).

Os espectros de massas foram obtidos no Laboratério de Analises
Micotoxicolégicas (LAMIC) e os de RMN, no Departamento de Quimica, ambos da
UFSM.

Além de todos os materiais de vidrarias presentes em um laboratério de
fitoquimica, os seguintes equipamentos foram utilizados no desenvolvimento do
trabalho:

- Balanga analitica OHAUS Voyager;

- Balanga semi-analitica MARTE AS5500C;

- Banho de ultrassom THORNTON Unique UCS 750;

- Bomba de vacuo (compressor) PRIMAR modelo 141;

- Cromatografo gasoso acoplado a espectrobmetro de massas (CG-EM):
cromatégrafo gasoso AGILENT 6890, equipado com um detector seletivo de massas
série 5973 e um injetor automatico; parametros da 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 diametro,
espessura do filme: 0,25 ym); programa de analise: 40°C (Ti) por 4 min, 40-260 °C,
4°C/min; temperatura do injetor: 220°C; energia de ionizagdo: 70 eV; banco de
dados: NIST, 1998. Para diluicdo das amostras utilizou-se hexano grau pesticida. A
porcentagem das areas dos picos foi determinada com base nos ions totais (TIC).

- Espectrémetro de RMN Brucker DPX-400 (RMN 'H - 400 MHz e RMN *C > 100
MHz). A amostra foi solubilizada em cloroférmio deuterado (CDCI;). Os
deslocamentos quimicos (8) foram registrados em “ppm”, em relagcdo ao TMS.

- Estufa BIOMATIC modelo 301;

- Evaporador rotatério BUCHI R — 114, acoplado a um banho de agua BUCHI
Waterbaht B- 480 e a uma trompa d’agua;

- Ld&mpada de UV CHROMATO UVE;

- LA&mpada de UV BOITTON;

- Aparelho tipo Clevenger modificado;

- Manta de aquecimento Marca FISATOM.

- Destilador de agua FABBE modelo 106.
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3.2 Material vegetal

A espécie foi localizada e identificada pelo Prof. Dr. Nelson Ivo Matzenbacher,
do Programa de Pdés-Graduagdo em Botanica da UFRGS. As partes aéreas de
Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus, utilizadas para o preparo do extrato
diclorometanico visando o isolamento do metabdlito secundario foram coletadas em
abril de 2004, no municipio de Capao da Canoa — RS. Material testemunha
encontra-se depositado no herbario do Departamento de Biologia da UFSM sob o
registro n® SMDB 9520.

Figura 8 — Senecio crassiflorus var. crassiflorus — aspecto geral da planta no

local de coleta: Capao da Canoa/RS, abril de 2006

As partes aéreas e caules rizomatosos de Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var.
crassiflorus (Figura 8) usados para a obtengao dos 6leos essenciais e dos extratos
diclorometanico e etandlico foram coletados em abril de 2006, nas dunas da praia do

municipio de Capao da Canoa — RS. Material testemunha encontra-se depositado no
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herbario do Departamento de Biologia da UFSM sob o registro n® SMDB 10132. Em
dezembro de 2006, nova coleta foi realizada no mesmo local (Figuras 9, 10 e 11)
com a finalidade de obtencdo de oleo essencial e avaliagdo da atividade
antibacteriana. O material testemunha encontra-se no mesmo herbario sob o registro
n°® SMDB 10406. As coletas foram efetuadas entre 11 e 12 horas.

Figura 9 - Senecio crassiflorus var. crassiflorus — aspecto geral da planta no
local de coleta: Capao da Canoa/RS, dezembro de 2006

Figura 10 - Senecio crassiflorus var. crassiflorus — detalhe ampliado da Fig. 9,

presencga de inflorescéncias secas
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Figura 11 — Vista geral de Senecio crassiflorus var. crassiflorus, nas dunas

frontais de Capao de Canoal/RS, local da coleta realizada em dezembro de 2006

3.3 Preparacao do extrato

3.3.1 Preparagéo do extrato diclorometénico para o fracionamento

A extragdo do material vegetal fresco foi realizada pelo processo de
maceracao, utilizando-se diclorometano como solvente. As partes aéreas (1100 g),
sem a presencga de inflorescéncias, foram grosseiramente divididas com o auxilio de

poddes, pesadas, colocadas em frasco ambar e recobertas com o solvente, sendo
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submetidas a agitacao diaria (12 maceragao). Apos a um periodo minimo de 8 dias,
o liquido extrativo foi filtrado por algoddo e o material vegetal foi entdo recoberto
com nova quantidade do mesmo solvente (22 maceragao). Transcorrido um periodo
minimo de 8 dias, este segundo liquido extrativo foi filtrado e os dois extratos
resultantes, da primeira e segunda maceragbes, foram reunidos. O extrato
diclorometanico foi evaporado em evaporador rotatério, a uma temperatura inferior a
25°C, obtendo-se desta forma, o extrato diclorometanico das partes aéreas, que teve

seu peso seco determinado para calculo do rendimento.

3.3.2 Preparagado dos extratos diclorometanico e etandlico para os testes de

atividade antibacteriana

O material vegetal fresco, coletado em abril de 2006, foi separado em folhas (59
g) e caules (12 g) a fim de obter-se os extratos diclorometanicos e etandlicos das
folhas e caules aéreos, separadamente. A seguir, procedeu-se a preparagdao dos
extratos diclorometanicos por maceragao, conforme descrito no item 3.3.1. Apds a
segunda maceragao com diclorometano, o material vegetal foi recoberto por etanol
(3% maceracéo) e submetido a uma agitacéo diaria. Depois de um periodo minimo de
8 dias, o liquido extrativo foi filtrado por algoddo e o material vegetal foi recoberto
pelo mesmo solvente (4% maceragao). Passados no minimo 8 dias, filtrou-se o
liquido extrativo da ultima maceragdo. Os extratos etandlicos foram reunidos e
concentrados em evaporador rotatério a uma temperatura ndo superior a 40°C, a fim

de obter-se o extrato seco para o calculo do rendimento.

3.4 Fracionamento preliminar do extrato diclorometanico

O fracionamento preliminar do extrato obtido a partir da coleta realizada em
abril de 2004 foi iniciado através de cromatografia em coluna do tipo flash. Nesta
técnica, o gel de silica foi suspenso no eluente (diclorometano) e a suspenséo foi

transferida para uma coluna de vidro. Apos a transferéncia e compactagcado do
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adsorvente, a amostra foi ressuspensa em pequena quantidade de eluente e
aplicada sobre a coluna de gel de silica.

Os constituintes do extrato foram eluidos através da coluna com o auxilio de
uma bomba de vacuo acoplada a extremidade superior desta. As fragdes recolhidas
possuiam volume variavel, na dependéncia da sua coloracdo, nao excedendo o
volume de 900 mL.

Os resultados da separacdo foram monitorados por CCD, utilizando-se
anisaldeido-acido sulfurico como revelador, sendo que as fragdes foram reunidas

conforme a semelhanca de seus constituintes.

3.4.1 Coluna 1

Coluna: 100 g de gel de silica 60 para cromatografia em coluna.

Amostra: 3,1 g do extrato diclorometéanico bruto de S. crassiflorus var. crassiflorus.
Eluente: CH,Cl, (fragcbes 1- 9) e mistura de CH,Cl,: EtOH, na proporcgao 9:1 (fragcoes
10 - 16) e etanol (fragdes 17 — 18).

Foram coletadas 18 fracdes de volume variavel (Tabela 17).

Tabela 17 - Rendimento da fragoes obtidas da coluna 1

Fragcbes Cadigo Rendimento (mg)
Fracoes 1 -2 1 col. 1 701,3
Fragbes 3 -5 2 col. 1 684,6
Fragdes 6 -7 3 col. 1 172,8
Fragdes 8 - 10 4 col. 1 46,6
Fracao 11 5 col. 1 36,3
Fragcao 12 6 col. 1 1003
Fracao 13 7 col. 1 184,2
Fragao 14 8 col. 1 135,2
Fragdes 15 - 17 9 col. 1 103,6
Fracdes 18 - 19 10 col. 1 27,7

TOTAL 3095,3
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As fracbes obtidas da coluna 1 foram analisadas por CCD, utilizando-se o
CHCl, e hexano: acetona na proporcao (9:1) como eluentes. Apds a revelagao das
placas com anisaldeido-acido sulfurico, observou-se manchas caracteristicas de
terpendides em 1 e 2 col. 1. Na sequéncia, optou-se por trabalhar inicialmente com 1

col. 1, devido a mesma apresentar uma maior concentracao de terpendides.

3. 5 Isolamento do sesquiterpeno AM1

O isolamento do constituinte AM1 de Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var.
crassiflorus encontra-se esquematizado na Figura 12 e foi realizado através da
cromatografia em coluna, seguindo-se a mesma técnica descrita no item 3.4, porém

sem a utilizagado de pressao.

3.5.1 Coluna 2

Coluna: 60 g de gel de silica 60 para cromatografia em coluna, impregnado com
AgNOs3 (sol. 10%).

Amostra: 701,3 mg de 1 col.1.

Eluente: hexano: acetona (98:2)

Fluxo: 30 gotas/ minuto

Foram coletas 75 fragdes de 30 mL (Tabela 18).

Tabela 18 - Rendimento das fragoes obtidas na coluna 2

Fracbes Rendimento (mg)
Fragdes 1-5 396,6
Fracbes 6 - 7 103,3

Fragcao 10 13,6
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Fragao 11 15,3
Fragao 12 10,9
Fragdo 13 9,7
Fracdes 14 - 18 8,5
Fracdes 19 - 21 20
Fragcdes 22 - 23 0,8
Fracdes 24 - 26 10,3
Fragoes 27 - 29 40,5
Fragdes 30 - 31 2,3
Fragdes 32 - 36 2,7
Fragdes 37 - 41 3,6
Fracdes 42 - 46 3,4
Fragdes 47 - 57 4,6
FragGes 58 - 64 0,6
Fracdes 65 - 72 7,8
Fracbes 73 - 75 5,6
TOTAL 670,1

Pelo perfil cromatografico em CCD, as fragdes 27-29 demonstraram tratar-se

de uma substancia isolada, que recebeu a denominagdo de AM1. A mesma foi
submetida & analise por CG-EM, RMN C e RMN "H.
Composto AM1: éleo amarelo-claro. R= 0,28 (gel de silica Fys54 impregnado com
AgNos 10%; hexano:acetona 98:2, 3 migragdes; visualizagdo apds nebulizagdo com
anisaldeido-H,SO4). EM-IE 70 eV, m/z (%) 204 [M]" (12), 161(100), 147(7), 133(23),
119(41), 105(68), 91(70), 79(45), 55(22), 41(51), calculado para CqsH4 204 (Figura
13, p. 76). Para RMN *C (100MHz, CDCl;) e RMN 'H (400MHZ, CDCls) ver as
Tabelas 24 e 25; Figuras 15,16,17.
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Extrato diclorometanico de S.
crassifiorus var. crassiflorus

3.1g

Coluna 1 - coluna flash
Adsorvente: Si0;
Eluente: CH:Clz;

CH:Cls: EtOH (9:1); EtOH

Fracdo 1 col 1

701,3 mg

Coluna 2

Adsorvente: Si0OJ/AgNO; 10%

Eluente: hexano: acetona (98:2)

FracOes 27-29 col. 2

40,5 mg

v
AM1

Figura 12 - Esquema do isolamento de AM1 a partir do extrato diclorometénico

de S. crassiflorus var. crassiflorus coletada em abril de 2004

3.6 Obtencao dos dleos essenciais

A extragcdo dos o6leos essenciais das folhas, caules aéreos, partes aéreas
(folhas e caules, sem a presenca de inflorescéncias) e caules rizomatosos de
Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus foi realizada separadamente. Para
isto, os 6rgaos vegetais foram grosseiramente divididos com auxilio de poddes,
pesados e colocados em um baldo. O o6leo foi extraido pelo método de
hidrodestilagao, utilizando o aparelho de Clevenger modificado, conforme a técnica
descrita na Farmacopéia Brasileira 4% ed. O material vegetal foi destilado por 3
horas. Os 6leos essenciais obtidos tiveram os seus volumes determinados para
calculo do rendimento em relacdo ao material vegetal fresco (%v/m). Devido ao

baixo volume obtido, o 6leo ndo pode ser dessecado com sulfato de sédio anidro,
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sendo armazenado em um frasco de vidro vedado e conservado a —18°C até o
momento das analises.

Na Tabela 19 estido discriminadas as partes de S. crassiflorus var. crassiflorus
coletadas em abril de 2006, a massa do material vegetal utilizada para a obtengéo
dos dleos essenciais e os codigos atribuidos ao 6leos extraidos. Na Tabela 20 estao

os dados referentes a coleta de dezembro de 2006.

Tabela 19 - Orgdo do vegetal, massa, e cédigos dos dleos essenciais de S.

crassiflorus var. crassiflorus coletada em abril de 2006

Parte do vegetal Massa do vegetal fresco Caddigo
(Kg)
Folhas 3,46 OF1
Caules aéreos 1,37 OC1
Caules rizomatosos 0,49 OR1

Tabela 20 - Orgdo do vegetal, sua massa e cédigos atribuidos aos o6leos

essenciais de S. crassiflorus var. crassiflorus coletada em dezembro de 2006

Parte do vegetal Massa do vegetal fresco Cadigo
(Kg)
Folhas 3,00 OF2
Caules aéreos 1,30 0C2
Caules rizomatosos 0,95 OR2
Partes aéreas 0,64 OPA

3.7 Analise qualitativa e quantitativa dos constituintes dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo foram analisados por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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As amostras para CG foram preparadas utilizando-se aliquotas dos o6leos
essenciais dissolvidos em hexano grau pesticida.

Os componentes dos Oleos essenciais foram identificados com base no indice de
retencdo de Kovats (IK), determinados através da utilizacdo de uma curva de
calibragdo de uma série homodloga de n-alcanos (Cg-Csy) (Sigma) injetados nas
mesmas condigdes cromatograficas das amostras e nos modelos de fragmentagao
dos espectros de massas, sendo ambos comparados com dados da literatura e com
0 banco de dados do aparelho, no caso dos espectros de massas (NIST,1998).

A equacio utilizada para o célculo do indice de Kovat’s (YILIANG et al., 1993)

€ mostrada abaixo:

| =100 " =&,
tR(z +1) — 1Rz

onde: | = indice de retengao de Kovat's

tri = tempo de retencao do pico da amostra

fr; = tempo de retencdo do pico do n-alcano que elui imediatamente antes do
pico da amostra

tr@z+1) = tempo de reteng&o do pico do n-alcano que elui imediatamente depois do
pico da amostra

Z = numero de carbonos do pico do n-alcano que elui imediatamente antes do

pico da amostra

A concentragdo dos constituintes foi calculada através da area integral de
seus respectivos picos, relacionada com a area total de todos os constituintes da

amostra, obtida pela analise utilizando o cromatografo gasoso.

3.8 Determinagdao da massa especifica volumica (densidade) dos éleos

essenciais
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Para determinar a massa especifica dos 6leos essenciais um volume conhecido
foi medido com pipeta automatica. A seguir, sua massa foi verificada em uma
balanga analitica. Os resultados obtidos foram aplicados na férmula:

D =mlv
Onde D é a densidade (Kg.m™); m é a massa (Kg) do 6leo; e v (m®) é o volume do

oleo.

3.9 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e dos extratos

diclorometanico e etandlico

3.9.1 Atividade antibacteriana in vitro

Os testes para a avaliagao da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais e
dos extratos etandlico e diclorometanico foram realizados no Laboratério de
Bacteriologia/ CCS/ UFSM, com a colaborac¢ao da Prof. Dra. Rosmari Horner. Para
tanto utilizou-se o método de microdiluicio em Caldo Mueller-Hinton, baseado na
técnica M7-A6 (NCCLS/CLSI, 1997). Foram determinadas a Concentragéo Inibitéria
Minima (CIM), que é menor concentracdo do composto testado capaz de inibir
completamente o crescimento do microrganismo (bacteriostatico), e a Concentragao
Bactericida Minima (CBM), conceituada como sendo a menor concentragao em que
o composto é capaz de agir como bactericida. A CBM foi realizada apés a leitura do
CIM nos pogos onde nao foi observado crescimento bacteriano. Foi feito o repique
para placas com agar Mueller-Hinton que, apds 48 horas de incubagéao, foram lidas.
As amostras dos 6leos essenciais e extratos foram dissolvidas em etanol p.a com o
auxilio de banho de ultrassom. As concentracdes finais dos compostos no meio de
cultura foram: 8200; 4100; 2050; 1025; 512,5; 256,25; 128,12; 64,06; 32,03 e 16,01
ug/mL. Os testes foram efetuados em triplicata. Como revelador foi utilizado cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazdlio, onde o desenvolvimento da coloracdo vermelha indica a
ocorréncia de crescimento bacteriano (GABRIELSON et al., 2002).

As bactérias testadas frente aos Oleos e aos extratos foram cepas American
Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
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coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Bacillus cereus ATCC
14579. Também foram testadas frente ao 6leo essencial das folhas (OF1) as cepas
hospitalares multiresistentes isoladas do Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM): Staphylococcus aureus [B-hemolitico, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus , Enterobacter cloacae e Bacillus cereus. Apenas esta
ultima cepa hospitalar foi testada contra todas as amostras de 6leo essencial e
extratos. O isolamento da cepa de Bacillus cereus foi realizado a partir de uma
cultura de sangue de paciente internada no HUSM, de 25 anos de idade, do sexo

feminino, com diagndstico de endocardite bacteriana.

3. 9. 2 Determinacgao da atividade antifungica e algicida in vitro

Os Oleos essenciais das folhas e caules aéreos de S. crassiflorus var.
crassiflorus, coletadas em abril de 2006, tiveram sua atividade antifungica e algicida
avaliada no Laboratério de Pesquisas Micolégicas (LAPEMI) da UFSM, com a
colaboracao do Prof. Dr. Sydney Hartz Alves. Utilizou-se o método de microdiluicdo
em caldo conforme preconizado no documento M27-A2 do NCCLS (2002),
atualmente denominado CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para
fungos leveduriformes. A metodologia foi adaptada, substituindo-se os antifungicos
descritos no documento M27-A2, pelos 6leos essenciais. Os 6leos essenciais foram
solubilizados em metanol e, na sequéncia, realizou-se uma diluicdo em caldo RPMI
1640, a fim de se eliminar qualquer possibilidade de interferéncia do metanol na
atividade antifungica. Assim foi determinada a CIM (Concentragao Inibitoria Minima)
visualmente, considerando CIMp (corresponde a menor concentragao capaz de inibir
50% do crescimento fungico, quando comparado com o controle positivo) e CIMr,
(corresponde a menor concentragdo capaz de inibir completamente o crescimento
fungico) com base no crescimento do controle positivo. Depois de realizada leitura
do CIM, efetuou-se a CFM (Concentracdo Fungicida Minima); para tanto foram
observados os pogos onde ndao houve crescimento visivel e foi realizado o repique
de aliquotas destes pocgos para placas de Petri contendo agar Sabouraud; estas
foram incubadas por 48 horas, a temperatura de 35° + 2° C e, apds, realizou-se a

leitura. A menor concentracdo onde nao foi observado crescimento no agar foi
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considerada a CFM. O controle positivo era composto por 200 pL de inéculo sem o
Oleo/extrato a ser testado, ja o negativo era constituido apenas por caldo RPMI. As
concentracdes testadas foram 4250; 2125; 1062,5; 2125; 1062,5; 531,25; 265,6;
132,8 e 66,4 pL/mL. Os testes foram realizados em duplicata. Os microrganismos
testados encontram-se na tabela 21.

Os o6leos essenciais obtidos da coleta realizada em dezembro de 2006 nao

foram avaliados quanto a atividade antifungica e algicida in vitro.

Tabela 21 - Microrganismos utilizados para a avaliagdo da atividade

antimicrobiana dos oleos essenciais de S. crassiflorus var. crassiflorus

Microorganismo OF1 OC1
Candida albicans ATCC 44773 X X
Saccharomyces cerevisiae ATCC 28952 X

Candida glabrata ATCC 10231 X X
Candida dubliniensis CBS 7987 X X
Isolados clinicos

Candida krusei X X
Candida tropicalis X X
Candida lusitaneae X X
Prototheca zopfii X X

OF1: 6leo essencial das folhas; OC1: 6leo essencial dos caules



4 RESULTADOS

4.1 Rendimento dos extratos diclorometanico, etanodlico, da substancia isolada

e dos 6leos essenciais de Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus

4.1.1 Rendimento dos extratos e da substancia isolada, obtidos a partir do material

vegetal coletado em abril de 2004

A partir de 1,1 Kg de material vegetal fresco, foram obtidos 3,1 g de extrato
diclorometanico, o que corresponde a um rendimento de 0,28%, enquanto que o
extrato etandlico forneceu 14,9 g (1,36%).

Partindo de 701,3 mg de 1 col.1. do extrato CH,Cl,, obteve-se 40,5 mg da
substancia AM1, o que corresponde a um rendimento 5,77% em relagcado ao extrato

bruto. Em relagéo ao material vegetal, o rendimento de AM1 foi de 0,0037%

4.1.2 Rendimento dos extratos,obtidos a partir do material vegetal coletado em abril
de 2006

Partindo-se de 59 g de folhas frescas foram obtidos 168 mg de extrato
diclorometanico, correspondendo a um rendimento de 0,28%. A maceragdo com
etanol resultou em 820 mg de extrato, correspondendo a um rendimento de 1,39%.

A partir de 12 g de caules frescos obteve-se 81 mg de extrato diclorometéanico
(rendimento = 0,68%). O extrato etandlico resultou em 558,3 g, sendo de 4,68% o

rendimento correspondente.

4.1.3 Rendimento, caracteres organolépticos e densidade dos 6leos essenciais de

Senecio crassiflorus var. crassiflorus coletada em abril de 2006
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Os dados sobre o 6leo essencial obtido por hidrodestilagdo encontram-se na
Tabela 22. O rendimento do 6leo essencial dos caules rizomatosos nao foi calculado

devido ao baixo volume obtido.

Tabela 22 - Caracteres organolépticos, densidade e rendimento dos éleos

essenciais de S. crassiflorus var. crassiflorus coletada em abril de 2006

Parte do vegetal OF1 OC1 OR1

Massa extraida (Kg) 3,46 1,37 0,49

Cor amarela amarela clara levemente
esverdeada clara amarelada

Odor caracteristico caracteristico caracteristico

Densidade (g/mL) 0, 910 0, 903 0, 860

Rendimento (%) 0, 0226 0, 0324 NC

OF1: 6leo essencial das folhas; OC1: 6leo essencial dos caules; OR1: 6leo essencial dos caules
rizomatosos; NC: ndo calculado

4.1.4 Rendimento dos o6leos essenciais de Senecio crassiflorus var. crassiflorus

coletada em dezembro de 2006

Os resultados obtidos com a extragdo por hidrodestilagdo dos dleos
essenciais das diferentes partes do vegetal encontram-se discriminados na Tabela
23.

Tabela 23 - Caracteristicas fisicas e rendimento dos 6leos essenciais de S.

crassiflorus var. crassiflorus coletada em dezembro de 2006

Parte do vegetal OF2 0C2 OR2 OPA

Massa extraida (Kg) 3,00 1,3 0,95 0,64

Cor amarela amarela levemente amarela

clara clara amarelada clara

esverdeada

Odor caracteristico | caracteristico | caracteristico | caracteristico

Densidade (g/mL) 0,897 0,857 0,833 0,843

Rendimento (%) 0,0177 0,0267 0,0545 0,0231

OF2: 6leo essencial das folhas; OC2: 6leo essencial dos caules; OR2: 6leo essencial dos caules
rizomatosos; OPA: 6leo essencial das partes aéreas



4.2 Analise estrutural da substancia isolada

4.2 1 Elucidacao estrutural de AM1
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A substancia AM1 foi isolada conforme descrito no item 3.5. O composto foi
analisado por CG-EM, RMN 'H, RMN "*C (Figuras 13, 15, 16, 17) e seus dados
espectroscopicos foram comparados com aqueles obtidos por outros autores
(DEUSCHLE, 2003; SILVA, 2006; FRANCESCATO, 2007; HEINZMANN, B. M.; Prof.

de farmacognosia, Universidade Federal de Santa Maria, enderego eletrénico:

<berta.heinzmann@gmail.com>,dados nao publicados; Tabelas 24 e 25) e com o

banco de dados NIST (1998), no caso do espectro de massas.
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Na analise por CG foi possivel observar um unico sinal com tempo de
retencdo de 31,053 minutos. No espectro de massas do composto AM1 (Figura 13),
o sinal de maior massa encontra-se em m/z 204 u.m.a e corresponde ao ion
molecular. Com base no modelo de fragmentagdo apresentado pela substéancia, foi
sugerido pelo banco de dados do equipamento, uma série de substéncias com
fragmentacdes semelhantes as da amostra. Dentre as substancias sugeridas, o
germacreno-D foi o composto que apresentou um modelo de fragmentagdo mais
semelhante ao de AM1.

Os deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'H indicam a auséncia de
oxigénio na molécula e a presenca de trés duplas ligagbes (Figuras 16 e 17; Tabela
25).

O espectro de RMN '*C demonstra, através de sinais de maior intensidade, a
presenca de 15 carbonos na molécula, confirmando tratar-se de um sesquiterpeno.
Os deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'C evidenciam a auséncia de

oxigénio na molécula e a presenca de trés duplas ligagdes (Figura 15; Tabela 24).

4.2.1.1. Analise da fragmentacdo de AM1 por EM-IE

O composto AM1 apresentou uma massa molecular de 204 u.m.a (Figura 13).
A Figura 14 apresenta a proposta de fragmentagdo para o composto AM1
(FRANCESCATO, 2007).

A partir do ion molecular [M*] 204 u.m.a, ocorre a eliminagdo de um radical
isopropila (43 u.m.a), originando um fragmento de m/z 161 u.m.a que corresponde
ao pico base.

Através do espectro de massas de AM1 é possivel concluir que esta molécula
possui férmula molecular C1sHz4, € que o grau de insaturagdes (Gl) € igual a 4, o que

corresponde a presencga de uma estrutura anelar e de trés insaturagdes.
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Figura 14 - Proposta de fragmentagao para a substancia AM1
(Fonte: FRANCESCATO, 2007)

4.2.1.2 Analise do espectro de RMN *C de AM1

Como ja citado anteriormente, o espectro de RMN C de AM1 evidencia a
presenca de 15 carbonos na substéncia (Figura 15). A auséncia de sinais entre as
regides de deslocamento quimico & = 60 — 90 ppm indica a auséncia de oxigénio na
molécula.

A comparacao dos deslocamentos quimicos de AM1 com dados da literatura
referentes ao germacreno-D (DEUSCHLE, 2003; FRANCESCATO, 2007;
HEINZMANN, B. M. ; Prof. de farmacognosia, Universidade Federal de Santa Maria,
enderego eletrbnico: <berta.heinzmann@gmail.com>, dados ndo publicados -
Tabela 24) sugere que os sinais em & = 135,5 ppm e & = 133,5 ppm tratam-se dos

deslocamentos quimicos correspondentes aos carbonos Cs e Cg dos grupamentos
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metinicos. O deslocamento quimico em & = 129,7 ppm foi atribuido ao carbono 1;
portanto é possivel confirmar a presenca de trés duplas ligagcbes a molécula. Os
demais sinais, localizados em campo mais baixo, em & = 148,9 ppm e & = 133,92
ppm,
deslocamento quimico em & = 109,0 ppm sugere a presenga de um grupamento

correspondem aos carbonos 4 e 10, dois carbonos quartenarios. O

exometileno, correspondente ao carbono 15.

Os sinais em campo alto & = 15,9, 19,3 e 20,7 ppm, sugerem a presenca de
metilas. Através da comparagdo com dados da literatura referentes ao germacreno-
D, estes sinais puderam ser atribuidos aos carbonos 14, 12 e 13. Os dois ultimos,
pela sua simetria espacial e quimica, apresentam os valores de deslocamento
quimico muito semelhantes.

Os deslocamentos quimicos 6 = 26,5, 29,2, 34,5 e 40,7 ppm estdo na regido
correspondente aos grupamentos metilenos e correspondem aos carbonos 8, 2, 3, 9.
Os valores dos deslocamentos quimicos para AM1 e para o germacreno-D

encontram-se na tabela 24.

Tabela 24: Valores de deslocamentos quimicos (&) observados no espectro de
RMN "3C para a substancia AM1, em comparacdo com dados da literatura para

o germacreno D, todos em CDCI;

AM1 Germacreno-D
MURARI et al., DEUSCHLE, |[FRANCESCATO, HE;nggﬂ'r?;oN’
2006 2003 2007 ;
publicados

Carbono S (ppm) 0 (ppm) 0 (ppm) 0 (ppm)

1 129,7 130,0 129,6 129,5

2 29,2 29,2 29,2 29,5

3 34,5 34,5 34,5 34,7

4 148,9 148,8 148,8 149,8

5 135,5 135,3 135,5 135,5

6 133,5 133,4 133,5 133,5

7 52,9 53,0 52,9 53,1

8 26,5 26,5 26,5 26,7

9 40,7 40,7 40,7 40,9

10 133,92 133,7 134,0 134,0

11 32,7 32,7 32,7 33,0

12, 19,3 20,7 20,8 20,9

13 20,7 19,3 19,3 19,5

14 15,9 15,8 15,9 16,1

15 109,0 109,0 109,0 109,0




LeV o\

S40°
698"
90g”
GIE
Bco
el
0S6°
VES

g918°
0se”
LCEN
Ebb’
PLE”

STAh

068

Sop -
BvL”
Gig’

ESt

BvG"

velr

£30°

0SB

€49°
166"
30¢€"

21N
BEG’

arg

cis’
TACH
44N
9ce’
TES”
Liv
ro6

1087
€88

wdd

Figura 15 — Espectro de RMN *C de AM1 (100 Mz, CDCl5)

i
‘02
0z \\

5 e -

(r]

Cs

5

S Ceo

80



81

4.2.1.3 Analise do espectro de RMN "H de AM1

Os sinais em 6 = 5,80 (d, J 15,8 Hz) e 5,24 ppm (dd, J 9,9 e 15,8 Hz)
correspondem aos hidrogénios olefinicos 5 e 6. A constante de acoplamento de
aproximadamente 15,8 Hz, indica a configuragao relativa fransentre H—5e H-6. O
sinal em & = 5,15 ppm (dd, J 4,2 e 11 Hz) foi atribuido ao H - 1, uma vez que este
deslocamento quimico é indicativo de hidrogénio olefinico e a multiplicidade, bem
como as constantes de acoplamento, indicam a vizinhanga com um grupamento
metileno. Os deslocamentos quimicos em & = 4,81 e & = 4,76 ppm, também
localizados em campo mais baixo, podem ser atribuidos aos hidrogénios do
grupamento exometileno (Figura 16).

O espectro de RMN 'H de AM1 apresenta trés sinais de alta intensidade em
campo mais alto do espectro. Os dois dubletos (6 = 0,89 e & = 0,83 ppm) foram
atribuidos as metilas 12 e 13. O outro sinal, um singleto, em & = 1,52 ppm,
corresponde a metila 14. Os deslocamentos quimicos entre & = 1,47 e d = 2,40 ppm
correspondem aos demais prétons, e sdo caracteristicos de hidrogénios localizados
em regides alifaticas e saturadas de moléculas organicas. O espectro de RMN 'H
(Figuras 16 e 17) confirma a estrutura de AM1 como sendo a do germacreno D. Os
valores de deslocamentos quimicos, comparados com os dados literatura, podem

ser encontrados na tabela 25.

J=42Hz J=15Hz J~15Hz

0085

U
13880
2.3409

. | ) . —— . . . . — — . - r L2
ppm 6.0 5.8 5.6 5.4 2 5.0 4.8 4.6

Figura 16 - Espectro de RMN - 'H da substiancia AM1 (400 MHz, CDCIs).

Ampliacao da regiao entre 4,6 e 6,0 ppm
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Tabela 25 - Valores de deslocamentos quimicos (5) observados no espectro de RMN 'H para a substancia AM1, em

comparagao com dados da literatura para o germacreno D, todos em CDClI;

AM1 Germacreno-D

Hidrogénio Murari, et al., 2006 Francescato, 2006 Deuschle, 2003 Silva, 2006

O (ppm) | Multip. | J(Hz) | & (ppm) | Multip. | J(Hz) | & (ppm) | Multip. | J(Hz) | ® (ppm) | Multip. | J (HZz)
H-1 5,15 dd 4,2; 11 5,14 dd |4,7;11,2| 5,16 dd [45;11,2]| 5,13 dd |4,3;10,1
H-2a 2,28 m 2,35 m 2,34 m 2,29 m
H-2b 1,96 m 1,95 m 1,98 m 1,98 m
H-3a 2,40 m 2,43 m 2,43 m 2,40 m
H-3b 2,05 m 2,05 m 2,04 m 2,05 m
H-5 5,80 d 15,8 5,79 d 15,8 5,80 d 15,8 5,78 d 15,7
H-6 5,24 dd [9,9;15,8| 5,26 dd 99,158 | 5,27 dd 199;158| 5,25 dd 10; 15,9
H-7 2,01 m 2,00 m 2,01 m 2,01 m
H-8 1,47 m 1,45 m 1,48 m 1,48 m
H-9 2,11 m 2,27 m 2,11 m 2,22 m
H-11 1,44 m 1,44 m 1,43 m 1,43 m
H-12 0,89** d 6,7 0,88** d 0,90** d 6,72 0,86 d 6,6
H-13 0,83** d 6,8 0,82** d 0,84 d 6,8 0,81** d 6,6
H-14 1,52 S 1,51 S 1,54 S 1,59 S
H-15a 4,81 ) ~1,5 4,80 ) 2,4 4,82 ) 2,24 4,81 S 2,4
H-15b 4,76 s 1,5 4,74 s 2,4 4,76 ) 1,64 4,72 s 1,7

**Atribuicdes que podem ser invertidas, considerando-se cada coluna.



4.3 Analise qualitativa e quantitativa dos constituintes dos 6leos essenciais

4.3.1 Oleos essenciais obtidos da coleta de abril de 2006

4.3.1.1 Analise por CG-EM do 6leo essencial OF1

84

O estudo por CG (Figura 18) evidenciou que o 6leo das folhas é constituido de
15 componentes dos quais 13 foram identificados, sendo que estes correspondem a
98,89 % da constituicdo da mistura (Tabela 26).
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Figura 18 - Cromatograma resultante da analise por CG-EM do 6leo essencial
das folhas (OF1) de Senecio crassiflorus var. crassiflorus coletada em abril de

2006



Tabela 26 - Constituintes dos 6leos essenciais dos diferentes 6rgaos de Senecio crassiflorus var. crassiflorus coletada em

abril de 2006
o 2 H p

IKeac® | 1Ki® | 1K © Referéncia® Compostos® OF1 A (areg;;l ativa) ORA
1 1330 1338 1340 | YU et al., 2007 d-elemeno - - 0,257
2 1385 1388 1384 | GHANNADI et al., 2003. R-burbuneno - - 0,939
3 1414 1419 1419 | FRANCESCATO, 2007 3-cariofileno - - 0,803
4 1451 1455 1454 | MORONKOLA et al., 2007 a-humuleno 0,546 2,168 2,863
5 1470 1478 1474 | YU et al., 2007 y-gurjuneno - - 0,826
6 1471 - 1467 | BARANAUSKIENE et al., 2003 | Alloaromadendreno - 0,223 -
7 1476 1485 1481 | MORONKOLA, et al., 2007 Germacreno D 6,077 59,108 47,93
8 1485 1490 1485 | GHASEMI et al., 2003 3-selineno - 2,356 1,900
9 1491 1500 1494 | GHASEMI et al., 2003 Biciclogermacreno 0,238 0,899 1,162
10 1494 1500 1500 | SIANI etal., 1999 a-muuroleno 0,344 - -
1M 1503 1509 1501 | GHANNADI et al., 2003 Germacreno A - 0,655 0,701
12 1514 1512 - - 0-amorfeno 3,828 1,409 3,588
13 1528 1523 1525 | MORONKOLA, et al., 2007 0-cadineno 0,339 3,424 4,131
14 1533 1535 1526 | SIANI et al., 1999 Cadina-1,4-dieno - 0,453 1,159
15 1537 - - - Nao identificado - 1,217 1,675
16 1554 1561 1557 | YU et al., 2007 Germacreno B 2,968 22,194 23,789
17 1575 1576 1578 | FRANCESCATO, 2007 Germacreno-D-4-ol 0,580 0,421 -
18 1584 1583 1583 | FRANCESCATO, 2007 Oxido de cariofileno 0,271 - -
19 | 1593 - - - N&o identificado 0,661 - -
20 1602 1593 1590 | ANGELOPOULOU et al., 2001 | Viridiflorol 2,149 - -
21 1625 1629 1629- | FRANCESCATO, 2007 1-epi-cubenol 0,585 - -
22 1643 1642 1648 | SIANI et al., 1999 t-muurolol 25,111 1,937 2,028
23 1655 1654 1663 | BARANAUSKIENE et al., 2003 | a-cadinol 55,854 3,536 5,659
24 1692 - - Nao identificado 0,449 - 0,588

IKcao' — Indice de Kovats calculado para a coluna HP-5MS; IK;." — Indice de Kovats da literatura para coluna DB-5 (ADAMS, 2001); IK.© — Indice de Kovats
da literatura para coluna HP-5MS; P_ Referéncia bibliografica para IKm_C, E_ Compostos listados em ordem de eluigéo; ” — Porcentagem relativa com base
nos ions totais (TIC); * - Composto sugerido pelo banco de dados (NIST 98)


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C5208593&Units=SI&Mask=2000#ref-28#ref-28
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C17066670&Units=SI&Mask=2200#ref-30#ref-30
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C67650902&Units=SI&Mask=2000#ref-29#ref-29
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C31983229&Units=SI&Mask=2200#ref-129#ref-129
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C28387442&Units=SI&Mask=2000#ref-6#ref-6

86

4.3.1.2 Analise por CG-EM do dleo essencial OC1

A analise por CG do dleo essencial obtido dos caules aéreos coletados em
abril de 2006 revelou tratar-se de uma mistura de 14 compostos, todos identificados
(Tabela 26).

4.3.1.3 Analise por CG-EM do dleo essencial OR1

Apds a analise por CG constatou-se que o 6leo essencial é constituido de 17
componentes (Tabela 26), sendo que 98,253 % da constituicdo foi identificada,

sendo apenas 2 componentes nao identificados.

4.3.2 Oleos essenciais obtidos da coleta de dezembro de 2006

4.3.2.1 Analise por CG-EM do 6leo essencial OF2

A CG evidenciou que o dOleo essencial das folhas da espécie em estudo era
constituido de 19 componentes (Tabela 27, Figura 19). Destes um constituinte, o a-
gurjeneno (0,269 %) foi identificado apenas com dados da literatura para a coluna
DB-5 (ADAMS, 2001). Para os dois compostos com tempo de retengédo de 20,764 e
20,871 e com indices de Kovats calculados para a coluna HP-5MS de 1197 e 1200,
respectivamente, ndo foram encontrados dados referentes aos indices de retencao
na literatura que permitissem a sua identificagdo. O banco de dados do aparelho
sugeriu para estes compostos as estruturas acetato de undec-2-enila (Figura 20) e
acetato de non-3-enila (Figura 21), respectivamente. O espectro de massas do
constituinte do 6leo essencial S. crassiflorus var. crassiflorus, em comparagdo com o
acetato de undec-2-enila encontra-se na Figura 20. Ja o espectro de massas para o
acetato de non-3-enila, em comparagdo com um dos constituintes do 6leo em estudo
encontra-se na Figura 21. Estes componentes perfazem 56,97 % da constituicdo

total do 6leo essencial das folhas.
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Figura 19 - Cromatograma resultante da analise por CG-EM do 6leo essencial
das folhas (OF2) de Senecio crassiflorus var. crassiflorus coletada em
dezembro de 2006

4.3.2.2 Analise por CG-EM do 6leo essencial OC2

Nesta analise observou-se a presenga de 25 constituintes. Em torno de 42,3 %
do dleo essencial € constituido dos compostos com indice de Kovats calculado de
1197 e 1200 para a coluna HP5-MS, ja descritos no item anterior (4.3.2.1). O
composto com indice de Kovats calculado de 1420 (0,523 %) foi identificado apenas
com dados contidos em ADAMS (2001). Os componentes identificados encontram-

se descritos na Tabela 27.
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7 (T)Average of 20.747 to 20.779 min.: B012610.0

2R 11.8P (M) Acetic acid, undec-2-enyl ester 21 734 769R 1.58P (M) 5-Hexene-1-ol, acetate
:3?)4R 8.42P §R)) 1-Dodecyne Y 22 732 825R 1.46P (R) 5—Dc_)decenoi
807R 6.17P (M) Acetic acid, non-3-enyl ester 23 731 750R 1.40P (R) 1-Tridecyne
780R 5.93P (M) 9-Dodecen-1-ol, acetate, (E)- 24 730 774R 2.69P (R) 1-Nonyne
784R 4.66P (M) 11-Tetradecen-1-ol, acetate, (Z)- 25 730 744R 6.42P (R) 1-Dodecyne
777R 6.42P (R) 1-Dodecyne 26 729 739R 2.69P (R) 1-Nonyne
756R 2.91P (R) 2-Nonen-1-ol, (E)- 27 728 772R 1.24P (R) 1,11-Dodecadiene
769R 2.69P (R) 1-Nonyne 28 727 758R 2.69P (M) 1-Nonyne
758R 2.81P (R) 2-Nonen-1-ol, (E)}- 29 727 770R 1.19P (M) 1,10-Undecadiene
757R 2.27P (M) 2-Nonen-1-ol 30 726 764R 1.14P (M) 1-Tetradecyne
757R 2.18P (M) (6Z)-Nonen-1-ol 31 726 757R 1.14P (M) 1,9-Nonanediol
753R 2.10P (M) 3-Nonen-1-ol, (Z)- 32 725 760R 1.10P (M) Z-1,6-Undecadiens
777R 2.68P (R) 1-Nonyne 33 724 739R 1.40P (R) 1-Tridecyne
759R 1.83P (M) Z-1,9-Hexadecadiene 34 724 765R 1.06P (M) E-5-Decenyl acetate
752R 1.78P (M) B-Nonen-1-ol, (E)- 35 724 753R 1.06P (M) E-8-Dodecenyl acetate
773R 1.78P (M) Cyclohexaneethanol, acetate 36 722 739R 0.97P (R) trans-2-Undecen-1-ol
756R 6.42P (R) 1-Dodecyne 37 722 763R 0.97P (R) 1-Undecyne
789R 1.71P (M) 1,2-Nonadiene 38 722 741R 0.97P (M) 1,4-Undecadiene, (E)-
753R 1.58P (M) 10-Undecen-1-ol 39 722 761R 6.42P (M) 1-Dodecyne
748R 1.58P (M) 2-Nonen-1-ol, (£)- 40 721 751R 0.93P (M) 7-Methyl-Z-8,10-dodecadienal

Figura 20 - Espectros de massas por impacto eletrénico do acetato de undec-2-

enila (A) NIST 1998 e (B) do composto com indice de Kovats igual a 1197
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3 757 802R 4.18P (R) 1-Dodecyne 23 729 744R 1.30P (M) (6Z)-Nonen-i-ol

4 752 790R 3.37P (M) Cyclohexaneethanol, acetate 24 727 768R 1.80P (R) 1-Undecyne

5 751 809R 3.24P (M) 1.2-Nonadiene 25 727 748R 1.20P (M) (2)-4-Decen-i-ol

6 749 784R 4.18P (R) 1-Dodecyne 26 726 778R 1.80P (R) 1-Undecyne

7 747 7T98R 2.74P (R) 1-Nomyne 27 726 764R 1.16P (M) Z-1,6-Undecadiene

8 744 747R 242P (R) 2-Nonen-1-ol, (E)- 28 726 7T47R 1.16P (M) 2-Decen-1-ol

o 741 759R 2.14P (M) 2-Nonen-1-ol 59 725 756R 1.11P (M) 9-Decyn-1-ol

10 738 795R 2.74P (R) 1-Nonyne 30 724 766R 1.07P (M) 1-Tetradecyne

11 738 786R 4.18P (M) 1-Dodecyne 31 723 741R 1.03P (R) 9-Decen-1-ol

12 737 781R 1.80P (R) 1-Undecyne 32 722 743R 0.99P (R) 2-Decen-1-al, (E)-

13 737 767R 1.80P (M) 9-Dodecen-1-ol, acetate, (E)- 33 722 750R 1.03P (M) 9-Decen-1-ol

14 736 T56R 4.18P (R) 1-Dodecyne 34 722 757R 0.99P (M) E-8-Dodecenyl acetate
15 736 763R 1.73P (M) 11-Tetradecen-1-ol, acetate, (Z) 35 721 756R 2.74P (M) 1-Nonyne

16 734 749R 1.60P (M) 3-Nonen-1-ol, (Z)- 36 721 755R 0.95P (M) Z-1,9-Hexadecadiene
17 734 750R 1.60P (M) 6-Nonen-1-ol, (E)- 37 721 768R 0.95P (M) 1-Tridecyne

18 733 746R 1.54P (M) 2-Nonen-1-ol, (Z)- 38 719 726R 4.18P (R) 1-Dodecyne

19 733 774R 1.54P (M) E-5-Decenyl acetate 39 718 738R 0.84P (M) 10-Undecen-1-ol

20 730 765R 1.36P (M) 4-Methyicyclohexanol acetate 40 717 730R N QFP (RY 1-Tridecvne

Figura 21 - Espectros de massas por impacto eletronico do acetato de non-3-
enila (A) NIST 1998 e (B) do composto com indice de Kovats igual a 1200



Tabela 27 - Constituintes dos 6leos essenciais dos diferentes 6rgaos de Senecio crassiflorus var. crassiflorus

coletada em dezembro de 2006

% (area relativa)®

IKcae” | IKie® | 1K;ie© Referéncia® Compostos® o2 | oc2 oPA | ORZ
1 957 | 954 953 MORONKOLA, et al., 2007 | Canfeno - - - 0,241
2 992 | 978 980 MORONKOLA, et al., 2007 | R-pineno - - - 0,346
3 1155 | 1’169 | 1165 | MORONKOLA, et al., 2007 | Borneol 0,559 | 0,534 0,444 0,731
4 1197 | - - - Acetato de undec-2- 27,944 | 23,998 | 22,674 | 12,009

enila*
5 1200 |- - - Acetato de non-3-enila* 29,026 | 18,280 | 14,456 | 10,480
6 1214 | - - - Nao identificado - - 0,332 -
7 1338 | 1338 |[1340 | YU etal., 2007 0-elemeno - - - 0,162
8 1343 | 1348 | - - 7-epi-silfiperfol-5-eno - - - 0,024
9 1380 | - - - Nao identificado - 0,102 0,076 0,167
10 | 1386 | 1388 1384 | GHANNADI et al., 2003. R-burbuneno - - 0,034 -
11| 1394 | - - - Nao identificado - 0,076 0,121 0,170
12 | 1420 | 1410 | - - a-gurjeneno 0,269 | 0,523 0,445 0,756
13 | 1438 | 1437 | 1433 | YU etal., 2007 y-elemeno - 0,079 - 0,118
14 | 1449 | 1447 |- - Epi-a-santaleno - - - 0,179
15 | 1456 | 1455 | 1454 | MORONKOLA, et al., 2007 | Humuleno 0,251 0,381 0,337 0,525
16 | 1463 | 1457 | 1460 | YU etal., 2007 3-farneseno - 0,159 - 0.278
17 | 1479 | 1477 | 1474 | YU et al., 2007 y-gurjuneno - 0,071 - 0,218
18 | 1482 | 1494 | - - Trans-muurola-4(15),5- - - 1,560 -
dieno

19 | 1484 | 1485 | 1481 | MORONKOLA, et al., 2007 | Germacreno D 5,049 | 8,295 4,905 | 12,532
20 | 1486 | 1481 | 1482 |YU etal., 2007 a-curcumeno - - 1,829 2,020
21| 1489 | 1483 | 1489 | SIANIletal., 1999 y-curcumeno 0,652 | 2,602 1,267 3,180
22 | 1499 | 1494 | 1498 |YU etal., 2007 Zingibereno 22,104 | 40,397 | 43,624 | 47,605
23 | 1509 | 1507 | 1508 | YU etal., 2007 a-bisaboleno - - 0,281 0,104
24 | 1513 | 1506 | 1510 | YU etal., 2007 a-farneseno - - - 0,142
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Tabela 27 - Continuagao: Constituintes dos 6leos essenciais dos diferentes 6rgaos de Senecio crassiflorus var.
crassiflorus coletado em dezembro de 2006

25| 1523 | - - - Nao identificado - 0,054 - -

26 | 1524 | - - - Nao identificado - - - 0,087

27 | 1526 | 1515 | 1514 | GROMBONE- GUARATINI | y-bisaboleno - - - 0,144
et al., 2005

28 | 1527 | 1523 | 1525 | MORONKOLA, et al., 2007 | 6-cadineno 0,888 | 0,103 0,298 -

29 | 1528 | 1523 | 1526 | YU etal., 2007 R-sesquifelandreno - 0,072 0,311 0,088

30| 1531 |- - - Nao identificado - 0,060 - 0,339

31| 1539 | 1535 | 1526 | SIANI et al., 1999 Cadina-1,4 dieno 0,151 0,376 0,217 0,684

32| 1541 | 1539 | 1538 | ANGELOPOULOU etal., a-cadineno 0,301 0,699 0,505 1,082
2001

33| 1545 | 1547 | 1538 | SIANI et al., 1999 Selina-3-7(11)-dieno - 0,191 0,173 0,367

34 | 1561 | 1561 | 1557 |YUetal., 2007 Germacreno B 1,381 2,289 2,178 3,658

35| 1584 | 1576 | 1578 | FRANCESCATO, 2007 Germacreno-D-4-ol 0,235 - 0,143 -

36 | 1601 | 1593 | 1590 | ANGELOPOULOU etal., Viridiflorol 0,150 - 0,056 -
2001

37 | 1612 | 1608 | 1606 | ANGELOPOULOU etal., Epdxido de humuleno |l 0,382 - 0,146 -
2001

38 | 1635 | 1640 | 1635 | SIANI et al., 1999 Epi-a-cadinol 0,616 - 0,396 -

39| 1652 | 1646 | 1640 | SIANI et al., 1999 a-muurolol 4,021 0,241 1,045 0,565

40 | 1656 | 1642 | 1648 | SIANI et al., 1999 -muurolol - 0,119 0,284 0,340

41 | 1665 | 1654 | 1663 | BARANAUSKIENE et al., a-cadinol 5,9 0,205 1,763 0,420
2003

42 | 1696 | 1700 | 1688 | SIANI et al., 1999 Eudesm-7(11) en-4-ol 0,118 | 0,097 0,100 0,237

IKCak;A — Indice de Kovats calculado para a coluna HP-5MS; IK;." — indice de Kovats da literatura para coluna DB-5 (ADAMS, 2001); IK.© — Indice de Kovats
da literatura para coluna HP-5MS; P_ Referéncia bibliografica para IKm_C, E_ Compostos listados em ordem de eluigéo; ” — Porcentagem relativa com base
nos ions totais (TIC); depende da caracteristica do composto ndo sendo uma caracteristica verdadeira; * - Composto sugerido pelo banco de dados (NIST
98), descrito no item 4.3.2.1
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4.3.2.3 Analise por CG-EM do 6leo essencial das partes aéreas

Através desta analise foi possivel concluir que o 6leo essencial das partes
aéreas (folhas e caules aéreos) é composto de 29 constituintes (Tabela 27). Destes,

24 foram identificados, correspondendo a cerca de 82,75 % do total.

4.3.2.4 Analise por CG-EM do 6leo essencial dos caules rizomatosos

No cromatograma resultante da analise por CG pode ser evidenciada a presenga
de 33 componentes no dleo essencial dos caules rizomatosos. Os constituintes com
indice de Kovats calculado para a coluna HP5-MS de 1197 e 1200, descritos no item
4.3.2.1 constituem aproximadamente 22,5 % deste 6leo essencial. Da constituicdo
total do 6leo essencial, em torno de 75% pode ser identificada, através do indice de

Kovats calculado (Tabela 27).

4.3.3 Comparagao da composi¢cdo dos Oleos essenciais nos diferentes meses de

coleta

Os resultados da composicao dos 6leos essenciais com relacdo aos meses de
coleta (abril e dezembro de 2006) e parte do vegetal podem ser visualizados nas
figuras 22, 23, 24.

Na figura 25 encontra-se as classes de metabdlitos presentes no 6leo essencial
das partes aéreas (folhas e caules aéreos) da coleta de dezembro de 2006, uma vez

qgue na coleta de abril de 2006 nao foi realizada extragao das partes aéreas.
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Figura 22 - Percentual de classes de metabdlitos encontrados nos o6leos

essenciais das folhas de S. crassiflorus var. crassiflorus nos diferentes meses

de coleta
e
Sesquiterpendides 5,894
Oxigenados 0,662
Sesquiterpendides — 34,106
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. ? . 1 W abr/06
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Figura 23 - Constituicido dos oleos essenciais dos caules aéreos de S.

crassiflorus var. crassiflorus em diferentes meses de coleta
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Figura 24 - Distribuicao dos constituintes dos 6leos essenciais dos caules

rizomatosos de S. crassiflorus var. crassiflorus em diferentes meses de coleta

Sesquiterpenéidesk 0.662
Oxigenados ’

Sesquiterpen()ides — 61,764

Nao Oxigenados

Esteres de Acidos _I 37,13 O dez/06

Graxos |
Monoterpenéides' 0.444
Oxigenados ’
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Figura 25 - Classe de metabdlitos presentes no 6leo essencial das partes

aéreas (folhas + caules aéreos) de S. crassiflorus var. crassiflorus, coletada em
dezembro de 2006



4.4. Avaliagao da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

4.4.1 Determinagéo de atividade antibacteriana in vitro

95

Os resultados da avaliagao da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais sao

apresentados nas tabelas 28 e 29. A leitura dos resultados foi feita utilizando-se o

revelador cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazélio, onde o desenvolvimento da coloracao

vermelha indica a ocorréncia de crescimento bacteriano (Figura 26).

Tabela 28 - Valores de CIM (ng/mL) e CBM (ng/mL) encontrados para os 6leos
essenciais das folhas (OF1), dos caules aéreos (OC1) e caules rizomatosos
(OR1) de S. crassiflorus var. crassiflorus coletada em abril/2006

OF1 OC1 OR1
Cepa ATCC CIM | CBM | CIM | CBM | CIM | CBM
Staphylococcus aureus
O oo 4100 | 8200 | 8200 | >8.200 | >8.200 | >8.200
Focherichia COATCC > 8.200 | >8.200 | >8.200 | >8.200 | >8.200 | > 8.200
Pseudomonas
sorugmoca ATOG 97853 | > 8:200 | >8.200 | >8.200 | >8.200 | >8.200 | > 8.200
Bacillus cereus ATCC 1025 | 1.025 | 2.050 | 4.100 | 8.200 | 8.200
14579
Cepa hospitalar
Bacillus cereus 2.050 |>8200| 4100 | >8.200 | 8.200 | 8.200
Staphylococcus aureus | g 50 | gogg | NT | NT* | NT* | NT*
B-hemolitico
Staphylococcus 2050 |>8200| NT* | NT* | NT* | NT*
epidermidis
Staphylococcus >8200|>8200| NT* | NT* | NT* | NT*
saprophyticus
Enterobacter cloacae > 8.200 | > 8.200 NT* NT* NT* NT*

OF1: 6leo essencial das folhas; OC1: 6leo essencial dos caules; OR1: 6leo essencial dos caules
rizomatosos; NT*: Nao testado, devido a pequena quantidade obtida nas extragdes.
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Tabela 29 - Valores de CIM (ug/mL) e CBM (ug/mL) encontrados para os 6leos
essenciais das folhas (OF2), dos caules aéreos (OC2), caules rizomatosos
(OR2) e partes aéreas (OPA) de S. crassiflorus var. crassiflorus coletada em

dezembro/2006

Cepa ATCC

OF2

0C2

OR2

OPA

CIM

CBM

CIM

CBM

CiM

CBM

CIM

CBM

Staphylococcus
aureus ATCC
25923

8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

8.200

>8.200

Escherichia coli
ATCC 25922

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

Bacillus cereus
ATCC 14579

1.025

1.025

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

NT*

NT*

Cepa
hospitalar

Bacillus cereus

4.100

8.200

>8.200

>8.200

>8.200

>8.200

8.200

>8.200

S. aureus
B-hemolitico

8.200

8.200

8.200

>8.200

NT*

NT*

NT*

NT*

OF2: 6leo essencial das folhas; OC2: 6leo essencial dos caules; OR2:

rizomatosos; OPA: 6leo essencial das partes aéreas; NT*: Nao testado
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Figura 26 - Avaliacdo da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de S.

crassiflorus var. crassiflorus frente ao Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Oleo essencial do caule OC1(A); éleo essencial dos caules rizomatosos OR1 (B); controle positivo

(CP) e controle negativo (CN).
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4.4.2 Avaliagao da atividade antifungica e algicida in vitro

Apds a analise da atividade antifungica e algicida evidenciou-se que apenas a
cepa de Saccharomyces cerevisiae ATCC 28952 apresentou-se suscetivel ao 6leo
essencial das folhas coletas em abril de 2006 (OF1), sendo os valores de CIM e
CFM de 2125 pg/mL. As demais cepas nao foram inibidas pelo 6leo essencial das
folhnas e dos caules aéreos (OC1) da coleta de abril de 2006, nas concentragdes

testadas.

4.5 Determinacgao da atividade antibacteriana dos extratos diclorometanicos e

etanolicos obtidos de Senecio crassiflorus var. crassiflorus

4.5.1 Extrato diclorometanico de S. crassiflorus var. crassiflorus coletada em abril de
2004

Os resultados da atividade antibacteriana do extrato diclorometanico das

partes aéreas de S. crassiflorus var. crassiflorus encontram-se na tabela 30.

Tabela 30: Valores de CIM e CBM encontrados para o extrato diclorometanico

das partes aéreas de S. crassiflorus var. crassiflorus coletada em abril/2004.

Extrato diclorometanico das partes aéreas

Cepa ATCC CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
Staphylococcus aureus 512,5 1.025
ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 4.100 >4.100
25922
Pseudomonas aeruginosa >4.100 >4.100
ATCC 27853
Bacillus cereus ATCC 512,5 512,5
14579
Cepa hospitalar

) 1.025 >8.200
Bacillus cereus
S. aureus B-hemolitico 2.050 >8.200

(Concentragdo maxima testada para cepas ATCC: 4.100 ug/mL, para cepas hospitalares: 8.200
Hg/mL)
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4. 5.2 Extratos diclorometanicos e etandlico de S. crassiflorus var. crassiflorus
coletada m abril de 2006

Os valores de CIM e CBM para os extratos da espécie coletada em abril de
2006 encontram-se discriminados na Tabela 31. O extrato etandlico dos caules
aéreos nao foi testado, uma vez que nao foi possivel a sua solubilizagao no solvente

utilizado para os testes da atividade antibacteriana.

Tabela 31: Avaliagdo da CIM (ng/mL) e CBM (ug/mL) dos extratos de S.

crassiflorus var. crassiflorus coletada em abril de 2006

Orgao FOLHA CAULE
Extrato Diclorometanico* Etandlico Diclorometanico*
Cepa ATCC CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Staphylococcus
aureus ATCC 512,5 2.050 2.050 >8.200 64,06 512,5
25923

Escherichia coli

ATCC 25922 >4.100 >4.100 >8.200 >8.200 4.100 >4.100

Pseudomonas
aeruginosa ATCC >4.100 >4.100 >8.200 >8.200 >4.100 >4.100
27853

Bacillus cereus

ATCC 14579 2.050 >4.100 4.100 4.100 128,1 128,1

Cepa hospitalar

Bacillus cereus 512,5 8.200 8.200 >8.200 >8.200 >8.200

S. aureus B-

o 2.050 >8.200 >8.200 >8.200 >8.200 >8.200
hemolitico

*Concentragbes testadas até 4.100 ug/mL; cepas hospitalares: concentragdo maxima testada: 8200
pg/mL
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6 DISCUSSAO

As propriedades terapéuticas das plantas utilizadas no tratamento de infecgdes
sdo atribuidas as diversas classes de metabdlitos secundarios. Entre eles podemos
destacar os terpendides, grupo com interessantes atividades farmacoldgicas e
biolégicas ja descritas. Os terpendides de baixo peso molecular, incluindo os
monoterpendides, sesquiterpendides e norisoterpendides, sao encontrados entre
compostos volateis emitidos por flores, frutos e folhas. Diferentes genes regulam a
producdo destes compostos em diferentes tecidos vegetais, bem como em fases
distintas de desenvolvimento destes 6rgaos (LUCHER et al., 2004).

Existe um grande numero de estruturas sesquiterpenoidicas conhecidas com
diferente estereoquimica e diversas fungbes no vegetal. Devido a esta larga
variedade de fungdes bioquimicas, podem exercer distintas atividades tais como:
antimicrobiana, antifungica, herbicida, e atividades hormonais. O fato de exercerem
importante papel nas interagbes inter-espécie, explica suas atividades biolégicas
marcantes, sendo que muitos destes compostos tém sido usados como
medicamentos, pesticidas, fragrancias e flavorizantes. Entretanto, é frequente a
dificuldade de isolar sesquiterpenos altamente puros em grandes quantidades, uma
vez que as plantas geralmente os produzem em concentragbes extremamente
pequenas e em misturas complexas, com varias estruturas isbmeras. Para a
producdo de terpendides em massa e altamente purificados tem sido descritos
métodos biotecnoldgicos, com alteragdes nas sesquiterpeno-sintases e na rota do
mevalonato (YOSHIKUNI et al., 2006).

Para S. crassiflorus var. crassiflorus nao existem relatos de sua utilizacdo na
medicina popular, sendo citada por alguns como planta toxica, sem justificativa.
Entretanto, um relatério do Instituto Nacional de Agropecuaria do Uruguai (2004)
sugere um possivel uso da espécie como planta aromatica. Também vale lembrar
que plantas consideradas toxicas, apos o isolamento e estudo de seus metabdlitos
secundarios, foram habilitadas como plantas de potencial medicinal. Como exemplos
podem ser citadas espécies de Chondodendron, das quais foi obtida a d-

tubocurarina, um bloqueador neuromuscular (VIEGAS Jr et al., 2006).
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Como a composi¢cao quimica das plantas é extremamente complexa, muito
freqlentemente ocorre a extracdo concomitante de varias classes de substancias,
farmacologicamente ativas ou nao, desejadas ou ndo (FALKENBERG et al., 2003).
Com o interesse de obter terpendides de baixa polaridade de S. crassiflorus var.
crassiflorus pelo processo de maceragdo, selecionou-se como solvente o
diclorometano, adequado para a extragcao de substancias lipofilicas, 6leos fixos e
volateis, ceras, agliconas, sapogeninas e alcaldides na forma de base livre
(SONAGLIO et al., 2003). O extrato diclorometanico obtido das partes aéreas de S.
crassiflorus var. crassiflorus acusou, através da analise por CCD, a presenga de
terpendides, entre outras substancias, pigmentos e uma grande quantidade de ceras
vegetais, que dificultaram seu fracionamento por cromatografia em coluna,
obstruindo a migragado dos demais constituintes.

A utilizacdo de cromatografia em coluna sobre gel de silica impregnado com
solugado aquosa de nitrato de prata a 10% (AgNOs), foi eficiente no isolamento do
germacreno D, a partir de uma fragdo contendo varios outros terpendides. A
estrutura do germacreno D apresenta trés insaturagdes (doadores de elétrons r) que
complexam com os ions prata (aceptores de elétrons r) alterando o tempo de
retencdo dos terpendides, fazendo com que os compostos com maior numero de
insaturagdes figuem retidos na fase estacionaria, sendo que as posicdes destas
ligagbes na molécula também influenciam na velocidade de eluigdo (BROCHINI et
al., 1999; WILLIANS, MANDER, 2001).

O germacreno D é um constituinte sesquiterpénico muito freqlente nos
vegetais, principalmente em dleos essenciais, sendo produzido também por fungos,
bactérias e invertebrados marinhos (PICAUD et al., 2006). Este sesquiterpeno ja foi
isolado de varias espécies de Senecio, principalmente das partes aéreas, mas é o
primeiro relato de isolamento em S. crassiflorus var. crassiflorus. As espécies do
género em que ja foi relatada a presenga do germacreno D foram: Senecio vitalis N.
E. Br. (BOHLMANN, ZIESCHE, 1980), S. trichopterygius Muscher (BOHLMANN et
al., 1980), S. jacobaea L. (DOOREN et al., 1981), S. macrotis Baker (BOHLMANN et
al., 1981c), S. implexus Bally (BOHLMANN et al., 1981d), S. glanduloso-pilosus
Volkens et Muschler (BOHLMANN, GUPTA, 1982), S. lyndenburgensis Hutch. et
Burtt Davy (BOHLMANN, BAPUJI, 1982), S. pleistocephalus S. Moore e S.
coronatus (Thunb.) Harv. (BOHLMANN, ZDERO, 1982a), S. microglossus DC.
(BOHLMANN et al., 1983), S. brasiliensis (Spreng.) Less., S. venosus Harv.
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(BOHLMANN et al., 1985), S. desfontainei Druce (METWALLY, DAWIDAR, 1986), S.
discolor (Sw.) DC., S. richii A. Gray, S. variabilis Sch. Bip. (BOHLMANN et al., 1986),
S. philippicus Regel et Koern., S. subumbellatus Phil. (JAKUPOVIC et al., 1991), S.
desiderabilis Vellozo (DEUSCHLE, 2003), S. subrubriflorus O. Hoffm. (BOHLMANN,
ZDERO, 1982b), S. platensis Arech (BOLZAN et al., 2005), S. bonariensis Hook. et
Arn. (SILVA, 2006) e S. heterotrichius (FRANCESCATO, 2007). Sua ampla
distribuicdo no género pode ser atribuida ao fato deste composto ser um
intermediario comum na biossintese de outros hidrocarbonetos sesquiterpénicos,
que por sua vez, originam derivados de estruturas mais complexas (YOSHIHARA et
al., 1969; STEELE et al., 1998; BULLOW, KONIG, 2000).

No entanto, o germacreno D ndo €& adequado como marcador
quimiotaxonémico, uma vez €& de ampla distribuicdo na natureza e € instavel
(KRAKER et al., 1998; DE FEO; 2003). Dados de literatura indicam que altas
temperaturas, como as utilizadas na extragdo dos odleos por hidrodestilagao, podem
levar a sua degradacdo ou induzir um rearranjo molecular, originando outros
compostos de natureza sesquiterpenoidica, considerados artefatos (RADULOVIC’ et
al., 2007).

O germacreno D apresenta uma estrutura ciclica com 10 atomos de carbono
e 3 duplas ligacbdes, sendo duas pertencentes ao anel e uma dupla ligagao
exometilénica. O germacreno D € um composto quiral presente em muitas familias
de plantas, entre elas Asteraceae (MOZURAITIS et al., 2002), existindo na forma de
dois enantibmeros, (+) e (-) (Figura 27). Na maioria das plantas superiores, esta
presente o enantibmero (-), enquanto que o enantibmero (+) é encontrado em
organismos inferiores; entretanto, em algumas espécies ambos os enantidmeros s&o
descritos (BULOW, KONIG, 2000; PROSSER et al., 2002; STELIOPOULOS et al.,
2002). Este composto € biossintetizado a partir do precursor difosfato de farnesila,
através da catalise por sesquiterpeno-sintases (ciclases). Cada enantibmero é
biossintetizado por uma rota metabdlica diferente, que requer diferentes enzimas
enantioespecificas (SCHMIDT et al., 1999; HUNTINGTON, KINNEL, 2006). Segundo
Bllow e Kdnig (2000), a composigao enantiomérica também pode variar de acordo
com a parte da planta avaliada e o local de coleta.

Para o germacreno D obtido de S. crassiflorus var. crassiflorus, estudos com
coluna quiral (MOZURAITIS et al., 2002), CG-FID (LUCHER et al., 2004) ou com
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polarimetro, os quais permitem a determinagdo e/ou quantificacdo dos

enantidbmeros, ndo foram realizados.

(A G

)-germacreno D )-germacreno D

Figura 27 - Enantiomeros do germacreno D (Adaptado de STELIOPOULOS et
al., 2002)

A quiralidade das moléculas organicas é um ponto crucial para as atividades
bioldgicas, uma vez que metade de todos os produtos orgéanicos ativos possui um
centro quiral (OHLOFF, 1994 apud STRANDEN et al.,, 2002). Isto pode ser
evidenciado para o germacreno D e seus enantibmeros, que possuem diferentes
efeitos sobre o comportamento de insetos. As mariposas de Helicoverpa armigera
possuem um receptor neuronal de alta sensibilidade e seletividade para o
germacreno D. Entretanto, o enantidmero (-), mais frequente nos vegetais superiores
apresenta um efeito estimulante dez vezes maior que o enantibmero (+)
(STRANDEN et al., 2002). Os receptores olfativos neuronais das mariposas Heliothis
virescens, Helicoverpa armigera e Helicoverpa assulta também respondem ao (-)-
germacreno D, sendo atribuida esta propriedade ao sistema anelar de 10 membros
e as trés duplas ligagbes, que agem como centros ricos em elétrons, além do
grupamento isopropil, responsavel pelos diferentes efeitos dos dois enantibmeros
(STRANDEN et al., 2003).

Para o germacreno D é relatada atividade inibidora do apetite de larvas de
Thaumetopoea pityocampa (PETRAKIS et al., 2005), inibidora da produ¢do de 6xido
nitrico em macrofagos ativados (MATSUDA et al., 1999) e tripanossomicida in vitro
(BIAVATTI et al.,, 2001). Também ¢é descrita a auséncia de toxicidade frente a
Artemia salina (BIAVATTI et al., 2001) e auséncia de atividade antimicrobiana frente
a diferentes microrganismos (BIAVATTI et al., 2001; DEUSCHLE, 2003; DEUSCHLE
et al., 2007). Francescato (2007) isolou o germacreno D de S. heterotrichius e,
através de uma reagao de foto-oxidagdo obteve o germacreno-D-1-hidroperoxido,

que apresentou atividade antifungica. Estes resultados indicam que modificagdes
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estruturais em compostos inativos isolados de plantas possibilitam a obtencdo de
moléculas de interesse farmacéutico.

O germacreno D também é reconhecido como um estimulante sexual de machos
de duas espécies de barata (Periplaneta americana e P. japonica) (KITAMURA et
al., 1976), estimulante da ovoposigdo da mariposa Diaphania nitidalis Stoll.
(PETERSON et al.,, 1994) e parece estar envolvido no reconhecimento da planta
hospedeira pelo besouro do tomate (Leptinotarsa decemlineata Say)
(WEISSBECKER et al., 1997).

A importancia da interacdo dos compostos volateis secretados de plantas com
os insetos € evidente, sendo que esta relagdo pode acarretar vantagens ou
desvantagens para a planta, como por exemplo, a polinizagédo e atragao de insetos
fitéfagos, respectivamente.

Nao foram realizados testes de atividade antibacteriana para AM1, uma vez
que analise estrutural permitiu concluir que se trata do germacreno D, substancia ja
isolada por nosso grupo de pesquisa em espécies de Senecio. A avaliacdo de sua
atividade antimicrobiana foi realizada por Deuschle (2003), sendo que a substancia
apresentou-se inativa frente as diferentes cepas bacterianas e fungicas nas
concentragoes até 5000 ug/mL.

Sabe-se que a quantidade e a constituicao do 6leo essencial podem variar de
acordo com o genotipo, as condi¢des ambientais, saude do vegetal, idade e 6rgéo
da planta utilizado. E comum ocorrer nas partes jovens de vegetais uma maior
producgao de terpendides, ja que estas possuem uma maior
capacidade fotossintética e, conseqientemente, uma maior atividade metabdlica
(VERPOORTE, 1998). Este fato pode ser observado ao realizar-se a analise do
rendimento dos 6leos essenciais (Tabelas 22 e23), onde a coleta de abril apresentou
melhor rendimento, periodo em que a S. crassiflorus apresenta-se em estagio inicial
de desenvolvimento.

Fatores como coloragéo e odor dos 6leos obtidos de diferentes 6rgaos de S.
crassiflorus var. crassiflorus apresentaram variagdes pouco significativas.

Na analise da composicdo dos 6leos essenciais obtidos das folhas, o dleo
obtido da coleta de abril apresentou 15 compostos, prevalecendo os
sesquiterpendides oxigenados (86% do total) sendo os principais a-cadinol (56%) e
t-muurolol (25%). Ja entre os sesquiterpendides n&o oxigenados (19%), destacam-

se o germacreno D (6%), o d-amorfeno (4%) e o germacreno B (3%) (Tabela 26). O



104

a-cadinol e t-muurolol foram descritos como constituintes marjoritarios do 6leo
essencial de S. tephroisioides Turcz. Os alcoois, a exemplo do a-cadinol e do t-
muurolol, sdo compostos que apresentam atividade bactericida conhecida frente a
células vegetativas, agindo como agentes desnaturantes de proteinas, solventes ou
agentes desidratantes (DORMAN; DEANS, 2000). Segundo Griffin et al.(1999), os
sequiterpendides oxigenados apresentariam uma maior atividade sobre o
crescimento microbiano, explicada pela capacidade de formar pontes de hidrogénio.
Para o a-cadinol literatura relata propriedades citotoxicas (TEIBLER et al., 2001;
LEGAULT et al., 2003).

Na coleta de dezembro, o 6leo essencial das folhas apresenta o predominio
dos ésteres caracterizados, apenas pela a analise de espectrometria de massas,
como o acetato de non-3-enila (29%) e o acetato de undec-2-enila (28%) (NIST,
1998) seguido dos sesquiterpendides nao oxigenados zingibereno (22%) e
germacreno D (5%). A correlagao das classes de metabdlitos encontradas nos 6leos
essenciais das folhas pode ser observada na Figura 22.

Nas plantas vasculares em toda a superficie das partes aéreas ocorre um
filme delgado, a cuticula, que atua na proteg¢ao dos tecidos contra danos mecanicos,
na reflexdo e atenuagado das radiagdes, desidratacao, redugdo do acumulo de agua
nas superficies da planta, sendo também a primeira barreira mecéanica contra fungos
e insetos. A estrutura da cuticula é complexa e esta sujeita a variagbes como:
espécie, idade da planta e 6rgao vegetal. A cuticula € normalmente formada por um
reticulo de fitoxilipinas, geralmente com 16 -18 atomos de carbono e ligacbes éster
(BLEE, 1998).

E conhecido que uma grande diversidade de metabdlitos secundarios como
terpenos, fendis e derivados de acidos graxos, derivados da estrutura basica do
esqualeno, podem ser modificados por enzimas que catalisam descarboxilagao,
oxidagao/reducado, hidroxilagcédo, glicosilagdo, metilagdo e reagbes de acilagdo. A
acilacao de compostos que contém oxigénio e nitrogénio originam ésteres e amidas,
respectivamente. Estes tipos de modificacbes sdo muito comuns em metabdlitos
secundarios (D’AURIA, 2006), fator que justifica a presenca de ésteres nos 6leos
essenciais obtidos na coleta de dezembro.

Devido a grande importancia farmacoldgica dos terpenos e fenilpropandides
em Oleos essenciais e da dificuldade da sua caracterizagdo, estdo disponiveis na

literatura varias compilagbes com analises, tempos de retengao e indices de Kovats,
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para auxilio na sua caracterizagdo. Por outro lado, a literatura referente aos acidos
graxos de baixo peso molecular, seus ésteres e derivados € pequena (FONSECA et
al., 2006), o que dificulta a identificagdo dos compostos encontrados os 6leos
essenciais da coleta de dezembro.

Em um estudo realizado com espécies do género Pelargonium (Geraniaceae)
foi demonstrado que o estresse das temperaturas elevadas e do aumento da
luminosidade nos meses de verdo acarreta na transformacdo de monoterpendides,
como o geraniol e o citronelol em seus ésteres (RAJESWARA et al.,, 1996). O
aumento na produgao destes metabdlitos confere vantagens para a planta como
protecao contra a desidratagao (LIMA et al., 2003), o que é altamente vantajoso para
esta espécie, que habita as dunas frontais do litoral sul do Brasil, e também como
barreira fisica ao ataque de microrganismos (KUBO; MATSUMOTO, 1984).

Na coleta de abril os 6leos essenciais dos caules aéreos e rizomatosos
(Figuras 23 e 24) demonstraram um predominio dos sesquiterpendides nao
oxigenados (94 e 92%, respectivamente) sendo o germacreno D (Tabela 26) o
constituinte majoritario, seguido do germacreno B. Nos 6leos obtidos em dezembro
ocorreu o predominio da mesma classe de compostos. No entanto, o zingibereno foi
o constituinte majoritario nos caules aéreos (40%) e caules rizomatosos (47%),
seguido pelo germacreno D. Foi observada uma semelhanga na morfologia entre os
caules aéreos e rizomatosos, o que poderia ser uma das justificativas para a
semelhanga na constituicdo destes Oleos essenciais. A maior concentragcao de
ésteres nos caules aéreos pode ser relacionada ao maior numero de fatores
ambientais, como a maior exposi¢cao as radiagdes, aos qual este 6rgao esta sujeito.

A presenca de monoterpendides nos 6leos da coleta do final da primavera,
entre eles o B-pineno (caules rizomatosos), caracteristico nos 6leos essenciais de
Asteraceas (ALVAREZ-CASTELLANOS; PASCUAL-VILLALOBOS, 2003), pode ser
relacionada ao aumento da luminosidade neste periodo (LIMA et al., 2003).

A extracdo do Oleo essencial das partes aéreas resultou em um incremento
(Figura 25) por parte dos sesquiterpendides nao oxigenados (aproximadamente
62%), superior ao encontrado no O6leo das folhas e caules aéreos, quando
processados separadamente. Ja os ésteres de acidos graxos e monoterpendides
oxigenados sofreram redugado percentual. Chama a atencdo, o fato da atividade
antibacteriana deste o6leo ter sido superior ao 6leo dos caules e inferior ao das

folhas, o que ja era esperado.
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Estudos sobre a influéncia da variagao de temperatura ambiental na produgao
de Oleo essencial € valida somente para uma espécie, uma vez que cada uma delas
possui uma temperatura 6tima para a producdo qualitativa e quantitativa desta
classe de constituintes (LIMA et al., 2003). O valor de mercado do 6leo essencial €
determinado pela sua qualidade, que depende diretamente da composicao. Este
aspecto, em plantas medicinais, deve ser considerado como uma questao de alta
relevancia, visto ser a droga vegetal caracterizada pelo teor de substancias ativas
que contém. E sabido que, no caso dos medicamentos, a faixa de variagdo de
compostos ativos deve ser muito pequena para garantir a sua eficacia e seguranca.

Todos os Oleos analisados neste trabalho apresentaram sesquiterpendides
como os principais constituintes e, entre eles, o germacreno D aparece como um
dos presentes em maior propor¢do. No entanto, a quantidade de germacreno D
pode variar nas plantas de acordo com condicdes sazonais e parte da planta
analisada, a exemplo do que ocorre com os demais metabdlitos secundarios
(KITAMURA et al., 1976).

O extrato CH.Cl, das partes aéreas apresentou atividade antibacteriana
contra a cepa Gram-negativa e as cepas Gram-positivas ensaidas, exceto frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 que demonstrou resisténcia. Estes
resultados sugerem que o germacreno constituinte terpénico majoritario ndo seja
responsavel pela atividade antibacteriana deste extrato. A estrutura terpénica deste
composto parece contribuir como coadjuvante a outros compostos com atividade
antimicrobiana. Uma vez que, segundo Cowan (1999), a lipofilia de hidrocarbonetos
de estrutura terpénica permite a sua particdo nos lipidios da membrana celular,
aumentando a sua permeabilidade e desestabilizando a estrutura da célula
bacteriana. Esta propriedade pode facilitar a penetragao de agentes antimicrobianos
no interior celular e assim facilitar a sua agcado e € uma explicagao plausivel para as
interagbes positivas de constituintes de natureza sesquiterpendide com antibidticos
de uso convencional (BREHM-STECHER, JOHNSON, 2003; RiOS, RECIO, 2005), e
reforga a teoria de que efeitos de sinergismo ou antagonismo ocorram em extratos,
Oleos e fragdes. Observa-se em outros estudos que o germacreno D é constituinte
majoritario de Oleos essenciais extraidos de diferentes espécies vegetais com
atividade antimicrobiana comprovada (JUTEAU et al., 2002; GONZAGA et al., 2003;
IACOBELLIS et al., 2005; CHAVAN et al., 2006).
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O extrato diclorometanico dos caules (CIM de 64,06 pg/mL) apresentou
atividade bacteriostatica contra S. aureus (ATCC 25923) muito superior ao 6leo
essencial (8.200 pg/mL). O mesmo pode ser evidenciado com o extrato
diclorometanico (512,5 pg/mL) e etandlico (2.050 ug/mL) das folhas, cuja a agéo
bacteriostatica foi superior a do 6leo essencial (4.100 pg/mL). Estes resultados
indicam que os constituintes ativos presentes no extrato, pelo menos em parte, néo
foram extraidos pela hidrodestilagao e, portanto, ndo sao volateis.

As bactérias Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa, ao contrario das
bactérias Gram-positivas utilizadas nos testes, foram resistentes as concentracoes
dos trés oleos testados. Estes resultados concordam com os existentes na literatura,
0s quais relatam uma maior suscetibilidade das bactérias Gram-positivas frente aos
extratos vegetais (OLIVEIRA et al., 2007). Segundo Holley e Patel (2005), a
membrana dual apresentada pelas bactérias Gram-negativas, forma um envelope
complexo, protegendo-as contra a acdo de constituintes vegetais. Uma vez que a
caracteristica comum dos compostos volateis de plantas € a sua natureza
hidrofébica, nao surpreende que estudos direcionados a elucidagdo de seu
mecanismo de ag&do antimicrobiana geralmente indiquem a membrana celular como
primeiro alvo (STAMMATI, et al. 1999).

O mecanismo de acao dos compostos terpénicos nao esta totalmente
elucidado. Alguns estudos indicam que a atividade antibacteriana pode ser conferida
pela lipofilia dos hidrocarbonetos (Cowan, 1999; Burt, 2004). Por outro lado, o efeito
de alguns terpendides sobre a captagcdo de oxigénio e sobre a fosforilagado oxidativa
da célula bacteriana também parecem conntribuir para a sua atividade (OLIVEIRA et
al., 2007).

O dleo essencial das folhas da coleta de abril, constituido principalmente de
sesquiterpendides oxigenados apresentou atividade fungicida e fungiostatica (CIM e
CBM de 2.125 ug/mL) frente a cepa de Saccharomyces cerevisiae ATCC 28952. Ja
0 Oleo essencial obtido dos caules aéreos constituido quase predominantemente de
sesquiterpendides nao oxigenados e tendo como principais representantes o
germacreno D (59%) e germacreno B (22%) n&o expressou atividade antifungica.

Este foi o primeiro trabalho a relatar a analise quimica e a avaliagdo da
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de S. crassiflorus var. crassiflorus
sendo também pela primeira vez descrito o isolamento do sesquiterpeno

germacreno D. Para esta espécie, havia sido descrita até entdo a presenga de
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sesquiterpendides do tipo isodaucano (JARES; POMILIO, 1989) e alcaloides
pirrolizidinicos (TRIGO et al., 2003). Também sao inéditos os resultados referentes a
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos diclorometénicos e etandlicos de

diferentes 6rgaos vegetais da espécie em questao.



6 CONCLUSOES

O fracionamento do extrato diclorometanico das partes aéreas de S.
crassiflorus var. crassiflorus permitiu o isolamento do germacreno D, um
intermediario chave na biossintese de varios compostos sesquiterpendides, presente
em diversos extratos e 6leos essenciais de plantas. O rendimento da substancia em

relacdo ao material vegetal fresco foi de 0,0037%.

A anadlise quimica dos Oleos essenciais de S. crassiflorus var. crassiflorus
indicou que estes sao constituidos quase que exclusivamente por
sesquiterpendides, ocorrendo variagao na composi¢cdo conforme a parte do vegetal
do qual este foi obtido. A variagdo quali e quantitativa foi pequena entre os 6leos
obtidos dos caules aéreos e dos caules rizomatosos, sendo mais significativa

quando comparada com o 6leo obtido das folhas.

O germacreno D € um constituinte presente em todos os dleos essenciais,
sendo majoritario nos 6leos dos caules aéreos e subterraneos coletados no inicio do
outono. No 6leo essencial das folhas predominam os sesquiterpendides oxigenados

a-cadinol e T-muurolol.

A presenca de monoterpendides e dos ésteres de acido graxo de baixo peso
molecular, foi evidenciada apenas nos 6leos essenciais obtidos da coleta do final da

primavera.

Os 6leos essenciais obtidos da coleta de abril apresentam melhor atividade
antibacteriana quando comparada aos 6leos obtidos da coleta de dezembro. O dleo
essencial das folhas foi 0 que apresentou melhor atividade antibacteriana em ambas
as coletas; e na coleta de abril este 6leo teve a atividade antifungica avaliada, sendo
fungistatico e fungicida frente a cepa de Saccharomyces cerevisiae ATCC 28952
(CIM e CFM = 2.125 ug/mL).

A cepa de B. cereus ATCC 14579 foi a mais suscetivel a agdo antimicrobiana
dos 6leos obtidos a partir da coleta de abril, demonstrando maior sensibilidade frente

ao oleo essencial das folhas. Ja o 6leo essencial das folhas e das partes aéreas,
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coletadas em dezembro, foram os Unicos a apresentarem atividade antibacteriana
frente as cepas de S. aureus ATCC 25923 e B. cereus isolado clinico. Nao foi
evidenciada atividade de nenhum Ooleo frente as cepas Gram-negativas nas
concentracdes testadas, o que permite aferir-lhes atividade bacteriana de estreito

espectro.

A cepa Gram-negativa testada apresentou resisténcia aos extratos
diclorometanico e etandlico das folhas. O extrato CH,Cl, dos caules e das partes
aéreas foram os unicos a apresentarem atividade frente a cepa E. coli ATTC 25922,
com CIM = 4.100 pg/mL. Também foi o extrato CH,Cl, dos caules a apresentar
melhor atividade frente as cepas Gram-positivas ensaiadas, demonstrando atividade
bacteriostatica e bactericida frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
(CIM = 64,06 pg/mL; CBM = 512,5 ug/mL) e Bacillus cereus ATCC 14579 (CIM e
CBM = 128,1 yg/mL), sendo estes resultados superiores aos obtidos com os 6leos

essenciais.
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RESUMO. Este trabalho apresenta uma revisao sobre as espécies de Senecio utilizadas na medicina
popular na América Latina. Sao citadas 46 plantas, com as indicagées de uso e o respectivo pais.
Também sao apresentados os aspectos envolvidos na toxicidade destas espécies, de responsabilidade
dos alcaldides pirrolizidinicos. Sao relatados os casos de intoxicagdo em humanos, sendo discutidas
estratégias para prevenilas.

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
mentioned 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,
Asteraceae) € constituido por mais de 3000 espécies
de ampla distribuicdo mundial* presentes em regides
frias e tropicais, principalmente na Europa, Africa,
Américas Central e do Sul, sendo a Argentina® e o
Chile® os paises com o0 maior ndimero de
representantes, contando cada um com mais de 300
espécies catalogadas. S80 ervas anuais ou perenes,
ocorrendo sob a forma de arbustos ou arvoretas de
porte variado®.

Tradicionalmente  conhecido  por  causar
intoxicacBes em animais de grande porte e acarretar
perdas consideraveis na pecuéria de paises como a
Argentina, Brasil, Uruguai e Paraguai, entre outros®”,
devido a presenca de alcaldides pirrolizidinicos, o

género Senecio também é motivo de preocupacao na
area de saude publica, uma vez que varias espécies do
género sdo utilizadas como medicinais em diferentes
paises da América Latina (Tabela 1).

A utilizagdo destas plantas na medicina popular
permite  supor que, além de substancias
potencialmente nocivas, estas espécies contenham
constituintes com propriedades terapéuticas. De fato,
segundo a literatura, alguns metabdlitos secundarios
com diferentes atividades biol6gicas potenciais foram
isolados de espécies de Senecio®?, sendo que vaérias
atividades biol6gicas e farmacoldgicas foram
descritas para extratos brutos obtidos a partir de
plantas do género®**,
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KEY WORDS: Latin America, Pyrrolizidine alkaloids, Seneciosis, Senecio sp., Toxicity.
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Pais Espécie Utilizacao preconizada na medicina popular
Argentina S. bonariensis Hook. et Arn. Afeccoes cutaneas™
Doencas dermatolégicas, respiratorias e osteoarticulares®
S. brasiliensis (Sprengel) Less. Sudorifero, tranqiilizante e tonificante nervoso>’
S. clivicola Wedd. Caibras musculares®*
S. eriophyton Remy Digestivo, emenagogo, estimulante e afrodisfaco™®
S. graveolens Wedd. Nos casos de indisposicao causada pela altitude,
supressor da tosse, digestivo, emenagogo2
S. nutans Sch. Bip. Doengas respirat()rias49
S. pinnatus Poir. var. pinnatus Como antiofidico e nos casos de dores de cabeca s2
S. uspallatensis Hook. et Arn. Indisposicao causada pela altitude, na forma de infusdo
substituindo o mate**
Bolivia  S. cf. canescens (Bonpl.) Cuatrec. Tosse™
S. culcitioides Wedd. Né&o especificado54
S. deferens Griseb. Dores reumaticas
S. graveolens Wedd. Dor de estﬁmagoS3
S. mathewsii Wedd. Doengas pulmonares54
S. rhizomatus Rusby Né&o especiﬁcado54
S. smithioides Cabrera Dores nas costas™
Brasil S. brasiliensis (Sprengel) Less. Externamente como emoliente e “resolutiva”, e internamente,
como vermifugo56
Ferimentos da pele (aplicagdo tépica)57
Propriedades revulsivas
Processos inflamatdrios, dores estomacais e como “regulador
sangt’jl'neo"42
S. sonchifolius (L.) Moench Febrifugo, diurético, antiasmatico; contra gripe, faringite, amigdalite
e afec¢Bes das vias urindrias; nos casos de ferimentos, eczemas
e pruridos (aplicacdo tépica)58
Chile S. adenophyllus Meyen et Walp. Dor de estc“)mago59
S. atacamensis Phil. Para aliviar a indisposicdo causada pela altitude eo
No tratamento de dor de cabega, dor de estbmago e vomito,
nos casos de indisposicdo causada pela altitude, como
estimulante da digestrSlo59
S. chionophilus Phil. Resfriados®
S. eriophyton Remy Balsémico, estimulante, estomaquico e nos casos de indisposi¢do
causada pela altitude™
S. fistulosus Poepp. ex Less. Emoliente, purgativo, cardiotonico, diurético, tratamento de
tumores, feridas, tlceras e dores de ouvido®
S. graveolens Wedd. Para aliviar a indisposi¢do causada pela altitude®?
Emenagogo, digestivo e supressor da tosse”
S. nutans Sch. Bip. Digestivo, emagrecedor, para tosse e resfriado; “para a pressdo”
e nos casos de dores estomacais™’
S. otites Kunza ex DC Auxiliar da circulac;é1o61
S. papii Ricardo et Martic. Dor no estdmago’
S. puchii Phil. Dor de estdbmago e “para a pressé\o”59
Colombia S. formosus Kunth Nao especificado®
Equador S. canescens Humb. Infeccdes e reumatismo®
S. reflexus (Kunth) Cuatrec. Inflamacdes de ovério, prostata e vaginite65
S. superandinus Cuatrec. Inflamacdes de ovério, prostata e vaginite65
Guatemala S. cobanensis Coulter. Reumatismo, contusGes, tosse e caibras®®
Honduras S. chenopodioides HBK. Dores agudas e cronicas®’
México  Senecio sp. Contra piolhos e no tratamento do couro cabeludo ressecado es
S. albo-lutescens Sch. Bip. Hipoglicemiante® "



Paragua

Peru

S. angulifolius DC.

S. aschenbornianus Schauer
S. bellidifolius Kunth.

(sin. S. vulneraria DC.)

. candidissimus Greene

S. palmeri A. Gray

S. peltiferus Hemsl.

S. roseus Sch-Bip.

S. salignus DC.

w

S. grisebachii Baker

. calvus Cuatr.

. canescens var. canescens
. culcitioides Schultz-Bip

. elatus Kunth

. ericaefolius Benth

. rhizomatosus Rusby

S. rudbeckiifolius Meyen & Walp

InfeccBes vaginais71
Varizes®
Doengas renais, ulceragdes e vaginites72

Doengas renais e como anti-séptico”

Hipoglicemianteeg'70

Hipoglicemiante® "

Para “limpar os rins” e abrir 0 a|oetite74

Febres e reumatismo’

Anti-inflamatorio, na prevencédo do reumatismo, enxaquecas,
nos casos de doengas hepéticas e renais’®

InfeccBes fungicas da pele14

Tosse’’

Tosse, bronquite, asma e febre®

Tosse, asma, bronquite e doengas respiratdrias
Em “rituais de purificagéo”“

Ténico geral e cardiotonico*

Depurativo da pele e colerético, no tratamento de feridas

e pneumonia’®

“Febre intestinal”, diarréia e disenteria, hematomas e dores
musculares®

78,79

S. serratifolius (Meyen et Walp.)
Cuatrec.
S. tephrosioides Turcz

Peitoral, no tratamento de asma e outras afeC(;fJes81

Tosse e bronquite78

AfeccBes respiratorias

S. violaefolius Cabrera

Tosse, asma e doencas respiratérias79

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

Os alcaléides pirrolizidinicos formam uma
classe de metabolitos bastante presente em espécies
de Senecio®™ e, segundo Trigo et al.’®, podem ser
utilizados como marcadores quimiossistematicos para
a tribo Senecioneae. Em recente revisdo sobre os
alcaléides pirrolizidinicos em espécies de Senecio é
relatada a presenca de 62 diferentes estruturas desta
classe de constituintes no género®™. No entanto,
embora sejam considerados metabolitos secundéarios
caracteristicos do género Senecio, o0s alcal6ides
pirrolizidinicos ndo estdo presentes em todas as
espécies e também tém sido relatados em outros
géneros, como  Symphytum, Crotalaria e
Heliotropium*™°, Além disso, a presenca destes
constituintes tdxicos em uma espécie pode variar de
acordo com as condi¢des sazonais®, como também ser
dependente das agressdes por patdgenos e/ou
herbivoros que esta planta venha a sofrer, uma vez
gue sua producdo e concentragdo pode aumentar nos
tecidos da planta em resposta a agressdes externas e
estresse sofridos®.

Os alcaldides pirrolizidinicos foram isolados
pela primeira vez em 1885 por Gradsal & Lasoux*' e
a seneciose, doenca ocasionada por estes compostos,
foi descrita primeiramente na Africa do Sul®*. S&o

ésteres de aminoalcoois com um ndcleo
pirrolizidinico (necina) e &cidos alifaticos (acidos
nécicos) que podem ocorrer na forma de mono, di e
diésteres ciclicos™.

A doenga veno-oclusiva hepatica é a
manifestacdo mais frequente resultante da intoxicagdo
por alcaldides pirrolizidinicos em humanos®. A
evidéncia de que os alcal6ides pirrolizidinicos sdo os
agentes toxicos responsaveis pela doenga, provém de
numerosos estudos em animais, Nos quais 0 consumo
crénico de alcaléides pirrolizidinicos purificados
causou as classicas alteracOes patolégicas associadas
aela®.

As relacBes entre a estrutura e a toxicidade dos
alcaléides pirrolizidinicos ja foi elucidada, sendo a
hepatotoxicidade maior no caso dos diésteres
macrociclicos®.

Segundo Prakash et al®, o potencial
hepatotdxico dos alcaléides pirrolizidinicos &
determinado por quatro caracteristicas estruturais
minimas (Fig. 1): um anel 3-pirrolina (1), um ou dois
grupamentos hidroxila ligados ao anel pirrolina (2),
um ou dois grupamentos esterificados (3) e a
presenca de uma cadeia ramificada no residuo
acido(4).



Figura 1. Caracteristicas estruturais essenciais para a
toxicidade dos alcaléides pirrolizidinicos 1831. Os nimeros
correspondem aos itens listados no texto.

A ativagho da toxicidade requer a
desidrogenacdo dos alcaldides pirrolizidinicos,
catalisada pelas monoxigenases do citocromo P450%,
originando  de-hidropirrolizidinas, que  sdo
considerados os metabélitos toxicos primarios'®.
Estas tem cardter eletrofilico e reagem com
componentes teciduais nucleofilicos, como acidos
nucléicos e proteinas'>?, através de uma adicdo de
Michael. As de-hidropirrolizidinas também podem
sofrer hidrélise, com a formacdo dos alcoois
correspondentes, que sdo considerados 0s metabdlitos
toxicos secundarios e que apresentam uma meia-vida
maior que 0s primeiros, conseqiiéncia de sua menor
reatividade (Fig. 2).

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

Os metabdlitos tdxicos primarios de muitos
alcaldides  pirrolizidinicos sdo  suficientemente
estaveis e migram do hepatocito para o limen
sinusoidal®®, onde atacam as células endoteliais de
revestimento e também podem se ligar as hemacias
da circulagdo sanguinea. Os efeitos reativos imediatos
dos metabdlitos toxicos primarios sdo considerados
0s responsaveis pela lesdo dos hepatdcitos e das
células endoteliais associadas aos vasos sinusoidais e
as paredes das veias hepdticas de pequeno calibre,
levando & doenga veno-oclusiva hepéatica. As
manifestacdes clinicas em humanos incluem dor
epigéstrica, distencdo abdominal devido a ascite,
hepatomegalia e elevacdo dos niveis séricos da
transaminase®”*%.

Metabolitos de estrutura pirrélica com uma
meia-vida especialmente longa também podem
chegar aos pulmdes e ao coracdo, onde causam les6es
as macromoléculas destes 6rgdos. As mudancgas
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iniciais aparecem na vascularizacdo pulmonar,
incluindo trombos em vasos, inflamacdo aguda e
espessamento da parede, levando a oclusdo. Estes
efeitos, juntamente com a fibrose do septo intra-
alveolar levam & hipertensdo pulmonar. O resultado
do fluxo sangiiineo pulmonar comprometido é o
aumento do trabalho do ventriculo direito, causando a
sua hipertrofia e, eventualmente, levando a
insuficiéncia cardiaca congestiva'®.

Um dos aspectos relevantes relacionados a
intoxicacdo por alcal6ides pirrolizidinicos, é o
aumento da sua toxicidade, provocado por
substéncias indutoras de enzimas do citocromo P450,
como por exemplo o fenobarbital®®. Também foi
constatado que dietas pobres em proteinas aumentam
os efeitos toxicos dos alcaldides pirrolizidinicos®.
Por outro lado, a formacdo de metabdlitos tdxicos é
atenuada pela administracdo concomitante de
aminoacidos contendo enxofre, como metionina e
cisteina.

Quanto a carcinogenicidade dos alcaldides
pirrolizidinicos para seres humanos, ndo ha consenso
na literatura. Para Prakash et al. '® existem indicios de
gue os hepatdcitos humanos sejam resistentes a acao
potencialmente genotoxica dos alcaldides
pirrolizidinicos nas doses em que estes podem causar
lesdes nos animais. No entanto, Hansel et al. ** citam
a ocorréncia endémica de cancer hepatico entre os
bantos na Africa, em decorréncia do consumo de
plantas medicinais contendo esta classe de
contituintes.

A literatura também traz evidéncias da acédo
teratogénica dos alcaldides pirrolizidinicos em seres
humanos, uma vez que relata um caso de doenca
veno-oclusiva em recém-nascido cuja mée consumia
ché de uma planta contendo estes compostos %,

Alguns casos de intoxicagdes fatais em seres
humanos foram relatados na literatura devido ao
consumo de espécies de Senecio contendo alcalides
pirrolizidinicos *3*, Também foram encontrados
varios casos de doenca veno-oclusiva hepatica,
relacionados ao consumo de espécies de Senecio, que
nao levaram ao 6bito 3>,

A doenca veno-oclusiva hepética foi endémica
em regides da América do Sul durante parte do século
passado®, mas os casos tem diminuido com a
melhoria na educacdo e a identificacdo adequada das
espécies vegetais. No entanto, casos esporadicos
ainda s&o relatados .
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Figura 2. Rota metabolica responsavel pela toxicidade dos alcal6ides pirrolizidinicos 1s,31. (AP = alcaléide pirrolizidinico;

Nu = compostos nucleofilicos).

Com a ocorréncia de intoxicagdes agudas por
alcaldides pirrolizidinicos em humanos, estima-se que
cerca de 20% dos individuos cheguem ao ébito e que
cerca de 50% recuperem-se completamente dentro de
poucas semanas. Dos individuos restantes, cerca de
20% parecem estar clinicamente recuperados, mas
podem desenvolver doenga veno-oclusiva hepética
crbnica e cirrose apdés alguns anos. Outros
desenvolvem doenga veno-oclusiva sub-aguda, que
pode regredir ou progredir, levando inclusive a
cirrose 8%

Para seis das quarenta e seis espécies de Senecio
citadas na Tabela 1 j& foi descrita a presenga de
alcaléides pirrolizidinicos: Senecio bonariensis *, S.
uspallatensis **, S. brasiliensis “*, S. grisebacchi *, S.
elatus* e S. tephrosioides®. Para duas destas
espécies, S. brasiliensis e S. tephrosioides, existem
relatos de doenca venooclusiva hepatica em humanos.
No caso de Senecio brasiliensis é relatado um caso da
doenca em paciente de 2 anos e 5 meses de idade,
causada pelo uso cronico de chas das folhas desta
espécie na profilaxia da gripe?®. Ja para Senecio
tephrosioides, é relatada a doenga em uma mulher de
38 anos de idade, provocada pelo consumo ocasional
das folhas desta espécie em infusdo, durante alguns
anos, no tratamento da tosse™.

Os casos de doenca veno-oclusiva hepatica
associados a ingestdo de plantas contendo alcal6ides
pirrolizidinicos forneceram evidéncias de que
doencas subjacentes, estado nutricional do paciente e
0 uso concomitante de farmacos hepatotoxicos
aumentam a probabilidade do desenvolvimento desta
patologia®.

Como o acesso as plantas medicinais € irrestrito
e barato, e uma vez que a toxicidade dos alcal6ides
pirrolizidinicos estd bem documentada, estes
compostos caracterizam um sério risco a salde de
populacdes humanas, que séo expostas a intoxicacdes
guando plantas que os contém séo consumidas por via
oral. Esta constatacdo levou diferentes paises, entre
eles o Canada, a Alemanha, os Estados Unidos, a
Gré-Bretanha e o Brasil, a restringirem o uso do

confrei (Symphytum officinale L.), outra espécie
medicinal contendo alcal6ides pirrolizidinicos?*“,

A literatura relata que, entre outros fatores, a via
de administragdo pode afetar enormemente a resposta
a toxicidade™. Desta forma, 0 uso externo destas
plantas é bem mais seguro que Seu uso interno; no
entanto, a absorcdo de alcal6ides pirrolizidinicos pela
pele pode ocorrer, principalmente se esta estiver
lesionada ou inflamada*’, podendo representar um
risco para a satde, ainda mais se o uso for prolongado
e/ou a quantidade utilizada for significativa.

Através da analise das 46 espécies de Senecio
utilizadas como medicinais na América Latina
(Tabela 1), foi constatado que apenas 5 sédo
preconizadas exclusivamente para uso externo
enquanto que, para outras 9, sdo citados 0s usos
interno e externo.

Devido aos efeitos nocivos potenciais de plantas
contendo alcalGides pirrolizidinicos, entre elas as
espécies de Senecio, é necessaria a atencdo dos
orgdos de vigilancia sanitaria dos diferentes paises,
visando proibir a utilizacdo destas plantas para uso
interno. Também se faz necessario um trabalho
continuado de divulgagdo das informagdes
pertinentes junto aos profissionais da salde, lideres
de comunidades e a populagdo em geral, com o
objetivo de prevenir novos casos de intoxicagao.
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