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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacgéo em Ciéncias Farmacéuticas

Universidade Federal de Santa Maria

SESQUITERPENOIDES DE SENECIO BONARIENSIS HOOK. ET ARN.

AUTORA: Chana de Medeiros da Silva
ORIENTADORA: Berta Maria Heinzmann
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 13 de janeiro de 2006.

Espécies pertencentes a familia Asteraceae, sdo uma importante fonte de
terpendides com varias atividades biolégicas ja descritas. Senecio bonariensis Hook.
et Arn., popularmente conhecida como “margarida-do-banhado-de-Buenos Aires” é
um arbusto nativo da América do Sul, que pode ser encontrado no sul do Brasil e
floresce de outubro a dezembro. Esta planta € conhecida por apresentar
furanoeremofilanos, esterdides e alcaldides pirrolizidinicos, com atividades toxicas.
Este trabalho descreve o isolamento e identificagdo de trés constituintes quimicos
presentes no extrato CH,Cl, das partes aéreas de Senecio bonariensis Hook. et Arn.
As folhas de S. bonariensis foram coletadas em abril de 2004, no municipio de
Eldorado do Sul — RS. A espécie foi localizada e identificada pelo Prof. Dr. Nelson
Ivo Matzenbacher, do Programa de Pé6s Graduacdo em Botanica da UFRGS.
Material testemunha encontra-se depositado no Herbario do Departamento de
Biologia da UFSM sob o registro n® SMDB 9519. As folhas frescas de S. bonariensis
(2,3 kg) foram extraidas por maceracdo com CH,Cl,. O extrato bruto foi evaporado
sob presséao reduzida, resultando num residuo pastoso (13,5 g), com rendimento de
0,64%. O extrato bruto foi fracionado por cromatografia em coluna do tipo flash
sobre gel de silica, usando CH,Cl, e misturas de CH,Cl, : EtOH, em gradiente, nas
proporcdes de 99:1 até 80:20, sendo obtidas 15 fracdes (1 a 15 col. 1). A fracdo 1
col. 1 (1g) foi cromatografada sobre gel de silica impregnado com AgNO; (10%),
eluida com hexano: acetona (99:1), obtendo-se 13 novas fragbes (1 a 13 col. 2). A
fracdo 10 col. 2 (253 mg) foi cromatografada sobre gel de silica impregnado com
AgNO3; (10%), eluida com hexano:éter etilico (95:5), obtendo-se 104 mg de
CS1(cariofileno) e 16 mg de CS2 (6xido de cariofileno). A fragdo 11 col. 2 (83,5 mg)
também foi cromatografada sobre gel de silica impregnado com AgNO; (10%),
eluida com hexano:éter etilico (98:2) e forneceu 5 mg de CS3 (germacreno-D). Os
compostos isolados foram analisados por CG-EM-IE, IV, RMN *H e RMN *3C e seus
dados espectroscépicos foram comparados com os obtidos da literatura. Além disso,
foi determinada a atividade antimicrobiana do cariofileno e do 6xido de cariofileno,
através do método de microdiluicio em caldo, baseado nos documentos M27-
A2/NCCLS para fungos e M7-A4/NCCLS para bactérias. Os compostos ndo
apresentaram atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas.

Palavras-chaves: Senecio bonariensis, sesquiterpendides, cariofileno, 6xido de
cariofileno, germacreno-D, atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT

SESQUITERPENOIDS FROM SENECIO BONARIENSIS HOOK. ET ARN.

Author: Chana de Medeiros da Silva

Advisor: Profd. Dra. Berta Maria Heinzmann

Species belonging to the Asteraceae family are an important source of terpenoids
with biological activity. Senecio bonariensis Hook. et Arn., popularly known as
“‘margarida-do-banhado-de-Buenos Aires” is native from South America and can be
found in south Brazil, blooming from October to December. This plant is known for
contain furanoeremophylanes, steroids and pyrrolizidines alkaloids (PAs) with toxic
activities. This work describes the isolation and identification of three compounds
present in the CH,CI, extract of the aerial parts of Senecio bonariensis Hook at Arn.
Leaves of this plant were collected in Eldorado do Sul, RS, Brazil, in April 2004 and
identified by Prof. Dr. Nelson Ivo Matzenbacher. Voucher specimen N° SMDB 9519
is preserved in the Herbarium of the Departamento de Botanica, Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil. The fresh leaves of S. bonariensis
(2.3 kg) were extracted by maceration with CH,Cl,. The CH,Cl, extract was
evaporated under vacuum to yield an viscous residue (13.5 g), which gave a yield of
0.64%. The crude extract was fractionated by flash chromatography over silica-gel,
using CH,Cl,, and CH,Cl,: EtOH mixture of increasing polarity, (stepwise, 99:1 to
80:20) to yield 15 fractions. The fraction 1 col. 1 (1 g) was chromatographed over
silica-gel impregnated with AgNO3; (10%) eluting with hexane-acetone (99:1), to yield
13 news fractions. Fraction 10 col. 2 (253 mg) was chromatographed on silica-gel
impregnated with AQNO3 (10%), eluting with hexane: ethyl ether (95:5) and purified to
afford 104 mg of CS1 (caryophyllene) and 16 mg of CS2 (caryophyllene oxide).
Fraction 11 col. 2 (83.5 mg) was also chromatographed on silica-gel impregnated
with AgNO3 (10%), eluting with hexane: ethyl ether (98:2) and purified to afford 5 mg
of CS3 (germacrene-D). The compounds obtained were analyzed by GC-EI-MS, IR,
'H and **C NMR. The antimicrobial activity of CS1 and CS2 were evaluated by the
microdilution method based on M27-A2 and M7-A4 (NCCLS). Both compounds
sowed no antimicrobial activity at the tested concentrations.

Key works — Senecio bonariensis; sesquiterpenoids; caryophyllene; caryophyllene
oxide; germacrene-D; antimicrobial activity.
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O uso dos produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo
guanto a civilizagdo humana e, por um longo tempo, compostos de origem mineral,
vegetal e animal foram as principais fonte de drogas para a populacdo (Rates,
2001). Foi a partir de estudos clinicos, farmacoldgicos e quimicos das plantas,
baseados na medicina tradicional, que surgiram os primeiros farmacos utilizados
pelo homem, como a aspirina, digitoxina, morfina, quinina e pilocarpina (Butler,
2004).

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
namero de farmacos. Embora cerca de 100.000 compostos oriundos de plantas
tenham sido identificados, as fontes de metabdlitos secundarios parecem ser
inesgotaveis em relacdo as possibilidades de se encontrar novas e diferentes
estruturas com atividades de extrema importancia a terapéutica e a agricultura
(Grape, 1999 apud Yunes e Calixto, 2001), uma vez que, apenas 15 a 17% das
plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal e somente para algum

efeito especifico (Ferreira, 1998).

Até o momento, cerca de 25% de todos os farmacos prescritos mundialmente,
foram originarios de plantas, sendo que 121 destes compostos continuam em
corrente uso. Além disso, das 252 drogas consideradas como basicas e essenciais
pela Organizacao Mundial de Saude (OMS), 11% séo exclusivamente originadas de
plantas e também existe um ndamero significativo de farmacos que foram obtidos por
modificacdo molecular de produtos naturais ou tem estes como prototipos.
Compostos naturais também sdo passiveis de sofrerem modificagbes estruturais,
possibilitando o planejamento racional de novas moléculas e a obtencdo de novas
estruturas possivelmente mais eficazes e seguras, ou mesmo com outras
propriedades farmacoldgicas até entdo ndo esperadas (Rates, 2001). Uma grande
gama das substancias ativas de origem vegetal ainda ndo pode ser sintetizada em
escala industrial, sendo obtidas a partir de plantas em seu habitat natural ou de

cultivares, garantindo uma uniformidade na qualidade do produto.

Apesar de muitos produtos de origem natural serem fontes de uma grande
variedade de novas drogas, também ha outros métodos utilizados para a obtencdo
destes ativos, como por exemplo, reacdes de sintese, biologia molecular e técnicas

genéticas, quimica combinatoria e quimica computacional (Yunes e Cechinel Filho,
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apud Yunes e Calixto, 2001). Entretanto, os produtos naturais continuam sendo
fontes primarias para obtencédo de novas drogas. Para continuar a ser competitiva
com outros métodos de obtencdo de novos farmacos, a busca dos produtos naturais
necessita melhorar a velocidade nos processos de screening, isolamento e
elucidacao estrutural de compostos, assim como, direcionar o estudo dos extratos e
de compostos isolados de produtos naturais, de maneira que possam ser fornecidos

em larga escala (Butler, 2004).

O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo,
contando com mais de 55.000 espécies catalogadas (Dias, 1996) de um total
estimado entre 350.000 e 550.000. Devido a esta grande diversidade de espécies,
aumentam-se as chances de identificacdo de substancias do metabolismo vegetal
com potenciais atividades farmacologicas e descobrimento de novos alvos
biolégicos. Portanto, muitas patologias que hoje permanecem sem um tratamento
adequado, poderéo vir a ser tratadas de forma mais eficiente, a partir de novos e

potentes farmacos de origem vegetal.

Nos ultimos anos cresceu consideravelmente o interesse pelas terapias
alternativas e pelo uso terapéutico de produtos naturais, principalmente daqueles
obtidos de plantas (Cechinel Filho e Yunes apud Yunes e Calixto, 2001). Segundo
Rates (2001), as motivacdes desse interesse residem no fato de que a medicina
convencional pode ser ineficiente e prejudicial pelos efeitos colaterais e eventual
dependéncia causados pelas drogas sintéticas. Além deste aspecto, uma grande
parcela da populacdo ndo tem acesso ao tratamento convencional, por razdes
econdmicas; e, por outro lado, existe a crenca erronea de que produtos naturais sédo

eficazes e ndo produzem efeitos colaterais .

Tendo em vista 0 crescente interesse e necessidade pela pesquisa de plantas
— especialmente aquelas espécies ainda ndo estudadas — e a necessidade do
desenvolvimento de novos agentes no tratamento das mais diversas doencgas, foi
objetivo deste trabalho realizar um estudo fitoquimico das partes aéreas de Senecio
bonariensis Hook. et Arn., dando enfoque especial aos sesquiterpendides, uma vez
gue estes compostos costumam apresentar diversas atividades farmacolégicas, bem

como avaliar a sua atividade antimicrobiana.

Para esta categoria de metabdlitos secundarios, sdo descritas as atividades

antimicrobiana (Guanasekera et al., 1990; Pérez et al.,, 1999), antimalarica
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(Woerdenbang et al., 1994), antitumoral (Jurek e Scheuer, 1993), hipoglicemiante
(Inmann et al., 1999), antioxidante (Bork et al., 1997), antiinflamatoria (Geissberger e

Sequin, 1991) e citotdxica (Barrero et al., 1997).

Tendo em vista esta gama de atividades farmacoldgicas descritas para os
derivados terpénicos comumente presentes nos extratos obtidos com solventes
pouco polares das espécies do género Senecio, e o fato das folhas de Senecio
bonariensis ndo terem sido estudadas até o momento, esta espécie surge como uma
alternativa promissora, no intuito de encontrar-se hovos compostos, com potenciais
atividades biologicas de interesse.

Esta dissertacdo esta organizada na forma de capitulos fixos. O capitulo
Revisdo da Literatura inicia-se com um estudo amplo acerca do género Senecio e
seus principais constituintes quimicos descritos. Em seguida, € dado especial
enfoque aos constituintes sesquiterpendides, uma vez que sdo o alvo de estudo
deste trabalho. Num terceiro momento, apresenta-se a espécie estudada, Senecio
bonariensis Hook. et Arn., suas caracteristicas botanicas e constituintes quimicos
relatados.

O capitulo Materiais e Métodos apresenta todo o processo realizado para a
obtencdo dos compostos isolados de S. bonariensis, desde a coleta da planta, até o
isolamento e elucidacdo estrutural dos mesmos, bem como uma avaliacdo da

atividade antimicrobiana de ambos.

O capitulo 4 apresenta os Resultados dos compostos isolados de S.
bonariensis, seus rendimentos, seus espectros e comparagdes com a literatura,
confirmando suas estruturas. Também descreve o0 resultado da atividade
antimicrobiana dos compostos testados. Na Discussao (capitulo 5), apresenta-se a
interpretacdo dos resultados, relacionando estrutura-atividade, origem biossintética,
além de diferentes conformacdes dos constituintes quimicos isolados no decorrer do
trabalho para a espécie estudada.

Em seguida, apresenta-se a conclusao do trabalho no capitulo 6.



2. REVISAO DA LITERATURA
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A presente revisdo bibliografica estd centrada no estudo de constituintes
guimicos de interesse presentes em espécies do género Senecio e suas principais
atividades biol6gicas descritas até o momento. Sera dado especial enfoque aos
sesquiterpendides, uma vez que estas substancias estdo relacionadas a algumas de

suas principais atividades farmacolégicas e séo o alvo de estudo deste trabalho.

2.1 Senecio sp.

O género Senecio (tribo Senecioneae, familia Asteraceae) constitui um grupo
de plantas cosmopolitas, ndo muito homogéneo (Bohlmann et al., 1981a), presente
em regides frias e tropicais, notadamente na Europa, Africa, Américas Central e do
Sul. Possui mais de 2000 espécies amplamente distribuidas pela superficie terrestre
(Cabreira e Klein, 1975), sendo a Argentina (Cabrera, 1978 apud Pérez et al., 1999)
e o Chile (Cabrera, 1949, apud UrzUa e Andrade, 2001) os paises com o maior
namero de representantes, contando cada um com mais de 300 espécies
catalogadas.

No Brasil, existem aproximadamente 85 espécies de Senecio, sendo que 33
sdo nativas da regido sul (Cabrera e Klein, 1975) e 25 foram identificadas no Rio
Grande do Sul (Matzenbacher, 1998).

Sa80 ervas anuais ou perenes, ocorrendo sob a forma de arbustos ou
arvoretas de porte variado. Uma das espécies mais abundantes no sul do Brasil é
Senecio brasiliensis (Sprengel) Less., conhecida popularmente como “maria-mole”,
‘tasneirinha” e “flor-das-almas”. Distribui-se em regides pequenas, acidentadas,
tanto em areas nativas como cultivadas, sendo encontrada também no Uruguai e
Argentina (Habermehl et al., 1988).

A maioria das espécies de Senecio emergem durante todo o ano, desde que
hajam condi¢cbes ambientais favoraveis, como umidade e luz, e as fenofases
vegetativas sejam praticamente constantes durante todo o ciclo da planta. Fatores
ambientais desfavoraveis como o déficit hidrico, o manejo do solo e o dano de
insetos, associados ou ndo, podem alterar o ciclo das plantas e serem

determinantes para a sua permanéncia no ambiente (Karam et al., 2002).



24

2.1.1 Usos populares

Espécies pertencentes ao género Senecio séo utilizadas na medicina popular
de diversos paises, inclusive na América Latina (Garcia et al., 2003; Toma et al.,
2004; Bourdy et al., 2004). Entretanto, muitas vezes, S0 responsaveis por
envenenamentos que podem ser fatais (Silva et al., 2006).

No Equador, as partes aéreas de S. canescens Humb. séo utilizadas contra
infeccbes e reumatismo, sendo que, para o ultimo, € recomendada a aplicagédo
topica das folhas (Abdo et al., 1992).

S. graveolens Wedd. é uma espécie endémica, encontrada no norte do Chile
em altitudes acima de 300 m, conhecida popularmente como “chachacoma’. E muito
utilizada pela populacdo local para aliviar a indisposicdo causada pela altitude
(Loyola et al., 1985; Pérez et al., 1999). Associado ao seu uso popular, foi isolado
desta planta um derivado da acetofenona, denominado diidroeuparina, que
apresentou atividade hipotensora em ratos (Loyola et al., 1985). Outras espécies
endémicas de Senecio da mesma regido também séo utilizadas para esta finalidade,
como é o caso de S. atacamensis Phil. (Morales et al., 2000). Segundo Pérez et al.
(1999), S. graveolens Wedd. também é utilizada como emenagoga, digestiva e
supressora da tosse, sendo comercializada para estes fins nas regides onde cresce.

Da mesma forma, S. uspallatensis Hook. et Arn., encontrada na regido da
Cordilheira dos Andes, também é conhecida como “chachacoma”. No entanto, o seu
uso se da na forma de infusdo, em substituicdo ao mate, pelos habitantes da regido
(Pestchanker et al., 1985).

Segundo Portillo et al. (2001), a espécie S. grisebachii Baker tem sido
utilizada no Paraguai para o tratamento de doencas de pele causadas por fungos.
Estes pesquisadores realizaram um estudo da atividade antifingica de 14 espécies
de plantas, utilizadas na medicina tradicional para tratar doencas de pele. Dentre
outros resultados, foi evidenciado que os extratos diclorometanico, metandlico e
aquoso das flores de S. grisebachii séo ativos contra o fungo Microsporum gypseum
CECT 2908.

Hammond et al. (1998) registraram o0 uso popular de algumas espécies de
Senecio no Peru: o decocto de S. culcitioides Schultz Bip. € usado em casos de

tosse, bronquite e no tratamento da asma; o infuso de S. rhizomatosus Rusby é
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utilizado para aumentar a secrec¢ao biliar, e o decocto de S. tephrosioides Turcz é
usado em casos de tosse e bronquite.

Na América do Sul, a espécie S. pseudotites Griseb. é muito utilizada na
medicina popular como agente diurético, antiasmatico e vermifugo (Tommasi et al.,
1998). Entretanto, na Espanha, algumas espécies de Senecio (S. minutus DC. e S.
boissieri DC.) tém sido utilizadas como emenagogas, antinflamatérias e
vasodilatadoras (Torres et al., 2000).

S. brasiliensis (Sprengel) Less. € uma planta conhecida por sua atividade
hepatotdxica, contudo suas folhas e inflorescéncias sdo utilizadas na medicina
popular de algumas regides do Brasil para tratar processos inflamatoérios e também
como reguladora do sangue (Toma et al., 2004). Além disso, esta planta também é
usada para aliviar dores no estébmago (Serra, 1994 apud Toma et al., 2004).

S. fuchsii Gmel. é uma planta amplamente distribuida na Europa Central. Na
idade média ela tinha grande importancia como um “remédio milagroso”, sendo que,
a partir da década de 70, vem sendo utilizada como antidiabético e em ginecologia
(Roder e Wiedenfeld, 1977).

S. argunensis Turcz. € uma planta tradicional da medicina chinesa, muito
utilizada para tratar disenteria, conjuntivite e tumefacdo (Liu e Roder, 1991). De
acordo com Nachman (1983), S. aureus L. é utilizada como peitoral, emenagoga e
para acelerar o trabalho de parto em mulheres de algumas regides da india. Apesar
de sua ampla utilizacdo na medicina popular, uma série de furanoeremofilanos
toxicos foram relatados para esta planta e para um grande nimero de espécies do
género Senecio.

Na Africa, S. inornatus DC. é um remédio tradicional usado pelos povos Zulu,
Xhosa e Sotho, por eles denominado de “u(lu)Hlabo”. As partes aéreas e as raizes
desta planta sdo utilizadas para tratar doencas cardiacas e respiratérias (Wiedenfeld
et al., 1996). Segundo Steenkamp et al. (2001), na Africa do Sul, o decocto das
raizes de S. latifolius DC também é usado pelos Zulus, como emético e no
tratamento de doencas venéreas; ja os Xhosa utilizam as folhas da mesma espécie

no tratamento de lesdes e queimaduras.
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2.2 Constituintes quimicos descritos para o género Senecio

No género Senecio, as classes com maior interesse quanto ao seu potencial
biolégico sédo alcaldides pirrolizidinicos, esteroides, flavondides, xantonas e
terpendides. Os ultimos apresentam ampla arquitetura molecular, contendo diversos
centros esterogénicos e apenas atomos de C, H e O (Barreiro, apud Yunes e
Calixto, 2001).

2.2.1 Alcaldides pirrolizidinicos

Os alcaldides pirrolizidinicos (APs) sdo considerados um importante grupo de
constituintes do género Senecio, além de serem uma das principais categorias de
metabdlitos secundarios responsaveis pela toxicidade destas plantas. Uma das
espécies de elevada toxicidade comprovada é S. oxiphyllus DC., a qual foi
responsavel pelas graves intoxicacdes apresentadas por bezerros que alimentavam-
se da mesma, levando-os a morte (Driemeier e Barros, 1992 apud Krebs et al.,
1996).

Estes compostos sdo conhecidos por causarem intoxicacbes em animais
herbivoros de grande porte, como bovinos, ovinos, suinos e equinos, levando a
perdas consideraveis na pecuaria para o sul do Brasil, Argentina, Paraguai e
Uruguai (Martz e Habermehl, 1986; Habermehl et al., 1988; Krebs et al., 1996; llha et
al., 2001). A doenca ocasionada pela intoxicacdo por estas espécies é conhecida
como seneciose e, no RS, tem sido diagnosticada em areas invadidas pelas
espécies de S. brasiliensis (Sprengel) Less., S. selloi (Spreng) DC., S. cisplatinus
Cabrera, S. heterotricus DC., S. leptolobus DC. e S. oxyphyllus DC. (llha et al.,
2001).

A literatura também relata a ocorréncia de intoxicagbes fatais em seres
humanos devido ao consumo de espécies de Senecio contendo APs (Fox et al.,
1978; Liddell e Logie, 1993; Villarroel et al., 1997).

Além do efeito tdxico agudo, os APs apresentam propriedades
carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas (Roeder et al., 1993; Roder, 1995). Por
outro lado, suas propriedades citotoxicas 0s tornam potenciais agentes antitumorais
(Liu e Rdder, 1991; Grue e Liddell, 1993; Liddell e Logie, 1993).
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APs sdo ésteres de aminoalcoois com um nucleo pirrolizidinico (necina) e
acidos alifaticos (acidos nécicos), que podem ocorrer na forma de monoésteres,
diésteres e diésteres ciclicos. As necinas caracterizam-se por apresentar um sistema
biciclico com um nitrogénio tercidrio como “cabeca de ponte”, um grupamento
hidroximetila em C1 e uma hidroxila em C7 (Vilarroel et al., 1997) (Figura 1). Os APs
podem apresentar a necina insaturada entre os carbonos C1l e C2, sendo esta
caracteristica um pré-requisito para a sua toxicidade aguda e crénica (Mattocks et
al., 1986; Jares e Pomilio, 1989; Vilarroel et al., 1997; Suau et al., 2002) . Os APs
gue possuem a necina saturada ndo sdo toxicos aos mamiferos (Mattocks, 1989
apud Suau et al., 2002).

HO OH
1
6 e X 2
5 |>1| 3

Figura 1: Estrutura basica de uma necina.

Atualmente, ja foram isolados 62 APs em 62 das mais de 2000 espécies de
Senecio distribuidas mundialmente. Uma revisdo completa dos APs isolados até o
momento para este género pode ser encontrada em Silva et al. (2006) (Anexo 1).

Os alcalbides em geral tém sua origem biossintética a partir dos aminoacidos
essenciais e, no caso dos APs, a substancia precursora € a ornitina e/ou a arginina.

De acordo com Santos (apud Simdes et al., 2003), os APs derivam de duas
moléculas de ornitina, as quais sédo transformadas em um intermediario importante,
a homospermidina, dando origem a uma necina basica, que sera esterificada por
acidos terpenoides estruturalmente complexos, formados de aminoacidos com uma
cadeia carbonada ramificada (Figura 2).

Segundo De Luca e Laflamme (2001), a arginina da origem a putrescina e a
espermidina, que sofrem condensagdo, formando a homospermidina como

substancia intermediéaria que, finalmente, origina a necina béasica (Figura 2).



28

/\ NH,
Ciclo Acido ¥, >
Citrico X, COOH
HO @]
Acido glutadmico

!
|
:

v

NH, NH
COOH
NH, COOH NH-(”:-NHZ
Ornitina NH
NH» \ Arginina
HoN \\ A/’ NH,
O (e
NH,
H Putrescina 12N

Homospermidina
i
(]
(]
(]
v

N
Alcaléides pirrolizidinicos

Figura 2: Representacdo esquematica da biossintese dos alcaléides
pirrolizidinicos. (Adaptado de Wagner, 1993; Hansel et al., 1999).

Segundo Trigo et al. (2003), por serem muito comuns ao género, os APs
podem ser utilizados como marcadores quimiossistematicos para a tribo
Senecioneae, uma vez que a maioria apresenta uma estrutura macrociclica diéster

do tipo senecionina e/ou sdo mono e diésteres do tipo triangularina (Tabela 1).

Tabela 1: Exemplos de alcaléides pirrolizidinicos descritos para o género
Senecio.

Classe de AP Estrutura Referéncia

Alcaléide pirrolizidinico do Suau et al., 2002.

tipo senecionina

Z-Retrorsina
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Alcald6ide pirrolizidinico do

tipo senecionina

Krebs et al., 1996.

Doronina

Alcaldide pirrolizidinico do
tipo triangularina
(monoéster)

\(% Christov et al., 2002.
o}

HO H

o}

N
9-angelil-hastanecina

Alcaldide pirrolizidinico do

tipo triangularina (diéster)

Roeder et al., 1984.

Hac CH2OH
o)
=
o)
o O
A
N

Sencalenina

2.2.2 Esterdides

Nas plantas, os esterdides possuem um importante papel como constituintes

de membranas celulares, na formacdo dos horménios e como repelente de insetos.

Além disso, apresentam importantes atividades biologicas, sendo que alguns sdo

utilizados na medicina (Shimada et al., 2001).

O esqueleto basico esteroidal é formado por quatro anéis fundidos

constituidos de &tomos de carbono, podendo apresentar até dois grupamentos

metilas, localizados nos pontos de juncdo dos anéis (Shimada et al., 2001). Os

esterdides tém sua origem biossintética em unidades de isopreno (CsHio) que se

condensam, formando os triterpenos que, em seguida, reduzem-se a esterdides

(Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquematica da biossintese dos esteroides.
(Adaptado de Wagner, 1993).

Dois exemplos de fitoesterdides que estdo presentes em altas concentracdes
nas plantas superiores sdo B-sitosterol e stigmasterol (De-Eknamkul e Potduang,
2003). Além destes, também aparecem os esteroides colesterol, campesterol,
brassicasterol, avenasterol, stigmastenol, campestanol e sitostanol (Dutta e Normén,
1998).

No género Senecio, sitosterol e stigmasterol foram isolados de S. canescens
Humb. (Abdo et al., 1992), S. ochoanus Cuatr., S. microglossus DC. (Bohimann et
al., 1983) e S. glutinosus Thunb. (Zdero et al., 1989); as partes aéreas de S. auricula
Bourg. forneceram apenas sitosterol (Torres et al., 1998).

Atualmente, os fitosterdides tém despertado grande interesse devido a seus
efeitos benéficos sobre o metabolismo do colesterol, inibindo a sua absorgéo. Este
fato levou a um aumento significativo no consumo de alguns fitoesteréides na dieta
humana (Dutta e Normén, 1998; Grandgirard et al., 2004).
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2.2.3 Flavonoides

Os flavonoides constituem uma importante classe de metabdlitos secundarios,
contando com mais de 6000 diferentes representantes (Shijlen et al., 2004), que
ocorrem em todas as partes das plantas, incluindo frutos, pdlen, raizes e cascas.
Podem apresentar concentracdes e estruturas diferenciadas, dependendo do 6rgao
vegetal em que se encontram. Sua presencga nos vegetais parece estar relacionada
com funcdes de defesa (protecdo contra raios UV, acgbBes antifungicas e
antibacterianas) e de atragdo de polinizadores (Santos apud Simdes et al., 2003).

Possuem um nucleo basico com 15 atomos de carbono, arranjados de modo
a formar dois anéis aromaticos A e B, que encontram-se ligados por trés unidades
de carbono, que podem ou nao formar um terceiro anel C (Figura 4) (Zuanazzi apud
Simdes et al., 2003).

Figura 4: Nucleo fundamental dos flavondides.

Sao formados a partir de rotas biossintéticas separadas: a do &acido
chiquimico e a do acetato, via acido mevalénico (MVA). A primeira origina
fenilalanina, o precursor do acido cinamico, responsavel pela formacdo do anel
aromatico B e a ponte de trés carbonos. A segunda resulta no outro anel aromético
(anel A) do esqueleto basico dos flavonodides (Santos apud Simdes et al., 2003). O
primeiro nucleo flavonoidico formado sédo as chalconas, que ddo origem as demais
classes de flavondides (Figura 5).

Os flavondis quercetina e canferol, bem como a flavona apigenina e seus
heterosideos (3-O-rutinosideo; 3-O-glicosideo, entre outros) ja foram relatados em
mais de 25 espécies de Senecio (Glennie et al., 1973 apud Mansour e Saleh, 1981).
Para S. gallicus Chaix, Mansour e Saleh (1981), identificaram o flavonol metoxilado
isoramnetina e seus derivados, o 3-O-glicosideo e o 3-O-rutinosideo, enquanto que
em S. vulgaris L., além deste, também foram isolados a quercetina 3-O-glicosideo.

Ja para S. hoggariensis Battand e Trab., foi isolada apenas a ultima (Tabela 2).
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Segundo Mansour e Saleh (1981), a presenca de quercetina 3-O-glicosideo é
muito comum neste género. Entretanto, devido ao fato de possuir varias espécies
com caracteristicas quimicas diferenciadas, espera-se uma grande variabilidade de

estruturas flavonoidicas para 0 mesmo.

C|:OOH
ﬁH
CH
COOH
(0]
CH2—C—SCoA +
malonil-CoA Ac Cinamico

OH 0 l
Auronas HO @ O

|
HO o / OH ©

@ Flavanonas

OH OH l OH 0O

Flav an-4-6is Flav onas
HO. O. l

OH O HO o

Di-hidroflav onéis @ |

|
OH ©

Isoflavonas

Antocianidinas

l OH o
HO. o Flav ondis

OH
Catequinas

OH

Figura 5: Representacdo esquematica da biossintese dos flavondides.
(Adaptado de Wagner, 1993).
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Tabela 2: Exemplos de flavondides descritos para o género Senecio.

Classe de flavonoide Estrutura Referéncia

Flavonol (agliconas) Glennie et al.,
1973 apud
Mansour e Saleh,
1981.

OH O

OH O

Flavonol Mansour e Saleh,

(o-heterosideo) 1981.

OH O

Mansour e Saleh,
1981.

Flavonol (aglicona e

seu O-heterosideo)

OH O

OH O

Mansour e Saleh,
1981.

Flavona (aglicona)

OH O
Apigenina
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2.2.4 Xantonas

As xantonas sdo substancias relativamente restritas as familias Guttiferae e
Gentianaceae. Possuem a mesma origem biossintética dos flavondides, formando
benzofenonas como intermediario ativo, que depois oxidam originando xantonas
(Figura 6).

@ (|ZOOH (")
*  CH»—C— SCoA

Ac Cinamico malonil-CoA

1
V“
(@]
Benzofenonas

v
o)
Xantonas
Figura 6: Representacdo esquematica da biossintese das xantonas.
(Adaptado de Wagner, 1993).
Das folhas de S. mikanioides Otto (ex Walpers), Catalano et al. (1996)
isolaram uma complexa mistura de xantonas: mangiferina, isomangiferina,

mangiferitina, tripterosideo e uma nova xantona p-hidroxibenzoilada, denominada

muraxantona (Figura 7).

OH HO O OH
Q
OH
HO
OH O
H ?
C

Figura 7: Muraxantona, isolada de Senecio mikanioides.
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2.2.5 Terpendides

Os terpendides constituem uma classe de substancias formadas a partir da
condensacgéo de moléculas de isopreno (CsHip) e séo classificados de acordo com o
namero destas unidades (Tabela 3). A condensacgéo das unidades de isopreno pode
ser do tipo cabeca-cauda; cabec¢a-dorso; cauda-cauda; cauda-dorso, etc (Simdes et
al., 2003).

Tabela 3: Condensacao de unidades de isopreno na formacéo dos terpendides.

N° de N° de atomos de carbono Nome

unidades

1 )\/ Isopreno
5

2 )\/\)\/ Monoterpendides
10

3 )\/\)\/\)\/ s Sesquiterpendides

4 Diterpendides
)\/\)\/\)\/\)\/ 20

5 )\/\)\/\)\/\)\/\)\/ Sesterpendides
25

6 Triterpendides
)\/\)\/\)\/\)\/\)\/\)\/ 30

40

N Poli-isoprenodides

Adaptado de Simdes et al., 2003.

Os isoprendides perfazem um largo grupo de metabdlitos secundarios,
contando com mais de 30.000 compostos conhecidos, incluindo os esteréides
(Dictionary of Natural Products, 2000 apud Umlauf et al., 2004). Estas unidades de
isopreno derivam do isopentenil difosfato (IPP) e do dimetil-alil difosfato (DMAPP). A

biossintese do IPP/DMAPP pode ocorrer através de duas rotas diferentes. Uma é
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oriunda da via do mevalonato (MVA), que se forma a partir do acido acético. A
segunda, que teve a seqiiéncia de reacdes caracterizada a partir da década de 90, é
formada a partir do piruvato e do gliceraldeido-3-fosfato, através da rota do
metileritritol-4-fosfato (MEP) (Degenhardt et al., 2003; Umlauf et al., 2004) (Figura 8).

— — Og H
. Y

il) J, 0 ch)I\COO +  H—C—OH
CH3—C —ScoA + CH3—C — ScoA piruvato CH,OP
) . gliceraldeido-3
acetil CoA . acetil CoA fosfato
]
' (0] CHs
i
v
OH
I ; OH
HOOC—CH, —CI:—CHZ —CH,—OH /" 1-desoxi-D-xilulose
CHs HO, CHs# 5- fosfato
acido mevaldnico(MVA) . OPP
| OH OH
! Metileritritol-4-fosfato (MEP)
]
1
V J,
CH3 CH3

H;C—C=CH—CH,—OPP H,C=C—CH,—CH,—OPP
Dimetil-alil-difosfato Isopentenil-difosfato (IPP)

(DMAPP) \ /

)\/\/K/\opp geranil-difosfato (GPP)
l+ PP H:-::> MONOTERPENOIDES

N N X OPP farnesil-difosfato (FPP)

l+ PP SESQUITERPENOIDES
H:2->(ZI>TRITERPENOIDES

X X N ~ OPP geranil-geranil-difosfato (GGPP)

H:.:=> DITERPENOIDES
2X -
TETRATERPENOIDES

Figura 8: Representacdo esquematica da biossintese dos terpendides.
(Adaptado de Wagner, 1993; Hansel et al., 1999).
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Nas plantas, a rota oriunda do metileritritol-4-fosfato (MEP) parece estar
geralmente envolvida na formacdo de hemiterpendides, monoterpendides,
diterpendides e carotendides. Os sesquiterpendides e triterpendides, por outro lado,
seriam formados pela via do acido mevalbénico (MVA), ou a partir da combinacéo de
ambas as rotas (Umlauf et al., 2004).

Os terpenos e derivados de baixo peso molecular aparecem nas plantas
como constituintes principais dos 6leos essenciais. Sdo responsaveis pelo odor
agradavel e caracteristico de muitos vegetais, e suas func¢des incluem defesa do
organismo contra predadores e patdgenos, interacdes alelopaticas, antioxidantes,
bio-regulatérias e atracdo de polinizadores pelo aroma (Simdes et al., 2003). Além
disso, muitos destes constituintes sdo pesquisados em relacdo a sua atividade
antimicrobiana. E grande o numero de estudos acerca das atividades inibitdrias
produzidas por 6leos essenciais e por constituintes de estrutura terpénica sobre o
crescimento de microorganismos (Deuschle, 2003).

Entretanto, o0 mecanismo de acdo dessa classe de constituintes ainda nao
esta bem esclarecido. Em geral, os autores atribuem um mecanismo que envolve a
desorganizacdo e rompimento da membrana celular, explicada pelo carater lipofilico
dos terpenos (Cowan, 1999). Alguns estudos sugerem que estes compostos
penetram na célula, interferindo no metabolismo. Outros, sugerem que eles afetam a
membrana celular e reagem com enzimas ou agem como um carreador de H,
diminuindo os niveis de ATP (Guynot et al., 2003).

Uma ampla revisdo acerca da atividade antimicrobiana de espécies vegetais,
envolvendo estudos em extratos, 6leos essenciais, bem como constituintes
terpénicos e outros metabdlitos secundarios, pode ser encontrada em Deuschle
(2003).

Os monoterpendides sdo 0s compostos mais volateis presentes nas plantas,
devido ao seu baixo peso molecular. Estes compostos, muitas vezes, ndo estédo
presentes em grandes quantidades em algumas espécies vegetais, entre elas
representantes do género Senecio. Além disso, de acordo com sua rota biossintética
(Figura 8), podem ser transformados em sesquiterpendides. Entretanto, alguns
monoterpendides foram isolados de S. halimifolius L. (Bohlmann e Zdero, 1978); S.
trichopterygius Muscher (Bohlmann et al., 1980) e S. subrubriflorus O. Hoffm.
(Bohimann e Zdero, 1982a) (Tabela 4). Segundo Bohlmann et al. (1981b), as partes
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aéreas de S. clevelandii Greene forneceram, dentre outros constituintes, trés
lactonas monoterpénicas (Tabela 4).

Muitos diterpendides e seus derivados glicosilados tem sido isolados de
plantas da familia Asteraceae, mas poucos foram descritos em espécies do género
Senecio (Black e Hargreaves, 1972; Cheng et al., 1993). Cheng et al. (1993)
isolaram dois diterpendides glicosilados do extrato butandélico das partes aéreas de
S. rufus Hand-Mazz. Estes dois constituintes, de aspecto cristalino, foram
denominados de rufusosideo A e rufusosideo B (Tabela 4).

A partir de um estudo das raizes de S. trichopterygius Muscher, Bohlmann et
al. (1980) isolaram varios terpendides, dentre eles um diterpeno. Em 1982(a),
Bohlmann e Zdero, isolaram dois derivados do tipo sandaracopimareno e seus
acetatos das raizes de S. subrubriflorus O. Hoffm. (Tabela 4).

Os triterpendides também sdo constituintes presentes no género Senecio. A
literatura relata para algumas espécies a presenca de compostos triterpendides
freqlentes nos vegetais, como esqualeno, lupenona, friedelina, lupeol, amirina,
germanicona e damaradienona (Bohlmann e Zdero, 1982a; Zdero et al., 1989; Abdo
et al., 1992; Torres et al., 2000). Entretanto, também ja foram isolados triterpendides
de estrutura inédita, como é o caso dos compostos polihidroxilados, isolados de S.
pseudotites Griseb. (Tommasi et al., 1998) e dos triterpendides tetraciclicos com
esqueleto 9-epi-cucurbitano, isolados das partes aéreas de S. selloi Spreng. DC
(Rucker et al., 1999) (Tabela 4).

Os sesquitependides serdo tratados no préximo capitulo, a parte, no intuito de
fazer uma revisdo mais detalhada acerca destes constituintes, uma vez que foram o

objeto de estudo deste trabalho.

Tabela 4. Exemplos de mono, di e triterpendides descritos para o género
Senecio.

Classe de Estrutura Referéncia
terpendide
Monoterpendide Bohlmann e Zdero,

1978.




Monoterpendide

Y\/\(\

Ocimeno

Bohlmann et al.,
1980; Bohlmann e
Zdero, 1982a.

Lactonas

monoterpénicas

O
WO
O
WO

Bohlmann et al.,
1981a.

Diterpendides

R1 R 2
RufusosideoA H o -L-arabinopiranosil

Rufusosideo B 3-D-glucopiranosil ¢, -L-arabinopiranosil

Cheng et al., 1993.

Diterpendide

W

Bohlmann et al.,
1980.

Diterpenos do
tipo sandara-

copimareno

Bohlmann e Zdero,
1982a.

39
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Triterpendides Tommasi et al.,

pentaciclicos 1998.
1 R=H
2 R=-COCHg
i
3 R= —c—CH=CHO—OH
Triterpendides Rucker et al.,
tetraciclicos 1999.

2.2.5.1 Sesquiterpendides

Os sesquiterpendides formam um grande grupo de produtos naturais, que
podem ser encontrados em plantas, microorganismos e em alguns organismos
marinhos. Nas plantas, estes constituintes possuem uma funcdo ecoldgica muito
importante, agindo na interacdo com insetos e micrébios. Além disso, sé&o
componentes de muitos 6leos essenciais, 0s quais sdo largamente utilizados na
industria como flavorizantes e aromatizantes (Prosser et al., 2002).

Existem varias classificacdes possiveis para os sesquiterpendides. Segundo
Barbosa (1998), estas substancias bem como todos os compostos terpendides,
devem ser classificadas em razdo da rota metabdlica por meio da qual sdo formadas
e nao de acordo com os grupos funcionais que possuem. Optou-se por utilizar esta

classificagdo no capitulo que segue, onde serdo abordados alguns derivados
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sesquiterpendides de interesse para 0 género Senecio, dando especial enfoque a

biossintese destes constituintes.

2.2.5.1.1 Biossintese de sesquiterpendides

Atualmente, s@o conhecidos mais de 300 esqueletos sesquiterpénicos
diferentes, os quais sdo predominantemente formados a partir de substratos
simples: o farnesil difosfato (FPP) ou o nerolidil difosfato (NPP) (Prosser et al.,
2002). A partir do FPP, ocorre uma série de reacBes enzimaticas, promovendo
ciclizacdes, eliminacdes e subsequentes rearranjos na molécula, originando varios
intermediarios importantes que serdo os responsaveis pela formacéo dos diferentes
esqueletos sesquiterpendides.

Os intermediarios de maior importancia, segundo o conhecimento atual,
apresentam esqueleto do tipo germacrano (representado na figura 9 como cétion
germacrilico). Estes compostos sdo precursores biogenéticos de varias estruturas
sesquiterpénicas complexas como, por exemplo, os derivados dos tipos eudesmano
e eremofilano (Bulow e Kénig, 2000; Prosser et al., 2002; Steliopoulos et al., 2002;
Brown et al., 2003). Os derivados de nucleos guaiano, cadinano e, obviamente,
germacrano, também podem ser originados a partir de intermediarios com esqueleto
germacrano (Bllow e Kdnig, 2000).

A partir da ciclizagcdo do FPP, também podem formar-se outros compostos
sesquiterpénicos, como o0s derivados de esqueleto bisabolano, humulano e
cariofilano (Cai et al., 2002; Prosser et al., 2002) (Figura 9).
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2.2.5.1.2 Derivados do eudesmano

Os eudesmanolideos, constituintes de algumas espécies de Senecio,
apresentam na sua estrutura algumas caracteristicas especificas, que determinam a
sua estereoquimica. Dentre elas estd a presenca de um grupamento hidroxila; de
um grupamento exometilénico; uma dupla ligagdo trissubstituida; um grupamento
isopropila; um grupamento metila na posicdo C-10; além da relacdo cis entre o
grupamento isopropila em posicdo 7 com a metila (Brown et al., 2003). Os seus
derivados podem, no decorrer das reacfes de transformacdo, perder algumas
destas caracteristicas.

Segundo Brown et al. (2003), os eudesmanos sdo formados a partir dos
germacrenos pelo mecanismo de ciclizagdo catidnica. Neste processo, inicialmente
ocorre a protonacdo da dupla exometilénica e, em seguida, a adicdo da dupla A®,
resultando na ciclizacdo e formacédo do céation-eudesmilico como intermediario. A

partir deste, os eudesmanos séo formados (Figura 10).

JHEHS) oH

i-H*(H&

OH 14

Figura 10: Representacdo esquematica da biossintese dos eudesmanos.
(Adaptado de Brown et al., 2003).
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Na literatura ndo h& muitos relatos de derivados do eudesmano que tenham
sido isolados de espécies de Senecio. Entretanto, Bohlmann et al. (1983), isolaram
alguns sesquiterpendides do tipo eudesmano das partes aéreas de S. microglossus
DC. Além disso, Pérez et al. (1999), isolaram o eudesmol do 6leo essencial de S.
graveolens Wedd. (Tabela 5).

Quanto as atividades biolégicas, ja foram descritas as propriedades

antioxidantes e citotoxicas para os eudesmanolideos (Barrero et al., 1997).

Tabela 5: Exemplos de derivados de nucleo eudesmano descritos para o
género Senecio.

Eudesmanos Estrutura Referéncia

Diidro-eudesmano OH Bohlmann et al.,1983.

Angelato do Bohlmann et al.,1983.
eudesmano
Eudesmol Pérez et al.,1999.

OH

2.2.5.1.3 Derivados do eremofilano

Os derivados de nucleo eremofilano ja foram descritos para varias espécies
de Senecio. A maioria destes compostos encontra-se na forma de
furanoeremofilanos e sdo conhecidos por apresentarem uma alta toxicidade in vivo
(Jares e Pomilio, 1989). Acredita-se que 0os mesmos sejam formados devido a
presenca de sistemas enzimaticos especificos, que possibilitam a transformacédo dos
germacrenos nos eremofilanos, sendo que esta propriedade aparece com freqiéncia

na subtribo Senecioninae, na qual encontra-se classificado o género Senecio e so
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nao é apresentada por pequenos subgrupos de espécies de Senecio (Bohlmann et
al., 1979 ). Este fato levou os autores a sugerir que, no decorrer da evolucéo, estas
espécies perderam as enzimas correspondentes, enquanto que, na maioria delas,
novos sistemas enzimaticos surgiram, possibilitando a formacdo de
furanoeremofilanos altamente substituidos. Estes, ao lado dos APs, provavelmente
servem como defesa das espécies de Senecio contra mamiferos e insetos.

Entretanto, o0s estudos até agora realizados indicam que 0s
furanoeremofilanos ndo estdo presentes em todas as espécies de Senecio, além de
serem relatados em varios outros géneros (Bohlmann e Zdero, 1978; Bohlmann et
al., 1985). Nas espécies que nao biossintetizam este tipo de compostos, aparecem
frequentemente altas concentracbes de triterpendides, principalmente do tipo
lupano, bem como constituintes de esqueleto eudesmano e acilpirréis, que sao
derivados dos alcalbides pirrolizidinicos (Bohlmann et al., 1979). Estas ultimas
espécies, além da diferenciacdo nos constituintes quimicos produzidos, também
apresentam caracteristicas morfoanatbmicas diversas, uma vez que, geralmente séo
suculentas.

Nas espécies suculentas, que ndo sintetizam furanoeremofilanos, podem ser
encontrados seus precursores, 0os eremofilanos, com funcdo oxigenada em C8
(figura 11) (Bohlmann et al., 1986). Estes compostos ja foram descritos para S.

erubescens Ait. e S. speciosus Willd. (Bohlmann et al., 1985).

15 14

Figura 11: Substancia precursora da biossintese dos furanoeremofilanos.

Para o género Senecio ja foram descritos varios compostos derivados do
eremofilano. Dentre eles estdo os furanoeremofilanos, presentes na maioria das
espécies de Senecio, contando com um ndmero variado de estruturas quimicas. Os
eremofilanos também podem originar as eremofilonas, os eremofilanolideos, bem

como eremofilenonas (Tabela 6).



Tabela 6: Exemplos de derivados de nucleo eremofilano

género Senecio.
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descritos para o

Eremofilanos Estrutura Referéncia
Eremofileno Bohlmann et
eupateno al., 1981a.
Eremofilonas o Zdero et al.,

1990.
o}
Eremofilonas OMeBu Bohlmann et
: al., 1985;
Zdero et al.,
1989.
Eremofilonas OH Bohlmann et
al., 1983.

.
\
K

Eremofilenos

Jakupovic et

al., 1991.
Lactama eremofi- OMe Torres et al.,
lenona 7 1999.
Eremofilanolideos Nachman,

1983.
Eremofilanolideos Mericli et al.,

1989; Morales
et al., 2000.
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Eremofilanolideos O OMe Torres et al.,
I 1999.
Seco-eremofilano- CHO H Bohlmann et
Ac O
lideo o) al., 1981c;
Trendafilova et
OAng
al., 1995.
Furanoeremofilanos OHH Torres et al.,
o
| | © 1998.
/ /
OH o)
Furanoeremofilanos OMe OMe Bohlmann e
| ° o] Bapuiji, 1982.
H 4999
H cHo CH:OH
Furanoeremofilanos o o) Bohlmann et
iBuO., o) o
k o | al., 1986.
| Y /
OAc
Furanoeremofilanos o 1) Bohlmann et
o) O al., 1980.
| Y, | /
OH OANg
Furanoeremofilanos o 0 Bohlmann et
'e}
O 0 al., 1981a.
[ ) ()
OH o)
Furanoeremofilanos OMe Abdo et al.,

1992.
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2.2.5.1.4 Derivados do bisabolano

Das raizes de Senecio balsapampae Cuatr. foram isolados os derivados do
bisabolano a-curcumeno e B-zinguibereno, enquanto que para as raizes de S.
inaequidens DC., foi descrita apenas a presenga do a-curcumeno (Bohlmann et al.,
1980). Para S. selloi (Spreng) DC, foi descrita a presenca de B-zinguibereno, y e a-
curcumeno, bem como diversos peroxidos derivados destes hidrocarbonetos
(Heinzmann, 1996) (Tabela 7).

Reina et al. (2002) isolaram uma bisabolona de S. palmensis Chr. Sm. e
testaram este constituinte quanto a sua atividade inibidora do apetite. Neste estudo
foi detectada uma atividade contra Leptinotarsa decemlineata e Myzus persicae.
Estes resultados estdo de acordo com a teoria de que os derivados do bisabolano
possuem um papel importante no comportamento do inseto, agindo como
ferorménios sexuais. Bohlmann et al. (1985) isolaram alguns derivados do
bisabolano das espécies S. erubescens Ait., S. macroglossus DC., S.affinis DC. e
S.longifolius L. (Tabela 7).

Tabela 7: Exemplos de derivados de nuacleo bisabolano descritos para o
género Senecio.

Bisabolanos Estrutura Referéncia

Bisabolenos Bohlmann et al., 1980.

Heinzmann, 1996.

a-curcumeno B-zinguibereno

Bisabolona %\ Reina et al., 2002.

Bisabolonas % Bohlmann et al., 1985.

Bisabolonas Bohlmann et al., 1985.

OH




49

2.2.5.1.5 Derivados do germacrano

Dentre os derivados do germacrano, um dos constituintes mais citados para
as diversas espécies de Senecio € o germacreno-D (Tabela 8). Ele € um composto
intermediario chave na biossintese de muitos sesquiterpendides, conforme citado no
item 2.2.1 (Figura 8), sendo muito utilizado para formacdo de novos compostos
através de reacdes enzimaticas. (Bulow e Konig, 2000). O germacreno-D é
encontrado na natureza na forma de seus dois isbmeros, S e R; 0 isbmero S ocorre
principalmente em plantas superiores, enquanto que o R ocorre em plantas
inferiores (Steliopoulos et al., 2002).

Outros derivados do germacrano também tém sido descritos para o género
Senecio. Das partes aéreas de S. smithii DC., Bohlmann et al. (1981a) isolaram um
alcool derivado do germacrano: o carbinol (Tabela 8). As partes aéreas de S.
philippicus Regel et Koern. apresentaram, dentre outros constituintes, o germacreno-
D e o germacratrieno (Jakupovic et al., 1991). Algumas espécies sul-africanas de
Senecio possuem derivados do germacrano altamente oxigenados (Dupré et al.,
1991) (Tabela 8). Nestas espécies, entretanto, ndo foram encontrados os derivados

do eremofilano, bem como furanoeremofilanos.

Tabela 8: Exemplos de derivados de nulcleo germacrano descritos para o
género Senecio.

Germacranos Estrutura Referéncia

Germacreno-D Bohlmann et al.,
QF\Q\[/ g;\;) ..... [/ 1980; Steliopoulos et
al., 2002.

S-(-)-germacreno D R-(+)-germacreno C

Carbinol Bohlmann et al.,
1981a.
OH
Germacratrieno HQ Jakupovic et al.,
1991.
Germacrenos Dupré et al., 1991.

oxigenados
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2.2.5.1.6 Derivados do humulano e do cariofilano

Os derivados do humulano s&o sesquiterpendides conhecidos por
apresentarem potentes atividades fitotoxicas e citotoxicas. Reina et al. (2002)
descreveram uma atividade inibidora do apetite para alguns destes compostos,
dentre eles encontra-se o 6xido de humuladieno (Tabela 9).

Dentre os derivados do humulano, o isohumuleno foi isolado das raizes de S.
inaequidens DC. (Bohlmann et al., 1980).

Os derivados do cariofilano, bem como os humulanos, também possuem
atividade citotdxica. Além disso, alguns representantes desta classe ja foram
descritos por apresentarem atividade antimalarica (Reina et al., 2002).

Um dos derivados do cariofilano vastamente encontrado nas plantas, € o -
cariofileno (Tabela 9). Este composto ja foi isolado em algumas espécies de Senecio
e apresenta varias atividades bioldgicas (Cai et al., 2002). O o6xido de cariofileno
também aparece freqlentemente nestas espécies e parece ser um artefato
produzido a partir do cariofileno (Skold et al., 2005).

Tabela 9: Exemplos de derivados de nucleo humulano e cariofilano descritos
para o género Senecio.

Humulanos/Cariofilanos Estrutura Referéncia

Oxido de humuladieno Reina et al., 2002.

Isohumuleno Bohlmann et al., 1980.

Cariofileno Cai et al., 2002.

Silva et al., 2005.

Oxido de cariofileno Reina et al., 2002.

hgEheelie
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2.2.5.1.7 Sesquiterpendides com grupamento peréxido

Os peroxidos de origem natural sdo metabdlitos secundarios com alto grau de
oxigenacdo, que pertencem a diferentes classes de constituintes vegetais.
Entretanto, no caso do género Senecio, a maioria deles apresenta esqueleto
sesquiterpendide.

As substancias precursoras dos perdxidos geralmente sdo olefinas, muitas
vezes, constituintes comuns de Oleos essenciais de varias espécies vegetais. Estes
sdo formados através da adicdo de oxigénio singlete a dupla ligacdo e sofre a
influéncia direta da radiagéo UV (Kiefer, 1993).

Para o género Senecio ja foram descritos varios sesquiterpenéides com
grupamento peroxido, ocorrendo tanto na forma de endoperdoxidos quanto de
hidroperéxidos (Tabela 10). Das raizes de S. trichopterygius Muscher, Bohlmann et
al. (1980) isolaram um endoperoxido derivado do bisabolano; das folhas de S.
canescens Humb., Abdo et al. (2002) obtiveram um hidroperdxido derivado do
eremofilano; e das partes aéreas de S. glanduloso-pilosus Volkens et Muschler,
Bohlmann e Gupta (1982) isolaram um hidroperéxido derivado do germacreno-D.
Este peroxido foi preparado por semi-sintese a partir de seu precursor, obtido de S.
heterotrichus DC. e teve a sua atividade antimicrobiana avaliada. A substancia
apresentou atividade antifingica contra Saccharomices cerevisiae com uma
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 2,5 mg/mL (Francescato et al., 2003;
Francescato et al., 2005).

Além das espécies ja citadas, constituintes com grupamento peréxido foram
descritos para S. paludaffinis Hilliard, S. desfontainei Druce, S. reicheanus Cabrera,
S. adenophyllus Meyen e Walpers e S. selloi Spreng DC.(Bohlmann et al., 1978;
Metwally e Dawidar, 1986; Dupré et al., 1991; Heinzmann, 1996; Rucker et al.,
1996).

Os peroxidos sdo substancias potencialmente antimalaricas. O perdxido
artemisinina, isolado da Composta Artemisia annua, € empregado atualmente com
sucesso na China nos casos de malaria causados por Plasmodium vivax e P.
falciparum, também apresentando-se ativo nos casos de cepas resistentes a
cloroquina e nas formas cerebrais de malaria. Estudos da relacéo estrutura-atividade
demonstram que o potencial antimalarico da artemisinina esta diretamente

relacionado ao grupamento peroxido (Hostettmann et al., 2003).
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Tabela 10: Exemplos de sesquiterpendides com grupamento peréxido
descritos para o género Senecio.

Classe de Peroéxido Estrutura Referéncia

Endoperoxido Bohlmann et al., 1980.

derivado do
bisabolano

Hidroperdxido Bohlmann e Gupta, 1982.

OOH
derivado do
germacrano
Hidroperoxido o Abdo et al., 1992.
derivado do o
eremofilano | /

OOH

2.3. Senecio bonariensis Hook. et Arn.

2.3.1 Descricéo botanica

Senecio bonariensis Hooker et Arnott, popularmente conhecida como
“‘margarida-do-banhado-de-Buenos Aires” € um arbusto perene, rizomatoso, de 1 a 2
metros de altura, lanuginoso-tomentoso nas partes jovens, logo glabro, com talos
grossos, fistulosos e simples. A espécie possui folhas semicarnosas, as inferiores
longamente pecioladas, com lamina ovado-deltdidea, aguda no apice e cordada ou
sagitada na base e dentada na margem, de 10 a 35 cm de comprimento por 4 a 20
cm de largura, com peciolo cilindrico, fistuloso de 8 a 40 cm de comprimento. As
folhas medianas sédo ovado-lanceoladas, curtamente pecioladas, agudas no apice e
atenuadas na base, com peciolo largamente auriculado, gradualmente menores. Ja
as folhas superiores sdo lanceoladas e sésseis (Cabrera e Klein, 1975;
Matzenbacher, 1998) (Figuras 12 e 13).
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Figura 12: Senecio bonariensis Hook. et Arn. — folhas: A- ramo florifero; B- flor
tubulosa do disco e flor ligulada do raio, respectivamente; C- folha basal rosulada; D-
bractea da inflorescéncia; E- detalhes do caule e do peciolo fistulosos; F- bracteas
involucrais; G- folha basal do caule. (FONTE: Matzenbacher, 1998).

Segundo Cabreira e Klein (1975) os capitulos sdo muito numerosos, radiados,
dispostos num amplo corimbo definido denso, com invélucro campanulado,
curtamente caliculado, de 5 — 7 mm de altura, por 10 mm de diametro. As bracteas
involucrais sdo ao redor de 20, oblongo-lineares, agudas e ciliadas no apice; glabras
ou lanuginosas no dorso. Apresenta flores dimorfas: as marginais brancas,
femininas, liguladas; as do disco, amarelas, hermafroditas e tubulosas. Aquénios

glabros. Papus branco.
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Segundo Matzenbacher (1998), Senecio bonariensis Hooker et Arnott
apresenta as seguintes sinonimias:
- Senecio hualtata Griseb.,
- Senecio ochroleucus var. 3 Hook. et Arn.,
- Senecio rhodaster Baker
- Senecio sagittifolius Baker, e

- Senecio sagittarioides Spegazzini.

Figura 13: Senecio bonariensis Hook. et Arn. — aspecto geral da planta.
(FONTE: Matzenbacher, 1998).
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2.3.2 Dados fenolégicos e observacdes ecoldgicas

A espécie S. bonariensis Hook. et Arn. € encontrada nas regifes Umidas do
nordeste e central da Argentina, sendo que também cresce no Uruguai (Jares et al.,
1990) e em algumas regides do sul do Brasil (Cabrera e Klein, 1975; Matzenbacher,
1998), tanto nos banhados do planalto, bem como no litoral. Como é uma espécie
exclusiva de banhados, apresenta dispersdo vasta, porém, bastante irregular,
descontinua e inexpressiva. Entretanto, pode formar, muito raramente, pequenos
agrupamentos (Cabrera e Klein, 1975; Matzenbacher, 1998).

E uma espécie helidfita e seletiva higrofita, que floresce na primavera, de
outubro a dezembro. Além disso, é uma erva muito semelhante a S. jurgensii Mattf.

e S. icoglosus DC.

2.3.3 Constituintes quimicos descritos para Senecio bonariensis Hook. et Arn.

Para S. bonariensis a literatura cientifica relata um estudo realizado a partir do
extrato etandlico de suas raizes, do qual foram isolados dois esterdides derivados do
sitosterol, os heterosideos 3-O-p-D-glicuronopiranosideo e 3-O-B-D-glicopiranosideo;
também foi isolado o 3-O-B-D-glicopiranosideo do stigmasterol (Tabela 11). O
primeiro heterosideo teve sua estrutura confirmada por dados espectroscopicos e
conversdes quimicas, porém suas atividades biolégicas ainda ndo foram avaliadas
(Jares et al., 1990; Tettamanzi et al., 1992).

A partir de um extrato das raizes de Senecio bonarienses também foram
isolados e identificados quatro furanoeremofilanos toxicos: 6B-isobutiroiloxi-10aH-9-
oxofuranoeremofilano, la,6p-diacetoxi-10BH-9-oxofuranoeremofilano, 1a-acetoxi-6f3-
angeloiloxi-10a,H-9-oxofuranoeremofilano e  6pB-angeloiloxi-10a,H-9-oxofurano-
eremofilano (Pomilio e Jares, 1997) (Tabela 11).

Das partes aéreas de S. bonariensis, Paiva e colaboradores (2004)

identificaram dois alcaldides pirrolizidinicos: senecionina e platifilina (Tabela 11).
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Tabela 11: Constituintes quimicos descritos para Senecio bonariensis Hook. et

Arn.
Classe de Estrutura Referéncia
Constituinte
Esteroide derivado Jares et al.,
do sitosterol 1990.
CQOH o .
RO

3-O-B-D-glicuronopiranosideo

Sesquiterpendides

OAc O

Pomilio e Jares,

0

do tipo furanoere- o 0 1997.
mofilano || | |

OiBu OAc

OAc O o]
o) o

OANg OANg
Alcaldides Paiva et al.,
pirrolizidinicos do 2004.

tipo senecionina

Senecionina

Platifilina




3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Procedimentos gerais

Os solventes e reagentes utilizados foram procedentes das marcas Belga,
Quimex, Vetec ou Merck e de grau p.a. Todos os solvente e a agua utilizados nos
experimentos e na preparacdo de reagentes e diluentes foram destilados.

Para as cromatografias analiticas em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas com gel de silica GF2s4 Merck de espessura de 0,2 mm com suporte
de aluminio 20 x 20 cm. As andlises por CCD foram realizadas em cuba saturada,
com migracdo ascendente. Como fases moveis foram utilizados varios eluentes, tais
como diclorometano (CH.Cl,), hexano:acetona, hexano:acetato de etila e
hexano:éter etilico em diferentes propor¢des. Em alguns casos, o gel de silica foi
impregnado com solugdo de nitrato de prata 10%, conforme descrito por Stahl,
(1969).

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

Para as cromatografias em coluna (CC) foram utilizados 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% (Stahl, 1969).

Para a elucidagcéo estrutural das substancias isoladas, foram utilizadas as
seguintes técnicas espectrais: espectrometria de massas por impacto eletrdnico
(EM-IE); espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e **C (RMN 'H e
RMN *3C); e espectroscopia no infravermelho (IV). Os espectros de massas foram
obtidos no Laboratorio de Analises Micotoxicologicas (LAMIC) e os de RMN, no
Departamento de Quimica, da UFSM. Os espectros de IV foram obtidos na Central
Analitica da UNISC.

Os seguintes equipamentos foram utilizados no desenvolvimento do trabalho:
- Balanca analitica OHAUS Voyager;

- Balanga semi-analitica MARTE AS5500C;

- Banho de ultrassom THORNTON Unique;

- Bomba de vacuo PRIMAR,;

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

hifenado AGILENT 6890, equipado com um detector seletivo de massas série 5973;
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parametros da CG: split inlet 1:100; gas carreador: hélio (1 mL/min); coluna capilar
de silica fundida HP5MS (Hewlett Packard, 5 % fenilmetilsiloxano, 30 m de
comprimento, 0,25 mm di, espessura do filme: 0,25 um); programa da 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;

- Espectrometro de IV NICOLET MAGNA 550, com Acessoério de Refletancia Total
Atenuada Horizontal (HATR), para amostras liquidas e oleosas, e, Acessorio de
Refletancia Difusa com Transformada de Fourier (DRIFTS), para amostras sélidas.

- Espectrémetro de RMN BRUCKER DPX. Para a obtencdo dos espectros de RMN
(RMN *H — 400 MHz e RMN *C - 100 MHz), as amostras foram solubilizadas em
CDCls,

- Estufa BIOMATIC,;

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

- Lampada de UV CHROMATO UVE;

- LdAmpada de UV BOITTON.

3.2 Material vegetal

As partes aéreas de Senecio bonariensis Hook. et Arn. foram coletadas em
abril de 2004, no municipio de Eldorado do Sul — RS. A espécie foi localizada e
identificada pelo Prof. Dr. Nelson Ivo Matzenbacher, do Programa de POs
Graduacao em Botanica da UFRGS. Material testemunha encontra-se depositado no
herbario do Departamento de Biologia da UFSM sob o registro n° SMDB 9519.

3.3 Preparacéo do extrato

A extragdo do material vegetal fresco foi realizada pelo processo de
maceracdao, utilizando-se diclorometano como solvente. As folhas frescas da planta
foram grosseiramente divididas com auxilio de poddes, pesadas, colocadas em
frasco ambar e recobertas com o solvente, sendo submetidas a agitacdo diaria (12

maceracao). Apés um periodo de oito dias, o liquido extrativo foi filtrado e
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concentrado e o material vegetal foi entdo recoberto com nova quantidade do
mesmo solvente (22 maceracédo). Transcorridos mais oito dias, este segundo liquido
extrativo foi filtrado e concentrado e os dois extratos resultantes, da primeira e
segunda maceragbes foram reunidos, obtendo-se desta forma, o extrato
diclorometanico bruto, que teve seu peso seco determinado para calculo do
rendimento.

3.4. Fracionamento preliminar do extrato diclorometéanico bruto

O fracionamento preliminar do extrato iniciou-se através de cromatografia em
coluna do tipo flash. Nesta técnica, o gel de silica foi suspenso no eluente
(diclorometano) e a suspenséao foi transferida para uma coluna de vidro, a qual
possui uma das extremidades afilada e munida de torneira. Apds a transferéncia e
compactacado do 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 variadvel, na dependéncia da sua coloracdo, ndo excedendo o
volume de 200 mL.

Os resultados da separagédo foram monitorados por CCD utilizando-se
anisaldeido—acido sulftrico como revelador, sendo que as fracdes foram reunidas

conforme a semelhanca de seus constituintes.

3.4.1. Coluna 1

Coluna: 225 g de gel de silica 60 para cromatografia em coluna.

Amostra: 13,5 g do extrato CH,Cl, de S. bonariensis.

Eluente: CH,CI, (fracbes 1 - 16) e misturas de CH,Cl,: EtOH, em gradiente, nas
proporcdes de 99:1 até 80:20 (fracdes 17 — 33).

Foram coletadas 33 frag6es de volume variavel (Tabela 12).
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Tabela 12: Rendimento das fracdes obtidas da coluna 1.

Fracoes Cddigo Rendimento (Q)
Fracdo 1 lcol.1 1,00
Fracbes 2 e 3 2col. 1 0,53
Fracbes 4 — 6 3col. 1 0,59
Fracbes 7 e 8 4 col. 1 0,67
Fracdo 9 5col. 1 0,68
Fracdo 10 6 col. 1 0,78
FracOes 11 e 12 7col. 1 0,97
FracOes 13 e 14 8col. 1l 0,64
Fracbes 15 — 20 9col. 1 0,62
Fracbes 21 e 22 10col. 1 1,47
FracOes 23 e 24 1lcol. 1 1,40
Fracéo 25 12 col. 1 1,43
Fracbes 26 — 28 13 col. 1 2,54
Fracbes 29 — 31 14 col. 1 0,13
Fracbes 32 e 33 15col. 1 0,03
TOTAL 13,48

As fracdes obtidas da coluna 1 (descrita no item 3.4.1) foram analisadas por
CCD, utilizando-se o CH)Cl, como eluente. Apds revelacdo da placa 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 um maior rendimento.

3.5 Isolamento dos sesquiterpendides CS1, CS2 e CS3

O isolamento dos constituintes de Senecio bonariensis Hook. et Arn., foi

realizado através da cromatografia em coluna, seguindo-se a mesma técnica

descrita no item 3.4, porém sem a utilizagdo de pressao.



3.5.1 Coluna 2

Coluna: 100 g de gel de silica 60, impregnado com AgNO3 (sol. 10%).

Amostra: 1,0 g de 1 col. 1.

Eluente: hexano:acetona (99:1).

Vazao: 30 gotas/minuto.

Foram coletadas 160 fragOes de 20 mL (Tabela 13).

Tabela 13: Rendimento das fracdes obtidas da coluna 2.
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Fracbes Cadigo Rendimento (mg)
Fracbes 0 — 31 lcol. 2 69,1
Fracbes 32 — 35 2col. 2 4,6
Fracdes 36 — 43 3col. 2 17,7
FracOes 44 — 48 4 col. 2 2,4
Fracdes 49 — 85 5col. 2 13,1
Fracbes 86 — 91 6 col. 2 149,8
FracOes 92 — 104 7 col. 2 13,5
Fragcbes 105 — 108 8 col. 2 4,9
Fracbes 109 — 114 9col.2 85,9
Fragdes 115 - 121 10 col. 2 253,6
Fracbes 122 — 125 11 col. 2 83,5
FracOes 126 — 144 12 col. 2 9,4
Fracbes 145 — 160 13 col. 2 18
TOTAL 725,5

Através da analise em CCD, observou-se que 9, 10 e 11 col. 2 apresentavam

dois compostos terpendides majoritarios e optou-se por trabalhar com estas fracées.

3.5.2 Coluna 3

Coluna: 13 g de gel de silica 60, impregnado com AgNO3; (sol. 10%).

Amostra: 136 mg de 10 col. 2.

Eluente: hexano:acetona (99:1).
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Vazao: 15 gotas/minuto.

Foram coletadas 65 fragbes de 10 mL (Tabela 14).

Tabela 14: Rendimento das fra¢gdes obtidas da coluna 3.

Fracoes Cadigo Rendimento (mg)
Fracbes 0 — 27 1lcol. 3 54
Fracdes 28 e 29 2col. 3 11,3
Fracdes 30 — 35 3col. 3 70
Fracbes 36 — 40 4 col. 3 33
FracOes 41 — 46 5col. 3 11,4
Fracbes 47 — 65 6 col. 3 3,2
TOTAL 134,3

Pelo perfil cromatografico em CCD, observou-se que este sistema nao foi
capaz de separar as duas substancias presentes em maior quantidade em 10 col. 2.

Sendo assim, realizou-se nova coluna, modificando-se o sistema.

3.5.3 Coluna 4

Coluna: 12 g de gel de silica 60, impregnado com AgNOs3 (sol. 10%).
Amostra: 116 mg de 10 col. 2.

Eluente: hexano: éter etilico (95:5).

Vazéo: 10 gotas/minuto.

Foram coletadas 8 fragbes de 10 mL (Tabela 15).

Tabela 15: Rendimento das fragdes obtidas da coluna 4.

Fracoes Cadigo Rendimento (mg)
Fracdo 0 lcol. 4 3,3
Fracbes 1 e 2 2col. 4 18
Fracdes 3 -5 3col. 4 70
Fracbes 6 — 8 4 col. 4 15

TOTAL 106,3
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Pelo perfil cromatografico em CCD, 3 col. 4 demonstrou tratar-se de uma
substancia isolada que recebeu a denominacdo de CS1. A mesma foi submetida a
anélise por CG-EM, RMN *3C, RMN *H e IV. Como a separacdo com este sistema foi
eficiente, realizou-se nova coluna a partir de 3, 4 e 5 col. 3, no intuito de separar os
dois componentes majoritarios da mistura.

Substancia CS1: Oleo amarelo claro. Rf = 0,56 (gel de silica F,s4 impregnado
com AgNO; 10%; hexano: acetato de etila 97:3, 3 migracdes; visualizacdo apos
nebulizacdo com anisaldeido-acido sulfarico). IV vmax 2930, 2850, 1640, 1450, 885
cm (Figura 18, p. 74). EM-IE 70 eV, m/z 204 [M]" (4), 189 (10), 175 (5), 161 (18),
147 (15), 133 (50), 120 (24), 105 (39), 93 (65), 91 (66), 79 (60), 69 (63), 55 (35), 41
(100), calculado para CisHzs 204 g (Figura 15, p. 71). Para RMN *3C (100 MHz,
CDCl3) e RMN *H (400 MHz, CDCI3) ver Tabelas 19 e 20 (p. 75 e 76) e Figuras 16 e
17 (p. 72 e 73).

3.5.4. Coluna 5

Coluna: 11 g de gel de silica 60, impregnado com AgNO3 (sol. 10%).
Amostra: 110 mg de 3, 4 e 5 col. 3.

Eluente: hexano: éter etilico (98:2).

Vazéo: 10 gotas/minuto.

Foram coletadas 150 fragGes de 10 mL (Tabela 16).

Tabela 16: Rendimento das fracdes obtidas da coluna 5.

Fracbes Cadigo Rendimento (mg)
Fracbes 1 — 45 lcol.5 4,3
FracOes 46 — 64 2col.5 16
Fracdes 65 — 70 3col.5 2,7
Fracbes 71 — 77 4col.5 3,2
Fracdes 78 — 89 5col. 5 8
Fracdes 90 — 96 6 col. 5 12
Fracdes 97 — 135 7col. 5 34
Fracbes 136 — 150 8 col. 5 7,8

TOTAL 88
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Através desta coluna, foi isolada maior quantidade da substancia CS1 (7 col.
5), obtida anteriormente da coluna 4. Entretanto, 2 col. 5 também demonstrou tratar-
se de uma substancia isolada e foi denominada de CS2, com caracteristicas fisicas
diferentes de CS1. A mesma foi submetida & anélise por CG-EM, RMN e 'H e IV.

Substancia CS2: Cristais incolores. Rf = 0,67 (gel de silica F,54 impregnado
com AgNO; 10%; hexano: acetato de etila 97:3, 3 migragfes; visualizacdo apos
nebulizacdo com anisaldeido-acido sulfarico). IV vmax 3070, 2950, 2850, 1785, 1620,
1465, 1265, 1050, 870 cm™ (Figura 25, p. 86). EM-IE 70 eV, m/z 220 [M]* (1), 205
(3), 187 (5), 177 (7), 161 (10), 149 (12), 135 (15), 121 (28), 109 (43), 93 (73), 79
(96), 69 (55), 55 (45), 43 (88), 41 (100), calculado para C;5H240 220 g (Figura 21, p.
82). Para RMN *3C (100 MHz, CDCls) e RMN *H (400 MHz, CDCls) ver Tabelas 21 e
22 (p. 87 e 88) e Figuras 22, 23 e 24 (p. 83 a 85).

3.5.5 Coluna 6

No intuito de obter maior quantidade das substancias isoladas, foi realizada
nova coluna.

Coluna: 10 g de gel de silica 60, impregnado com AgNO3; (sol. 10%).

Amostra: 83,5 mg de 11 col. 2

Eluente: hexano: éter etilico (98:2).

Vazéo: 10 gotas/minuto.

Foram coletadas 125 fragOes de 10 mL (Tabela 17).

Tabela 17: Rendimento das fracdes obtidas da coluna 6.

Fracoes Cadigo Rendimento (mg)
Fracbes 1 - 50 lcol. 6 3,5
Fracbes 51 - 75 2col. 6 1,6
Fracdes 76 - 83 3col. 6 18
Fracdes 84 - 108 4col. 6 3,2
Fracdes 109 - 111 5col. 6 5,0
Fracbes 112 - 114 6 col. 6 7,7
Fracdes 114 - 125 7 col. 6 3,4

TOTAL 42,4
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Pelo perfil cromatografico, 2 col. 6 demonstrou ser a substancia CS2. Porém,
apos CG-EM constatou-se que a mesma nao estava pura. As fracées 109 — 111 (5
col. 6) ao serem analisadas por CCD, também sugeriram tratar-se de uma
substancia isolada, que foi denominada de CS3. Esta foi submetida a andlise por
CG-EM, RMN ‘He IV.

Substancia CS3: Oleo incolor. Rf = 0,20 (gel de silica Fzs4 impregnado com
AgNO3; 10%; hexano: éter etilico 98:2, 3 migragdes; visualizacdo apds nebulizagcdo
com anisaldeido-acido sulfarico). IV vmax 2930, 1450, 985, 880 cm™ (Figura 31, p.
98). EM-IE 70 eV, m/z 204 [M]* (17), 161 (100), 147 (7), 133 (25), 105 (77), 91 (73),
79 (41), 55 (24), 41 (62), calculado para Cis5H,4 204 g (Figura 28, p. 95). Para RMN
'H (400 MHz, CDCls) ver Tabela 23 (p. 99) e Figuras 29 e 30 (p. 96 e 97).

A partir da sequéncia de colunas descritas anteriormente, foi possivel isolar
trés compostos, partindo-se da primeira fracdo do extrato diclorometanico de S.
bonariensis. Uma representacdo esquematica do isolamento das substancias CS1,

CS2 e CS3 pode ser visualizada na figura 14.

Extrato CH,Cl, de
S. bonariensis
13,59

Colunal-colunaflash

Adsorvente: SiO,

Huentes: CH,Cly; CH,Cl,: EtOH
(99:1 - 80:20)

1 col. 1(1g)

Coluna2-CC
Adsorvente: SiO,/ AgNO3 10%
Huente: hexano:acetona (99:1)

10 col. 2 (253,6mg)|| 11 col. 2 (83,5mg)
|

Coluna4- CC - 116mg Coluna6-CC-835mg
Coluna3- CC - 136 o
ASS“O”?V; SiOg/AgNOrz fo% Adsorv: SiOy/AgNO3 10% Adsorv: SI0/AgNO3 10%
Huente: hexano:acetona (99:1) | Buente: hexano:éter Buente: hexano:éter
i ' | etilico (95:5) etilico (98:2)
3,4eb5col. 3
(110 mg) 3 col. 4 (70mg)+ Cs1 5 col. 6 (5mg) CS3

Coluna5- CC-110mg
Adsorv: SiO,/JAgNO3 10%
Huente: hexano:éter etilico (98:2)

2 col. 5 (16mg)+ CS2
7 col. 5 (34mg}+ CS1

Figura 14: Obtencdo de CS1, CS2 e CS3 a partir do fracionamento de extrato
diclorometanico de Senecio bonariensis sobre gel de silica.
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3.6 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos compostos isolados

Os testes para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos CS1 e
CS2 foram realizados no Laboratério de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI) da UFSM,
com a colaboracéo do Prof. Dr. Sydney Hartz Alves. Para tanto, utilizou-se o método
de microdiluicio em caldo, baseado nos documentos M27-A2 para fungos
leveduriformes (NCCLS, 2002) e M7-A4 para bactérias (NCCLS, 1997).

Esta metodologia avalia a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), que € a mais
baixa concentracdo da substancia que inibe completamente o crescimento do
microorganismo.

Para CS1 foram testadas concentracdes entre 0,025 e 5 mg/mL, enquanto
que, no caso de CS2, as concentracBes testadas variaram entre 53,62 e 1716
pg/mL. Os microorganismos utilizados nos ensaios para avaliar a atividade

antimicrobiana das substancias encontram-se na tabela 18.

Tabela 18: Microorganismos utilizados para a avaliagdo da atividade
antimicrobiana de CS1 e CS2.

Microorganismos Csi CS2
Acinetobacter baumannii (isolado clinico) X X
Candida albicans ATCC 90028 X X
Candida tropicalis ATCC 750 X
Escherichia coli ATCC 25922 X
Klebisiella pneumoniae ATCC 10031 X
Prototheca zoopfi (isolado clinico) X X
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 X X
Saccharomices cerevisiae ATCC 2601 X X
Staphylococcus aureus ATCC 25923 X X




4. RESULTADOS



69

4.1 Rendimentos do extrato diclorometanico e das substancias isoladas
de Senecio bonariensis Hook. et Arn.

4.1.1 Rendimento do extrato diclorometénico bruto

A partir de 2,1 kg de material vegetal fresco, foram obtidos 13,5 g de extrato

diclorometanico bruto, o que corresponde a um rendimento de 0,64%.

4.1.2 Rendimento de CS1

Partindo de 1 g de 1col. 1 do extrato CH,Cl,, conforme representado na
Figura 14, obteve-se 104 mg da substancia CS1, o que corresponde a um
rendimento de 10,4%. Em relacdo ao total de material vegetal, o rendimento de CS1
foi de 0,005%.

4.1.3. Rendimento de CS2

Partindo igualmente de 1 g de 1 col.1 do extrato CH,Cl, (Figura 14), obteve-se
16 mg da substancia CS2, o que corresponde a um rendimento de 1,6%. J& em

relacdo ao material vegetal, o rendimento foi de 0,0008%.

4.1.4 Rendimento de CS3

Partindo novamente de 1 g de 1 col.l do extrato CH,Cl,, conforme
representado na Figura 14, obteve-se 5 mg da substancia CS3, o que corresponde a
um rendimento de 0,5%. Em relacdo ao total de material vegetal, o rendimento de
CS3 foi de 0,0002%.
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4.2 Analise estrutural das substancias isoladas

4.2.1 Elucidacéo estrutural de CS1

A substancia CS1 foi isolada conforme descrito no item 3.6.3 e
esquematizado na Figura 14 (p. 66). O composto foi analisado por CG-EM, RMN
13C, RMN H e IV (Figuras 15, 16, 17 e 18) e seus dados espectroscopicos foram
comparados com os obtidos da literatura (Barrero et al., 1995; Tabelas 19 e 20) e
com o banco de dados NIST (1998) no caso do espectro de massas.

Na analise por CG foi possivel observar um uUnico pico com tempo de
retencdo de 27,5 minutos. No espectro de massas por impacto eletrénico (Figura 15)
0 pico de maior massa encontra-se em m/z 204 u.m.a., e corresponde ao pico do ion
molecular. Este dado permite sugerir para 0 composto CS1 uma férmula elementar
de CisH24. Com base no modelo de fragmentacé@o apresentado pela substancia, foi
sugerido pelo banco de dados do equipamento, uma série de substancias com
fragmentagbes semelhantes as da amostra. Dentre as substancias sugeridas, o
cariofileno foi o composto que apresentou um modelo de fragmentacdo mais
semelhante ao de CS1.

O espectro de RMN C (Figura 16) aponta a presenca de 15 &tomos de
carbono, sugerindo tratar-se de um sesquiterpeno. Os deslocamentos quimicos nos
espectros de RMN (Figuras 16 e 17 e Tabelas 19 e 20) indicam a auséncia de
oxigénio e a presenca de duas insaturagcdes na molécula.

Devido a simplicidade das absorcbes e as frequéncias caracteristicas de
alcanos e alquenos no espectro de IV (Figura 18), pode-se sugerir que a substancia
em questdo apresenta apenas estas funcées quimicas.

Baseado nestas evidéncias é possivel propor para a substancia CS1 uma
formula molecular de CisH24 €, portanto, um grau de insaturacdo (Gl) ou indice de
deficiéncia de hidrogénios igual a quatro. Uma vez que o0s espectros de RMN
indicam a presenc¢a de duas insaturagdes, conclui-se que 0 composto apresenta 2

ciclos na sua estrutura.
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Tabela 19: Valores de deslocamentos quimicos (8) observados no espectro de
RMN *3C para a substancia CS1, em comparacéo com dados da literatura.

Cs1 p-Cariofileno Isocariofileno
Carbono Silva et al., Barrero et al., 1995 Barrero et al.,
2005 1995
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
Isdmero Ba | Isbmero B

01 53,7 53,7 56,0 51,9
02 28,4 28,4 29,8 25,7
03 40,0 40,1 34,9 28,8
04 135,5 135,6 135,1 136,3
05 1244 1244 124,6 125,0
06 29,4 29,5 31,5 28,5
07 34,8 34,9 39,9 35,6
08 154,7 154,8 155,2 156,7
09 48,5 48,6 49,5 40,2
10 40,4 40,4 42,7 40,5
11 33,0 33,1 33,1 33,2
12 22,6 22,7 22,0 23,1
13 30,1 30,2 29,9 30,0
14 16,3 16,4 16,4 23,3
15 111,6 111,7 110,9 110,4
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4.2.1.1 Andlise da fragmentacédo de CS1 por EM-IE

O composto CS1 apresentou uma massa molecular de 204 u.m.a. (Figura 15),
evidenciada pelo espectro de massas por impacto eletrénico (EM-IE), com energia
do feixe de elétrons em 70 eV. A Figura 19 apresenta uma proposta de
fragmentacgédo inédita para o composto CS1, que sera descrita a seguir.

A partir do ion molecular [M*] 204 u.m.a., ocorre a eliminagdo de um
grupamento metila na forma de radical, originando o fragmento em m/z 189 u.m.a.
(fragmentacgéo alquilica, com formacdo de um carbocétion terciério). A partir deste
carbocation formado, ocorrem novas fragmentagcdes na molécula, seguidas de
rearranjos e a eliminagéo de particulas neutras.

- O sinal em m/z 147 u.m.a. origina-se a partir do rompimento de duas
ligacBes entre os carbonos 2 e 3, e, 5 e 6, seguida da eliminacdo de uma molécula
neutra (m/z 42 u.m.a.). O fragmento formado em m/z 147 u.m.a. ainda pode sofrer
eliminacdo de outra molécula neutra (isobuteno, m/z 56 u.m.a.) e originar o
fragmento com sinal intenso em m/z 91 u.m.a., que corresponde ao ion tropilio, uma
molécula de grande estabilidade.

- O pico em m/z 133 u.m.a. € formado a partir da eliminacdo de uma molécula
de isobuteno (m/z 56 u.m.a.). O fragmento formado pode sofrer novas
fragmentacbGes. A primeira, com a eliminacdo de uma molécula neutra em m/z 42
u.m.a., originando novamente o fragmento de sinal intenso em m/z 91 u.m.a. (ion
tropilio). Na segunda possibilidade, ocorre a eliminagdo de uma molécula de
butadieno (m/z 54 u.m.a.) e a formacgao do fragmento em m/z 79 u.m.a.

- O pico base em m/z 41 u.m.a. pode ser explicado pelo rompimento entre 0os
carbonos 2 e 3, e, 5 e 6, seguido da eliminagéo do fragmento mais pesado (m/z 148
u.m.a.) na forma de molécula neutra.

Esta proposta de fragmentagcdo ocorre a partir da perda inicial de um
grupamento metila e estd de acordo com a teoria de que as fragmentacdes ocorrem
de maneira a originar, preferencialmente, os fragmentos de estruturas mais estaveis
(Figura 19).
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Figura 19: Proposta de fragmentacao para a substancia CS1.

4.2.1.2 Andlise do espectro de RMN **C de CS1

Os deslocamentos quimicos do espectro de RMN *3C da substancia CS1
foram comparados com os dados da literatura para o cariofileno, conforme pode ser
evidenciado na Tabela 19 (Barrero et al., 1995) e indicam para a substancia CS1 a
presenca de 15 atomos de carbono. Dentre estes, 3 sdo grupamentos metilas, 6 sdo

grupamentos metilénicos (sendo 1 deles o grupamento metileno exociclico), 3 sédo
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grupamentos metino e 3 sdo carbonos quaternarios. A auséncia de picos entre as
regibes de deslocamentos quimicos em 8= 60 — 90 ppm indicam a inexisténcia de
oxigénio na molécula.

E possivel atribuir a existéncia de duas duplas ligacdes & molécula, sendo
que, os picos em o= 135,5 e 124,4 ppm correspondem aos carbonos C4 e C5
respectivamente, indicando a presenca de um grupamento metinico (C5) e um
carbono quaternario como parte da dupla ligacdo (C4). Os picos em &= 154,7 e
111,6 ppm correspondem aos deslocamentos quimicos dos carbonos C8 e C15,
respectivamente, evidenciando a presenca da segunda dupla ligacdo e foram
atribuidos ao grupamento exometileno.

Os sinais em 6= 53,7 e 48,5 ppm foram atribuidos aos carbonos dos
grupamentos metinicos C1 e C9. Também pode ser observada a presenca de um
pico em 6= 33,0 ppm que foi atribuido ao carbono quaternario C11. Os cinco
grupamentos metilenos da molécula aparecem com deslocamentos quimicos em 6=
40,4, 40,0, 34,8, 29,4 e 28,4 ppm, 0s quais correspondem aos carbonos 10, 3, 7,6 e
2 respectivamente.

Ja os sinais em campo alto, que aparecem em %= 30,1, 22,6 e 16,3 ppm,
foram atribuidos aos trés grupos metila da molécula e correspondem,

respectivamente, aos carbonos 13, 12 e 14 (Figura 16 e Tabela 19).

4.2.1.3 Anélise do espectro de RMN *H de CS1

As atribuicbes dos sinais no espectro de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio foram realizadas com auxilio de dados da literatura, que apresentam a
analise do B-cariofileno e do isocariofileno, através de técnicas espectroscépicas
bidimensionais (Barrero et al., 1995; Tabela 20).

Através da analise de RMN 'H de CS1 (Figura 17) foi possivel evidenciar em
campo baixo do espectro a presenca de trés sinais. O deslocamento quimico em &=
5,29 ppm corresponde ao hidrogénio H5, enquanto que os deslocamentos quimicos
em 6= 4,94 e 4,82 ppm, correspondem aos hidrogénios ligados ao carbono

exometilénico (C15).
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Os demais sinais encontram-se todos em campo alto e apresentam
deslocamentos quimicos abaixo de 2,5 ppm. Os sinais correspondentes aos
hidrogénios das metilas 12 e 13 aparecem em 6= 1,0 e 0,97 ppm, enquanto que o
deslocamento quimico dos hidrogénios da metila 14, aparecem em campo mais
baixo, em 6 = 1,61 ppm, uma vez que esta encontra-se ligada diretamente a uma

dupla ligacéo.

4.2.1.4 Andlise do espectro no IV de CS1

As absorg¢des provenientes do espectro de IV indicam a presenca dos grupos
funcionais alcanos e alquenos. Para os alcanos, a substancia CS1 apresentou duas
bandas de deformacéo axial de C-H em 2930 e 2850 cm™, de intensidades fortes, e
duas bandas de deformagéo angular de C-H em 1450 e 885 cm™, de intensidades
moderada e forte, respectivamente (Figura 18).

Para os alquenos, a deformacdo axial da ligagdo C=C, resultou em uma
banda de absorcdo de intensidade moderada a fraca, em 1640 cm™. A absorcéo de
intensidade fraca em 3075 cm™ pode ser atribuida ao hidrogénio ligado & dupla

exocilica do composto (Figura 18).

4.2.1.5 Estrutura de CS1

A massa do composto, a formula molecular, o modelo de fragmentacéo e os
espectros de RMN e de IV confirmam a estrutura do B-cariofileno (Figura 20) para
CS1.

13

2 3
14
12 1 4
11 =
5
6
10 9
8 7

15

Figura 20: Formula estrutural do B-cariofileno (substancia CS1).
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4.2.2. Elucidacao estrutural de CS2

A substancia CS2 foi obtida na forma pura, conforme descrito no item 3.6.4
(Figura 14, p. 66). O composto foi analisado por CG-EM, RMN *3C, RMN H e IV
(Figuras 21, 22, 23, 24 e 25) e seus dados espectroscopicos foram comparados com
os obtidos da literatura (Barrero et al., 1995; Thebtaranonth et al., 1995; Silverstein e
Webster, 2000; Chaves e Santos, 2002; Reina et al., 2002; Ahmed et al., 2004;
Skold et al., 2005; Tabelas 21 e 22) e com o banco de dados NIST (1998), no caso
do espectro de massas.

Na andlise por CG foi possivel observar um Unico pico com tempo de
retencdo de 32,5 minutos. Com o auxilio da EM, foi evidenciado para a substancia
em questao (CS2) um peso molecular de 220 g, uma vez que o pico de maior massa
encontra-se em m/z 220 u.m.a., correspondendo ao pico do ion molecular (Figura
21). Com base no modelo de fragmentagcédo desenvolvido pela substancia e a partir
da sua estrutura molecular, foi sugerido pelo banco de dados do equipamento, uma
série de substancias com caracteristicas semelhantes as da amostra. Dentre as
substancias sugeridas, o oxido de cariofileno foi a estrutura que apresentou maior
semelhanca, quando comparada a amostra.

O espectro de RMN *3C (Figura 22) indica, através dos picos de maior
intensidade, a presenca de 15 atomos de carbono, sugerindo tratar-se de um
sesquiterpenodide. Os deslocamentos quimicos nos espectros confirmam a presenca
de uma insaturacdo e de um grupamento oxigenado na molécula.

O espectro de IV (Figura 25) aponta para a substéncia CS2 a presenca dos
grupos funcionais alcano, alqueno e éter, devido as absor¢cfes apresentadas.

Baseado nas evidéncias acima descritas é possivel propor a férmula
molecular C15H240 para a substancia CS2, com grau de insaturacao (Gl) ou indice
de deficiéncia de hidrogénios igual a 4.

Como o Gl é de 4, conclui-se que a estrutura possui 3 ciclos, uma vez que
possui apenas uma insaturacao, de acordo com os espectros de RMN (Figuras 22,
23 e 24). O Gl indica a presenca de 24 atomos de hidrogénio na molécula e confirma

a férmula molecular C15H»40.
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Figura 21: Espectro de massas por impacto eletrénico do 6xido de cariofileno

(A) e de CS2 (B) (NIST, 1998).
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Tabela 21: Valores de deslocamentos quimicos (8) observados no espectro de RMN *C
para a substancia CS2, em comparacdo com dados da literatura.

CS2 Oxido de B-Cariofileno
Carbono | Silva et Silverstein e | Chaves e | Skold et | Reinaet | Thebtaranonth et | Barrero et al., 1995
al., 2005 Webster, Santos, | al., 2005 | al., 2002 | al., 1995; Ahmed
2000 2002 et al., 2004
8 (ppm) | DEPT135 | &(ppm) [ & (ppm) | & (ppm) 3 (ppm) 8 (ppm) | 3 (ppm)
Isbmero | Isbémero
Pa PP

01 50,9 CH 50,6 50,7 50,7 50,8 50,8 54,0
02 27,2 CH; 27,2 27,2 27,1 27,2 27,3 27,8
03 39,2 CH; 39,2 39,1 39,1 39,1 39,3 36,4
04 59,8 C 59,9 59,8 59,8 59,8 59,9 61,0
05 63,7 CH 63,8 63,7 63,7 63,7 63,8 61,1
06 30,2 CH, 29,9 30,2 30,1 30,2 30,3 30,3
07 29,9 CH; 29,7 29,7 29,7 29,8 29,9 36,7
08 151,9 C 151,9 151,8 151,8 151,8 151,9 152,8
09 48,7 CH 48,8 48,7 48,7 48,7 48,8 47,2
10 39,8 CH; 39,8 39,7 39,7 39,8 39,9 42,4
11 34,0 C 34,1 34,0 33,9 34,0 34,1 33,1
12 21,6* CHs; 21,7 21,6* 21,5* 21,6* 21,7 21,7
13 29,9* CH; 29,8* 29,9* 29,8* 29,9* 30,0 30,0
14 17,0 CHs; 17,0 17,0 16,9 17,0 17,1 22,7
15 112,7 CH; 112,8 112,7 112,7 112,7 112,9 112,3

* Atribuigbes que podem ser invertidas, considerando-se cada coluna.
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4.2.2.1. Andlise da fragmentacdo de CS2 por EM-IE

O composto CS2 apresentou uma massa molecular de 220 u.m.a (Figura 21),
fato que s6 pbde ser evidenciado pelo espectro de massas por impacto eletrénico
(EM-IE) com a energia do feixe de elétrons diminuida, devido sua alta instabilidade
guando ionizado. A Figura 26 apresenta uma proposta inédita de fragmentacao para
o0 composto CS2, que sera apresentada a seguir.

A partir do fon molecular [M"] 220 u.m.a., ocorre a eliminagdo de um
grupamento metila na forma de radical, originando o fragmento em m/z 205 u.m.a.
(fragmentagéo alquilica ou fragmentagéo B ao heteroatomo, com formagcéo de um
carbocation terciario). Partindo deste carbocation, ocorrem novas fragmentacdes na
molécula, com eliminagéo de particulas neutras, seguidas de rearranjos.

- O sinal em m/z 149 u.m.a. pode originar-se de duas formas distintas. A
primeira, a partir do rompimento de duas ligacdes entre os carbonos 2 e 3, e, 5 e 6,
com eliminacdo de uma molécula neutra (m/z 56 u.m.a.). O fragmento em m/z 149
u.m.a. ainda pode sofrer eliminacdo de isobuteno (m/z 56 u.m.a.) e originar o
fragmento com sinal intenso em m/z 93 u.m.a., que origina o ion tropilio (m/z 91)
apos a eliminacdo de hidrogénio molecular. A segunda possibilidade de
fragmentagdo inicia-se com a eliminacdo de isobuteno como molécula neutra e
formacgéo do fragmento em m/z 149 u.m.a. Este sofre novas fragmentac¢des entre C2
e C3, e, C6 e C7, eliminando um fragmento neutro de massa m/z 70 u.m.a. e
originando um fragmento de sinal intenso em m/z 79 u.m.a.

- O pico em m/z 135 u.m.a. origina-se a partir da eliminacdo de uma molécula
neutra com m/z 70 u.m.a., formado a partir do rompimento de duas ligacdes entre os
carbonos 2 e 3, e, 6 e 7. O fragmento em m/z 135 u.m.a. pode sofrer eliminacédo de
uma molécula de isobuteno (m/z 56 u.m.a.) e originar o fragmento com sinal intenso
em m/z 79 u.m.a.

- O sinal em m/z 109 u.m.a € formado a partir do rompimento entre 0s
carbonos 1 e 2, e, 7 e 8, eliminando uma molécula neutra com m/z 96 u.m.a. O
fragmento formado em m/z 109 u.m.a. pode sofrer eliminacdo de uma molécula de
butadieno (m/z 54 u.m.a.) e originar um fragmento com sinal em m/z 55 u.m.a.

- O pico base em m/z 41 u.m.a (fragmento epoxido) pode ser explicado pelo
rompimento de duas ligagbes entre os carbonos 3 e 4, e, 5 e 6 e eliminacdo do

fragmento mais pesado (m/z 164 u.m.a) na forma de molécula neutra.
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Esta proposta de fragmentagcdo ocorre a partir da perda inicial de um
grupamento metila e estd de acordo com a teoria de que as fragmentacdes ocorrem
de maneira a originar, preferencialmente, os fragmentos de estruturas mais estaveis
(Figura 26).

- CHs Q
O I

1
f } | .
1
A : % m'z 56 : | m/z 70
| </ |
[] 1
mz 149 i ' miz 135
m/z 205
m/z 56 z Y
. O
m/z 164 m/z 56
+
O
AR m'z 96 m/z 41
m/z 149 ,
O + mz 79

¥z 93 ﬁ m'z 109 l

m/z 54 > +
\ m/z 55 mz 79

m/z 79

m/z 91

Figura 26: Proposta de fragmentacdo para a substancia CS2.

As diferencas entre o espectro de massas de CS2 e do 6xido de cariofileno,
como indica a figura 21, sugeridos pelo banco de dados € minima e se da nos
fragmentos de menor massa, 0 que pode ser explicado pelos diferentes rearranjos
da estrutura enquanto ocorre sua fragmentacdo e também pelas diferentes
conformacdes que a molécula pode assumir, principalmente a fo e Bf (Barrero et
al., 1995).
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4.2.2.2 Andlise do espectro de RMN *C de CS2

Os dados de ressonancia magnética nuclear de **C (Figura 22), juntamente
com o espectro de massas (Figura 21), indicam para CS2 a presenca de 15 atomos
de carbono. Os deslocamentos quimicos do espectro de RMN *3C para a substancia
CS2 foram comparados com os dados da literatura para o Oxido de cariofileno
(Barrero et al., 1995; Thebtaranonth et al., 1995; Silverstein e Webster, 2000;
Chaves e Santos, 2002; Reina et al., 2002; Ahmed et al., 2004; Skold et al., 2005;
Tabela 21) e indicam para a substancia isolada a presenca de 3 grupamentos
metilas, 6 grupamentos metileno (sendo 1 deles o grupamento metileno exociclico),
3 grupamentos metino e 3 carbonos quaternarios na molécula.

Os deslocamentos quimicos em 6=151,9 e 112,7 ppm evidenciam a presenca
de uma dupla ligacdo, e correspondem aos carbonos 8 e 15, respectivamente. Os
picos em 8=63,7 (C5) e 59,8 ppm (C4) indicam a presenca de um oxigénio ligado
sob a forma de éter.

Pela sua posicdo no espectro de RMN *3C, os sinais em §=50,9 e 48,7 ppm
podem ser atribuidos aos carbonos de grupamentos metinicos C1 e C9. Também
pode ser observada a presenca de um pico em 6=34,0 ppm que foi atribuido ao
carbono quaternario C11. Os cinco grupos metilenos na molécula aparecem com
deslocamentos quimicos em &= 39,8, 39,2, 31,6, 30,2 e 27,2 ppm, 0S quais
correspondem aos carbonos 10, 3, 6, 7 e 2, respectivamente.

J4, os sinais em campo alto, em &= 29,9, 21,6 e 17,0 ppm, foram atribuidos
aos trés grupos metila da molécula e correspondem, respectivamente, aos carbonos
13, 12 e 14 (Figura 22; Tabela 21).

4.2.2.3 Andlise do espectro de RMN 'H de CS2

As atribuicbes dos sinais no espectro de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio foram realizadas com auxilio dos dados da literatura, que também
apresenta a andlise do 6xido de cariofileno, através de técnicas espectroscépicas
bidimensionais (Thebtaranonth et al., 1995; Chaves e Santos, 2002; Reina et al.,
2002; Ahmed et al., 2004; Tabela 22).
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Através da andlise da ressonancia magnética nuclear de hidrogénio de CS2,
foi possivel evidenciar dois singletes, correspondentes aos hidrogénios ligados ao
carbono exometilénico (C15), com deslocamentos quimicos em 6=4,98 e 4,86 ppm,
caracteristicos de hidrogénios olefinicos (Figuras 23 e 24; Tabela 22). O H5 com
deslocamento quimico de 8=2,87 ppm, acopla com os H6a e H6b, apresentando
como sinal um dublete de dublete (dd), com constantes de acoplamento (J)
diferenciadas, que variam de acordo com o angulo de tor¢cdo formado entre os
hidrogénios. J4 o H9, com sinal em 8=2,61 ppm, acopla com os hidrogénios 1, 10a e
10b, formando um pseudo-quarteto, com constante de acoplamento de J = 9,3 Hz.

O H7a (6=2,33 ppm) aparece como um ddd, acoplando com os H7b
(acoplamento geminal) e H6a e H6b (acoplamento vicinal), cada um com constantes
de acoplamentos diferenciadas, devido ao angulo de tor¢ao formado entre estes.

O H6b (2,24 ppm) apresenta como sinal um ddt. O acoplamento geminal com
0 H6a e o acoplamento vicinal com o H5 formam um dd, enquanto que o
acoplamento vicinal com os H7a e H7b origina um triplete.

Os hidrogénios 3b e 7b aparecem na mesma regido do espectro,
apresentando como sinal um multiplete em torno de 6= 2,11 ppm.

O sinal atribuido ao H1 (3=1,76 ppm) apresenta-se como pseudo-triplete e
acopla com os H9 e H2b. A auséncia de acoplamento entre o H1 e o H2a pode ser
explicada pelo angulo de tor¢cdo formado entre eles. De acordo com a Curva de
Karplus (Rucker et al.,, 1992), quando os angulos de torcdo formados entre o0s
hidrogénios forem em torno de 90°, os valores de J(Hz) tendem a zero. Em modelo
tridimensional da molécula, pode-se observar que o angulo formado entre H1 e o
H2a aproxima-se de 100°.

Em campo mais alto, encontram-se sinais que apresentam-se como
multipletes e foram atribuidos aos hidrogénios 10b, 2b, 10a, 2a e 6a (Tabela 22).

Os trés singletes, correspondentes aos hidrogénios das metilas 12, 13 e 14,
aparecem com deslocamentos em 6= 1,01, 0,98 e 1,20 ppm, respectivamente
(Figuras 23 e 24; Tabela 22). O H3a aparece com 0 mesmo deslocamento quimico
da metila 13, fato que dificulta a visualizacdo de sua multiplicidade e justifica o

“pseudo-singlete” de integral 4.
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4.2.2.4 Andlise do espectro no IV de CS2

As absorcdes apresentadas pelo espectro de IV indicam para CS2 a presenca
dos grupos funcionais alcano, alqueno e éter. Para os grupamentos alcanos, foram
identificadas as bandas de deformacdo axial de C-H em 2950 e 2850 cm™, de
intensidade forte, além das bandas de deformacao angular de C-H em 1465 e 870
cm™, também de forte intensidade (Figura 25).

Para os alquenos, a deformacdo axial da ligacdo C=C, resultou em uma
banda de absorcdo de intensidade moderada a fraca em 1785 cm™. Comparando
este valor com o da substancia CS1 (1640 cm™), acredita-se que o grupamento
epoxido deslocou o comprimento de onda da ligacdo C=C, tornando-o mais elevado.
O sinal de intensidade moderada em 3070 cm™ pode ser atribuido & dupla exociclica
do composto.

O grupamento epéxido apresenta uma banda de intensidade maior do que a
de alquenos em 1620 cm™. Além disso, possui uma absorcéo bem caracteristica na
regido de 1300 — 1000 cm™. Entretanto, a banda intensa em 1265 cm™ é proveniente
da deformacdo axial assimétrica de C-O-C, enquanto que, em 1050 cm™, é

proveniente da deformagé&o axial simétrica de C-O-C (Figura 25).

4.2.2.5 Estrutura de CS2

A massa do composto, a formula molecular, o modelo de fragmentacéo e os

espectros de RMN e de IV confirmam a estrutura do 6xido de B-cariofileno (Figura
27) para CS2.

14
12 4
11]
%—0
10 9 6
8 7
15

Figura 27: Férmula estrutural do 6xido de B-cariofileno (substancia CS2).
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4.2.3 Elucidacgé&o estrutural de CS3

A substancia CS3 foi obtida conforme descrito no item 3.6.5 e esquematizada
na Figura 14 (p. 66). O composto foi analisado por CG-EM, RMN *H e IV (Figuras
28, 29, 30 e 31) e seus dados espectroscépicos foram comparados com os obtido da
literatura (Heinzmann, 2000; Deuschle, 2003) e com o banco de dados NIST (1998),
no caso do espectro de massas.

Na andlise por CG foi possivel observar um Unico pico com tempo de
retencdo de 31 minutos. No espectro de massas do composto CS3 (Figura 28), o
pico de maior massa encontra-se em m/z 204 u.m.a e corresponde ao ion molecular,
sugerindo para a substancia um peso molecular de 204 g. Com base no modelo de
fragmentagdo apresentado pela substancia, foi sugerido pelo banco de dados do
equipamento, uma seérie de substancias com fragmentagbes semelhantes as da
amostra. Dentre as substancias sugeridas, o germacreno-D foi o composto que
apresentou um modelo de fragmentagdo mais semelhante ao de CS3.

Os deslocamentos quimicos no espectro de RMN *H indicam a auséncia de
oxigénio na molécula e a presenca de duplas ligacdes (Figuras 29 e 30; Tabela 23).
Devido a simplicidade das absor¢fes e as frequéncias caracteristicas, o espectro de
IV sugere que a substancia em questdo apresente apenas alcanos e alquenos como
grupos funcionais (Figura 31).

Estes dados permitem sugerir para o composto CS3 uma férmula elementar
de CisHz4. O calculo do grau de insaturagfes (Gl) revela que a molécula possui Gl
igual a 4. Uma vez que o espectro de RMN indica a presenca de trés insaturagoes,
pode-se concluir que o composto apresenta um ciclo na sua estrutura.

A massa do composto, a formula molecular, o modelo de fragmentacéo e os
espectros de RMN e IV indicam a estrutura de um hidrocarboneto sesquiterpénico
com trés duplas ligacdes e um anel.

Este composto ja foi isolado pelo nosso grupo de pesquisas e identificado
como o germacreno-D. A elucidagdo completa deste composto, bem como a

avaliacao de sua atividade antimicrobiana pode ser encontrada em Deuschle (2003).



A
'
1
155
H 1
ar
: i 2 o
|"7':; g T,_-J ‘-\_H_‘u
41 T
H
. T 2
‘L‘:’"T \__‘lo__g,
r -
av
10
e
147
5 _
i
G —pevhope TP T T T T R T T T R T T g T T
1o 20 a0 an

130 144 150 G0 170 130 150 238 210
[WGzrmacrene 2

100 T 161
n
Hk
[
4 S
7% !
i
: a
E 1143
' e
| N BT |
o Ll ]
o] el ..||||..I il Wt sl b logs
a0 40 D Bl T FACHI B I sl 1 J 140 150 'It‘U i 130 19:‘ 200 ? g

Figura 28: Espectro de massas por impacto eletrénico do germacreno-D (A) e
de CS3 (NIST, 1998).



96

TR Q3A0ZFEL Wiz
wE Yo 0 pREEE
2K FEOE 24
s 005" o 424
IH EFCEGE B4
L E L8|
w3l nn AR 4]
CUAYAMRART V0T gAY OF
ok'E o
] =
4 20 1
o s
nu AT
2H SL0ET 300 45
EETE 5
sJda1AmadRd TULRGAINIY - 24
AR aYE- Ehi
£ (S
24 FSIGIET 008 1048
a0 o' n
E R Eel
RO 1] Sk | Hl
A 3R 3
asn (3t B _.
3EN 2327ANT Ll _
405 4l
386 A(I5EEE it I
I4 Sf5ETT D EELIE] ___
I TeHTEEIr HAS I !
3 &0 ! &
2E ]
Ak 18708 %
g9:iel aL
3 53dd N
7% um “HYHe T
< W _BHL
GEFT il
Db S Tagen
SJ8313024P4 JI0ITS0030 - 24 |! I
i \L.__ Lu F._q._ﬂf __ /
BRI TR MHA ﬂ\.\ Y 7 __ _\\_H J/KJ __ \
[ w3 i I
T N 2200 4 Rl Tt el el i e
RaalalEand EIE] LRG0 2 2 2 2 & EmEionREsEn iy
onoeE Lnoen o G 20 w3 ow ) B B

[RJfiagag

Figura 29: Espectro de RMN *H de CS3 (400 MHz, CDCl5).

widd



97

FLURE N WJiH

wdt 1E¥wl O Wre

T 1F ¥39 -F

uO0 20 L d2d

T 0 BE3t F]

Wil 569 dfs

20022 i)
era1sm0ed 050 WNH CI

ol o

(] £

W 000 Bl

[\ 2144

o 1]

THn BLEOIED 042 E

4T s

SJBiawEJed Oetsseiosd - B4

oe oe'c- (5]

Hi N

IHW ¥GIBLEL ‘002 -5
e a0 L E

N 00 £ d

TR 00003108 0 10

¥ 000 L}

|0 0L 30

8N O0F 36T ug

cis w

WS 2IRGEE oy

2H SLABII € S3ulld

2H ELE CEEY WS

L] 50

3 N

E120 ININKS

0902 ok

bz Bl INg

LRI S [y B

130 FMASHT

BE 7 e

0f 1 15002 g

BJEyREEuly LOTYISIADIY - £4

coee Oued

1 Ohex 3

TUESIUL § I

faaau0i0g BB TUIIIND

i 'E - : ‘g g'g ¢'g wid
r_m_ i _u_____ m_-. . Q_n : 5 ¥
£ s 2 5 H
g 3 S : :
™
r 1
ii&a‘sj L
JD‘I_ d b W ﬂ ﬁﬁ
ZHEF =T
ZHL'OL -1
Mre=r | |
gl -H IHt'Z =1
BS5) -H
bH J;N_._hﬁuﬂ
S-H
ZH Ol =r
ZHESL =
g-H
1\ ik ) 2L ]
rw.,w w _L_.w..__. P srnacruu sae 2P
R 85 E 2232 Tipues s¥a 2 S 35
2eg 3 gt S385  383EEs s6k T2

|
L
o
n
-
[

Figura 30: Ampliacdo do espectro de RMN *H de CS3.
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Tabela 23: Valores de deslocamentos quimicos (8) observados no espectro de RMN *H para

a substancia CS3, em comparacao com dados da literatura.

CS3 Germacreno-D
Hidrogénio Experimental Heinzmann, 2000* Deuschle, 2003
8 (ppm) Multip. | J (Hz) S (ppm) Multip. | J (Hz) 3 (ppm) | Multip. J (Hz)
H-1 5,13 dd 10,1; 5,14 dd 11,2; 5,16 dd 11,2;
4,3 4,7 4,5
H-2a 2,29 m 2,35 m 2,34 m
H-2b 1,98 m 1,95 m 1,98 m
H-3a 2,40 m 2,43 m 2,43 m
H-3b 2,05 m 2,05 m 2,04 m
H-5 5,78 d 15,7 5,79 d 15,8 5,80 d 15,8
H-6 5,25 dd 15,9; 5,26 dd 15,8; 5,27 dd 15,8;
10 9,9 9.9
H-7 2,01 m 2,0 m 2,01 m
H-8 1,48 m 1,45 m 1,48 m
H-9 2,22 m 2,27 m 2,11 m
H-11 1,43 m 1,44 m 1,43 m
H-12 0,86** d 6,6 0,88** d 0,90%* d 6,72
H-13 0,81** d 6,6 0,82** d 0,84** d 6,8
H-14 1,59 s 1,51 s 1,54 s
H-15a 4,81 d 2,4 4,80 d 2,4 4,82 d 2,24
H-15b 4,72 d 1,7 4,74 d 2,4 4,76 d 1,64

* Dados nao publicados
** Atribuicdes que podem ser invertidas, considerando-se cada coluna.
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4.3 Avaliacédo da atividade antimicrobiana de CS1 e CS2

ApOs analise da atividade antimicrobiana de CS1 e CS2, evidenciou-se que
estes compostos ndo apresentaram atividade nas concentracfes testadas contra os

microorganismos avaliados.



5. DISCUSSAO
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As plantas apresentam uma grande variedade de metabdlitos secundarios,
com caracteristicas estruturais e atividades biolégicas diversas para cada composto.
Estes, sdo os responsaveis pela diferenciacdo das espécies e sobrevivéncia das
mesmas, proporcionando vantagens ecologicas ao vegetal e servindo como
indicadores da evolucdo. Os metabdlitos secundérios, por serem fatores de
interacdo entre organismos, frequentemente apresentam atividades biolégicas
interessantes (Santos, apud Simdes et al., 2003). Assim, o homem se beneficia
destas substancias, testando-as contra as mais diversas doencas existentes.
Entretanto, estes compostos sdo produzidos em pequenas quantidades pelas
plantas e sua distribuicdo vai se tornando cada vez mais restrita, quanto maior e
mais complexa for a rota metabdlica para a substancia em questéo.

Dentre a diversidade de constituintes presentes em cada planta, ha diferentes
grupos de substancias, que sdo classificadas conforme suas caracteristicas fisicas e
quimicas e, principalmente, pela sua origem biossintética. Estas classes de
constituintes sao obtidas das plantas de acordo com a metodologia empregada e o
tipo de extracdo ao qual a mesma é submetida.

A obtencdo dos extratos, suas fracdes, ou constituintes isolados varia de
acordo com as caracteristicas dos mesmos, sendo que, para a extracdo, devem ser
utilizados solventes adequados as suas caracteristicas de polaridade. Deste modo,
compostos como os derivados terpendides de baixo peso molecular podem ser
obtidos mediante extragdo com diclorometano (CH,Cl,).

Portanto, justifica-se a utilizacdo deste solvente no preparo do extrato das
partes aéreas de S. bonariensis, em busca dos terpendides. Os resultados deste
trabalho demonstram mais uma vez que os terpendides de baixa polaridade sao
extraidos pela maceracdo com CH,Cl,. O perfil do extrato diclorometanico em CCD
sugeriu a presenca de terpendides, além de conter pigmentos e ceras vegetais,
compostos que também séo extraidos por este solvente, entre outras substancias.

Para o extrato diclorometanico das partes aéreas de S. bonariensis obteve-se
um rendimento de 0,64% em relacdo ao material vegetal fresco. J& 0s compostos
isolados cariofileno, éxido de cariofileno e germacreno-D, apresentaram rendimentos
de 10,4, 1,6 e 0,5%, respectivamente, em relacdo a 1 col. 1. No entanto, em relagcéo
ao material vegetal fresco os rendimentos foram de 0,005, 0,0008 e 0,0002%
respectivamente. No item 4.1 optou-se por expressar os rendimentos em relacdo a

fracdo codificada como 1 col. 1, uma vez que analises por CCD evidenciaram a
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presenca destes constituintes também na fracdo seguinte. Assim, como trabalhou-se
apenas com 1 col. 1 no fracionamento e isolamento dos trés compostos, justifica-se
este calculo de rendimento para 0s mesmos, na tentativa de aproximar os valores a
concentracao real destes na planta e diminuir o erro.

Além disso, através de CCD, foi possivel evidenciar que o cariofileno esta
presente em maior quantidade na planta do que os outros dois constituintes: 6xido
de cariofileno e germacreno-D. Isto pode ser explicado pelo fato de que o 6xido de
cariofileno € um produto secundario da fotooxidacao do cariofileno, considerado um
artefato, para o qual foi comprovada uma moderada atividade alergénica (Skold et
al., 2005). Ja o germacreno-D, por ser um intermediario comum na rota biossintética
de vérios derivados de estrutura sesquiterpendide, acaba sendo biotransformado,
através de enzimas especificas, em outros sesquiterpendides, como 0s
furanoeremofilanos, compostos ja descritos para S. bonariensis por Pomilio e Jares
(2997).

Um outro aspecto importante a ser discutido esta relacionado a impregnacao
do gel de silica com solugéo aquosa de nitrato de prata (AgNO3; 10%). Quando o gel
de silica é submetido a esta impregnacao, ocorre uma inversao da ordem de eluicéo
dos compostos. Uma vez que o oxido de cariofileno apresenta caracteristicas mais
polares do que o cariofileno, este deveria ficar mais retido, interagindo com o0s
grupamentos silandis do suporte. Entretanto, com a utilizacdo do AgNOs 0 que
ocorre é que os ions prata (aceptores de elétrons r), acabam se complexando com
alguenos (doadores de elétrons =n), fazendo com que estes compostos figuem mais
retidos, eluindo mais lentamente e, consequentemente melhorando sua separacao
(Williams e Mander, 2001). Assim, a velocidade de migracdo depende da formagéo
de um complexo entre os ions Ag® e os elétrons © de uma ou de varias duplas ou
triplas ligacbes das substancias a serem separadas e a resisténcia do complexo
formado (Stahl, 1969). Como o cariofileno apresenta duas insaturacdes e o seu
oxido apenas uma, o composto que acaba eluindo primeiro da coluna é o éxido de
cariofileno. O germacreno-D, por possuir trés insaturacdes, é o ultimo composto a
eluir entre os trés.

O cariofileno € um sesquiterpendide de nucleo cariofilano, que se forma
diretamente do FPP, originando o céation humulilico e, em seguida o cétion

cariofililico. E um constituinte encontrado em varias espécies vegetais,
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principalmente nos 6leos essenciais, que apresenta estrutura quimica bem elucidada
e conta com varias atividades biologicas ja descritas na literatura.

No género Senecio, o cariofileno ja foi isolado das partes aéreas de Senecio
clevelandii Greene (Bohlmann et al., 1981b); das raizes de S. subrubriflorus O.
Hoffm. (Bohlmann e Zdero, 1982a); das partes aéreas de S. dolichodoryius Cuatr.
(Bohlmann et al.,, 1986); de S. sundbergii Turner (Mericli et al., 1989) e de S.
zapahuirensis Martic. et Quez. (Jakupovic et al., 1991). As inflorescéncias de S.
articulatus Sch. Bip. também forneceram o cariofileno (Kite e Smith, 1997); este
também foi identificado no exsudato resinoso de S. adenotrichius DC (Urzta e
Andrade, 2001).

Entretanto, o cariofileno ainda ndo tinha sido identificado e isolado de S.
bonariensis Hook. et Arn., assim como o seu Oxido (6xido de cariofileno) e o
germacreno-D. Este € o primeiro relato a respeito do isolamento destes compostos
para esta espécie de Senecio.

Para o cariofileno, Ghelardini et al., (2001) descrevem uma forte atividade
anestésica local in vivo. No experimento, esta atividade foi observada iniciando 5
minutos apos a administragdo tépica na bolsa conjuntival de coelhos, e foi
diminuindo, desaparecendo apos 15 minutos. Segundo os autores, a atividade
anestésica local do cariofileno parece estar estritamente relacionada a sua estrutura
guimica, uma vez que sua atividade foi comparada a do seu derivado oxidado (6xido
de cariofileno), o qual ndo demonstrou nenhuma acéo.

O cariofileno, juntamente com o a-pineno e o limoneno, sé&o produzidos pelo
algodoeiro e atraem os machos de bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis).
Estes insetos alimentam-se das folhas e, provavelmente, metabolizam estes
terpendides para a producédo de feroménios de agregacao, os quais atraem machos
e fémeas da mesma espécie (Barbosa, 1998).

Para o cariofileno também foram descritas as atividades antiinflamatoria
(Tambe et al., 1996); anticarcinogénica, atuando como indutor da enzima
detoxificante glutationa-S-transferase (GST) (Zheng et al., 1992), e citotéxica contra
varias linhagens de células tumorais (Kubo et al., 1996).

O cariofileno € um composto muito utilizado na industria de beleza e
cosmética como aromatizante quimico desde a década de 30 (Skold et al., 2005).
Seu aroma € descrito como amadeirado e picante. Em estudos realizados, esta

substancia foi encontrada em 33% de 300 produtos cosméticos analisados de uma
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marca na década de 90 (Groot et al., 1994 apud Skold et al., 2005). Também foi
encontrado em 45% de 71 desodorantes de uma marca européia (Rastogi et al.,
1998 apud Skold et al., 2005).

Entretanto, quando exposto ao ar, esta substancia pode se autooxidar,
produzindo compostos como o0s peréxidos e epodxidos e, com isto, provocar um
aumento da atividade alergénica, que pode causar dermatite de contato aos
usuarios dos produtos. Skold et al. (2005) realizaram um estudo para investigar a
autooxidacéo do B-cariofileno a temperatura ambiente, para identificar os compostos
formados quando em exposi¢do ao ar, visando investigar o efeito da autooxidacéo
na capacidade sensibilizante. No processo de autooxidagdo do p-cariofileno,
hidroperoxidos sédo formados como produtos primarios de oxidagdo, que s&o
decompostos rapidamente em produtos secundarios, como por exemplo, alcoois,
epoxidos, cetonas, aldeidos e compostos poliméricos (Figuras 32 e 33). A
autooxidagéo do cariofileno levou a um moderado aumento da atividade alergénica.
Isto ocorreu porque os produtos da oxidacdo primaria do cariofileno, os
hidroperéxidos, com elevada atividade alergénica, sdo rapidamente convertidos a
um produto de oxidagdo mais estavel e menos reativo, o 6xido de cariofileno, com
menor atividade alergénica quando comparados aos primeiros produtos da reacao
(Figuras 32 e 33).

B-cariofileno

Y o

OOH /
. 1 oon OOH

Figura 32: Fotooxidagado do B-cariofileno, formando trés hidroperéxidos (a, b e
c). (Adaptado de Skold et al., 2005).



106

- OH

OOH o'<() o

6xido de cariofileno

Figura 33: Mecanismo proposto para a formacéo do 6xido de B-cariofileno a
partir do hidroperédxido c. (Adaptado de Skoéld et al., 2005).

A literatura descreve o género Senecio como sendo rico em derivados de
estrutura terpendide. Para esta classe de constituintes foram descritas varias
atividades, entre elas destacam-se as atividades antimicrobiana (Guanasekera et al.,
1990), antimalarica (Woerdenbang et al., 1994), antitumoral (Jurek e Scheuer, 1993),
hipoglicemiante (Inmann et al., 1999), antioxidante (Bork et al., 1997),
antiinflamatéria (Geissberger e Sequin, 1991) e citotoxica (Barrero et al., 1997).

A atividade antimicrobiana ja foi comprovada para a fragdo terpénica das
partes aéreas de S. desiderabilis Vellozo (Deuschle, 2003); para o 6leo essencial de
S. graveolens Wedd. (Pérez et al., 1999); para o extrato de S. maranguensis O.
Hoffm. (Cos et al., 2002), entre outras espécies de Senecio.

E dificil comparar dados da literatura a respeito da atividade antimicrobiana de
produtos naturais, pelas diferentes cepas e metodologias utilizadas em cada
trabalho, uma vez que estas ndo sdo comparaveis. Entretanto, de maneira geral,
pode-se concluir que as bactérias Gram-positivas geralmente se mostram mais
sensiveis a atividade de produtos naturais do que as Gram-negativas,
provavelmente devido a diferencas morfologicas, uma vez que, as bactérias Gram-
negativas apresentam parede complexa, constituida por uma membrana dupla, que
fornece protecdo (Holley e Patel, 2005). Também pode-se inferir que fungos
leveduriformes como Candida sp. e Cryptococcus neoformans sao bastante
sensiveis aos constituintes terpénicos. Os dermatofitos em geral também
apresentam algum grau de sensibilidade (Deuschle, 2003).

Varios artigos relatam a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais,
atribuindo-a principalmente as caracteristicas lipofilicas de seus constituintes.
Entretanto, o cariofleno ndo demonstrou atividade antimicrobiana frente aos
microorganismos testados até a concentracdo de 5 mg/mL, contrariando a

expectativa, uma vez que apresenta caracteristicas lipofilicas. Neste caso, o
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resultado sugere que ha outros aspectos envolvidos no mecanismo de acéo destes
constituintes além da lipofilia, que explicam a atividade antimicrobiana dos
terpendides (Deuschle, 2003).

A estereoquimica dos derivados do cariofileno tem apresentado um desafio
aos quimicos organicos por muitos anos. Mesmo com sua configuracdo conhecida,
estes compostos apresentam uma estereoquimica complicada devido a varios
aspectos conformacionais.

Em 1973, Warnhoff e Serinivasan (apud Barrero et al., 1995) propuseram a
existéncia de dois isbmeros conformacionais para o B-cariofileno a temperatura
ambiente. Mais tarde, Shirahama et al. (1981, apud Barrero et al., 1995) extenderam
a andlise deste composto, usando RMN **C e um programa de célculo (MM1). Os
autores também encontraram duas conformacfes predominantes a temperatura
ambiente, denominadas Ba e BB, que sdo determinadas de acordo com a direcéo
dos grupamentos exometilénico e metil-alilico, aparecendo numa proporgéo de 82%

e 18%, respectivamente (Figura 34).

Ba B

Figura 34: Conformacdes Ba e Bp do B-cariofileno.
Fonte: Barrero et al., 1995.

Barrero et al. (1995) realizaram um novo estudo das conformagbes do f-
cariofileno por RMN 'H e de '3C. Na regido olefinica do espectro de RMN *H,
puderam ser visualizados os sinais das duas confirmagfes: Ba e BB. Observou-se
que os protons do grupamento metilénico exociclico sdo mais blindados na
conformacdo Ba do que na Bf; enquanto que o proton H5 é mais desblindado na
conformacdo Ba do que na BB (Figura 35). No espectro de RMN *3C, os sinais

correspondentes & conformagéo Ba foram notavelmente mais intensos.
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5.58 5.0
Figura 35: Espectro de RMN *H das conformacées Ba e Bp do B-cariofileno.
Fonte: Barrero et al., 1995.

A comparacdo do espectro de RMN *H do cariofileno (Figura 17), isolado de
Senecio bonariensis, com a Figura 35, sugere que este apresente predominancia da
conformacao Ba.

A partir do B-cariofileno, Barrero et al. (1995) prepararam o O6xido de
cariofileno, seu derivado epoxidado. O produto formado apresentou uma mistura de
dois diasteroisdmeros, onde, novamente a conformacao PBa foi predominante (81%)

sobre a Bp (Figura 36).

m-CPBA
_—
25°C

Bo

p—Cariofileno Oxido de—Cariofileno

Figura 36: Conformacdes Ba e Bp do 6xido de B-cariofileno.
Fonte: Barrero et al., 1995.

Assim, a oxidacao da conformacéo PBa gerou o epoxido pa e a conformacgéo
BB originou o epodxido BP. As concentracdes dos produtos gerados sédo diretamente
proporcionais as conformac¢des do material de partida (Barrero et al., 1995).

Clericuzio et al. (2000) apresentam 4 conformacdes para a molécula de B-
cariofileno, devido a flexibilidade do anel de 9 membros (Figura 37). Estas
conformacdes Ba, PP, af e ao também sdo denominadas de acordo com as

orientacdes dos grupamentos exometilénico (C8-C15) e metil-alilico (C5-C4-C14).
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Do ponto de vista experimental, os autores sugeriram que, pelo menos duas

conformacdes estdo em equilibrio & temperatura ambiente: Bo e .

B oft

Figura 37: Conformacdes Ba., BB, op € aa do B-cariofileno.
Fonte: Clericuzio et al., 2000.

A comparagdo dos dados experimentais para a avaliagdo das conformacgoes
do B-cariofileno, levou a suposicdo de que a conformacdo PBo deva ser a mais
estavel, uma vez que esta representada com 93%, seguida pela B (6%) e ao (1%).
A conformacao af} foi a menos estavel em todos os testes realizados.

Fricke et al. (1995), investigaram a composi¢cao enantiomérica apresentada
pelo B-cariofileno em uma série de 6leos essenciais de varias espécies presentes na
natureza (Figura 38). Os autores concluiram que, na maioria das espécies, os dois
isbmeros aparecem como mistura, entretanto, o enantibmero (-)-B-cariofileno
apresenta-se em maior concentracdo. Em algumas espécies, este isbmero aparece

na forma pura.

.
O

H H
(+) -p -cariofileno (-) - p -cariofileno

Figura 38: Enantiobmeros do B-cariofileno.
(Adaptado de Fricke et al., 1995; Saritas et al., 1998).
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Um estudo realizado por Saritas et al. (1998), comprovou que o B-cariofileno
estava presente no 6leo de Dumortiera hirsuta, como uma mistura enantiomérica.
Porém, neste caso, o enantibmero (+)-p-cariofileno, normalmente mais raro, estava
presente em maior quantidade (95%).

O 6xido de cariofileno, também denominado epo6xido de cariofileno, € formado
a partir do cariofileno, através de uma reacao de oxidacdo, conforme apresentado
nas Figuras 32 e 33. Também apresenta estrutura e estereoquimica bem definidas
(Barrero et al., 1995).

No género Senecio, o 6xido de cariofileno foi isolado de Senecio variabilis
Sch. Bip., S. caudatus DC. (Bohlmann et al., 1986), S. zapahuirensis Martic. et
Quez. (Jakupovic et al., 1991) e de S. palmensis Chr. Sm. (Reina et al., 2002).

O 6xido de cariofileno foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
como um conservante de alimentos e cosmeéticos. Também foi incluido na lista de
substancias aromatizantes pelo Conselho Europeu, uma vez que este composto (de
origem natural ou sintética) apresenta-se toleravel, seguro e livre de toxinas.

Segundo Sibanda et al. (2004), o 6xido de cariofileno ndo possui atividade
antimicrobiana frente aos seguintes microorganismos: Bacillus cereus (ATCC
14579), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Candida albicans (ATCC 10231) e
Aspergillus niger (ATCC 16401). Estes resultados estdo de acordo com o
experimento descrito neste trabalho, que comprova que o 6xido de cariofileno nédo
possui atividade antimicrobiana contra os microorganismos descritos anteriormente,
bem como para Saccharomices cerevisiae (ATCC 2601), Klebisiella pneumoniae
(ATCC 10031), Acinetobacter baumannii e Prototheca zoopfi (isolados clinicos) até a
concentracdo de 1716 pg/mL. Neste caso, os resultados dos dois estudos podem
ser comparados uma vez que utilizam a mesma metodologia de avaliagéo:
microdiluicdo em caldo.

Entretanto, o 6xido de cariofileno demonstrou notavel atividade citotoxica em
uma série de linhagem de células tumorais humanas (Kubo et al., 1996; Sibanda et
al.,, 2004). Esta atividade pode ser responsavel pela leve atividade citotoxica
observada para o 6leo essencial das folhas de Heteropyxis dehniae, muito utilizada

pelos Zulu como perfume, ja que o 6xido de cariofileno € um dos constituintes deste
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6leo (Sibanda et al., 2004). Este estudo contraria o de Legault et al. (2003), que
descrevem o 6xido de cariofileno como agente nao citotéxico.

Reina et al. (2002) também descrevem a atividade citotoxica do 6xido de
carifileno. Além disso, segundo os autores, este composto também age como um
ferorménio de alarme, inibindo o ataque de pulgas, besouros e joaninhas.

Um estudo realizado por Thebtaranonth et al. (1995) aponta para o 6xido de
cariofileno uma moderada atividade antimalarica, sendo o mesmo, ativo contra
Plasmodium falciparum apresentando uma ECsp 3,45 x 10 M.

Também ja foram descritas para o Oxido de cariofileno as atividades
anticarcinogénica, atuando como indutor da enzima detoxificante glutationa-S-
transferase (GST) (Zheng et al., 1992); inibidora da agregacao plaquetaria (Lin et al.,
2003); repelente do mosquito Anopheles gambiae (Omolo et al., 2004); além de
antifangica (Yang et al., 2000). Para este experimento, os autores realizaram um
estudo in vitro contra os fungos dermatofitos Trichophyton mentagrophytes e
T.rubrum. A atividade antifungica do oOxido de cariofileno foi comparada a
ciclopiroxolamina e sulconazol, farmacos comumente usados no tratamento de
onicomicoses.

No intuito de se descobrirem novos compostos ativos, com maior potencial
farmacologico e com menos efeitos adversos, muitos pesquisadores investem em
transformagfes quimicas, modificando os compostos isolados de fontes naturais.
Collado et al. (1996), realizaram a alcélise do oxido de cariofileno sob condi¢cbes
brandas, usando tetracianoetileno como catalisador. Os autores verificaram a
formacdo de varios compostos a partir do 6xido de cariofileno, entre eles 5a-
hidroxicariofila-3,8(15) dieno, 4p-metoxicariofileno-5a-ol e cariofil-15-eno-5,8-
epoxido.

Hinkley et al. (2005) também realizaram um estudo buscando sintetizar novos
compostos a partir do (-)-B-cariofileno. Através de varias etapas reacionais, o f-
cariofileno foi convertido a uma mistura de 3 diterpenos isémeros, nas propor¢des de
1:1:1 (Figura 39).
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Figura 39: Diterpenos originados a partir do pB-cariofileno.
Fonte: Hinkley et al., 2005.

O germacreno-D é um constituinte sesquiterpénico muito frequente nos
vegetais. Este fato ndo surpreende, uma vez que o0 mesmo € um intermediario chave
na rota biossintética dos sesquiterpendides (Bllow e Konig, 2000; Steliopoulos et al.,
2002; Ogamino et al., 2004), compostos com importantes atividades biologicas e
medicinais (Prosser et al., 2004). O germacreno-D apresenta uma estrutura ciclica,
com 10 &tomos de carbono, com 3 duplas ligacdes, sendo duas pertencentes ao
anel e uma dupla ligagéo exometilénica (Figura 40) (Ogamino et al., 2004).

Até o momento, o germacreno-D foi isolado de Senecio vitalis N. E. Br.
(Bohimann e Ziesche, 1980); S. trichopterygius Muscher (Bohlmann et al., 1980); S.
jacobaea L. (Dooren et al.,, 1981); S. implexus Bally (Bohimann et al., 1981d); S.
macrotis Baker (Bohlmann et al., 1981c); S. glanduloso-pilosus Volkens et Muschler
(Bohlmann e Gupta, 1982); S. lyndenburgensis Hutch. et Burtt Davy (Bohlmann e
Bapuiji, 1982); S. pleistocephalus S. Moore e S. coronatus (Thunb.) Harv. (Bohlmann
e Zdero, 1982b); S. microglossus DC. (Bohlmann et al.,, 1983); S. brasiliensis
(Sprengel) Less. e S. venosus Harv. (Bohlmann et al., 1985); S. desfontainei Druce
(Metwally e Dawidar, 1986); S. discolor (Sw.) DC., S. richii A. Gray e S. variabilis
Sch. Bip. (Bohlmann et al., 1986); S. philippicus Regel et Koern. e S. subumbellatus
Phil. (Jakupovic et al., 1991); S. desiderabilis Vellozo (Deuschle, 2003); S.
heterotrichius DC. (Francescatto et al., 2003) e S. platensis Arech (Bolzan et al.,
2005).

Existem dois enantibmeros possiveis para o germacreno-D que ocorrem na
natureza (Figura 40). Na maioria das plantas superiores, esta presente o
enantibmero (-), enquanto que o enantibmero (+) estd presente em organismos
inferiores; entretanto, em algumas espécies ambos os enantidbmeros sao descritos

(Bulow e Kdnig, 2000; Steliopoulos et al., 2002; Prosser et al., 2002). Além disso, a
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composicao enantiomérica também pode variar de acordo com a parte da planta

avaliada (Bulow e Konig, 2000).

O GO,

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

Figura 40: Enantiomeros do germacreno-D.
(Adaptado de Bulow e Kdnig, 2000; Steliopoulos et al., 2002)

Para o germacreno-D isolado de S. bonariensis ndo foram realizados estudos
visando a determinacéo do enantibmero presente nesta espécie.

As plantas liberam centenas de compostos volateis que sdo importantes na
interacd0 com insetos ou outros organismos. A atracdo de insetos, mediada pelos
compostos volateis pode ser, em alguns casos, vantajoso para a planta, como no
caso da polinizagcdo. Mas também pode ser perigoso, uma vez que, servem de
alimento para varias larvas fitéfagas. Entretanto, o conhecimento € limitado no que
se refere a deteccdo destes compostos pelos receptores neuronais do sistema
olfativo dos insetos (Rostelien et al., 2000).

Estudos realizados por Mozuraitis et al. (2002), evidenciaram que o
germacreno-D provoca um aumento da atracdo e da oviposicdo de Heliothis
virescens, uma mariposa que aparece em cultivos de tabaco, deposita seus ovos e,
ao nascerem, as larvas permanecem como hospedeiras da planta, causando
severos danos a mesma.

Os receptores olfativos neuronais de H. virescens localizam-se nas antenas,
onde sdo estimulados em contato com substancias especificas. Estes receptores
mostram um certo grau de especializacdo, correspondente aqueles receptores
neuronais dos ferormoénios (Rostelien et al., 2000).

Para as mariposas de Helicoverpa armigera, foi identificado um tipo de
receptor neuronal, sendo que o mesmo demonstrou alta sensibilidade e seletividade
ao germacreno-D. Neste caso, 0s neurbnios responderam a ambos o0s
enantibmeros, porém o enantibmero (-), mais freqiente nos vegetais superiores,
apresentou um efeito estimulante 10 vezes maior que o enantibmero (+) (Stranden et
al., 2002).
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Stranden et al. (2003) concluiram que o0s principais receptores olfativos
neuronais das mariposas responderam ao (-)-germacreno-D, principalmente em
Heliothis virescens; Helicoverpa armigera e Helicoverpa assulta. As importantes
propriedades deste composto na estimulacdo dos neurbnios estao relacionadas ao
seu sistema anelar de 10 membros e as trés duplas ligagbes, que agem como
centros ricos em elétrons. Somado a isto, ha o grupamento isopropil, responsavel
pelos diferentes efeitos dos dois enantiomeros do mesmo.

Outra atividade descrita para o germacreno-D, é citada por Steliopoulos et al.
(2002). Estes pesquisadores observaram que esta substancia é reconhecida pelos
machos de uma espécie de barata americana (Periplanata americana L.) como
estimulante sexual. Além disso, o germacreno-D ja foi testado quanto ao seu
potencial antimicrobiano, sendo que o0 mesmo ndo demonstrou atividade frente aos
microorganismos e concentracdes testados por Deuschle (2003).

Para as plantas do género Senecio, é possivel identificar varias classes de
constituintes, com estruturas quimicas e atividades biolégicas diversas. A grande
variabilidade nas caracteristicas morfoanatdmicas observada entre as espécies de
Senecio, podem estar correlacionadas a presenca de diferentes classes de
metabolitos secundarios. Devido a este fato, alguns pesquisadores sugeriram o
agrupamento das diferentes espécies deste género, de acordo com 0S seus
constituintes (Bohlmann et al., 1980; Bohimann et al., 1981; Bohlmann et al., 1985;
Dupré et al., 1991), redimensionando a classificacdo taxondmica existente.

Entre os constituintes quimicos mais frequentemente encontrados no género
Senecio, estdo o0s APs e o0s sesquiterpendides com esqueleto do tipo
furanoeremofilano (Torres et al., 1998). Embora ambas as classes de metabdlitos
secundarios sejam de ocorréncia comum no género, varias espécies nao contém
estes compostos, 0s quais também ocorrem em géneros correlatos, tornando a
classificacdo quimiotaxonémica de espécies no género imprecisa (Bohlmann et al.,
1985). Em alguns casos, os furanoeremofilanos sdo substituidos por seus
precursores biossintéticos, como por exemplo, os eremofilanos, ou ainda, por
lactonas de esqueleto eremofilano. Em outros grupos de espécies, principalmente as
de aspecto suculento, ocorre a predominancia de outros tipos de sesquiterpendides,
nao ocorrendo furanoeremofilanos (Bohlmann et al., 1986).

As espécies suculentas parecem apresentar um conteddo maior de

sesquiterpendides altamente oxigenados, entre 0s quais encontram-se 0s peroxidos
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(Bohimann et al., 1981d,e). Estes compostos apresentam atividade antimalarica
comprovada, conforme descrito na revisdo da literatura. Neste sentido, varios
esforcos tém sido feitos na busca de novas substancias de ocorréncia natural ou
semi-sintética, que apresentem grupamentos peroxidos (Thebtaranonth et al., 1995).

As informagfes quimiotaxondmicas descritas até o momento, demonstram
gue o género Senecio, composto por um grande namero de espécies, ndo é muito
homogéneo, tanto no que se refere aos seus caracteres quimicos, quanto
morfolégicos (Dupré et al., 1991).

No estudo do extrato diclorometanico de Senecio bonariensis Hook. et Arn.,
os furanoeremofilanos ndo puderam ser detectados, uma vez que, normalmente séo
constituintes de frac6es mais polares e ocorrem nas raizes, que nao foram objeto de
analise deste trabalho. No entanto, estes compostos, bem como os alcalbides
pirrolizidinicos ja foram isolados de extratos etandlicos desta espécie, como descrito
anteriormente (item 2.3.3). Sendo assim, a espécie S. bonariensis apresenta como
constituintes quimicos ja identificados os APs senecionina e platifilina (Paiva et al.,
2004); os furanoeremofilanos 6B-isobutiroiloxi-10a,H-9-oxofuranoeremofilano, 1o,6p-
diacetoxi-10p,H-9-oxofuranoeremofilano, la-acetoxi-6B-angeloiloxi-10a,H-9-oxofura-
noeremofilano e 6B-angeloiloxi-10a,H-9-oxofuranoeremofilano (Pomilio e Jares,
1997); e pela primeira vez descritos para esta espécie, 0os sesquiterpendides de
nacleo cariofilano, B-cariofileno e 6xido de B-cariofileno, bem como o germacreno-D,
derivado de esqueleto germacrano.

Dentre as trés substancias isoladas, pode-se afirmar que as mesmas
apresentam uma interessante correlagdo biossintética. Portanto, o cétion
germacrilico, que origina o germacreno-D, também é precursor do B-cariofileno, que
por sua vez origina o o6xido de B-cariofileno, por um processo de autooxidacédo e

degradacéo, seguida de ciclizag&o e epoxidacao.



6. CONCLUSOES
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Apo6s o estudo do extrato CH,Cl, das partes aéreas de Senecio bonariensis

Hooker et Arnott pode-se concluir que:

- Foi possivel isolar o B-cariofileno, um sesquiterpeno derivado do cariofilano,
com rendimento de 0,005% em relagdo ao material vegetal fresco. A partir da
comparacao dos dados espectroscopicos com a literatura, péde-se concluir
gue o composto apresenta as duas conformagGes majoritarias, o e B, com

predominéancia da conformacéo Ba.

- Foi isolado o oxido de B-cariofileno, um sesquiterpendide com grupamento
epoxido, derivado do cariofilano, com rendimento de 0,0008%. Sugere-se que
este composto, assim como o B-cariofileno, apresente as duas principais
conformacgdes possiveis, Boa e BB, com predominancia da conformacéo pa. O
oxido de B-cariofileno é originado a partir da autooxidagdo do B-cariofileno,

guando exposto a luz.

- Também foi possivel isolar o germacreno-D, um intermediario chave na
biossintese de varios compostos sesquiterpenoides, entre eles o B-cariofileno.

O rendimento deste composto em relagdo ao material vegetal foi de 0,0002%.

- O B-carifileno ndo demonstrou atividade antimicrobiana nas concentracbes
entre 0,025 e 5 mg/mL frente aos seguintes microorganismos: Acinetobacter
baumannii (isolado clinico); Candida albicans ATCC 90028; C. tropicalis
ATCC 750; Prototheca zoopfi (isolado clinico); Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853; Saccharomices cerevisiae ATCC 2601; Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

- O oxido de B-carifileno também nédo apresentou atividade antimicrobiana nas
concentracbes entre 53,62 e 1716 pug/mL frente aos seguintes
microorganismos: Acinetobacter baumannii (isolado clinico); Candida albicans
ATCC 90028; Escherichia coli ATCC 25922; Klebisiella pneumoniae ATCC

10031; Prototheca zoopfi (isolado clinico); Pseudomonas aeruginosa ATCC
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27853; Saccharomices cerevisiae ATCC 2601; Staphylococcus aureus ATCC
25923.
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Anexo 1:

ALCALOIDESPIRROLIZIDINICOSEM ESPECIES DO GENERO SENECIO
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Abstract: “PYRROLIZIDINE ALKALOIDSFROM SENECIO SPECIES”.

Senecio species contain a large variety of secondary metabolites and many of these plants
afford pyrrolizidine akaloids. This paper shows a review of the literature, describing 62
pyrrolizidine alkaloids already isolated in 62 of more than 2000 species of Senecio,
distributed worldwide. The structure-activity relationships involving their toxicity are also
discussed, since some Senecio species used for medicinal purposes are responsible for causing
serious adverse effects.

Key words: Senecio, pyrrolizidine alkaloids; hepatotoxicity.
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INTRODUCAO

O género Senecio (tribo Senecioneae, Asteraceae) é constituido por mais de 2000
espécies de ampla distribuicdo mundial®. No Brasil, foram catalogadas cerca de 85 espécies
pertencentes ao género, dentre as quais 33 sd0 nativas da regido sul' e 25 foram identificadas
no Rio Grande do Sul®.

Os acadides pirralizidinicos (APs) sdo considerados um importante grupo de
constituintes do género Senecio. S&0 conhecidos por causarem intoxicagcbes em animais
herbivoros de grande porte, como bovinos, ovinos, suinos e eqlinos, levando a perdas
consideraveis na pecuéria para o sul do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai®®. A literatura
também relata a ocorréncia de intoxicages fatais em seres humanos devido ao consumo de
espécies de Senecio contendo Aps®®, que tem sido empregadas na medicina popular de
diversos paises, inclusive na América Latina® .

TIPOS DE ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS ENCONTRADOS EM ESPECIES
DE SENECIO.

APs sd0 ésteres de aminoadcoois com um nicleo pirrolizidinico (necinad) e écidos alifaticos
(&cidos nécicos), que podem ocorrer na forma de monoésteres, diésteres e diésteres ciclicos.
As necinas caracterizam-se por apresentar um sistema biciclico com um nitrogénio terciério
como “cabeca de ponte”, um grupamento hidroximetila en C1 e uma hidroxila em C7®
(Figura 1). Os APs podem apresentar a necina insaturada entre os carbonos C1 e C2, sendo
esta caracteristica um pré-requisito para a sua toxicidade aguda e cronica®>3. Os APs que

possuem a necina saturada ndo sao téxicos aos mamiferos™.

OH

Figura 1: Estrutura basica de uma necina
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Segundo Trigo™, por serem muito comuns ao género, os APs podem ser utilizados
como marcadores quimiossisteméticos para a tribo Senecioneae, uma vez que a maioria
apresenta uma estrutura macrociclica diéster do tipo senecionina (Tabela 1) e/ou s8o mono e
diésteres do tipo triangularina (Tabela 2).

Tabela 1: Principais alcal6ides pirrolizidinicos do tipo senecionina presentes em espécies

do género Senecio.

Alcal6ides Pirrolizidinicos Espécies de Senecio Ref
S jacobaea L. 16
S hadiensis Forsk. 17
12-O-acetil-hadiensina
S hadiensis Forsk. 17
S syringifolius O. Hoffm. 17
12-O-acetilrosmarinina
OAC S. pterophorus DC. 7

Acetilseneciofilina
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S lautus Forster f. ex Willd. 18
S magnificus F. Muell. 19
S quadridentatus Labill. 19
X
N
Acetilsenecionina
o S adonidifolius Loisdl. 20
HO
Adonifolina
S syringifolius O. Hoffm. 17
S ruwenzoriensis S. Moore. 21,22
Bidina
S cacaliaster Lam. 23

Bulgarsenina
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S leptolobus DC. 4
N
|
Doronina
oH S microphyllus Phil. 8
N
Emilina
S erucifolius L. 16
S jacobaea L. 16,24
N
Eruciflorina
O : S aquaticus Hill. 25
3 S argunensis Turcz. 26
S erraticus Bertol. 8
S erucifoliusL. 16
S jacobaea L. 16,24
S persoonii De Not. 27
Erucifolina
N-Oxido de Erucifolina S persoonii De Not. 27
S adonidifolius Loisel. 20,28
S erraticus Bertol. 8
S glaber Less. 8
S leptolobus DC. 34
S quebradensis Greenm. 29

Florosenina
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H S. nemorensisL. 30
AN (@]
(@)
O
X
N
Fuchsisenecionina
OH S hadiensis Forsk. 17

Hadiensina

CHOH o S argunensis Turcz. 26

S selloi (Spreng) DC. 4

S argunensis Turcz. 26

S brasiliensis (Sprengel) Less. 4,10,15,31

S erucifoliusL. 16

S. glabellus Pair. 32

S heterotrichus DC. 34

S jacobaea L. 16,24,33

S. leptolobus DC. 34

S. longilobus Benth. 32
E-Integerrimina S malacitanus L. 34

S murorum Remy 8
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S ruwenzoriensis S. Moore. 21,22
Isolina
S. pterophorus DC. 7
OH
\ O
(@]
O (0]
H
OH
N
Isorosmarinina
S jacobaea L. 16,24,33
N
S jacobaea L. 24,33

S jacobaea L. 16,24,33
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Platifilina

S jacobaea L. 16,24,33
N

S gallicus Vill. 28

S microphyllus Phil. 8

S grandifolius Less. 29

S leptolobus DC. 3,4,35

S argunensis Turcz. 26

S erraticus Bertol. 8

S glaber Less. 8

S. leptolobus DC. 4

S. lorenthii Hochst. 36

S. bonariensis Hook. et Arn. 37

S granatensis Boiss. 34

S jacalensis Greenm. 38

S madrensis A. Gray 39

S polypodioides Greene 39
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S granatensis Boiss. 34
N-Oxido de Platifilina S madrensis A. Gray 39
S polypodioides Greene 39
S bonariensis Hook. et Arn. 40
S brasiliens (Sprengel) Less. 4,10,15,31
S. cisplatinus Cabrera 34
S. conyzfolius Baker 37
S. cymbalorioides Nuitt. 41
S gilliesianus Hieron. 42
S heterotrichus DC. 34
S jacobaea L. 16
S leptolobus DC. 4
_ S longilobus Benth. 32
Z-Retrorsina S malacitanusL. 34
S microphyllus Phil. 8
S oleosus Vell. 37
S othonnaeflorus DC. 43
S oxiphyllus DC. 4
S prionopterus B. L. Rob. e Greenm. 39
S. pseudaureus Rydb. 41
S sdloi (Spreng) DC. 34
S streptanthifolios Greene 41
S uspallatensis Hook et Arn. 44
N-6xido de Retrorsina S othonnaeflorus DC. 43
(Isatidina)
S cisplatinus Cabrera 4
S oxiphyllus DC. 4
OH S callosus Sch. Bip. 38
S hadiensis Forsk. 17
S. pterophorus DC. 7
S runcinatus Less. 39
S syringifolius O. Hoffm. 17
Rosmarinina
N-oxido de Rosmarinina S runcinatus Less. 39
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S aquaticus Hill. 25
S argunensis Turcz. 26
S brasiliensis (Sprengel) Less. 10
S crassiflorus (Poir.) DC. 45
S erraticus Bertol. 8
S erucifoliusL. 16
S jacobaea L. 16,24,33
S laricifolius H.B.K. 29
Z-Seneciofilina S. longilobus Benth. 32
S lorenthii Hochst. 36
S. microphyllus Phil. 8
S multivenius Benth. in Oerst. 29
S oxiphyllus DC. 4
S. patagonicus Phil. 8
S persoonii De Not. 27
S pterophorus DC. 7
N-Oxido de Seneciofilina S crassiflorus (Poir.) DC. 45
S. persoonii De Not. 27
S argunensis Turcz. 26
S bonariensis Hook. et Arn. 37,40
S brasiliens (Sprengel) Less. 4,10,15
S cisplatinus Cabrera 3
S crassiflorus (Poir.) DC. 45
S cymbalorioides Nuitt. 41
S erraticus Bertol. 8
S erucifoliusL. 16
S gallicus Vill. 28
S gilliesianus Hieron. 42
S. glabellus Pair. 32
S heterotrichus DC. 4
— S jacalensis Geenm. 38
Z-Senecionina S jacobaea L. 16,24,33
S laricifolius H.B.K. 29
S. leptolobus DC. 4
S. longilobus Benth. 32
S madrensis A. Gray 39
S malacitanusL. 34
S microphyllus Phil. 8
S multivenius Benth. in Oerst. 29
S nemorensisL. 30
S oleosus Vell. 37
S. patagonicus Phil. 8
S. prionopterus B. L. Rob. e Greenm. 39
S. pseudaureus Rydb. 41
S pterophorus DC. 7
S sdloi (Spreng) DC. 34
S streptanthifolios Greene 41
S triangularis Hook. 41
N-Oxido de Senecionina S crassiflorus (Poir.) DC. 45
S gallicus Vill. 28
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H S jacobaea L. 24

S leptolobus DC. 4

X S sdlloi (Spreng) DC. 4

S gallicus Vill. 28

S grandifolius Less. 29

S laricifoliusH.B.K. 29

S. leptolobus DC. 4

S. quebradensis Grenm. 29

|
Senquirquina
S. pterophorus DC. 7
N
E-Spartioidina

S brasiliensis (Sprengel) Less. 4,10,15

S cisplatinus Cabrera 4

S. leptolobus DC. 4

S malacitanusL. 34

S murorum Remy. 8

S. oxiphyllus DC. 4

S selloi (Spreng) DC. 4

S. patagonicus Phil. 8

S. uspallatensis Hook et Arn. 44

Uspalatina
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Tabela 2: Principais alcaldides pirrolizidinicos do tipo triangularina, presentes em

espécies do géner o Senecio.

Alcaléides Pirrolizidinicos Espécies de Senecio Ref.

CH,OH

S elodes Boiss. ex DC. 34
AngOE

H

N
7-Angelil-eliotridina

S aquaticus Hill. 25
"o OY%
0]

N
9-Angelil-hastanecina
AngO S. chrysocoma Meerb. 46
S. doratophyllus Benth. 47
N
7B—Angelil-1-metilenc
8a-pirralizidina
HO H / S. schweinfurthii O. Hoffm. 48
J\—\ N:/<
7-Hidroxi-1-metilena
pirrolizidina
OH S chrysocoma Meerb. 49
AngO H S racemosus (Bieb.) DC. 50
N
7-Angelil-platinecine
S. chrysocoma Meerb. 49
OANg S. conzatti Greenm. 47
N
9-Angelil-platinecina
S conzatti Greenm. 47
Tigo OH

7-Tiglil-platinecina
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S racemosus (Bieb.) DC. 50
&L oH
AgO OSarr
N
Racemodina
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Embora os acalbides pirrolizidinicos sgjam considerados metabdlitos secundérios
caracteristicos do género Senecio, eles ndo estdo presentes em todas as espécies e também tém
sido relatados em géneros vizinhos™. Além da variabilidade inter-especifica na composicdo
de APs, pode ocorrer variagdo intra-especifica na concentragdo dos mesmos, conforme a
época e o local da coleta, a parte da planta e seu quimiotipo®.

A biossintese dos APs tem inicio nas raizes de Senecio, onde sdo produzidos
primeiramente N-6xidos da senecionina. Estes sdo transportados para 0s 6rgaos superiores da
planta, onde sofrem alteracBes estruturais, originando os diferentes Aps®. Entretanto, somente
tornam-se toxicos quando metabolisados pelo figado a uma forma pirrdlica altamente reativa,
conhecida como dehidroal cal 6ide®.

O efeito hepatotoxico destes alcaldides, devido a atuacdo de seus metabdlitos como
agentes aquilantes, estd bem estabelecido. Primeiramente ocorre uma oxidacdo
(desidrogenagao) no carbono-a. a0 N, catalisada por monooxigenases do citocromo P-450>,
Os derivados pirrélicos assim originados sdo reativos e sofrem conversdo esponténea,
originando agentes eletrofilicos, que reagem com substancias celulares de caréter nucleofilico

através de uma adicdo de Michael. A glutationa reduzida apresenta caréter nucleofilico e,
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devido a esta caracteristica, protege o organismo, uma vez que captura os derivados pirrdlicos
toxicos, sendo esta a principal rota de detoxificacdo utilizada pelo organismo. No entanto,
outros nucleofilicos das células, como é&cidos nucleicos e proteinas vitais, também reagem
com os derivados pirrélicos, formando adutos™. A alteracdo na estrutura de moléculas vitais
leva a dteracdo de sua funcdo, 0 que explica as diversas manifestagbes patoldgicas

ocasionadas pelos APs.

As diferentes espécies animais apresentam suscetibilidades varidveis frente aos APs,
na dependéncia do tipo de metabolismo enzimatico destes no microssoma hepatico. A
producéo do nucleo pirrélico em baixas quantidades e as altas taxas de conjugacdo com a
glutationa parecem ser as razdes para a maior resisténcia de ovelhas e hamsters a toxicidade
destes alcaldides™. A ingestdo cronica de plantas contendo APs, por animais de laboratério,
levou ao desenvolvimento de cancer e, paralelamente, metabdlitos de alguns APs mostraram
atividade mutagénica in vitro®. No entanto, até o momento, ndo foi encontrada nenhuma
correlacdo entre a exposicao de humanos aos APs e 0 desenvolvimento de cancer. A andlise
de vérios relatos da literatura sobre a exposicéo de seres humanos aos APs levou Parkash™ e
colaboradores a conclusdo de que estes compostos Ndo S0 carcinogéni cos aos seres humanos;
entretanto, a exposicdo a estas substéncias pode causar doencgas veno-oclusivas e cirrose

infantil, responsaveis por varios casos de obito.

APOIO FINANCEIRO - CNPg, CAPES



150

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS
1. Cabrera, A. L.; Klein, R. M. Compostas. Em: Flora Ilustrada Catarinense; Reitz, P.
R. Herbario Barbosa Rodrigues: Itgjai, 1975.
2. Matzenbacher, N. |.; Tese de Doutorado, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Brasil, 1998.
3. Habermehl, G. G.; Martz, W.; Tokarnia, C. H.; Dobereiner, J.; Mendez, M. C.; Toxicon
1988, 26, 275-286.
4. Krebs, H. C.; Carl, T.; Habermehl, G. G.; Phytochemistry 1996, 43, 1227-1229.
5.1lha, M. R. S;; Loretti, A. P.; Barros, S. S.; Barros, C. S. L.; Pesqg. Veter. Brasil. 2001,
21, 123-138.
6. Fox, D. W.; Hart, M. C.; Bergeson, P. S,; Jarret, P. B.; Stillman, A. E.; Huxtable, R. J;
J. Pediatr. 1978, 93, 980-982.
7. Liddell, J. R.; Logie, C. G.; Phytochemistry 1993, 34, 1629-1631.
8. Villarroel, L. V.; Torres, R. G.; Urzlia, A.; Modak, B.; Henriquez, J.; Salgado, |.; Rev.
Latinamer. Quim. 1997, 25, 109-116.
9. Garcia, VMN.; Gonzalez, A.; Fuentes, M.; Aviles, M.; Rios, M. Y.; Zepeda, G.; Rojas,
M. G.; J. Ethnopharmacol. 2003, 87, 85-88.
10. Toma, W.; Trigo, J. R.; De Paula, A. C. B.; Brito, ARMS,; J. Ethnopharmacol. 2004,
95, 345-351.
11. Bourdy, G.; Chavez de Michel, L. R.; Roca-Coulthard, A.; J. Ethnopharmacol. 2004,
91, 189-208.
12. Mattocks, A. R.; Driver, H. E.; Barbour, R. H.; Chem. Biol. Interact. 1986, 58, 95-108.
13. Jares, E. A.; Pomilio, A. B.; J. High Resol. Chromat. 1989, 12, 565 — 568.
14. Mattocks, A. R; Academic Press, New Y ork, apud Biochem. Syst. Ecol. 1989, 30, 981-

982.



151

15. Trigo, J. R; Ledl, |. R.; Matzenbacher, N. I.; Lewinsohn, T. M.; Biochem. Syst. Ecol.
2003, 31, 1011-1022.

16. Witte, L.; Erngt, L.; Adam, H.; Hartmann, T.; Phytochemistry 1992, 31, 559-565.

17. Were, O.; Benn, M.; Munavu, R. M.; Phytochemistry 1993, 32, 1595-1602.

18. Bohimann, F.; Ziesche, J.; King, RM.; Robinson, H.; Phytochemistry 1980, 19, 2675-
2679.

19. Zdero, C.; Bohlmann, F.; King, R. M.; Haegi, L.; Phytochemistry 1990, 29, 509-511.
20. Witte, L.; Erngt, L.; Wray, V.; Hartmann, T.; Phytochemistry 1992, 31, 1027-1028.
21. Benn, M.; Were, O.; Phytochemistry 1992, 31, 3295-3296.

22. Susag, L.; Parvez, M.; Mathenge, S.; Benn, M. H.; Phytochemistry 2000, 54, 933-935.
23. Roeder, E.; Wiedenfeld, H.; Kirstgen, R. B.; Phytochemistry 1984, 23, 1761-1763.

24. Macel, M.; Vriding, K.; Klinkhamer, P. G. L.; Phytochemistry 2004, 65, 865-873.

25. Christov, V. S.; Mikhova, B. P.; Evstatieva, L. N.; Fitoterapia 2002, 73, 171-173.

26. Liu, K.; Roder, E.; Phytochemistry 1991, 30, 1303-1305.

27. Roeder, E.; Bouraudl, T.; Kersten, R.; Phytochemistry 1993, 32, 1051-1053.

28. Urones, J. G.; Barcala, P. B.; Marcos, I. S.; Moro, R. F.; Esteban, M. L.; Rodriguez, A.
F.; Phytochemistry 1988, 27, 1507-1510.

29. Bohlmann, F; Zdero, C; Jakupovic, J.; Grenz, M.; Castro, V.; King, R. M.; Robinson,
H.; Vincent, L. P. D.; Phytochemistry 1986, 25, 1151-11509.

30. Wiedenfeld, H.; Roder, E.; Phytochemistry 1979, 18, 1083-1084.

31. Santos-Méello, R; Deimlimg L. |.; Lauer Janior, C. M.; Almeida, A.; Mutat. Res. 2002,
516, 23-28.

32. Ray, A. C.; Williams, J.; Reagor, J.; Phytochemistry 1987, 26, 2431-2433.

33. Vrieling, K.; Derridj, S.; Phytochemistry 2003, 64, 1223-1228.



152

34. Suau, R.; Cabezudo, B.; Rico, R.; Ngera, F.; Lopez-Romero, J. M.; Garcia, A.l,;
Biochem. Syst. Ecol. 2002, 30, 981-984.

35. Martz, W.; Habermehl, G. G.; Planta Med. 1986, 52, 503.

36. Noorwaa, M.; Mohammad, F. V.; Ahmad, V. U.; Sener, B.; Ergun, F.; Deliorman, D.;
Fitoterapia 2000, 71, 618-620.

37. Paiva, J. A.; Barata, L. E. S;; Trigo, J. R.; Biochem. Syst. Ecol. 2004, 32, 1219-1222.
38. Romo de Vivar, A.; Pérez, A.L.; Vidales, P.; Nieto, D. A.; Villasefior, J. L.; Biochem.
Syst. Ecol. 1996, 24, 175-176.

39. Pérez-Castorena, A.L; Arciniegas, A.; Martinez, F.; Villasendr, J. L.; Romo de Vivar,
A.; Biochem. Syst. Ecol. 2000, 28, 279-282.

40. Tettamanzi, M. C; Jares, E. A; Pomilio, A.B.; Fitoterapia 1992, LXIII, 551-552.

41. Bai, Y.; Benn, M.; Mgjak, W.; Planta Med. 1996, 62, 71-72.

42.Guidugli, F. H.; Pestchanker, M. J.; De Sameron, M. S. A.; Giordano, O.S;;
Phytochemistry 1986, 25, 1923-19126.

43. Zdero, C.; Bohlmann, F.; Liddell, J. R.; Phytochemistry 1989, 28, 3532-3534.

44. Pestchanker, M. J.; Ascheri, M. S.; Giordano, O.S.; Phytochemistry 1985, 24, 1622-
1624.

45. Tettamanzi, M. C.; Jares, E. A.; lannone, L. M.; Pomilio, A.B.; Fitoterapia 1994,
LXV, 468.

46. Liddell, J. R.; Logie, C. G.; Phytochemistry 1993, 34, 1198-1199.

47. Pérez-Castorena, A.L.; Arciniegas, A..; Villasendr, J. L.; Romo de Vivar, A,
Biochem. Syst. Ecol. 1999, 27, 835-837.

48. Benn, M. H.; Mathenge, S.; Munavu, R. M.; Were, S. O.; Phytochemistry 1995, 40,
1327-1329.

49. Grue, M. R,; Liddell, J. R.; Phytochemistry 1993, 33, 1517-1519.



153

50. Ahmed, W.; Khan, AQ.; Madlik, A.; Ergun, F.; Sener, B.; Phytochemistry 1993, 32,
224-226.

51. Wiedenfeld, H.; Roeder, E.; Luck, W.; Planta Med. 1996, 62, 483.

52. Cheng, D. L.; Niu, J. K.; Roeder, E.; Phytochemistry 1992, 31, 3671-3672.

53. Bohlmann, F.; Zdero, C.; Jakupovic. J.; Misra, L. M.; Banerjee, S.; Singh, P.; Baruah,
R. N.; Metwally, M. A.; Hirschmann, G. S,; Vincent, L. P. D.; King, R. M.; Robinson, H.;
Phytochemistry 1985, 24, 1249-1261.

54. Huan, J. Y, Miranda, C. L.; Buhler, D. R.; Cheeke, P. R.; Toxicol. Lett. 1998, 99, 127-
137.

55. Parkash, A.S.; Pereira, T. N.; Reilly, P. E. B.; Seawright, A.; Mutat. Res. 1999, 443,
53-67.

56. Chojkier, M.; J. Hepatol. 2003, 39, 437-446.



This document was created with Win2PDF available at http://www.daneprairie.com.
The unregistered version of Win2PDF is for evaluation or non-commercial use only.



http://www.daneprairie.com

