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Resumo

O género Pterocaulon (Asteraceae) é formado por 18 espécies, a maioria de
ocorréncia na América do Sul. Grande parte das espécies deste género tem
aplicagao na medicina popular como digestiva, emenagoga, inseticida e também
como agente contra picadas de serpentes. No Sul do Brasil, algumas espécies
conhecidas como “Quitoco” sdo utilizadas como antinflamatérios e no tratamento de
afeccdes de pele, tanto de humanos quanto de animais. Neste trabalho foram
isolados e identificados cinco diferentes compostos, presentes nos extratos
diclorometano das partes aéreas de P. alopecuroides e P. polystachyum. Os
compostos isolados sdo cumarinas simples e caracteristicamente 6,7-dioxigenadas.
Da espécie P. alopecuroides foram obtidas 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina
(PA1) e 7(2,3-epoxi-3-metil-3-butiloxi)-6-metoxicumarina (PA2) e da espécie P.
polystachyum foram isoladas, além da 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina (PP1a),
iapina (PP1b), preniletina (PP2a) e preniletina-metil-éter (PP2b). Outras espécies
de Pterocaulon nativas do Rio Grande do Sul foram analisadas quanto a presenca
de cumarinas, que podem contribuir para os estudos quimiotaxonémicos do género,
atuando como marcadores taxonémicos. Os extratos brutos metandlicos e fragdes
hexandlica, diclorometano e metandlica de P. alopecuroides, P. balansae e P.
polystachyum foram testados quanto a atividade antimicrobiana e apresentaram um
largo espectro de agdo contra um painel de fungos patogénicos oportunistas
responsaveis pela maioria das infecgdes sistémicas e dermatolégicas, justificando o
uso destas plantas no tratamento de doencas de pele de animais popularmente
diagnosticadas como micoses. Os compostos isolados, também testados frente a
microrganismos patogénicos, ndo demonstraram atividade relevante, o que leva a
crer que os extratos que foram ativos podem conter outros compostos que ainda
nao foram isolados ou ainda que poderiam agir de forma sinérgica com os produtos
isolados. O método de extracao utilizado indica que as cumarinas localizam-se em
grande maioria na superficie de folhas e caules, onde poderiam estar atuando

como fitoalexinas, protegendo a planta especialmente do ataque de fungos.

Palavras-chave: 1. Pterocaulon; 2. Asteraceae; 3. Cumarinas 4. Atividade antifungica; 5.

Quitoco.
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Abstract

Chemical analysis of Pterocaulon species and determination of antifungal
activity

The genera Pterocaulon is composed by 18 species, most of them growing in
South America. Several species of this genera are used in the traditional medicine
as digestive, emenagoge, insecticide and, as agent against snake bites. In South
Brazil, some species popularly known as “Quitoco” are used as anti-inflammatory
agents and in the treatment of skin diseases, both in humans and animals. In this
work, five different compounds were isolated from the dichloromethane extract of
the aerial parts of P. alopecuroides and P. polystachyum. The compounds are
simple coumarins all of them 6,7-dioxygenated. From P. alopecuroides 5-methoxy-
6,7-methylenedioxycoumarin  (PA1) and 7(2,3-epoxy-3-methyl-3-butiloxy)-6-
methoxycoumarin (PA2) were obtained. P. polystachyum yielded 5-methoxy-6,7-
methylenedioxycoumarin (PP1a), ayapin (PP1b), prenyletin (PP2a) and prenyletin-
methyl-ether (PP2b). Other species from the genera were analysed for the presence
of coumarins, compounds that could be used in chemotaxonomic studies acting as
taxonomic markers. Crude methanolic extracts, and the fractions hexane,
dichloromethane and methanol of P. alopecuroides, P. balansae and P.
polystachyum were assayed for the antifungal activity and showed a broad
spectrum of activity against a panel of opportunistic pathogenic fungi responsible
for the most common fungal systemic and dermal infections, justifying the use of
these plants in the treatment of skin diseases popularly diagnosed as mycoses. The
isolated compounds were also tested but they did not shown relevant activity. This
fact could indicate that the active extracts contain other compounds not yet isolated
and/or the activity is due to a synergism. The extraction method employed indicates
that the coumarins are deposited in the surface of the leaves and steams of the
plants, were they probably have the function of phytoalexin, protecting the plants

specially against fungus.

Keywords: 1. Pterocaulon ; 2. Asteraceae; 3. Coumarins; 4. Antifungal Activity; 5. Quitoco
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1. INTRODUCAO
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A utilizagdo de vegetais como fonte de medicamentos é tdo antiga quanto a
civilizacdo humana. As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgagao das propriedades
terapéuticas dos vegetais, mantendo em voga a pratica do consumo de
fitoterapicos e tornando validas informacgdes que foram sendo acumuladas durante
séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo areas multidiciplinares, como botanica,
farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem o0s conhecimentos sobre a
inesgotavel fonte medicinal: a flora mundial (DE PASQUALE, 1984; PHILLIPSON,
2001; MACIEL et al., 2002; PINTO et al., 2002).

Estima-se que exista entre 250.000 a 500.000 espécies de plantas em todo o
mundo, mas somente uma pequena parcela tem sido investigada fitoquimicamente,
e tampouco suas propriedades farmacolégicas foram avaliadas. Nos ultimos anos,
quase metade das apresentacdes farmacéuticas dispensadas nos Estados Unidos
sdo fitoterapicos. Esse mercado mundial movimenta cerca de US$ 22 bilhdes de
ddlares por ano e vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos paises
desenvolvidos. Em 2000, o setor faturou US$ 6,6 bilhdes nos EUA e US$ 8,5
bilhdes na Europa, sendo a Alemanha o maior mercado mundial destes produtos.
Ainda que o Brasil exporte cerca de US$ 7 milhdes em extratos vegetais de varias
plantas, importa uma quantidade consideravel de horménios esterdides e produtos
cosmeéticos de fonte natural, verdadeiro contra-senso para uma nagao que possuli
uma das maiores populagdes vegetais do planeta (COWAN, 1999; PINTO et al.,
2002).

Desde o descobrimento dos antibidticos na década de 50, o emprego de
derivados de plantas, como antimicrobianos, tem caido em desuso, porém, cresce
a necessidade da populagdo mundial por novos e eficazes tratamentos. Com o
emprego da quimioterapéutica moderna, a partir da década de 60 houve o
surgimento de microrganismos resistentes aos medicamentos utilizados e, a partir

dos anos 80, com o advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA),
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uma gama de fungos patogénicos oportunistas tem potencializado seu
aparecimento no cenario médico (COWAN, 1999; SARDARI et al., 1999).

Os fungos sd&o microrganismos responsaveis por diversas manifestagoes
clinicas como alergias, reagdes toxicas e infecgdbes em animais e humanos. Nos
ultimos anos, tem sido relatado um consideravel aumento na incidéncia de
diferentes micoses e doengas imunossupressoras, devido ao uso de quimioterapia
agressiva para o tratamento de cancer e largo emprego de antibiéticos de amplo
espectro. As drogas antifungicas atualmente utilizadas, como polienos e azdéis,
sofrem algumas limitagdes que dificultam suas aplicagbes terapéuticas, como
toxicidade, resisténcia e interacbes medicamentosas, o que torna necessario a
busca por novos agentes antifungicos seguros e eficazes (GHAHFAROKHI et al.,
2004).

Em virtude das estruturas quimicas dos produtos naturais serem
diferenciadas, quando comparadas aos antimicrobianos derivados de sintese ou de
processos fermentativos, estes compostos obtidos de vegetais podem atuar por
mecanismos alternativos, minimizando os problemas decorrentes da resisténcia

desenvolvida por alguns microrganismos (COWAN, 1999).

O género Pterocaulon, familia Asteraceae, possui 18 espécies amplamente
distribuidas no noroeste da Argentina, Uruguai, sul do Brasil e Paraguai e diferentes
areas da Australia. No Brasil s&do encontradas 11 espécies das quais 10 ocorrem no
Rio Grande do Sul. Diversas espécies sdo empregadas popularmente na forma de
infusbes e decoctos, tanto para uso interno como externo, com propriedades
estomaquicas, anti-sépticas, inseticidas, entre outras. Até o presente mais da
metade das espécies deste género foi investigada quanto a constituicdo quimica
(MARTINO et al., 1979; CRONQUIST, 1981; DEBENEDETTI et al., 1987;
MAGALHAES et al., 1989; DEBENEDETTI et al., 1991; DEBENEDETTI et al., 1992;
DEBENEDETTI et al., 1994"; DEBENEDETTI et al., 1994%; DEBENEDETTI et al.,
1997; DEBENEDETTI et al.,, 1998; DEBENEDETTI et al., 1999; MACLEOD e
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RASMUSSEN, 1999; PALACIOS et al, 1999; VERA et al, 2001;
KANLAYAVATTANAKUL et al., 2003).

Um levantamento realizado por AVANCINI (2002) no Rio Grande do Sul,
através de entrevista informal com base em dados etnoveterinarios, indicou que
plantas conhecidas como “Quitoco” (Pterocaulon ssp.) eram utilizadas para o
tratamento de doengas de pele em animais, popularmente diagnosticadas como
sendo micoses. Entretanto, ndo ha relatos na literatura sobre investigacdes
farmacoldgicas das espécies de Pterocaulon quanto a propriedade antifungica.
Além disso, ndo se sabe exatamente quais espécies sao utilizadas popularmente,
embora um dos informantes tenha fornecido uma amostra, identificada como

Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC.

Com base nestes dados, torna-se interessante a pesquisa das espécies de
Pterocaulon encontradas no Rio Grande do Sul, principalmente P. alopecuroides, P.
polystachyum DC. e P. balansae Chodat., estas ultimas de facil obtengéao e também
conhecidas como “Quitoco”, visando estabelecer parametros fitoquimicos que
possibilitem a diferenciacdo quimica entre as espécies, bem como realizar estudos
quanto a atividade antifungica dos extratos brutos e fragdes das diferentes

especies.
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2. OBJETIVOS
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Considerando os dados anteriormente apresentados, os objetivos desse

trabalho sao:

Isolar e identificar os compostos majoritarios presentes nas espécies
Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC., P. polystachyum DC. e P. balansae
Chodat.;

Verificar a ocorréncia de cumarinas em outras espécies de Pterocaulon

nativas do Rio Grande do Sul;

Determinar a atividade antifungica de extratos, fracdes e substancias
isoladas de Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC., P. polystachyum DC. e P.
balansae Chodat.
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A revisao bibliografica apresentada a seguir foi realizada nas seguintes
bases de dados: MEDLINE/PUBMED (1966-2004), WEB OF SCIENCE-
FAPESP/CAPES/Institute for Scientific Information (I1SI) (1945-2004), SCIENCE
DIRECT (1967-2004), THIEME-CONNECT, FREE MEDICAL JOURNALS, SCIRUS
(1973-2004) e MISSOURI BOTANICAL GARDEN (www.mobot.org). Utilizaram-se

as seguintes palavras chaves: Asteraceae, Plucheeae, Pterocaulon, coumarins,

antifungal e phytoalexins. Muitos dos artigos encontrados serviram como fonte para

buscas posteriores através de suas referéncias.

3.1 ASPECTOS BOTANICOS

3.1.1 Taxonomia

A familia Compositae ou Asteraceae compreende cerca de 1.100 géneros,
com aproximadamente 23.000 espécies distribuidas em trés subfamilias:
Barnadesioideae, Cichorioideae e Asteroideae, com 92, 6.700 e 16.200 espécies,
respectivamente (Tabela 1). Estas espécies sao de ampla distribuicdo e bem
representadas em regides tropicais, subtropicais e temperadas (BARROSO, 1991;
JOLY, 1991).

Segundo BREMER (1994), a subfamilia Asteroideae, a qual pertence o
género em estudo, € a mais numerosa e as espécies estao distribuidas em 10

tribos, 57 subtribos e 1.135 géneros.

O género Pterocaulon havia sido classificado anteriormente como
pertencente a Tribo Inuleae, composta por 200 géneros e 2000 espécies. Com as
divergéncias entre alguns autores, a tribo sofreu algumas mudangas. ANDERBERG

(1994), baseado em sua analise cladistica demonstrou que a tribo era parafilética e
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propés uma nova classificagdo, na qual a maioria dos géneros estava acomodada
em trés tribos: Inuleae (38 géneros), Gnaphalieae (181 géneros) e Plucheeae (28

géneros).

Tabela 1: Distribuicdo das espécies de Asteraceae

Familia Subfamilia Tribo Subtribo Género Espécie
Asteraceae 82 1.535 23.000

Barnadesioideae - 9 92
Barnadesieae |- 9 92

Cichorioideae 25 391 6.700
Mutisieae 2 76 970
Cardueae 4 83 2.500
Lactuceae 11 98 1.550
Vernonieae 6 98 1.300
Liabeae - 14 160
Arctoteae 2 16 200

Asteroideae 57 1.135 16.200
Inuleae - 38 480
Plucheeae 5 28 220
Gnaphalieae - 181 2.000
Calenduleae - 8 110
Astereae 3 174 2.800
Anthemideae 12 109 1.740
Senecioneae 3 120 3.200
Helenieae 8 110 830
Heliantheae 10 189 2.500
Eupatorieae 16 170 2.400

Fonte: BREMER, 1994.
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Segundo ANDERBERG (1991) o taxon Plucheeae ¢é formado por 5
subgrupos moncofiléticos: os grupos Cylindrocline, Coleocoma, Pterocaulon,
Laggera e Pluchea. O grupo Pterocaulon, diagnosticado através de seus caules
alados, € compreendido em trés géneros: Pterocaulon (incluindo Monenteles),
Neojeffreya e Stenachaenium. Pterocaulon e Stenachaenium sdo encontrados no
norte e sul da América. Outro grupo de Pterocaulon, a se¢do Monenteles, é
encontrada na Austrdlia e leste tropical da Asia, e Noejeffreya ocorre em

Madagascar.

A distribuigao biogeografica do grupo Pterocaulon é de grande importancia, e
de acordo com ANDERBERG (1991) a analise cladistica das espécies de
Pterocaulon contribuiria de maneira significativa para os estudos sobre vicariancia

biogeografica.

3.1.2 Morfologia

3.1.2.1 Género Pterocaulon

As espécies apresentam involucro comprimido, formado por poucas séries
de bracteas linear-lanceoladas, sendo as exteriores gradualmente menores,
caducas com as flores. Receptaculo pequeno, hirsuto ou glabro. Flores dimorfas: as
marginais pluriseriadas, femininas, com corolas filiformes truncadas ou com 2-3
dentes no apice; as centrais sdo poucas, hermafroditas ou masculinas por
esterilidade do gineceu, com corola tubulosa estreita, pentadenteada no limbo.
Folhas alternadas, inteiras ou denteadas, decurrentes resultando em caule alado.
Capitulos pequenos, sésseis, dispostos em glomérulos terminais ou em espigas
mais ou menos densas (CABRERA , 1974).
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3.1.2.1.1 Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC.

Essa espécie € descrita como uma erva perene de 40 a 80 cm de altura, com
xilopddio esférico ou alargado, caule ereto, ramificado na parte superior, com caule
alado até a inflorescéncia. E uma herbacea sem canais de resina. Folhas sésseis e
decurrentes, obovado-lanceoladas ou elipticas, agudas dentadas ou serradas,
quase glabras, de 50-70 mm de comprimento e 20-30 mm de largura. Capitulo
terminal disposto em espigas elipsdides muito compactas, frequentemente
interrompidas na base. Invélucro de aproximadamente 5 mm de altura; bracteas
involucrais externas oblongo-lanceoladas formando um glomérulo denso ou espiga.
Flores femininas numerosas, masculinas uma ou duas, estilete bifido ramificado e
cuticula ndo muito longa. Aquénios pilosos e glandulosos. Papus esbranquicado
(Figura 1) (CABRERA, 1974).



Analise quimica de espécies de Pterocaulon (Asteraceae) e determinagao da atividade antifungica
Dissertacédo de Mestrado de Ana Cristina Stein

17



18 Analise quimica de espécies de Pterocaulon (Asteraceae) e determinagao da atividade antifungica
Dissertacédo de Mestrado de Ana Cristina Stein

3.1.2.1.2 Pterocaulon polystachyum DC.

Erva perene de 50-100 cm de altura, com caule ereto, ramosos na parte
superior, alado, densamente folhoso até a inflorescéncia, densamente glanduloso-
pubescente. Folhas sésseis e decurrentes, obovado-lanceoladas ou obovado-
oblongas, agudas, de 50-80 mm de comprimento x 20-35 mm de largura. Capitulos
muito numerosos, dispostos em amplo ramo de espigas. Involucro comprimido de 4
mm de altura x 2 mm de didmetro; bracteas involucrais lanceoladas, as exteriores
um pouco glandulosas, as interiores caudado-acuminadas. Flores femininas
numerosas. Flores hermafroditas 3-6. Aquénios de 1,2- 1-3 mm de comprimento,
glandulosos. Papus branco (Figura 2) (CABRERA , 1974).

3.1.2.1.3 Pterocaulon balansae Chodat

Erva perene de 1-1,5 m de altura, com caule ereto, ramoso, alado,
densamente tomentoso, folhoso até a inflorescéncia. Folhas sésseis e decurrentes,
eliptico-lanceoladas, agudas, de 80-120 mm de comprimento x 15-40 mm de
largura. Capitulos numerosos, dispostos em forma de espiga. Invélucro comprimido
de 5 mm de altura por 3-4 mm de didmetro; bracteas involucrais exteriores
lanceoladas, lanosas; as interiores glabras. Flores femininas numerosas,
hermafroditas de 3-5. Aquénios glandulosos-pubescentes. Papus branco (Figura 3)
(CABRERA, 1974).
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3.2 ASPECTOS ETNOFARMACOLOGICOS

Muitas espécies do género Pterocaulon possuem relatos de serem

amplamente utilizadas na medicina popular.

Na medicina tradicional da Argentina, o uso de plantas na forma de infusdo e
decoccado € uma pratica comum entre as comunidades rurais e tem aumentado
significativamente na populagdo urbana. Partes aéreas das espécies P. virgatum
(Lam.) DC. e P. purpurascens Malme, amplamente distribuidas no norte Argentino,
sdo utilizadas por suas propriedades digestivas, inseticidas, e também como
agentes contra picadas de serpentes (MARTINO et al., 1979; DEBENEDETTI et al.,
1992; DEBENEDETTI et al, 1994%; DEBENEDETTI et al, 1998; DEBENEDETTI et
al, 1999; MONGELLI et al., 2000).

P. redolens (Forst. F) F. Vill, planta indigena encontrada na regidao central da
Tailandia, também tem uso popular como inseticida e agente contra picadas de
serpentes (KANLAYAVATTANAKUL et al., 2003).

A espécie P. polystachyum, encontrada no sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e
norte da Argentina possui relatos de usos na forma de infusdes ou decocgdes como
repelente de pulgas e moscas (PALACIOS et al., 1999; CICCIA et al., 2000; VERA
et al., 2001).

As espécies P. sphacelatum (Labill.) Benth. e P. serrulatum (Montr.)
Guillaumin tém sido usadas na medicina tradicional pelo povo nativo de diferentes
partes da Australia. Sao indicadas no tratamento de infeccbes respiratorias,
resfriados comuns, febres, dores de cabecga e doencgas de pele. P. sphacelatum, é
utilizado na terapia de infecgbes respiratérias na forma de inalagdo ou vapor.
FreqlUentemente, as folhas verdes frescas amassadas ou moidas, sao inseridas na

cavidade nasal, sendo também empregada a inalagéao de folhas secas. As folhas e
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os brotos de P. serrulatum sdo usados na forma de decocto para lavagens
antissépticas de feridas e cortes, tratamento de eczemas e ulceracdes (SEMPLE et
al., 1998; SEMPLE et al., 1999; MACLEOD e RASMUSSEN, 1999; FLOWER,
2000).

3.3 ASPECTOS BIOLOGICOS E FARMACOLOGICOS

3.3.1 Atividade antimicrobiana

A triagem de extratos de plantas e produtos naturais para atividade
antimicrobiana tem demonstrado que plantas superiores representam uma fonte
potencial de novos agentes antinfeciosos. A terapia tradicional de antibacterianos
esta se encaminhando para uma crise devido ao rapido desenvolvimento da
resisténcia aos agentes existentes, o que aumenta consideravelmente a procura
por novas e eficazes substancias com atividade antimicrobiana (SCHER et al.,
2004).

Através de fracionamento do extrato heptandlico das partes aéreas de P.
serrulatum, MACLEOD e RASMUSSEN (1999) demonstraram que a fragao éter-
dietilica apresentou atividade contra os microrganismos Bacillus subtilis e
Escherichia coli. Deste extrato foi isolado o sesquiterpeno 14-hidroxi-B-cariofileno,

considerado a substancia ativa dessa fragao.

O estudo das propriedades antimicrobianas da espécie P. balansae foi
realizado utilizando-se o extrato hidroalcodlico das partes aéreas desta planta,
porém nao apresentou atividade frente as cepas testadas Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosas e Staphylococcus aureus (HEEMANN et al., 2002).

KANLAYAVATTANAKUL e colaboradores (2003) avaliaram o extrato
etandlico das partes aéreas de P. redolens quanto a atividade antituberculose,

dentre outras. Os produtos isolados foram testados contra o Mycobacterium
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tuberculosis, onde seis cumarinas e um flavondéide demonstraram ser ativos frente

ao microrganismo.

3.3.2 Atividade antiviral

Em 1998, SEMPLE e colaboradores determinaram a atividade antiviral dos
extratos de 40 diferentes espécies de plantas utilizadas na medicina tradicional da
Australia, dentre as quais, P. sphacelatum, que foi testado contra trés tipos de
virus: citomegalovirus humano, Ross River virus (RRV) e polivirus. Este vegetal é
utilizado na Australia para resfriados, congestédo nasal, infec¢des respiratérias e de
pele, e infecgdes ou inflamagdes de olhos. O extrato etandlico das partes aéreas de
P. sphacelatum inibiu mais de 75% a produg¢ao do polivirus que ocorreu em uma

concentragcao de 52 ug/mL, considerada nao-citotdxica.

Em 1999, SEMPLE e colaboradores realizaram um fracionamento bioguiado
do extrato etandlico de P. sphacelatum, o que resultou no isolamento do flavondide
crisosplenol C responsavel pela atividade antiviral. Este composto demonstrou ser
ativo contra um tipo de polivirus utilizado no estudo, em concentracdo de 0,27
ug/mL, sendo 3,91 ug/mL a concentracdo maxima nao-citotdxica. Crisosplenol C
pertence a uma classe de compostos conhecida como 4’-hidroxi-3-metoxiflavonas,
considerados potentes e especificos inibidores da replicagcao picornaviral, incluindo

a replicagao do rinovirus, o mais freqiente causador de resfriados.

3.3.3 Atividades citotoxica e antiproliferativa

Plantas tém demonstrado ser uma fonte viavel de compostos clinicamente
relevantes para tratamento de doengas como o cancer. Porém, em muitos sistemas
etnomédicos, os relatos de usos de plantas especificamente para um tipo de tumor

sao raramente encontrados, principalmente porque o cancer € uma doenga que
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envolve um complexo quadro de sintomas (SOUZA BRITO e SOUZA BRITO,
1993).

MONGELLI e colaboradores (2000) detectaram a atividade citotoxica de
algumas plantas utilizadas na medicina tradicional da Argentina com relatos
etnobotanicos de uso para tratamento de céncer, entre elas, P. polystachyum.
Através de um screening bioldgico, os resultados obtidos demonstraram que o
extrato diclorometano das partes aéreas de P. polystachyum apresentou inibi¢ao do
crescimento frente a células tumorais utilizadas no estudo, indicando a presencga de

compostos que interagem com DNA.

Muitos agentes utilizados correntemente na terapia do cancer dispdem de
significante toxicidade e nao sao especificos. Alternativas em potencial para o
tratamento dessa doenca incluem agentes que induzem a diferenciagéo celular. Isto
esta baseado na hipbétese de que muitas células neoplasicas exibem defeitos
reversiveis no curso de sua diferenciagdo, as quais, com tratamento apropriado,
resultam em um tumor reprogramado e concomitante diminuicdo da capacidade
proliferativa e indugdo de diferenciagao terminal ou apoptose (LESZCZYNIECKA et
al., 2001).

A atividade citotdéxica dos constituintes quimicos das partes aéreas de P.
redolens foi determinada utilizando as linhagens de células de cancer de mama e
de pulméo utilizando a técnica de SRB (Sulforodamina B), onde o flavondide
isolado apresentou atividade citotoxica moderada, com 1Csy 5,52 e 9,25 pg/mL,
respectivamente (KANLAYAVATTANAKUL et al., 2003).

RIVEIRO e colaboradores (2004) testaram o efeito de uma série de extratos
de P. polystachyum e duas cumarinas 5,6,7-trioxigenadas isoladas da mesma
planta, quanto a proliferagcdo e diferenciagdo de uma linhagem de células
leucémicas humanas. O extrato éter de petrdleo foi o Unico que reduziu
significativamente a proliferacdo celular e induziu a diferenciacdo das mesmas. O

tratamento com as substancias 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina e 5-(3-metil-2-
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buteniloxi)-6,7-metilenodioxicumarina, presentes como produtos majoritarios no
extrato éter de petréleo, mostrou uma inibigdo na proliferacdo celular, dependente
de tempo e concentracdo, bem como alteragdes das propriedades de diferenciacao
celular. Os autores concluem que a caracterizagdo destes mecanismos pode
permitir a identificagdo dos marcadores moleculares chave deste grupo de
compostos, facilitando o desenvolvimento de novas ferramentas farmacoldgicas de

potencial terapéutico para a leucemia.

3.3.4 Atividade inseticida

O uso de extratos de plantas no controle de insetos € de grande interesse
para 0 homem, e representa um método alternativo para minimizar os efeitos
nocivos de alguns agrotoxicos em outras espécies de insetos e a0 meio ambiente
(FATOPE et al., 1993).

Aedes aegypti e Aedes albopictus s&do mosquitos vetores de arbovirus
responsaveis pela febre amarela e dengue hemorragica, endémicas no sudeste
Asiatico, ilhas do Pacifico, Africa e Américas, sendo que no Brasil infestam milhares
de municipios. Estudos realizados por CICCIA et al. (2000), na Argentina, relatam a
acao do extrato diclorometano de P. polystachyum como inseticida, apresentando
atividade contra a larva do mosquito Aedes aegypti, justificando o uso popular desta
planta como inseticida (DEBENEDETTI et al., 1994% PALACIOS et al., 1999;
MONGELLI et al., 2000).

3.3.5 Qutras atividades investigadas

MENDES e colaboradores (1999) utilizaram mais de 60 espécies da familia
Asteraceae para testar a atividade moluscicida. O extrato bruto etandlico de

Pterocaulon alopecuroides n&o apresentou atividade contra moluscos do género
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Biomphalaria, hospedeiros intermediarios do Schistosoma mansoni, causador da

esquistossomose.

O extrato etandlico das partes aéreas de P. redolens foi submetido a testes
bioldégicos para as atividades antimalarica, antifungica, antivirus herpes simples,
antituberculose e citotoxicidade em linhagens de células cancerigenas. Os
resultados positivos foram obtidos apenas para os dois Ultimos testes
(KANLAYAVATTANAKUL et al., 2003).

3.4 COMPOSICAO QUIMICA DE ESPECIES DE PTEROCAULON

Dentre os compostos encontrados nas espécies do género Pterocaulon, ha
relatos de isolamento de monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, poliacetilenos
(VILEGAS et al., 1995), acido caféico, acido clorogénico, acido isoclorogénico e
acido 3,4-dicafeoilquinico (DEBENEDETTI et al., 1999).

maioria dos trabalhos se refere ao isolamento de cumarinas.

Entretanto, a ampla
A tabela a seguir
(tabela 2) apresenta as estruturas das cumarinas que ja foram encontradas para as

espécies deste género.

Tabela 2. Estruturas das cumarinas citadas para o género Pterocaulon.

Substancias Estruturas Fontes Referéncias
Escoparona MeO P. sphacelatum |Johns et al., 1968
X
MeO (0] (o]
7-(2,3-diidroxi-3- P. alopecuroides | Vilegas et al., 1995
metilbutiloxi)-6-
metoxicumarina
MeO P. balansae Magalh&es et al.,
OH m 1981
¢} 0 o]
HO
P. lanatum Magalhaes et al.,
KUNTZE 1981




Analise quimica de espécies de Pterocaulon (Asteraceae) e determinagao da atividade antifungica

Dissertacédo de Mestrado de Ana Cristina Stein

27

7-(2,3-diidroxi-3-
metilbutiloxi)-5-hidroxi-6-
metoxicumarina

. alopecuroides

Vilegas et al., 1995

5-(3-metil-2-buteniloxi)-
6,7-

. polystachyum

Palacios et al.,
1999

metilenodioxicumarina Z Riveiro et al., 2004
0
CICT
o o o)
. virgatum Debenedetti et al.,
1994°
5-metoxi-6,7- . polystachyum | Palacios et al.,
metilenodioxicumarina 1999
Vera et al., 2001
Riveiro et al., 2004
oM . virgatum Debenedetti et al.,
© 1994
( D
O o) o)
. serrulatum Macleod e
Rasmussen, 1999
. redolens Kanlayavattanakul
et al., 2003
lapina . polystachyum | Palacios et al.,
O X 1999
< Vera et al., 2001
O 0 o)
. virgatum Debenedetti et al.,
1998
. serrulatum Macleod e
Rasmussen, 1999
. redolens Kanlayavattanakul
et al., 2003
7-(3-metil-2-buteniloxi)-6- MeO . polystachyum | Palacios et al.,
metoxicumarina X 1999
(preniletina-metil-éter) Vera et al., 2001
0 (o] 0

. virgatum

Debenedetti et al.,
1998
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Preniletina HO . polystachyum | Palacios et al.,
x
1999
Vera et al., 2001
/(\O o o
Virgatenol . polystachyum | Palacios et al.,
1999

)1\(\0 0 0
OH

Vera et al., 2001

. virgatum

Debenedetti et al.,
1998
Demyttenaere et

al., 2004
Escopoletina MeO. . polystachyum | Palacios et al.,
X 1999
HO o] o]
. virgatum Debenedetti et al.,
1998
Demyttenaere et
al., 2004
5-metoxiescopoletina OMe . redolens Kanlayavattanakul
et al., 2003
MeO x
HO o] o]
Esculetina HO. . polystachyum | Palacios et al.,
X 1999
HO (o] o]

Isoescopoletina

. polystachyum

Vera et al., 2001

Obtusinina

. polystachyum

Vera et al., 2001
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5-(3,3-dimetilaliloxi)-6,7-
metilenodioxicumarina

P. polystachyum

Vera et al., 2001

=
o}
CIL I
o o o}
5-(2',3'-diidroxi-3- oH P. virgatum Debenedetti et al.,
metilbutanoxi)-6,7- HO 1997
metilenodioxicumarina
o)
(I
0 o) o
P. polystachyum | Vera et al., 2001

L)

. redolens

Kanlayavattanakul
et al., 2003

Metil eter haplopinol

T

. polystachyum

Vera et al., 2001

6-(1,1-dimetil-2-propenil)-
7-hidroxicumarina

0

. polystachyum

Vera et al., 2001

Desmetilniexoutina

)

. polystachyum

Vera et al., 2001

Isovirgatenol

L)

. polystachyum

Vera et al., 2001
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3’-desoxiobtusinina

)\(\o 0 o
OH

P. polystachyum

Vera et al., 2001

6-metoxi-7-(2'- MeO P. polystachyum | Vera et al., 2001
hidroxietoxi)-cumarina X
HO
\/\O o o
5-(2’-hidroxietoxi)-6,7- OH P. polystachyum | Vera et al., 2001
metilenodioxicumarina [
0
I
o o o)
5-hidroxi-6,7- P. polystachyum | Vera et al., 2001
metilenodioxi-8-(3,3- OH
dimetilalil) cumarina o N
0 o) o
7-(2,3-epoxi-3-metil-3- P. virgatum Bohlmann et al.,
butiloxi)-6- 1981
metoxicumarina Demyttenaere et
al., 2004
MeO N
%/\o o~ g
0)
P. balansae Magalhaes et al.,

1981
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Virgatol P. virgatum Debenedetti et al.,
1998
MeO AN Demyttenaere et
al., 2004
0 0 o}
HO
MeO
7-(2,3-diidroxi-3- MeO. P. virgatum Debenedetti et al.,
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Observa-se que as cumarinas encontradas nas espécies deste género sao
classificadas como cumarinas simples, a maioria 6-7 dioxigenadas, e muitas destas
relatadas como novos produtos naturais. Pterocaulon € o unico género pertencente
a tribo Plucheeae que apresenta cumarinas em sua composi¢ao. Ja foram isoladas

cumarinas de 9 espécies, totalizando 40 diferentes compostos.

VERA e colaboradores (2001) descreveram que as partes aéreas de
Pterocaulon polystachyum, coletadas na Provincia de Chaco, Argentina,
forneceram 17 cumarinas, sendo que duas delas sao citadas como novos produtos
naturais: 6-(1,1-dimetil-2-propenil)-7-hidroxicumarina e desmetilniesoutina. Os
autores ainda relataram o isolamento de cinco novas cumarinas para a espécie P.
polystachyum: isovirgatenol, 3-desoxiobtusinina, 6-metoxi-7-(2-hidroxietoxi)-
cumarina, 5-(2-hidroxietoxi)-6,7-metilenodioxicumarina e uma substancia, para a
qual foi proposta a estrutura da 5-hidroxi-6,7-metileno-dioxi-8-(3,3-dimetilalil)-

cumarina.

A partir do extrato aquoso-metandlico das partes aéreas de Pterocaulon
virgatum, ha relatos de isolamento do acido 3,4-dicafeoilquinico (MARTINO et al.,
1979) e do extrato éter de petroleo, duas cumarinas ja conhecidas foram isoladas
(DEBENEDETTI et al., 1994®). DEBENEDETTI e colaboradores (1998), relataram
duas novas cumarinas denominadas virgatenol e virgatol dos extratos éter de
petroleo e cloroférmio de P. virgatum, bem como outras quatro cumarinas
conhecidas. Isopurpurasol, uma nova cumarina 5,6,7-trioxigenada foi encontrada no
extrato cloroférmico desta espécie, sendo este produto um novo isbmero de
purpurasol, isolado de P. purpurascens (DEBENEDETTI et al., 1999).

Para a espécie Pterocaulon purpurascens, ha relatos do isolamento de seis
flavondides do extrato diclorometano os quais foram identificados como quercetina,
isoramnetina e derivados de quercetagetinas: quercetagetina-3,7,4’-trimetil éter,
quercetagetina-3,7-dimetil éter, quercetagetina-3,3’-dimetil éter e quercetagetina-
3,7-dimetil éter (DEBENEDETTI et al.,, 1987). Ainda para a espécie P.
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purpurascens, acido cafeoilquinico (DEBENEDETTI et al., 1987), duas novas
cumarinas tetraoxigenadas denominadas purpurenol (DEBENEDETTI et al., 1991)
e purpurasol (DEBENEDETTI et al., 1992) e uma nova cumarina tetraoxigenada
denominada purpurasolol (DEBENEDETTI et al., 1996). BOEYKENS e col. (1994),
relatam que a determinagao da estrutura do purpurasol foi baseada na similaridade
dos dados espectroscopicos da substadncia purpurenol, estabelecida
inequivocadamente por analise de difragdo de raios-X. Através de analise de dados
espectroscopicos e espectrométricos, os autores determinaram que obtusivol,
cumarina isolada de Haplophyllum obtusifolium é um composto idéntico ao

purpurasol.

VILEGAS e colaboradores (1995) isolaram das partes aéreas de P.
alopecuroides, duas cumarinas oxipreniladas, e um flavononol 3,5,3,4’-tetra-
hidroxi-7-(2,3-em-3-metilbutiloxi)-2,3-diidroflavonol. Neste trabalho, os autores
isolaram e identificaram também monoterpenos, sesquiterpenos e poliacetilenos, ja
relatados para outras espécies: P. sphacelatum, P. balansae, P. lanatum, P.

virgatum e P. rugosum (Vahl) Malme.

SEMPLE e colaboradores (1999) isolaram e identificaram, juntamente com a
cumarina 6,7,8-trimetoxicumarina que nunca havia sido relatada para a espécie, 0
flavondide crisosplenol C (3, 7, 3’ trimetoxi, 5, 6, 4’ trildroxiflavona), pertencente ao
grupo das 4’-hidroxi-3-metoxiflavonas, obtido do fracionamento do extrato etandlico
de P. sphacelatum. Os compostos pertencentes a este grupo apresentam atividade
inibitéria potente e especifica sobre a replicacdo do polivirus, e também do
rinovirus, sendo o ultimo o mais frequente causador dos resfriados comuns. Os
autores também detectaram a presenga da cumarina 6,7-dimetoxicumarina, e

quantidades majoritarias de limoneno e cariofileno no éleo volatil da espécie.

MACLEOD e RASMUSSEN (1999) realizaram um estudo com Pterocaulon
serrulatum, uma espécie utilizada na medicina tradicional da Australia. Os

compostos isolados e identificados desta espécie foram: um novo derivado de -
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cariofileno, o 4,5-epoxi-1,3-hidroxi-B-cariofileno, o 14-hidroxi-p-cariofileno, e a 5,7-

diidroxiflavanona, isolados da mesma fonte.

Os extratos obtidos com éter dietilico e éter de petrdleo das partes aéreas de
P. balansae e P. lanatum, forneceram além de outras cumarinas conhecidas, quatro
novas cumarinas: 7-(3-metil-2-buteniloxi)-5,6-metilenodioxicumarina, 7-(2,3-diidroxi-
3-metilbutiloxi)-5,6-metilenodioxicumarina, 2’,3’-epoxipuberulina e 2'.3-
diidroxipuberulina (MAGALHAES et al., 1981).

Estudo feito com os constituintes quimicos de P. redolens resultou no
isolamento de dez compostos, entre estes sete cumarinas e trés flavonodides. Foi o
primeiro relato do isolamento como produto natural da cumarina denominada 2’,3’-
diidroxipuberulina, somente obtida anteriormente através de sintese
(KANLAYAVATTANAKUL et al., 2003).

3.5 ASPECTOS QUIMIOTAXONOMICOS

A presenca de certos compostos em determinados grupos de plantas € de
grande importancia nos estudos sobre evolugdo. A existéncia de metabdlitos
secundarios indica que as espécies que o0s sintetizam possuem uma rota
biossintética especifica € um gene ou um conjunto de genes especificos
controlando essa rota. Assim, a existéncia de um padrdao comum no metabolismo
secundario pode prover evidéncias mais corretas de parentesco do que certas
similaridades morfolégicas (VON POSER e MENTZ, 2003).

FRITZ e colaboradores (2003) realizaram recente estudo sobre a ocorréncia
das cumarinas em Asteraceae. Para as espécies pertencentes a esta familia, foram
encontrados relatos da ocorréncia de aproximadamente 150 produtos desta classe
de substancias, com predominio de cumarinas simples. Pterocaulon, pertencente a
tribo Plucheeae, foi o unico género desta tribo que apresentou este tipo de

compostos.
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3.6 CUMARINAS

Dentre os constituintes quimicos presentes nas espécies de Pterocaulon, as
cumarinas parecem ser os compostos majoritarios encontrados para o género,
isolados das partes aéreas dessas plantas. Assim, torna-se interessante destacar

alguns aspectos sobre as caracteristicas quimicas e bioldgicas dessas substancias.

3.6.1 Aspectos quimicos

Mais de 1.300 cumarinas ja foram identificadas em fontes naturais como
fungos, bactérias e plantas, principalmente em espécies das familias Asteraceae,
Apiaceae, Moraceae e Rutaceae. Compreendem o grande grupo de compostos
conhecidos como benzopironas, que consiste no anel benzeno unido ao anel
pirano, sendo o representante mais simples e o mais encontrado, a cumarina,
também conhecida como 1,2-benzopirona. As propriedades farmacoldgicas,
bioquimicas e aplicacdes terapéuticas das cumarinas dependem de seus padrbes
de substituicdo (HOULT e PAYA, 1996).

Cumarinas podem ser encontradas naturalmente em combinagdo com
agucares, como glicosideos. S&o classificadas como “simples” — que s&o as
hidroxiladas, alcoxiladas e alquiladas, derivadas da cumarina, juntamente com seus
glicosideos; “furanocumarinas” - compostos constituidos por um anel furano ligado
ao nucleo cumarinico, dividido em tipos angulares e lineares com substituintes em
uma ou ambas as posigdes benzénicas restantes; “piranocumarinas” - analogos a
furanocumarinas, porém contendo anel de seis membros e cumarinas substituidas
no anel pirano (MURRAY et al.,1982).

Como outros fenilpropandides, as cumarinas sao derivadas do metabolismo
da fenilalanina, sendo um de seus primeiros precursores o acido p-hidroxi-cinamico

(acido p-cumarinico). O processo inicia com a hidroxilagdo na posigdo C-2° (orto-
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hidroxilagao), isomerizagao fotocatalizada e em seguida a lactonizagdo espontanea.
Em alguns raros casos, ocorre a glicosilagdo do acido p-hidroxi-cinamico, excluindo
a lactonizagdo. Nestes casos, as cumarinas somente sdo formadas sob injurio
tecidual e hidrélise enzimatica. A formagao das cumarinas di- e triidroxiladas e de
seus éter-derivados envolve a hidroxilagdo da umbeliferona (7-hidroxi-cumarina).
Estes grupos hidroxilas podem ser metilados, glicosilados, ou até mesmo
prenilados. A prenilagdo do anel benzénico pelo grupamento dimetilalil pirofosfato
nas posicdes C-6 do derivado 7-hidroxi-cumarina conduz a formacao de pirano ou
furanocumarinas lineares, e na posigcao C-8 sao formados os homélogos angulares.
(OJALA, 2001; KUSTER e ROCHA, 2003).

3.6.2 Propriedades farmacoldgicas das cumarinas

As cumarinas possuem uma extensa variedade de efeitos farmacoldgicos
incluindo anticoagulante, estrogénico, fotossensibilizante, antimicrobiano, anti-
helmintico, vasodilatador, moluscicida, sedativo, hipnético, analgésico e hipotérmico
e os humanos estéo diariamente expostos a estas substancias, presentes em frutas
ou plantas (HOULT e PAYA, 1996; OJALA, 2001).

3.6.2.1 Atividade antimicrobiana

Diversas cumarinas simples, furanocumarinas e produtos derivados de
sintese foram testados quanto a atividade antifungica. Angelicina, bem como seus
derivados sintéticos, demonstraram satisfatoria atividade antifungica, e os autores
concluiram que as modificacdes estruturais feitas nas moléculas direcionaram para
uma maior atividade antifungica ou antibacteriana (SARDARI et al., 1999). Extratos
e cumarinas obtidos de Mitracarpus scaber mostraram atividade contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, bem como contra fungos (BISIGNANO et al.,
2000).
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3.6.2.2 Atividade antiinflamatoéria

HOULT e colaboradores (1994) descrevem que as cumarinas fraxetina,
esculetina, 4-metilesculetina, dafnetina e 4-metildafnetina inibem a geragdo do
leucotrieno B4, um dos precursores da sintese das prostaglandinas, que fazem
parte dos mediadores da inflamagdo. Em outro experimento, LINO et al. (1997)
testaram a cumarina (1,2-benzopirona) e a umbeliferona (7-hidroxicumarina) frente
a inflamacéao induzida por carragenina, as quais demonstraram possuir mecanismo

de acéo similar aos antinflamatorios nao esteroides (AINES).

Cumarinas também demonstraram ter eficacia frente a edema de pata de
ratos, induzido por dextrano. Ostol, isolado de Angelica archangelica, A. pubescens
e Atractyloides lancea, demonstrou ser inibidor seletivo in vitro da 5-lipoxigenase,
que catalisa a peroxidagdo do acido araquiddnico, bloqueando a sintese das
prostaglandinas (RESCH et al., 1998).

Columbianadina, acetato de columbianetina, bergapteno e umbeliferona
isolados de Angelica pubescens demonstraram atividade antinflamatéria e
analgésica em ratos (CHEN et al.,, 1995). GARCIA-ARGAEZ e colaboradores
(2000) relatam atividade antinflamatéria para ostol e xantotoxina, e para
isoimperatorina apenas a analgésica. Os autores concluiram ainda que cumarinas
podem exercer efeito pro-inflamatério, pois baixas doses de psoraleno e
imperatorina demonstraram atividade antinflamatéria, porém altas doses das

substancias promoveram a inflamagao.

3.6.2.3 Atividade antitumoral

Estudos recentes demonstraram que extratos de plantas contendo

cumarinas apresentaram atividade inibitoria sobre o crescimento de um numero

significativo de células malignas in vitro. Em tumores sensiveis, cumarinas e seus
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derivados causam mudancgas significativas na regulacdo da resposta imune,
crescimento e diferenciagao celular. Recentemente, diversas cumarinas tém sido
relatadas como anti-tumorais e sinérgicas com os acidos trans retindicos, usados
no tratamento de pacientes com leucemia promielocitica aguda, na diferenciagao

de células leucémicas humanas (RIVEIRO et al., 2004).

Outros estudos demonstraram a inibicdo do crescimento de varias linhagens
de células tumorais malignas in vitro, pelo extrato da raiz de Angelica japonica, o
qual continha escopoletina, bergapteno, japoangelona e xantotoxina (FUJIOKA et
al., 1999) e do extrato metandlico de Tordylium apulum, o qual continha
umbeliferona, isoimperatorina e derivado de angelicina. Esses produtos
demonstraram atividade frente as linhagens de células KB (cancer rinofaringeo
humano) e NSCLC-N6 (carcinoma humano bronquico epidermal) (KOFINAS et al.,
1998).

3.6.2.4 Fototoxicidade

As furanocumarinas, como a maioria das cumarinas, sdo substancias
altamente reativas sob a incidéncia da luz, sendo utilizadas desde épocas remotas
para o tratamento de doencas de pele, tais como psoriase, hanseniase, vitiligo,
leucoderma, micoses, dermatite e eczemas. A xantotoxina, isolada de Ammi majus,
foi a primeira a ser introduzida no tratamento do vitiligo, a mais de 50 anos. A
terapia de uso tépico ou oral destas cumarinas (ex. metoxsaleno, trioxisaleno),
seguida de exposi¢cdo controlada a radiagcdo ultravioleta para tratamento de
diversas dermatoses é bastante empregada na atualidade (DIAWARA e TRUMBLE,
1997).

Furanocumarinas absorvem fortemente energia na regido do ultravioleta
(UV) e por isso, sdo altamente reativas sob a incidéncia da luz. Apés absorgéo da
luz, formam moléculas que se ligam as bases pirimidicas do DNA causando

mutagdes citoplasmaticas. Essa capacidade das furanocumarinas reagirem quando
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fotoativadas com os blocos construtores do organismo vivo constitui a base para a
compreensao de sua toxicidade para mamiferos, insetos, virus, bactérias, fungos e
até mesmo para outras plantas (HOULT e PAYA, 1996).

A utilizacdo das furanocumarinas necessita de uma avaliacdo do risco-
beneficio, uma vez que o uso terapéutico dessas substancias esta relacionado a
incidéncia crescente de cancer de pele, conferindo-lhes toxicidade (DIAWARA e
TRUMBLE, 1997).

3.6.2.5 Outras atividades

Os derivados da 4-hidroxi-cumarina destacam-se na area de medicamentos.
A Varfarina®, importante farmaco que deriva do nucleo basico das 4-hidroxi-
cumarinas, clinicamente utilizado como anticoagulante e largamente empregado
como rodenticida, teve sua descoberta durante a investigacdo de uma doenca
hemorragica no gado alimentado com o trevo-de-cheiro-amarelo fermentado
(Melilotus officinalis), devido a agao anticoagulante do dicumarol, composto do qual
deriva (HOULT e PAYA, 1996). Esse foi o primeiro farmaco com essa ag&o por via
oral e constituiu o modelo para o desenvolvimento de uma classe de
anticoagulantes com o nudcleo basico da 4-hidroxi-cumarina (HARDMANN e
LIMBIRD, 1996).

A escoparona (6,7-dimetoxi-cumarina) (Figura 4), isolada da planta chinesa
Artemisia scoparia (Asteraceae), demonstrou atividades imunossupressora,
relaxante vascular, hipolipidémica e hipotensora. Ostol (7-metoxi-8-[3-metilpent-2-
enillcumarina), também utilizado na medicina chinesa, causa hipotens&o in vivo,
inibe a agregacao plaquetaria, e possui atividade relaxante da musculatura lisa e
cardiaca, o que pode ser atribuido a sua interferéncia no influxo de calcio e inibicdo
das enzimas cAMP e cGMP-fosfodiesterases (HOULT e PAYA, 1996).
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Figura 4. Estruturas das cumarinas escoparona (A) e ostol (B)

A aplicagdo de cumarinas e derivados tem demonstrado vantagens em
varias analises, como estimativas de atividade enzimatica, marcadores de
proteinas, anticorpos, DNA e lipidios, marcadores quimicos, entre outros devido a

caracteristica fluorescéncia destas substancias (OJALA, 2001).

3.6.3 O papel das cumarinas como fitoalexinas

Os vegetais possuem suas proprias defesas que os protegem de outras
plantas, insetos fitéfagos e herbivoros predadores de uma maneira geral. As
fitoalexinas sao substancias com propriedades antimicrobianas produzidas pelas
plantas quando estas s&o infectadas por microrganismos fitopatogénicos como
virus, bactérias e fungos, ou quando as plantas estdo sob condi¢cbes de estresse,
como secura, frio, agcdo de luz ultravioleta, etc. As fitoalexinas aparecem,
geralmente, em altas concentragdes em resposta a infeccdo, desempenhando nas

plantas um papel semelhante ao dos anticorpos nos animais (PINTO et al., 2002).

Em trabalho realizado por ZEID (2002), foram relatadas cinco cumarinas,
produzidas como fitoalexinas através de estresse metabdlico das folhas de

Corchorus olitorius, L. (Tiliaceae), em resposta a inoculagdo de uma suspenséo de
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esporos do fungo Helminthosporium turcicum e dos agentes quimicos cloridrato de
mercurio e cloridrato de chumbo em suspensdo. Os compostos foram isolados,
purificados e identificados como escopoletina, fraxinol, isopimpinelina, xantotoxol e
peucedanol, e testados quanto a atividade antimicrobiana. Todas as cumarinas
apresentaram boa atividade frente aos microrganismos utilizados no estudo, o que
demonstrou que estes resultados estdo em concordancia com os relatos de que
muitas cumarinas sao produzidas nas plantas como fitoalexinas, em resposta a

uma infeccao ou estresse.
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4. MATERIAL E METODOS

45
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4.1 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas das espécies de Pterocaulon foram coletadas no municipio
de Guaiba/RS em mar¢co de 2003 com o auxilio do botanico Dr. Nelson
Matzembacker (Programa de Pd6s-graduacéo em Botanica-Universidade Federal do
Rio Grande do Sul). O material testemunho esta depositado no herbario do
Departamento de Botanica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN): P.
alopecuroides (Lam.) DC. (136583); P. angustifolium DC. (136587); P. balansae
Chodat (136589); P. cordobense OK. (136588); P. lorentzii Malme (136586) P.
polypterum (D.C.) Cabrera (136585); P. polystachyum D.C. (136584) e P. rugosum
(Vahl) Malme (136590).

Em virtude da dificuldade de se obter quantidade suficiente de todas as
espécies de Pterocaulon nativas do Rio Grande do Sul, além de P. alopecuroides,
planta indicada no estudo etnoveterinario, optou-se por coletar quantidades maiores
das espécies P. balansae e P. polystachyum, encontradas com facilidade nas areas
em que foram coletadas. Das outras espécies, coletou-se material suficiente para
avaliar o perfil cromatografico. O material vegetal, apds a coleta, foi selecionado,
seco em ambiente arejado e ao abrigo da luz direta. Parte das amostras vegetais
foi triturada em moinho de facas. Este material foi utilizado para analise fitoquimica

e para a avaliagdo da atividade antifungica.

4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes e reagentes empregados no desenvolvimento do trabalho

foram de procedéncia Merck®, Reagen®, Roth® e Grupo Quimica®.

Os fracionamentos em coluna cromatografica foram realizados empregando-
se gel de silica 60, de procedéncia Merck®, com tamanho de particula entre 35-75
mesch-ATSM.
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Para as cromatografias em camada delgada (CCD) preparativas foram
utilizadas placas de vidro (20x20 cm), preparadas no laboratério com auxilio de
conjunto Desaga® , tendo como adsorvente gel de silica GF2s4, de procedéncia

Merck®.

Para as cromatografias em camada delgada analiticas foram usadas
cromatofolhas de aluminio em gel de silica 60 Fzs54 (20 x 20 cm) de procedéncia

Merck®.

4.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS

4.3.1 Extratos para analise do perfil cromatografico das espécies de

Pterocaulon

O perfil cromatografico das espécies de Pterocaulon, nativas do Rio Grande
do Sul, foi avaliado em extratos obtidos com aproximadamente 10 g das partes
aéreas de cada amostra, submetidos a maceracao estatica durante trés dias em

diclorometano, com uma relagéao droga/solvente 1:10.

4.3.2 Extratos para andlise fitoquimica

Para a analise fitoquimica foram obtidos dois tipos de extratos: um deles,
preparado com a planta rasurada, forneceu extratos com grande quantidade de
clorofila optando-se, entéo, por utilizar o método de imersdo do material intacto em
solventes organicos para obtencdo dos produtos da superficie foliar. Para tanto,
100 g das partes aéreas inteiras e secas das espécies em estudo foram submetidas
a imersdo em 1000 mL de diclorometano por duas vezes consecutivas, durante

aproximadamente 15 segundos. Esta técnica permite a extragdo dos produtos da
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superficie de folhas e ramos, com a minima interferéncia de outros compostos

como a clorofila.

4.3.3 Extratos para analise da atividade antifungica

4.3.3.1 Preparacao dos extratos brutos

Inicialmente, o material vegetal seco e moido das espécies Pterocaulon
alopecuroides, P. balansae e P. polystachyum foi submetido, por trés periodos de
24 horas, a extracdo com metanol, por maceragao estatica (relagdo droga/solvente
1:10), para obtencao dos extratos brutos metandlicos, os quais foram evaporados a

secura, em evaporador rotatorio, sob pressao reduzida.

4.3.3.2 Preparacéo das fracdes

As fracbes foram obtidas extraindo sucessivamente o material vegetal
(aproximadamente 50 g) com hexano, diclorometano e metanol, em aparelho de
Soxhlet por 12h. Os extratos foram evaporados até secura total, sob pressao
reduzida, com rendimento de 3,5 — 4,5% (extrato hexanico), 3,5-4,0% (extrato

diclorometano) e 4,5 — 6,0% (extrato metandlico), respectivamente.

4.4 ANALISE CROMATOGRAFICA

4.4.1 Extratos diclorometano de superficie foliar

Através de cromatografias analiticas em camada delgada foram analisados

os perfis cromatograficos dos extratos diclorometano das partes aéreas de todas as

espécies de Pterocaulon utilizadas no estudo e os sistemas eluentes foram

diclorometano (100%), diclorometano:metanol (99:1; 98:2; 97:3 e 95:5 v/v). Como
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agentes reveladores foram utilizados Iampada de luz ultravioleta (UV) (254 e 366

nm) e anisaldeido sulfurico seguido de aquecimento.

4.4.2 Extratos submetidos a avaliacdo da atividade antifungica

Os extratos metandlicos brutos e as fracbes hexandlica, diclorometano e
metandlica foram analisadas utilizando-se os sistemas cromatograficos

apresentados no item anterior.

4.5 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS

4.5.1 Métodos cromatograficos empregados para o isolamento

Para o isolamento das substancias dos extratos diclorometano obtidos da
superficie das partes aéreas, foram empregados métodos cromatograficos tais
como cromatografia em coluna de gel de silica, usando como eluente
diclorometano e metanol, em mistura de polaridade crescente. As fragcdes obtidas
foram monitoradas através de CCD analitica e a purificacado foi feita através de

CCD preparativa.

4.5.2 Elucidacgéo estrutural

Para a elucidagao estrutural foram utilizados métodos espectroscopicos. Os
espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN "H) e de carbono
(RMN **C), das substancias (PA1 e PA2) de P. alopecuroides, foram obtidos na
Faculté de Pharmacie, Université de Picardie Jules Verne, Amiens, Franca. Os
espectros dos produtos obtidos de P. polystachyum (PP1 e PP2) foram obtidos no
Setor de Quimica de Produtos Naturais, LCQUI/CCT, Universidade Estadual do

Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes (RJ).
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA
4.6.1 Microrganismos e meios

Para a avaliagdo da atividade antifungica dos extratos brutos, fragdes e
produtos isolados, foram usadas cepas da American Type Culture Collection,
Rockville, MD, EUA (ATCC) e do CEREMIC (C), Centro de Referéncia Micoldgica,
Facultad de Ciéncias Bioquimicas y Farmacéuticas, Rosario, Argentina: Candida
albicans ATCC10231, C. tropicalis C131, Saccharomyces cerevisiae ATCC9763,
Cryptococcus neoformans ATCC32264, Aspergillus flavus ATCC9170, A. fumigatus
ATTC26934, A. niger ATCC9029, Trichophyton rubrum C110, T. mentagrophytes
ATCC9972, e Microsporum gypseum C115. Os microorganismos foram crescidos

em agar inclinado de Sabouraud-cloranfenicol, por 48h a 30°C.

4.6.2 Testes de susceptibilidade antifungica

A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) para cada extrato e produto isolado
foi determinada usando a técnica de microdiluicdo do caldo em microplacas de 96
pocos como descrito pelo Comité Nacional para Padrées de Laboratérios Clinicos
para leveduras (M27-A2) (NCCLS, 2002") e para fungos filamentosos (M 38 A)
(NCCLS, 20028). Os valores de CIMs foram determinados em meio de cultura
apropriado - RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, EUA), tamponado (pH 7,0) com
MOPS (acido morfopropileno sulfénico). A inoculagdo inicial foi de
aproximadamente 1x10°a 5x10° UFC/mL (UFC= unidades formadoras de colénias).
As placas foram mantidas em camara escura a 35°C para o desenvolvimento de
leveduras e hialofitomicetos, e a 28-30°C para dermatdfitos. A CIM foi definida
como concentragao inibitéria minima da amostra a qual resultou na total inibicdo do
crescimento dos fungos, apos um periodo de 48 h de incubagao. A susceptibilidade

das drogas utilizadas como padrées cetoconazol, terbinafina e anfotericina B foi
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definida como a concentracdo mais baixa do farmaco a qual resulta na total inibicao

do crescimento do fungo.

Para os ensaios, as amostras dos extratos e dos compostos isolados foram
solubilizadas em DMSO (concentracdo final de 1%) e submetidas a uma série de
duas diluicdes com RPMI 1640, obtendo-se concentragbes entre 800-0,98 npg/mL,
com volume final de 100 pL. Este volume (100 pL) foi adicionado a cada halo, com
excegao do controle, onde a agua esterilizada foi adicionada ao pogo. A CIM foi
definida como a concentragao inibitéria minima do extrato e do produto que resultou

em total inibigdo do crescimento do fungo.

Para a realizacdo da avaliagédo antifUngica com os ensaios de microdiluicdo
em caldo, as concentragbes dos extratos até 1000 pug/mL foram incorporados aos
meios de crescimento seguindo as diretrizes do NCCLS (2002 #; 2002%) . A
concentracdo inibitéria minima considerada ativa para os extratos com foi CIM <

800 e para os produtos isolados, CIM < 200 pg/mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 ANALISE QUIMICA

A analise cromatografica dos extratos obtidos com as plantas trituradas
demonstrou que esse método fornece extratos com ampla variedade de
substancias e grande quantidade de clorofila, optando-se, assim, por trabalhar com
extratos obtidos da superficie foliar.

Através de andlises cromatograficas preliminares das fragdes apolares das
espécies em estudo detectou-se a presenca de substancias com perfil
cromatografico de cumarinas, o que vem de encontro a dados da literatura uma vez

que esses sdo os compostos mais citados para as espécies de Pterocaulon.

5.1.1 Andlise e isolamento das substancias

5.1.1.1 P. alopecuroides

Dentre as espécies estudadas, o extrato diclorometano de P. alopecuroides
foi submetido a fracionamento por meio de coluna cromatografica, utilizando-se
uma mistura de diclorometano e metanol com gradiente de concentragao variavel
em polaridade crescente, iniciando com diclorometano 100% até o gradiente de
50:50 (diclorometano: metanol), obtendo-se 260 fragbes. O monitoramento das
fragdes obtidas foi realizado através de CCD analitica e demonstrou a presenca de
substancias com adequado grau de pureza entre as fracées 49 a 66 (gradiente de
eluicdo 99:1), e 101 a 108 (gradiente de eluigao 98:2). As fragdes 49 a 66 foram
reunidas resultando numa substancia pura codificada como PA1. As fragdes 101 a
108, também reunidas, foram novamente submetidas a um fracionamento em
coluna cromatografica com o mesmo gradiente de eluicdo que resultou em uma
substancia pura, codificada como PA2. As duas substancias foram submetidas a

analise espectroscopica.
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5.1.1.2 P. polystachyum

O extrato diclorometano das partes aéreas intactas de P. polystachyum foi
fracionado através de coluna cromatografica com diclorometano e metanol em
gradiente de eluigao, iniciando-se como diclorometano 100%. Desta coluna foram
obtidas 300 fragcbes que foram monitoradas através de CCD analitica
demonstrando a presencga de fracbes com perfil cromatografico semelhante. As
fracbes 29 a 73 (gradiente de eluicao 99:1) e 95 a 145 (gradiente de eluigao 98:2)
foram reunidas e os produtos majoritarios, codificados como PP1 e PP2, foram

isolados através de CCD preparativa e enviados para analise espectroscoépica.

5.1.1.3 P. balansae

Através de coluna cromatografica com gradiente de eluigdo variavel
(diclorometano:metanol), do extrato diclorometano das partes aéreas de P.
balansae, obteve-se 230 fragdes. Da mesma forma como a coluna anterior, foi
realizado um monitoramento através de CCD analitica para a observagao das
fragcbes com perfil cromatografico semelhante. As fragées 24 a 70 (gradiente 99:1)
foram reunidas. Essa fracdo de P. balansae continha uma substancia majoritaria
que foi purificada através de sucessivas lavagens com metanol. Apos purificagao, a
substancia apresentou um perfil cromatografico idéntico ao da substancia PA1,

isolada de P. alopecuroides.

5.1.2 Identificacdo das cumarinas

O isolamento e identificacdo das cumarinas presentes na superficie foliar de

P. alopecuroides e P. polystachyum estdo descritos em trabalho submetido ao

periodico Plant Systematics and Evolution apresentado no anexo 1.
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5.1.2.1 P. alopecuroides

Do extrato diclorometano das partes aéreas inteiras de Pterocaulon
alopecuroides isolou-se os compostos PA1 e PA2. Os espectros de RMN de 'H e

3C estado apresentados no Anexo 3.

5.1.2.1.1 Composto PA1

O espectro de RMN de 'H (Tabela 3) mostrou um par de dubletos em 5 6,22
(d, J=9,7 Hz) e 6 7,95 (d, J= 9,7 Hz), referentes a hidrogénios vinilicos em H-3 e H-
4, respectivamente. O deslocamento do sinal do ultimo hidrogénio para campo mais
baixo sugere a presenga de uma fungdo oxigénio na posi¢gao C-5. O singleto em
6,54 ¢é atribuido ao H-8. A reducgao da intensidade do sinal do dubleto de H-4, que
correlaciona com H-3, é evidéncia de um acoplamento a longa distancia sobre
cinco ligagdes do sistema aromatico biciclico. Os singletos em 6 6,02 (2H) e em &
4,15 (3H) s&o atribuidos aos hidrogénios metilénicos do grupo O-CH2-O e da

metoxila, respectivamente.

Com auxilio do espectro de RMN de '*C totalmente desacoplado e dos
subespectros DEPT (anexos) tornou-se possivel caracterizar cada carbono da
molécula da substancia PA1 como sendo: uma metoxila (-OCHs-) em & 59,91, um
grupamento metilenodioxi (-OCH,0-) em 6 101,79 , trés grupamentos metino (-CH-)
em 3 111,67, 6 138,80 e 6 92,31 e seis carbonos quaternarios em 5 161,28, 6
138,00, 8 131,71, 56 151,51, 8 152,62 e 6 106,57.

Os dados de RMN de 'H aliados aos dados de RMN "*C (Tabela 4) sugerem
para PA1 a estrutura da 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina (Figura 5), isolada pela
primeira vez de Simsia cronquistii (Asteraceae) (MALDONADO et al., 1992). A

descrigcdo desta cumarina para o género ocorreu em 1994, quando foi encontrada
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em P. virgatum (DEBENEDETTI et al., 1994®) e posteriormente para as espécies P.
serrulatum (MACLEOD e RASMUSSEN, 1999), P. polystachyum (PALACIOS et al.,
1999) e P. redolens (KANLAYAVATTANAKUL et al., 2003). Para a espécie P.

alopecuroides esta é a primeira vez que esta substancia é relatada.

OMe

5.1.2.1.2 Composto PA2

O composto PA2 apresentou um espectro de RMN de 'H (Tabela 3) com um
tipico par de dubletos em & 6,27 e & 7,62 (1H cada, J= 9,4 Hz) atribuido aos
hidrogénios vinilicos H-3 e H-4, respectivamente. Dois hidrogénios aromaticos
desacoplados em 6 6,90 e 5 6,87 (1H cada), caracteristicos de H-5 e H-8, sdo uma
clara indicacdo de um padrao de 6,7-dioxigenag¢ao no nucleo aromatico. O singleto
em & 3,90 (3H) foi atribuido & metoxila aromatica. Os duplos dubletos restantes em
o 4,12 (J=11,6Hz), 6 4,34 (J=11,4 Hz) e 3,19 (J=6,4 Hz) sdo atribuidos aos
grupamentos metileno e metino da cadeia lateral, respectivamente (1H cada, AMX,
Jav=11; Jax=4, Iux=6). Os singletos em & 1,38 e 5 1,39 (3H cada) indicam a

presencga de grupamento dimetila geminal.

No espectro de RMN de '*C totalmente desacoplado (anexos), observou-se
a presencga dos sinais intensos e caracteristicos de cumarinas em 6 113,79 e &

143,17 atribuidos aos carbonos C-3 e C-4 respectivamente. Os sinais de
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deslocamento dos grupamentos —CH em 6 108,65 e & 101,89 correspondem aos

carbonos C-5 e C-8, e o sinal em 4 60,83 é referente ao C-2’ da cadeia lateral.

Com o auxilio do subespectro DEPT (anexos) foi possivel atribuir o
deslocamento quimico do grupo metileno da cadeia lateral. Os carbonos
quaternarios ndo aparecem neste espectro, porém, comparando-se este com o
espectro de RMN de "*C totalmente desacoplado, os sinais sdo § 161,22, § 146,67,
6 151,82, 6 149,77, 5 111,97, & 58,25 referentes aos carbonos, C-2, C-6, C-7, C-9,
C-10e C-3'.

Os sinais referentes as metoxilas aparecem em campo mais alto, em &

56,44, 524,53 e 5 19,07 .

Os dados espectrais do composto sugerem para PA2 a estrutura da 7-(2,3-
epoxi-3-metilbutiloxi)-6-metoxicumarina (Figura 6) e estdo em concordéncia com os
dados da literatura do primeiro relato desta cumarina, isolada de Conyza obscura
(Asteraceae) (BOHLMAN e JAKUPOVIC, 1979). Os relatos desta cumarina dentro
do género Pterocaulon foram para as espécies P. virgatum (BOHLMAN et al., 1981)
e para P. balansae (MAGALHAES et al., 1981). Para a espécie P. alopecuroides,

nao havia sido encontrada até o presente momento.

AWAO 0™ o
O
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Tabela 3. RMN de "H dos produtos PA1 (5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina) e PA2 (7-
(2,3-epoxi-3-metilbutiloxi)-6-metoxicumarina) isolados de Pterocaulon alopecuroides (500

MHz; CDCl5)
PAl PA2
H-3 6,22 (d, J=9,7) 6,27 (d, J=9,4)
H-4 7,95 (d, J=9,7) 7,62 (d, J=9,4)
H-5 - 6,90 (s)
H-8 6,54 (s) 6,87 (s)
5-OMe 4,15 (s) -
6-7-OCH,0- 6,02 (s) -
6-OH - -
6-OMe - 3,90 (s)
H-1'a - 4,12 (dd, J= 11,4; 6,0)
H-1'b 4,34 (dd, J= 11,4; 4,0)
H-2’ - 3,19 (dd, J=6,0; 4,0)
H-4' - 1,39 (s)*
H-5' - 1,38 (s)*

* Sinais intercambiaveis
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Tabela 4. RMN de **C dos produtos PA1 (5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina) e PA2 (7-
(2,3-epoxi-3-metilbutiloxi)-6-metoxicumarina) isolados de Pterocaulon alopecuroides (125
MHz; CDCls)

PA1 PA2
C-2 161,28 161,22
C-3 111,67 113,79
C-4 138,80 143,17
C-5 138,00 108,65
C-6 131,71 146,67
C-7 151,51 151,82
C-8 92,31 101,89
C-9 152,62 149,77
C-10 106,57 111,97
5-OCHj 59,91 -

6-7- OCH,O- 101,79 -
6-OCH; - 56,44
C-1 - 68,51
C-2’ - 60,83
C-3 - 58,25
C-4' - 24,53
C-5' - 19,07

5.1.2.2 Pterocaulon polystachyum

A partir do extrato diclorometano das partes aéreas inteiras de Pterocaulon
polystachyum, obteve-se através de cromatografia em coluna seguida de
purificacdo em camada delgada, dois compostos, codificados como PP1 (fracbes
29 a 73) e PP2 (fracbes 95 a 145). Os espectros de RMN de 'H e *C estao

apresentados no Anexo 3.
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Apos anadlise dos dados dos espectros de RMN verificou-se claramente que
o “composto” PP1 tratava-se de uma mistura de duas substancias sendo, no
entanto, possivel fazer inequivocamente a atribuicdo dos sinais para PP1a e PP1b.
O mesmo ocorreu com o “composto” PP2, que tratava-se de mistura de PP2a e
PP2b. A amostra PP1 (15,4 mg) apresentou propor¢des de 55% de PP1a e 45% de
PP1b enquanto que a amostra PP2 (15,15 mg), apresentou as proporc¢des de 30%
para PP2a e 70% para PP2b.

5.1.2.2.1 Composto PP1la

A analise dos sinais presentes no espectro de RMN de 'H referentes a
substancia PP1a permite concluir que este € o mesmo produto encontrado na
espécie P. alopecuroides (5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina). Os dados
espectrais de RMN de 'H e de " C (Tabelas 5 e 6 respectivamente) sdo muito
semelhantes aos do composto PA1, apresentando pequenas diferencas de
deslocamento em fungdo das diferentes condicbes experimentais. O relato de
isolamento desta cumarina para a espécie P. polystachyum foi descrita por
PALACIOS et al. (1999).

Como descrito anteriormente, esta cumarina primeiramente encontrada em
P. virgatum (DEBENEDETTI et al.,, 1994), também foi relatada para a espécie P.
serrulatum (MACLEOD e RASSMUSSEN et al., 1999).

5.1.2.2.2 Composto PP1b

Os sinais referentes ao composto PP1b sido bastante similares aqueles
obtidos para o composto PP1a, diferindo apenas no substituinte ligado ao carbono
5, o singleto em & 6,82 (1H), enquanto o composto PP1a possui uma metila ligada

a este carbono. O sinal em & 6,83 (1H, s) corresponde ao hidrogénio ligado ao
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carbono 8, e o sinal em & 6,07 (2H) foi atribuido aos hidrogénios do grupamento
metilenodioxi. Os dados de RMN de 'H e de "*C deste composto (Tabelas 5 e 6)
estdo em concordéncia com os dados previamente relatados e sugerem a estrutura
da cumarina denominada iapina (7). Seu primeiro relato foi para a espécie P.
virgatum (DEBENEDETTI et al.,, 1998), e posteriormente para P. serrulatum
(MACLEOD e RASMUSSEN et al., 1999), P. polystachyum (PALACIOS et al.,
1999) e para P. redolens (KANLAYAVATTANAKUL et al., 2003), onde a estrutura

foi revisada pelos autores.

CI L
O 0 0
(7)

5.1.2.2.3 Composto PP2a

O espectro do composto PP2a mostrou um tipico par de dubletos (J= 9,4 Hz)
para H-3 (5 6,20) e H-4 (5 7,83), e dois hidrogénios aromaticos desacoplados em 6
7,07 (H-5) e 6,89 (H-8), os quais sao caracteristicos de cumarinas 6,7-
dissubstituidas. Dois singletos em 6 1,76 e 1,78 correspondem aos grupamentos
metila unidos a cadeia lateral isopentenil. O dubleto em 6 4,62 (J= 6,7 Hz) dos
hidrogénios metilénicos indica que houve substituicdo em 3,3-dimetilaliloxi, e

singleto em & 5,50 indica a presenga de grupamento hidroxila (OH).

O subespectro de ATP (anexos) permitiu observar a presenga de 14 sinais,

referentes aos carbonos da molécula de PP2a. Em & 67,20 o sinal intenso refere-se
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ao grupamento CH; da cadeia lateral prenilada. Os demais sinais em & 163,82, 5
139,97, & 150,15, &6 148,36, 6 112,98 e 139,76 pertencem aos carbonos
quaternarios da molécula. Os sinais em & 112,89 e 145,87 correspondem aos
carbonos C-3 e C-4 respectivamente, caracteristicos de cumarinas. As metoxilas

em d 25,84 e 6 18,28 sao referentes a cadeia lateral.

Os dados espectrais de RMN de 'H e "*C (Tabelas 5 e 6 respectivamente)

sugerem a estrutura 8 para o composto, denominado como a cumarina preniletina.

O primeiro relato desta cumarina foi para a espécie Carduus tenuiflorus
(Asteraceae) (CARDONA et al., 1992), e para o género em estudo, o primeiro relato
foi para a espécie P. polystachyum (PALACIOS et al., 1999) ndo tendo sido

encontrada em outra espécies deste género.

HO

5.1.2.2.4 Composto PP2b

Os dados de RMN de 'H referentes ao composto PP2b sao muito
semelhantes aqueles referentes ao composto PP2a. A unica diferenca corresponde
ao singleto em & 3,82 atribuido ao grupamento metoxila na posicdo C-6. Os sinais
de RMN de "*C para os compostos PP2a e PP2b foram atribuidos através dos
espectros de APT (Tabela 6). Os valores encontrados para os espectros propdem a
estrutura 9 para o composto que é denominado preniletina-metil-éter e sao
idénticos aos publicados anteriormente para este composto (CARDONA et al.,
1992).
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O primeiro relato desta cumarina dentro do género foi para a espécie P.

virgatum (DEBENEDETTI et al., 1998), e para P. polystachyum, o primeiro relato foi

realizado por PALACIOS e colaboradores, em 1999.

Tabela 5: RMN de "H dos compostos PP1a (5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina), PP1b
(lapina), PP2a (preniletina) e PP2b (preniletina-metil-eter) isolados de P. polystachyum

(400 MHz; CDCl,)

9)

PPla PP1b PP2a PP2b
H-3 6,20 (d, J=9,7) 6,27 (d,J=9,5) 6,20 (d, J=9,4) 6,22 (d, J=9,4)
H-4 7,94 (d,J=9,7) 7,58(d,J=9,5) 7,83(d, J=9,4) 7,77 (d, J=9,4)
H-5 - 6,82 (s) 7,07 (s) 6,93 (s)
H-8 6,52 (s) 6,83 (s) 6,89 (s) 6,88 (s)
5-OMe 4,13 (s) - - -
6-7-OCH,0O- 6,00 (s) 6,07 (s) - -
6-OH - - 5,50 (t) -
6-OMe - - 3,82 (s)
H-1'a - - 4,62 (d, J=6,7) 4,67 (d, J=6,4)
H-1'b 4,62 (d, J=6,7) 4,67 (d, J=6,4)
H-2’ - - 5,46 (t) 5,51 (t)
H-4’ - - 1,76 (s)* 1,78 (s)*
H-5’ - - 1,78 (s)* 1,78 (s)*

* Sinais intercambiaveis
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Tabela 6: RMN de "*C dos compostos PP1a (5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina), PP1b
(lapina), PP2a (preniletina) e PP2b (preniletina-metil eter) isolados de P. polystachyum
(100 MHz; CDCl5)

PPla PP1b PP2a PP2b
C-2 161,27 161,13 163,82 164,00
C-3 111,72 113,36 112,89 113,40
C-4 138,76 143,40 145,87 145,80
C5 138,04 105,05 110,05 108,15
C6 131,74 144,89 139,97 145,50
C-7 152,65 151,25 150,15 152,47
c-8 92,36 98,35 102,11 101,75
C-9 151,51 151,25 148,36 148,36
C-10 106,60 112,67 112,98 112,98
5-OCH; 59,91 3 . ;
6-7- OCH,0- 101,80 102,32 - -
6-OCH; - - - 56,83
c-1 - - 67,20 67,20
c-2 - - 120,11 120,27
C-3 - - 139,76 139,76
C-& - - 25,84 25,84
C-5 - - 18,28 18,28

5.1.3 Andlise cromatografica dos extratos de Pterocaulon

A presenca de cumarinas nas espécies nativas de Pterocaulon foi
determinada através da analise cromatografica dos extratos diclorometano. Os
cromatogramas, eluidos em diclorometano: metanol (99:1 v/v), utilizando revelador
KOH 10%, foram analisados sob ac&o da luz UV (254 e 366 nm).
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A tabela 7 apresenta os resultados das analises cromatograficas realizadas
com as espeécies neste estudo. Os extratos diclorometano das partes aéreas foram
analisados quanto a presenca ou auséncia de cumarinas através da fluorescéncia
na luz UV. As amostras também foram submetidas a comparagao com os padroes
de cumarinas previamente isoladas de P. alopecuroides (PA1 e PA2) e P.
polystachyum (PP1 e PP2).

Tabela 7. Presenca ou auséncia de cumarinas e comparacao do perfil cromatografico dos
extratos diclorometano com os padroes PA1, PA2 (P. alopecuroides), PP1 e PP2 (P.
polystachyum).

Espécie Presenca |Perfil cromatografico comparativo dos extratos
de das espécies do género Pterocaulon com os
cumarina |produtos isolados (presente/ausente)
(sim/néo)
PA1 PA2 PP1 PP2
P. alopecuroides sim presente presente presente | presente
P. angustifolium sim ausente ausente ausente ausente
P. balansae sim presente presente ausente | presente
P. cordobense sim presente presente ausente ausente
P. lorentzii sim ausente ausente ausente ausente
P. polypterum sim ausente ausente ausente | presente
P. polystachyum sim presente ausente presente | presente
P. rugosum sim presente ausente ausente ausente

Através das cromatografias analiticas em camada delgada, observou-se que
todas as espécies apresentam substancias com intensa fluorescéncia sob luz UV,
intensificada pela adicao de solucdo de KOH, indicando a presenca de cumarinas

nos extratos destas espécies.

Quanto ao perfil de substancias encontradas nos extratos comparado as

substéancias ja isoladas, a substancia PA1, presente na espécie P. alopecuroides e
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P. polystachyum, parece estar presente em P. balansae, P. cordobense e P.
rugosum. Esta ultima, juntamente com P. balansae mostrou a presenca de
substancia com perfil cromatografico de PA2 isolada de P. alopecuroides. As
espécies P. polypterum e P. balansae apresentaram substancia com perfil
cromatografico de PP2, isolada de P. polystachyum. A substédncia PA1 foi mais

frequentemente encontrada nas espécies em estudo.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os resultados da avaliagdo da atividade antifungica dos extratos das
espécies de P. alopecuroides, P. balansae e P. polystachyum estdo descritos em
trabalho publicado no periédico Journal of Ethnopharmacology, apresentado no

anexo 2.

5.2.1 Extratos brutos metandlicos e fragcdes

Os extratos que apresentaram CIM (Concentragéo Inibitéria Minima) menor

ou igual a 800 ug/mL foram considerados ativos.

Os resultados mostraram (Tabela 8) que todos os fungos testados foram
inibidos pelos diferentes extratos das espécies de Pterocaulon ssp. (valores de
CIMs entre 12,5-800 ug/mL) sendo Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton
rubrum as espécies mais suscetiveis. Dos 12 extratos testados, 8 inibiram o
crescimento de Candida ssp., e dentre estes, 7 apresentaram valores menores ou
iguais a 200 pg/mL. S&o resultados relevantes, tendo-se em conta de que Candida
albicans € o principal agente causador de infecgbes superficiais e frequente
disseminador de infecgbes fatais em pacientes imunocomprometidos e Candida
tropicalis € um dos fungos que esta emergindo em infec¢des fungicas (POWDERLY
et al., 1999). Existe, até o presente momento, um renovado interesse em novos

inibidores destes microrganismos, pois a resisténcia as drogas utilizadas
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atualmente esta se tornando um dos principais problemas para a populagao
imunocomprometida (WHITE et al., 1998; GHAHFAROKHI et al., 2004).

Considerando o extrato metandlico bruto, é interessante observar que o de
P. alopecuroides mostrou a melhor atividade contra Cryptococcus neoformans
(CIM=25 ng/mL) o qual é a causa mais comum de meningites em pacientes com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (MICHAELS et al.,, 1999). Este
fungo, sensivel a alguns antifungicos correntemente utilizados na clinica, algumas
vezes adquire resisténcia durante o curso de uma terapia sendo necessarios novos
agentes mais potentes (POWDERLY et al., 1990).

Entre as fracbes de Pterocaulon, o extrato hexénico de P. balansae
demonstrou um largo espectro de acéao inibindo todos os fungos testados, incluindo
Candida ssp., e exibiu forte atividade antifungica contra Trichophyton ssp. com
CIM=12,5 ng/mL. Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes sao os
maiores causadores de “pé de atleta” e onicomicoses em humanos, sendo que o
primeiro € o mais prevalente em infecgdes superficiais no mundo desenvolvido
(EVANS, 1997) e o segundo, causador de infecgbes que atingem de 2-13% da
populagdo mundial e até 30% dos grupos de alto risco como os idosos e pessoas
com diabetes (LEVY, 1997; GUPTA et al., 1998).

O extrato hexandlico de P. polystachyum apresentou boa poténcia frente aos
microrganismos Aspergillus flavus (CIM = 200 ug/mL), A. niger (CIM = 200 pg/mL) e
A. fumigatus (CIM = 100 pg/mL). Estes fungos sdo responsaveis por desenvolver
sinusite alérgica, asma e quadros de sinusite com destruicdo éssea, abscesso
cerebral, e, eventualmente, infec¢ao do trato digestivo, urinario e até do coragao em
pacientes neutropénicos (leucémicos e pacientes submetidos a transplantes de
medula éssea) (COLOMBO et al., 2001).

O fato de a melhor propriedade antifungica das espécies de Pterocaulon
testadas ter sido a dos extratos hexanico e diclorometano sugere que a atividade

pode ser atribuida as cumarinas, constituintes caracteristicos das partes aéreas
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destas plantas, as quais estdo presentes no extrato lipofilico e sdo um grupo de

produtos naturais com atividade antimicrobiana reconhecida (VERA et al., 2001).

Cumarinas sdo frequentemente encontradas nas fragdes lipofilicas de
plantas que pertencem a diversas familias e tem demonstrado atividade
antibacteriana contra microorganismos como Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, B. subtilis e Nocardia gardenen. A presenca destas pode justificar o uso
popular de algumas espécies de Pterocaulon como agente no tratamento de

algumas doencas infecciosas (AVANCINI, 2002).

Os extratos de Pterocaulon apresentaram um largo espectro de agao contra
um painel de fungos patogénicos oportunistas, responsaveis pela maioria das
infeccdes sistémicas, dermatoldégicas e em mucosas, as quais sao geralmente
muito dificeis de combater. Estes extratos abrem uma possibilidade de se encontrar
novos compostos antifungicos com efetividade clinica e fornecem dados positivos
considerando que estes sao utilizados para infecgbes fungicas em animais e

humanos.
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Tabela 8. Avaliagéo da atividade antifungica in vitro dos extratos de Pterocaulon ssp. utilizando métodos de caldo de microdiluigdo M27A2 e M38A recomendado por
NCCLS (valores de CIM dados em ug/mL)

Planta Tipo de C.a C.t S.c Cr.n A. fl A.n A. fu M. g T.r T.m
extrato

P. alopecuroides EMBT 100 100 50 25 400 400 400 50 50 50

HEX 200 100 200 100 >800 >800 >800 50 25 25

DCM 200 200 100 100 >800 >800 >800 50 25 25

MET 400 400 400 250 400 400 400 200 200 100

P. balansae EMBT >800 >800 >800 400 >800 >800 >800 200 200 200

HEX 100 50 50 50 400 200 400 25 12,5 12,5

DCM 200 200 100 100 400 400 400 100 50 50

MET >800 >800 500 250 >800 >800 >800 200 200 100

P. polystachyum EMBT 200 200 100 100 >800 >800 >800 50 50 50

HEX 200 100 200 100 200 200 100 50 50 25

DCM >800 >800 500 100 >800 >800 >800 200 100 100

MET >800 >800 >800 >800 >800 >800 >800 250 250 250

Anfotericina B 1 0,5 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,125 0,075 0,075

Cetoconazol 0,5 0,125 0,5 0,25 0,125 0,5 0,25 0,05 0,025 0,025

Terbinafina 0,04 0,01 0,04

EMBT — Extrato Metandlico Bruto Total; HEX - extrato hexano; DCM —extrato diclorometano; MET-extrato metandlico; C.a.: Candida albicans ATCC 10231; C.t:

Candida tropicalis C 131; S c: Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763; Cr.n: Cryptococcus neoformans ATCC 32264; A. fl.: Aspergillus flavus ATCC 9170; A. n.:
Aspergillus niger ATCC 9029; A. fu.: Aspergillus fumigatus ATCC 26934; M. g.: Microsporum gypseum C 115; T. r.: Trichophyton rubrum C 113: T. m.: Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9972
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5.2.2 Atividade antifungica dos produtos isolados

Através da analise da atividade antifungica dos produtos isolados do extrato
diclorometano de P. alopecuroides e P. polystachyum (Tabela 9), observou-se que
apenas o composto PP2, a qual continha a mistura das cumarinas preniletina e
preniletina-metil-éter, apresentou relevante capacidade de inibicdo do crescimento
frente aos fungos Cryptococcus neoformans (CIM 125 pg/ml), Microsporum
gypseum (CIM 31,25 ug/mL), Trichophyton rubrum (CIM 62,5 ug/ml) e Trichophyton
mentagrophytes (CIM 31,25 ug/ml).

SARDARI e colaboradores (1999), realizaram um estudo para avaliar a
atividade antifungica de algumas classes de cumarinas e também de seus
derivados modificados através de sintese. Em analise comparativa entre os
compostos que apresentaram atividade antifungica, concluiram que a hidroxila livre
na posicao C-6 é importante para a atividade destes compostos. Levando-se em
conta as estruturas quimicas das duas cumarinas pertencentes a PP2, o composto
preniletina possui a hidroxila livre na posicdo C-6, e este fato pode justificar a

inibicdo do crescimento dos fungos.

Os trés principais grupos de antifungicos de uso clinico sdo: os antibiéticos
polienos (anfotericina B), os derivados azdlicos (cetoconazol) e as
alilaminas/tiocarbamatos (terbinafina). O mecanismo de acdo destes agentes é
baseado na interagcdo ou inibigdo do ergosterol, principal esterol da membrana
plasmatica da maioria dos fungos (ODDS et al., 2003). Apesar da identificacdo de
varias espécies de plantas com propriedades antifungicas, bem como de alguns de
seus componentes ativos, poucos dados documentados foram apresentados sobre
seus mecanismos de acdo (GHAHFAROKHI et al., 2004).
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Tabela 9: Avaliagao da atividade antifungica in vitro dos produtos isolados de
P. alopecuroides e P. polystachyum

PAl PA2 PP1 PP2
Candida albicans >250 >250 >250 >250
Candida tropicalis >250 >250 >250 >250
Saccaromyces cerevisiae >250 >250 >250 >250
Cryptococcus neoformans >250 >250 >250 125
Aspergillus fumigatus >250 >250 >250 250
Aspergillus flavus >250 >250 >250 250
Aspergillus niger >250 >250 >250 >250
Microsporum gypseum >250 >250 >250 31,25
Tricopyton rubrum >250 >250 >250 62,5
Tricopyton mentagrophytes >250 >250 >250 31,25

PA1: 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina (P. alopecuroides)
PA2: 7-(2,3-epoxi-3-metil-3-butiloxi)-6-metoxicumarina (P. alopecuroides)
PP1: 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina e iapina (P. polystachyum)

PP2: preniletina e preniletina-metil-éter (P. polystachyum)
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6. CONSIDERACOES FINAIS
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A motivacdo para a realizacdo do presente trabalho partiu de um estudo
realizado por AVANCINI (2002) que, através de relatos etnoveterinarios, obteve a
informacgédo que espécies do género Pterocaulon s&o utilizadas para o tratamento
de doengas de pele de animais, popularmente diagnosticadas como micoses.
Contudo, a grande semelhanga morfolégica e a denominagcdo comum (Quitoco)

levam a populacao utilizar diferentes espécies com a mesma finalidade.

Com a possibilidade de estabelecer parametros de diferenciacdo entre as
espécies de Pterocaulon, no presente trabalho foram isolados e identificados cinco
compostos majoritarios dos extratos diclorometano das partes aéreas de P.
alopecuroides e P. polystachyum, espécies encontradas com bastante frequéncia
durante a realizagcdo deste estudo. Os produtos isolados, identificados como
cumarinas, estdo em concordancia com os dados da literatura que relatam esta

classe de compostos como a mais encontrada para o género.

Os métodos de extracao utilizando a planta rasurada e através de imersao
do material intacto em solvente organico, foram comparados através de
cromatografia em camada delgada. Observou-se a presenga dos mesmos
compostos majoritarios nos extratos, optou-se assim pelo segundo método, que

proporcionou a minima interferéncia de outros compostos como a clorofila.

Para Pterocaulon alopecuroides, as cumarinas majoritarias encontradas
foram a 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina, codificada como PA1 e 7-(2,3-epoxi-3-
metilbutiloxi)-6-metoxicumarina, codificada como PA2. Estes n&o foram os mesmos
compostos previamente isolados desta planta. O primeiro e uUnico estudo
fitoquimico encontrado na literatura sobre P. alopecuroides, realizado por VILEGAS
e colaboradores (1995), descreve o isolamento de um flavondide e de duas
cumarinas do extrato diclorometano das partes aéreas desta espécie. Os
compostos foram identificados como 7-(2,3-diidroxi-3-metilbutiloxi)-5-hidroxi-6-

metoxicumarina, de estrutura inédita, e 7-(2,3-diidroxi-3-metilbutiloxi)-6-
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metoxicumarina, esta ja relatada para outras espécies de Pterocaulon: P. balansae,

P. lanatum, P. virgatum e P. rugosum.

A justificativa para as divergéncias entre os compostos isolados para a
mesma espécie pode estar nos métodos de extragcdo utilizados serem diferentes,
ou até mesmo, regides e épocas distintas de coleta, fatores que podem influenciar
diretamente na quantidade e qualidade de metabdlitos secundarios produzidos

pelos vegetais.

De P. polystachyum foram isolados duas substancias, codificados como
PP1 e PP2, os quais através da analise dos espectros de RMN, observou-se
que ambos tratavam-se de misturas de cumarinas. O composto PP1 apresentou
a 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina,  anteriormente isolada de P.
alopecuroides, codificada como PP1a, e iapina, como PP1b. O composto PP2
também apresentou duas cumarinas, preniletina, codificada como PP2a, e

preniletina-metil-éter, codificada como PP2b.

Ainda que tenha sido empregando um método de extragdo diferente
daquele citado na literatura, as cumarinas isoladas de P. polystachyum, foram
as mesmas relatadas em trabalhos anteriores (PALACIOS et al., 1999; VERA et
al., 2001).

De P. balansae, foi isolado e identificado, através de cromatografia em
camada delagada, a cumarina 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina, confirmada
através da comparagéao do perfil cromatografico do composto previamente isolado

de P. alopecuroides PA1.

As cumarinas possuem um espectro ultravioleta (UV) caracteristico,
fortemente influenciado pela natureza e posicdo dos grupos substituintes, sendo
facilmente visualizadas por cromatografia em camada delgada. Para reforgar a
afirmacdo de que estes compostos sdo caracteristicamente encontrados nas

espécies de Pterocaulon, realizou-se a andlise do perfil cromatografico de P.
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angustifolium, P. balansae, P. cordobense, P. lorentzii, P. polypterum e P.
rugosum, nativas do Rio Grande do Sul. Com isso verificou-se a presencga de
cumarinas em todas as espécies. Este fato pode sugerir que esta classe de

compostos sirva como marcador taxonémico para o género.

Na comparagédo cromatografica entre P. alopecuroides e P. polystachyum e
outras seis espécies do género, submetidas ao mesmo processo de extracdo, foi
possivel observar que quatro destas apresentaram perfil cromatografico idéntico ao

dos produtos isolados das duas espécies anteriormente citadas.

A espécie P. balansae foi a que apresentou perfil de maior numero de
substancias isoladas (PA1, PA2 e PP2) seguido de P. cordobense (PA1 e PA2), P.
polypterum (PP2) e P. rugosum (PA1).

As espécies P. angustifolium e P. lorentzii apesar de demonstrar a presenga
de substancias com perfil cromatografico de cumarinas, quando comparadas aos

produtos isolados, ndo se observou a presencga destes nestas espécies.

O método de extracdo utilizado indica que estas substancias localizam-se,
em grande maioria, na superficie das partes aéreas onde poderiam estar atuando
como fitoalexinas. Algumas cumarinas como iapina obtida de varias espécies do
género Pterocaulon, sdo descritas como fitoalexinas, defendendo a planta de
microrganismos, especialmente fungos. Este tipo de composto € formado em
resposta a um trauma que ocorre com a planta, seja por uma doenga ou por
processo de secamento, e se acumulam na superficie das folhas, frutos e
sementes, inibindo o crescimento e esporulagdo de fungos patégenos e agem

como repelentes de abelhas e outros invertebrados terrestres (OJALA, 2001).

A avaliagdo da atividade antifungica de P. alopecuroides, P. balansae e P.
polystachyum demonstrou 6timos resultados, pois os diferentes extratos foram
ativos contra todos os fungos testados. Levando-se em consideragdo os valores

das concentragdes inibitérias do crescimento, que chegaram até a 12,5 ug/mL,
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estes extratos possuem o6tima atividade, pois um extrato bruto que demonstra ser

ativo a 100 pg/mL, é considerado um extrato de boa poténcia (RIOS et al., 1988).

As espécies Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes foram as mais
suscetiveis, com valores de concentragdo inibitéria minima (CIMs) menores ou
iguais a 250 pg/mL. A fracdo hexanica de P. balansae demonstrou a melhor
atividade antifungica, com CIMs de 12,5 ug/mL frente as duas espécies de fungos.
Estes microorganismos sdo o0s maiores causadores de “pé de atleta” e

onicomicoses em humanos, sendo os mais prevalentes em infecgdes superficiais.

A espécie Candida albicans, principal agente causador de infecgdes
superficiais e disseminador de infeccdes fatais em pacientes imunocomprometidos,
teve seu crescimento inibido por mais da metade dos extratos, com valores de

CIMs menores ou iguais a 200 ug/mL.

O extrato metandlico bruto de P. alopecuroides demonstrou a melhor
atividade (CIM= 25 ug/mL) contra Cryptococcus neoformans, micoorganismo que €

a causa mais frequente de meningites em pacientes com SIDA.

Os dados promissores obtidos para atividade antifungica podem justificar o
uso popular de algumas espécies de Pterocaulon para o tratamento de doencas

infecciosas de pele, tanto de humanos quanto de animais.

Os resultados positivos dos testes antifungicos realizados com os extratos
brutos e fragdes das espécies P. alopecuroides, P. balansae e P. polystachyum,
foram atribuidos as cumarinas, compostos majoritarios isolados destes extratos e
com atividade antimicrobiana reconhecida (VERA et al.,, 2001). Porém, os
resultados obtidos no teste para a atividade antifungica dos produtos isolados nao
foi relevante. Mas é preciso considerar que os extratos utilizados nos testes
antifangicos apresentavam muitas cumarinas, além destas maijoritarias isoladas,

que poderiam ser 0s responsaveis pela atividade.
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A provavel presenca de outros compostos como flavondides e dleos volateis,
além das cumarinas, indica que estes também poderiam ter sido os responsaveis
pela atividade dos extratos. Este dado € suportado pela fraca atividade
demonstrada pelas cumarinas puras, embora estudos anteriores sobre efeitos
inibitérios destas substancias foram relatados para xantotoxina, herniarina,
umbeliferona, escopoletina, cumarina (OJALA et al., 2000), fraxinol, isopimpinelina,
xantotoxol e peucedanol (ZEID, 2002).

Dentre os produtos isolados testados quanto a atividade antifungica, apenas
PP2 apresentou poder de inibicdo frente ao crescimento das cepas. Esta fracao
contém uma mistura das cumarinas preniletina-metil-éter e preniletina, e a atividade
pode ser atribuida a estrutura quimica desta ultima, que possui uma hidroxila livre
na posicao C-6, substituinte que, segundo SARDARI et al. (1999), leva a um
aumento da atividade antifungica.

RIOS e colaboradores (1988) relataram que se um extrato bruto é ativo a
100 pg/mL, significa que ele possui uma boa poténcia, porém, se uma substancia
pura ndo é ativa a 100 pug/mL, provavelmente ndo sera de importancia clinica.
Acredita-se que esta atividade poderia ter sido mais pronunciada se a substancia
estivesse pura ou em maior concentragdo, pois a propor¢gdo entre os dois

compostos era de 70% de preniletina-metil-éter e 30% para preniletina.

O mecanismo de ac¢ao deste composto associado ao substituinte hidroxila na
posicao C-6 ainda nao esta esclarecido. Apesar da identificacdo de varias espécies
de plantas com propriedades antifungicas e alguns de seus componentes ativos,
poucos dados de relatos de mecanismo de agao foram encontrados na literatura
(GHAHFAROKHI et al., 2004).

A continuidade dos estudos quimicos e biolégicos com as espécies P.
alopecuroides, P. balansae e P. polystachyum é de grande importancia,

considerando-se a possibilidade de testar as demais substancias presentes nos
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extratos destas espécies e se chegar a um ou mais compostos responsaveis pela

atividade antifungica.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a etnofarmacologia e
dados ecologicos aliados aos estudos fitoquimicos podem levar a deteccédo de

substancias com relevantes atividades biologicas.
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7. CONCLUSOES
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O método de extracdo dos produtos de superficie, utilizando a planta
integra, mostrou ser eficaz para a obtengédo dos produtos majoritarios das folhas
e galhos, com a interferéncia minima de outros compostos indesejaveis como a

clorofila.

Os compostos majoritarios encontrados para as espécies de P.
alopecuroides, P. balansae e P. polystachyum sdo cumarinas 6,7-

dissubstituidas.

As cumarinas isoladas foram: 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina (PA1) e
7-(2,3-epoxi-3-metilbutiloxi)-6-metoxicumarina (PA2) de P. alopecuroides, 5-
metoxi-6,7-metilenodioxicumarina (PP1a), iapina (PP1b), preniletina (PP2a) e
preniletina-metil-éter (PP2b) de P. polystachyum e  5-metoxi-6,7-

metilenodioxicumarina, de P. balansae.

As demais espécies nativas do Rio Grande do Sul utilizadas no estudo, P.
angustifolium, P. cordobense, P. lorentzii, P. polypterum e P. rugosum, também

demonstraram a presenca de cumarinas.

Os extratos brutos metandlicos e fragdes hexanica, diclorometano e
metandlica de P. alopecuroides, P. balansae e P. polystachyum apresentaram
atividade antifungica bastante pronunciada, e o0s microrganismos mais
suscetiveis foram Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum, com

valores de CIMs de até 12,5 ng/mL.

Mais da metade dos extratos testados inibiu o crescimento de Candida
albicans e Candida tropicalis com valores de CIMs menores ou iguais a 200

ug/mL.

O extrato bruto metandlico de P. alopecuroides apresentou melhor

atividade contra Cryptococcus neoformans (CIM=25 ug/mL) e o extrato hexanico
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de P. balansae exibiu a melhor atividade contra Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum (CIM=12,5 ug/mL).

Dos produtos isolados, apenas a mistura de preniletina e preniletina-metil-
éter, demonstrou atividade inibitéria contra Trichophyton mentagrophytes
(CIM=31,25 pg/mL), Trichophyton rubrum (CIM=62,5 ug/mL) e Microsporum
gypseum (CIM=31,25 pug/mL).
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Abstract. The most characteristic compounds found in Asteraceae are sesquiterpene lactones but
other secondary metabolites can have predictive value. The distribution of coumarins in
Asteraceae has been subjected to a investigation and an interesting distribution was found. In the
controversial tribe Plucheeae these substance are abundant only in one taxon: the genus
Pterocaulon in which all the coumarins are 6-7-oxygenated and could be considered a
taxonomic marker of the genus. Seven species belonging to the genus Pterocaulon native from
south Brazil were studied for their exudate coumarin composition. Some compounds were
isolated and from P. alopecuroides. Two coumarins (5-methoxy-6,7-methylenedioxycoumarin
and 7-(2,3-epoxy-3-methyl-3-butyloxy)-6-methoxycoumarin) not previously reported for this

species were obtained.

Key Words. Pterocaulon; Asteraceae; exudate coumarins; tribe Plucheeae; substitution trends;

chemosystematics.

Running title: Coumarins in Asteraceae

Introduction

Asteraceae comprises 1535 genera and more than 23.000 species distributed into three
subfamilies (Barnadesioideae, Cichorioideae and Asteroideae) and 17 tribes. From the chemical
point of view, the family presents a tendency to produce sesquiterpene lactones although other

classes of natural products such as coumarins have been found.

The genus Pterocaulon was formerly included in Inuleae, composed by 200 genera and
2000 species. In spite of the splitting attempts of some authors, the tribe survived without

considerable change. Based on cladistic analysis Anderberg (1994a, b, ¢) demonstrated that the
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tribe was paraphyletic and proposed a new classification in which the majority of the genus was
accommodated into three tribes: Inulae (38 genera), Gnaphalieae (181 genera) and Plucheeae (28

genera).

According to Anderberg (1991) the taxa of Plucheeae form five monophyletic subgroups:
the clades Cylindrocline, Coleocoma, Pterocaulon, Laggera and Pluchea. The Pterocaulon
clade, diagnosed by its winged stems, comprises three genera: Pterocaulon (including
Monenteles) Neojeffreya, and Stenachaenium. Pterocaulon and Stenachaenium are found in
North and South America. Another group of Pterocaulon, section Monenteles, is found in
Australia and in east tropical Asia, and Neojeffreya occurs in Madagascar. The biogeographic
distribution of the clade Pterocaulon is interesting and, according to Anderberg (1991), a
cladistic analysis of Pterocaulon at the species level, would be helpful in studies about

vicariance biogeography. In this way, chemical data could be used as a character.

About half of the Pterocaulon species have been analyzed previously and many
compounds have been isolated: caffeoylquinic acids from P. virgatum (Martino et al., 1979);
thiophene acetylenes and flavanols from P. virgatum (Bohlmann et al., 1981); polyacetylenes
from P. alopecuroides, P. balansae, P. lanatum and P. rugosum (Magalhaes et al., 1989);
hydroxy-B-caryophyllene from P. serrulatum (Macleod and Rasmussen, 1999); flavonoids from
P. sphacelatum (Semple et al., 1999), P. purpurascens (Debenedetti et al., 1987) and P.
alopecuroides (Vilegas et al., 1995); and coumarins from P. balansae, P. lanatum (Magalhaes et
al., 1981), P. purpurascens (Debenedetti et al., 1991, 1992 and 1996), P. redolens
(Kanlayavattanakul et al., 2003), P. virgatum (Debenedetti et al., 1994, 1998 and 1999), P.

polystachyum (Vera et al., 2001) and P. alopecuroides (Vilegas et al., 1995). Several species of
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the genus are used in folk medicine as insecticides and agents against snake bites (Debenedetti et

al., 1999).

The aim of this work is to study the exudate coumarin composition of some Pterocaulon
species native to Brazil, to scrutinize the distribution of coumarins in Asteraceae and to assess
the usefulness of these compounds as taxonomic marker in the family at the tribal level and at

the sections of Pterocaulon.

Materials and Methods

Survey of coumarins in Asteraceae: The distribution of coumarins in Asteraceae was
obtained in Murray et al. (1982), a review which covers the literature up to 1980. The reports

of occurrence of these compounds in the subsequent years were compiled in literature.

Plant material: Aerial parts of the plants were collected in the Rio Grande do Sul state,
in March, 2003. The species were identified by N.I. Matzenbacher (Programa de Pos-graduagao
em Botanica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil). The voucher specimens are
deposited in the herbarium of the Federal University of Rio Grande do Sul (ICN)(Pterocaulon
alopecuroides (Lam.) DC. (136583); P. angustifolium DC. (136587); P. balansae Chodat
(136589); P. cordobense O.K. (136588); P. lorentzii Malme (136586); P. polypterum (DC.)

Cabrera (136585); P. polystachyum DC. (136584) and P. rugosum (Vahl) Malme (136590).

Chemical methods: whole leaves and branches of the plants (ca. 50 g) were carefully
dried and extracted twice by immersion in dichloromethane for 15 s. This short extraction

period proved sufficient for obtaining the compounds that coated the twigs and leaves without
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extracting other components such as chlorophyll from those parts of the plant. The extracts were
evaporated to dryness under reduced pressure and analyzed by TLC on silicagel using elution
with CH,Cl, 100% up to CH,Cl,:MeOH (95:5). From P. alopecuroides and P. polystachyum, the
main products in each case were isolated by column chromatography on silica gel using a
chloroform/methanol gradient system followed by preparative TLC on silica gel with
chloroform: methanol (98:2), to afford 5-methoxy-6,7-methylenedioxycoumarin (1) and 7-(2,3-
epoxy-3-methyl-3-butyloxy)-6-methoxycoumarin (2) from P. alopecuroides. From P.
polystachyum, besides compound 1, ayapin (3), prenyletin (4) and prenyletinmethyl-ether (5)
were isolated. The products were identified by 'H NMR and >C NMR spectroscopy (Tables 1
and 2) and comparison with literature data (1: Maldonado et al., 1992; 2: Bohlmann and

Jakupovic, 1979; 3: Debenedetti et al., 1998; 4 and 5: Cardona et al., 1992)(Fig. 1).

Table 1: "H NMR data of compound 1 (5-methoxy-6,7-methylenedioxycoumarin), 2 (7-(2,3-epoxy-3-methyl-3-
butyloxy)-6-methoxycoumarin), 3 (Ayapin), 4 (prenyletin) and 5 (prenyletin-methyl ether) (coupling constants in
Hz)

1* 2% 3 4 5

H-3 622(d,J=9.7)  627(d,J=94) 627(d,J=95) 620(d,J=94) 622(d,J=9.4)
H-4 7.95(d,J=9.7)  7.62(d,J=9.4) 758(d,J=9.5 7.83(d,J=9.4) 7.77(d, J=9.4)
H-5 - 6.90 (5) 6.82 (s) 7.07 () 6.93 (s)

H-8 6.54 (5) 6.87 () 6.83 (s) 6.89 (s) 6.88 (3)
5-OMe 415 () -

6-7-OCH,0-  6.00 (5) - 6.07 ()

6-OH - - 5.50 (1)

6-OMe - 3.90 () 3.82 (s)

H-1'a - 412 (dd,, J=11.4; 6.0) 462(d,3=6.7)  4.67(d, J=6.4)
H-1'b 434 (dd, J=11.4; 4.0) 462(d,3=6.7)  4.67(d, J=6.4)
H-2’ - 3.19 (dd, J= 6.0; 4.0) 5.46 (1) 551 (Y)

H-4° - 1.39 (s) 1.76 (5) 1.78 (5)

H-5’ - 1.38 (5) 1.78 (5) 1.78 (5)

Experimental data (400 MHz; CDCls)

*Experimental data (500 MHz; CDCls)
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Table 2: >C NMR data of compounds 1 (5-methoxy-6,7-methylenedioxycoumarin), 2 (7-(2,3-epoxy-3-methyl-3-
butyloxy)-6-coumarin), 3 (Ayapin), 4 (prenyletin) and 5 (Prenyletin-methyl ether)

1* 2% 3 4 5
C-2 161.27 161.22 161.13 163.82 164.00
C-3 111.72 113.79 113.36 112.89 113.40
C-4 138.76 143.17 143.40 145.87 145.80
C-5 138.04 108.65 105.05 110.05 108.15
C-6 131.74 146.67 144.89 139.97 145.50
C-7 152.65 151.82 151.25 150.15 152.47
C-8 92.36 101.89 98.35 102.11 101.75
C-9 151.51 149.77 151.25 148.36 148.36
C-10 106.60 111.97 112.67 112.98 112.98
5-OCHg3; 59.92 - - - -
6-7- OCH,0- 101.80 102.31 - - -
6-OCHj; - 56.44 - - 56.83
c-r - 68.51 - 67.20 67.20
c-2 - 60.83 - 120.11 120.27
Cc-3 - 58.25 - 139.76 139.76
c-4 - 24.53 - 25.84 25.84
C-5 - 19.07 - 18.28 18.28

Experimental data (100 MHz; CDCl;)

*Experimental data (125 MHz; CDCly)
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Fig 1. Chemical structures of 5-methoxy-6,7-methylenedioxycoumarin (1), 7-(2,3-epoxy-3-

methyl-3-butyloxy)-6-coumarin (2), Ayapin (3), prenyletin (4) and Prenyletin-methyl ether (5)

Results and discussion

The distribution of the coumarins in Asteraceae is shown in Table 3 where the taxa are

grouped according to the Bremer (1994) tribal systems.

Table 3: distribution of coumarins in the tribes of Asteraceae

Subfamily Tribe (number of genus) | Number of genus | Number of different
presenting coumarins (types)
coumarins

Barnadesioideae | Barnadesieae (9) NR -

Cichorioideae Mutisieae (76) 13 32 (S:21; F:4; P:7)

Cardueae (83) 3 8 (S:8)
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Lactuceae (98) 8 6 (S:6)
Vernonieae (98) 4 14 (S:6; P:3)
Liabeae (14) NR -
Arctoteae (16) NR -
Asteroideae Inuleae (38) 1 2 (S:2)
Plucheeae (28) 1 40 (S:30)
Gnaphalieae (181) 3 3(S:3)
Calenduleae (8) NR -
Astereae (174) 8 27 (S:27)
Anthemideae (109) 7 43 (S:42; F:1)
Senecioneae (120) 4 5(S:5)
Helenieae (110) 3 6 (S:0)
Heliantheae (189) 13 21 (S:21)
Eupatorieae (170) 7 9 (S:9)

NR= not reported; S= simple coumarins; F= furanocoumarins; P= pyranocoumarins

A number of 146 different coumarins were found in the family occurring in 75 genera distributed
in 13 of the 17 tribes. These compounds have not been reported for species from the tribes Barnadesicae
(subfamily Barnadesioideae), Liabeae, Arctoteae (subfamily Cichorioideae) and Calenduleae (subfamily
Asteroideae), In the subfamily Cichoroideae, the richest taxa are Mutisieae, Lactuceae and Vernonieae.

In the subfamily Asteroideae, the richest tribe is Heliantheae.

Considering the chemical structures of the coumarins, it was verified that simple coumarins are the
most frequently found in the family. The tribe Mutisieae, subfamily Cichoroideae, with 76 genera
presents 13 genera containing coumarins being the richest source of these compounds and the taxa where
a great structural variation is found, some species presenting both furanocoumarins and pyranocoumarins.

Besides Mutisieae, a report about the occurrence of one furanocoumarin in a species from subfamily
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Asteroideae (genus Artemisia, tribe Anthemideae) was found (Breton, 1974). Pyranocoumarins, however,

are found only in Cichoroideae, in the tribes Mutisieae and Vernonieae.

It is interesting that in Plucheeae the only genus that presents coumarins is
Pterocaulon in which a number of 40 different coumarins were previously found in ten
species (Table 4). In this work we analysed other five species native to south Brazil and
coumarins were found in all of them. These data indicate that these compounds could be

considered chemotaxonomic markers for the genus Pterocaulon.

Table 4: occurrence of coumarins in Pterocaulon species

Species Origin Coumarins Reference
P. alopecuroides West Indies; Present Vilegas et al., 1995;
(Lam.) DC. S. America this work
P. angustifolium DC. |S. America Present this work
P. balansae Chod. S. America Present Magalhaes et al., 1981
P. cordobense O.K. | Argentina, Brazil and | Present this work

Uruguay
P. lanatum O.K. Bolivia; Paraguay Present Magalhaes et al., 1981
P. lorentzii Malme S. America Present this work
P. niveum Cabr. Australia Absent or not -

investigated

P. polypterum (DC). |S. America (Brazil, |Present this work
Cabr. Uruguay and

Argentina)
P. polystachyum DC. |S. America Present Palacios et al., 1999;

Veraetal., 2001
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P. purpurascens S. America Present Debenedetti et al.,
Malme (Argentina,Paraguay) 1991; 1992; 1996

P. pycnostachyum U.S.A. Absent or not -

(Michx.) EIll. investigated

P. redolens (Willd.) | Tropical Asia; Present Kanlayavattanakul et
F. Villar Australia al., 2003.

P. rugosum (Vahl) S. America Present this work

Malme

P. serrulatum Australia; Present Macleod e Rasmussen
(Montr.) Guillemin | New Caledonia et al., 1999.

P. sphacelatum Australia and Present Johns et al., 1968;

(Labill.) Benth. et
Hook

surrounded Island to

the north

Semple et al., 1999

P. sphaeranthoides
(DC.) Benth. et Hook

Australia

Absent or not

investigated

P. verbascifolium

Java; Sunda Isl.;

Absent or not

(Muell.) Benth. et Australia investigated

HookK

P.virgatum (L.) DC. | West Indies; Present Bohlmann et al., 1981;
EUA(Arizona) Debenedetti et al.,
S. America 1994; 1998; 1999;

Demyttenaere et al.,

2004

Although the species of Pterocaulon present other classes of compounds, coumarins

are charactereistic of the genus. In Pterocaulon coumarins can be di-, tri- or tetraoxygenated

and all of them are 6,7 oxygenated.
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Pterocaulon alopecuroides and P. polystachyum were studied previously but in this
work we investigated the exudate instead of the extract of the powdered plant. The exudate
of P. alopecuroides afforded 5-methoxy-6,7-methylenedioxycoumarin (1) and 7-(2,3-epoxy-
3-methyl-3-butyloxy)-6-methoxycoumarin (2), previously found in P. virgatum (Bohlmann
et al., 1981; Debenedetti et al., 1994). To our knowledge this is the first report on the
occurrence of coumarins 1 and 2 in Pterocaulon alopecuroides. From this plant, the
compounds 7-(2,3-dihydroxy-3-methylbutyloxy)-6-methoxycoumarin and 7-(2,3-dihydroxy-
3-methylbutyloxy)-5-hydroxy-6-coumarin were previously obtained (Vilegas et al., 1995).
This difference could be due to the extraction method employed and to the fact that the
plants were collected in different places. Nevertheless, it is worth while to state that the plant

exudate presented several coumarins of which only the most abundant were isolated.

The exudate of P. polystachyum, besides 5-methoxy-6,7-methylenedioxycoumarin
(1), afforded three other coumarins, namely ayapin (2), prenyletin (3) and prenyletinmethyl-
ether (4). These compounds were previously isolated from the chloroform extract of the

powdered plant material (Palacios et al.,1999; Vera et al., 2001).

The presence of high amounts of coumarins in the exudate of these plants suggests
that the compounds are accumulated in the epicuticular wax or in the trichomes or in both. In
order to determine the exact localization of the compounds a morpho-anatomical study is

being carried out.

The presence of some secondary metabolites can be a useful character in the revision

of taxonomic systems. Nevertheless sometimes the available data are not sufficient. As until
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now the only chemical character used in cladistic analysis of the tribe Plucheeae was the
presence or absence of sesquiterpene cuauhtematl (Cuauhtemon), and its derivatives, the

data presented here could be a useful toll.

Some coumarins such as ayapin isolated from several species are described as
phytoalexins, protecting the plant against the microorganisms attach, especially fungus. In
the case of Pterocaulon the method employed for the extraction of the compounds could
indicate that the substances, if not all, the majority, are located in the surface of the leaves
and branches where they could act as phytoalexins. Interestingly enough, native species of
Pterocaulon are used in some rural areas in South Brazil to treat animal skin diseases
popularly diagnosed as mycoses. In a recent study our group investigated the antifungal
activity of crude extracts, fractions and coumarins obtained from P. alopecuroides, P.

balansae and P. polysthachyum finding significant results (Stein et al., 2005).

The authors want to thank CNPq and CAPES for the financial support.
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