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RESUMO

No presente trabalho foram realizados estudos sobre a espécie Pterocaulon
interruptum DC., Asteraceae, cujas partes aéreas foram submetidas a estudo
botanico fitoquimico, sendo o processo extrativo por Soxhlet, o qual apresenta
melhor rendimento e rapidez, isolando-se e caracterizando-se cinco compostos:
sabandinol (cumarina), quercetina (flavonol), taxifolina 7-O-prenilada (di-
hidroxiflavonol), estigmaste_rol (esteréide) e 3-O-acetil taraxastero! (esterdide). Do
oleo essencial foram caracterizados oito compostos: a-tujeno; 1,4,6- trimetil-5,6-
dihidronaftaleno; 3-heptanona; acetaldeido benzénico; alil ciclohexano; carvacrol
(metil éter); orfo-cimeno e safrol. Estudos botanicos foram realizados para
determinacao das caracteristicas anatdmicas e possivel comparagao com estudos
anteriores. A fracao do extrato alcodlico avaliada nao apresentou atividade
inibitéria frente a cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

In the present paper was realized studies about Pterocaulon interruptum DC.,
Asteraceae family, which aerial parts were submitted to botanical study to obtain
anatomic characteristics and possibility to compare with others studies. It was
conducted the phytochemical studies and the extractive process was developed
by Soxhlet, which presented a better performance and speed. It was isolated five
compounds: sabandinol (coumarin), quercetin (flavonol), 7-O-prenyl taxifolin
(dihydroxyflavonol), stigmasterol (steroid) and 3-O-acetyl taraxasterol (steroid).
From essential oil was identified eight compounds: a-thujene; 1,4,6- trimethyi-5,6-
dihydronaphtalene; 3-heptanone; benzenic acetaldeid; alil ciclohexane; carvacrol
(methyl ether); ortho-cimene and safrol. The fraction available from alcoholic
extract wasn't active like anti microbial in the microorganisms species Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus.



1 INTRODUGAO

O Homem e as plantas medicinais possuem uma inter-relagdo direta,
desde o inicio de sua existéncia. Este ao observar os animais passou a fazer uso
das plantas como fonte de alimento e também na prevengao e tratamento de suas
enfermidades. As plantas lentamente foram sendo incorporadas a forma de vida
do homem. Neste contexto, 0 uso das mesmas representa um patriménio advindo
do saber popular. Inimeros registros, tratam a aproximagao técnica-cientifica do
homem as plantas medicinais.

Discorides, médico e botanico grego foi o primeiro a tratar a botanica como
uma ciéncia aplicada a farmacia. Seu trabalho, De Materia Medica é considerado
uma pedra fundamental no desenvolvimento da botanica farmacéutica ou
farmacobotanica e no estudo das substancias medicinais encontradas na
natureza (ANSEL, 2000).

O Brasil possui vasta flora cuja biodiversidade encontra-se entre as
maiores do planeta, das 250 mil espécies ja catalogadas, cerca de 120 mil destas
ocorrem neste pais € somente 10% ja foram estudadas sob o ponto de vista
quimico e farmacolégico (HECK, 1996; MIGUEL, 1996).

Nas ultimas trés décadas tém-se observado inimeros grupos de pesquisa,
direcionando esfor¢cos na busca de novos farmacos potencialmente ativos. Tais
interesses vem compor enorme demanda declarada pela Organizagao Mundial de
Saude, em propor a seus paises membros redirecionar esfor¢cos na pesquisa com
produtos naturais.

Em toda histéria, os vegetais tém sido reservatério potencial de farmacos e
a partir do isolamento e da identificacdo estrutural das substancias ativas
vegetais, € possivel recria-los por sintese total em laboratério, ou utilizar a
substincia isolada como material de partida para a criagao de estruturas quimicas
ligeiramente diferentes por meio de procedimentos de modelagem molecular.
Atualmente os produtos naturais sdo responsaveis por 40% dos farmacos
disponiveis no mercado.

O processo e o tempo decorrido desde a descoberta do farmaco até a
aprovagao para posterior comercializa¢cao podem ser longos e onerosos, cerca de
300 bilhdes de dolares, sendo que os resultados obtidos ap6s inimeros anos de



estudo e ensaios biolégicos, nem sempre sdo satisfatérios. Todos os ensaios que
devem ser realizados fazem parte da garantia de seguranca e eficacia do novo
farmaco que pretende-se apresentar ao mercado.

A busca por novos ativos derivados de plantas medicinais mostra-se
crescente em nosso pais, havendo maior interesse em conhecer e estudar a
biodiversidade do territério nacional.

A pesquisa cientifica de plantas medicinais empregadas na terapéutica
possui carater multi e interdisciplinar, sendo este aspecto fundamental para o
desenvolvimento de estudos mais elaborados e de maior rigor técniéo—cientiﬁco,
de modo a atender as exigéncias da Resolugdo RDC 17, no que se refere ao
desenvolvimento e registro de fitoterapicos.

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude, 80% da populagao dos
paises em desenvolvimento utilizam-se de plantas medicinais para tratamento de
suas enfermidades (SILVA, 2000).

A descoberta e, por conseqiiéncia, o uso de fitoterapicos e/ou farmacos,
abrangem uma gama interdisciplinar de conhecimentos etnobotéanicos, botanicos,
agrondmicos, fitoquimicos, farmacolégicos e clinicos. Especialmente a area da
quimica e biologia tem contribuido para o isolamento, purificagao, identificacédo e
modificacdo estrutural de moléculas com potencial farmacoloégico (MIGUEL,
1999).

Cabe ressaltar que por inUmeras vezes a descoberta de tais substancias
representou ndo somente o surgimento de um novo grupo de substancias, mas
originou a idéntiﬁcac;.éo de uma nova possibilidade de intervencao terapéutica
(SIMOES et al., 2000).

Inimeros exemplos considerados como marcos importantes da quimica de
produtos naturais podem ser destacados, como a morfina isolada ém 1803 por
SETURNER da Papaver somniferum, planta usada para acalmar a-dor visceral,
cuja formula estrutural foi proposta por ROBINSON no ano de 1925. Sendo
posteriormente, em 1932 isolada da mesma planta a codeina por ROBIQUET e
por MERCK em 1948, a papaverina (YUNES; CALIXTO, 2001). Outro importante
marco pode-se destacar a digitoxina e a digoxina encontrados dés folhas de
Digitalis purpurea L. e a Digitalis lanata Ehrh, respectivamente (EVANS, 1996;
BRUNETON, 1991). |



Em 1820, PELLETIER e CAVENTON isolaram o alcaldide quinolinico, a
quinina, extraida das cascas do género Cinchona (ROBBERS, SPEEDIE, TYLER,
1997), sendo esta utilizada como febrifugo no impaludismo, pela sua agao
esquizonticida (BARREIRO, 1990; SILVA, 1995).

A artemisinina, lactona sesquiterpénica, isolada em 1972 por cientistas
chineses, das folhas e flores de Artemisia annua L. cuja estrutura quimica foi
elucidada em 1979, qual confere potente acao contra o Plasmodium falciparum,
causador da malaria, responsavel por cerca de 2 milhdes de Obitos por ano
(MILES, NGUYEN, 1998; AGTMAIEL, EGGELTE, BOXTEL, 1999).

Muitos autores tém relatado o isolamento de cumarinas e outros compostos
em diversas espécies de Pterocaulon, como Pterocaulon sphacelatum (JOHNS,
1968), Pterocaulon virgatum (L.) DC. (DEBENEDETT! et al., 1998), Pterocaulon
balansae Chodat (MAGALHAES em DEBENEDETTI et al,, 1996), Pterocaulon
lanatum O. Kuntze (MAGALHAES em DEBENEDETTI et al., 1996) Pterocaulon
polystachium DC. (DEBENEDETTI et al., 1994a) e Pterocaulon purpurascens
(DEBENEDETT! et al, 1996), o que tem suscitado interesse na pesquisa
fitoquimica com espécies do referido género. Em levantamentos bibliograficos
realizados até o presente momento nao foram encontrados estudos relativos a
espécie Pterocaulon interruptum DC. justificando a relevancia do trabalho ao qual
Nnos propomos.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Realizar investigacao fitoquimica, botanica e das propriedades antimicrobianas
das partes aéreas de Pterocaufon interruptum DC. Asteraceae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Coletar, identificar botanicamente e depositar em herbario;

- Promover o isolamento de substancias presentes nas partes aéreas da
espécie em estudo, por meio de técnicas cromatograficas;

- Determinagao de estruturas quimicas de compostos isolados utilizando
técnicas espectroscopicas em UV, IV, EM, RMN 'H, RMN *C e CGEM;

- Realizar estudo dos caracteres morfo-anatomicos das partes aéreas;

- Realizar estudos das propriedades antimicrobianas.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA ASTERACEAE

As Compositae ou Asteraceae compreendem cerca de 1.100 géneros,
com, aproximadamente, 25.000 espécies e 13 tribos, de ampla distribuigao, bem
representadas em regides tropicais, subtropicais e temperadas (BARROSO, 1991;
JOLY, 1991).

Deriva o nome da familia Asteraceae da estrutura caracteristica da
inflorescéncia, em capitulos florais (BUKART, 1974; CRONQUIST, 1981; JOLY,
1991). Considerada uma das familias mais numerosas e evoluidas do reino
vegetal (OLIVEIRA, 1993).

Segundo CABRERA (1963), a familia Asteraceae é cosmopolita, com
grande concentracdo de espécies em regides subtropicais, temperado-frias e
temperadas. Também sao muito abundantes nas regides montanhosas. As tribos
Astereae e Inuleae, da qual faz parte a espécie em estudo, sdo caracteristicas do
hemisfério norte, existindo também muitos géneros no hemisfério sul.

DRURY e WATSON em 1966, afirmaram que o género estava
erroneamente contido na tribo Inuleae, uma vez que possui uma combinagao
pouco freqiiente de caracteres anatdémicos, os quais ndo coincidem com aqueles
dos grupos taxondmicos afins, destacando-se em primeiro lugar o diferente tipo
de tricoma, o flageliforme (BARROSO, 1991).

Sao na verdade plantas que tanto podem localizar-se em regiées ao nivel
do mar, como atingir os picos das mais altas montanhas, tendo invadido, com
sucesso, todos os tipos de habitats, com excegéo, talvez, do aquatico, visto que
poucas espécies sao, realmente, aquaticas verdadeiras, sdo mais abundantes
nas regides aridas do que nas florestas tropicais umidas.

No Brasil, estao representadas por, aproximadamente, 180 g:éneros', sem
considerar muitos daqueles criados recentemente como as éspécies de
Eupatarium L., por exemplo (BARROSO, 1991).

A origem filogenética das Asteraceae e as suas afinidades sdo ainda
incertas. BENTHAM (1873) e BESSEY (1897) sugeriram seu parentesco com as
Dipsacaceae; WERNHAM (1912) e TURNER (1977) relacionaram-nas com as
Calyceraceae, enquanto CRONQUIST (1968) considerou o complexo Rubiales-



Dipsacales com mais requisitos para representar o ancestral mais provavel das
Compositae. A maioria dos autores, porém, tem procurado o parentesco do grupo,
junto as Campanulaceae.

HEYWOOD (1978 em BARROSO, 1991) diz que entre as familias
referidas como possiveis ancestrais das Compositae afastam-se as Rubiaceae,
Caprifoliaceae, Dipsacaceae e Valerianaceae, pelo tipo cimosoc das
inflorescéncias e pela bioquimica, enquanto as Stylidaceae, Goodeniaceae e
Brunoniaceae, embora lembrem as Compositae no tipo racemoso das
inflorescéncias, diferem, contudo, em varios outros aspectos, € que as
Calyceraceae sao pouco conhecidas quimicamente, para que possam oferecer
bases para uma discussao filogenética, restando portanto as Campanulaceae,
que, embora apresentem diferencas em detalhes embrioldgicos, concordam
bioquimicamente, pela presenc¢a de inulina, auséncia de tandides e de compostos
iridoides.

Ervas, arbustos, arvores baixas ou medias, ndo é raro trepadeiras perenes,
com indumento variado nao secretor ou glanduloso, com abundantes principios
ativos muito diversificados, incluindo inulina, alcaldéides, com ou sem sistema de
canais lactiferos e condutos ou depoésitos, esquizolisigenos de resina,
freqlientemente com floema ou canais vasculares em uma medula (SALINAS,
1992). A inflorescéncia das Asteraceae é o capitulo, que € composto de um
receptaculo comum sobre no qual se inserem as flores, rodeadas por bracteas
especializadas, as bracteas involucrais (chamadas também de escamas ou
filarias). Neste invélucro pode constar uma ou mais séries de bracteas herbaceas,
coriaceas ou escariosas, livres ou soldadas nos seus bordos. O receptacuio pode
ser delgado ou carnoso, maci¢o ou oco, céncavo, plano, convexo ou cdnico. A
supertficie pode ser quase lisa, estando somente marcada pelas cicatrizes da
insercéo das flores, pode ser desnudo ou coberto por tricomas (CABRERA, 1963).

Considera-se que o tipo de flor mais primitivo € a flor hermafrodita com
corola tubulosa, pentadentada ou pentalobada no limbo, sendo que este € o tipo
de flor que se encontra na parte interior dos capitulos da maioria das espécies de
Asteraceae (CABRERA, 1963).

Muitos trabalhos tem sido realizados com exemplares da referida familia, o
que ressalta a importancia econémica e cientifica da mesma. Extratos etandélicos



de 83 plantas da familia Asteraceae, coletadas no estado de Minas Gerais, Brasil,
foram testadas quanto a atividade larvicida contra o mosquito Aedes fluviatilis
Diptera: Culicidae. O extrato da espécie Tagetes minuta caracterizou-se como
mais ativo, sendo identificado como derivado de tiofenos, uma classe de
compostos presente na maioria das espécies da familia Asteraceae. Os extratos
de Eclipta paniculata também foram significativamente ativos nao havendo
estudos previamente relatados quanto a composigao quimica e atividade larvicida.
Entretanto, os extratos de Achryrocline satureoides, Gnaphalium spicatum,
Senecio brasiliensis, Trixis vauthieri, Tagetes patula e Vernonia ammophila foram
menos ativos, eliminando mais de 50% das larvas somente na maior dose testada
100 mg/l) (MACEDO et al., 1997).

Realizou-se estudo da atividade molusquicida nos extratos vegetais das
partes aéreas de 66 espécies da familia Asteraceae, incluindo o Pterocaulon
alopecuroides (Lam.) D.C., coletadas em Belo Horizonte € municipios vizinhos,
estado de Minas Gerais, Brasil.

Nas Américas Central e do Sul, a espécie Shistossoma mansoni, causa
esquistossomose intestinal em 8 a 12 milhdes de pacientes. De acordo com a
Organizacao Mundial de Saude, a doenga atinge mais de 200 milhdes de pessoas
e coloca mais 600 milhdes em risco de infeccdo em mais de 70 paises dos
tropicos. O ciclo de vida do parasita envolve a infecgao de algumas espécies de
moluscos. No Brasil, geralmente o género é Biomphalaria, em especial
Biomphalan'a glabrata, sao os hospedeiros intermediarios mais importantes do
Schistosoma mansoni.

O controle da populacado de moluscos via moluscicidas pode desempenhar
importante papel no controle da doenga, porém estes produtos podem atingir as
comunidades. Entdo, o desenvolvimento de produtos eficientes, baratos e
seguros ao meio ambiente resultam em importante ferramenta para minimizar o
impacto da esquistossomose. A demanda tem estimulado o envolvimento de
muitos grupos na pesquisa de novos produtos derivados de plantas que possam
ser utilizados como moluscicidas.

Das 66 plantas estudadas, 15 (23%) sao consideradas como medicinais
por populacées no Brasil. Somente os extratos de Actinoseris angustifolia
(Gardn.) Cabr, Alomia myriadenia Baker, Achyrocline satureioides (Lam.) D.C.,



Verbesina clausseni Sch. Bip., Piptocarpha rotundifolia Baker e Vanillosmopsis
erythropappa Sch. Bip. eliminaram 100% de caracdis apds 24 horas de
exposicdo. Sendo que os extratos de A. angustifolia, A. mynadenia e A.
satureioides foram os mais ativos. A. safureioides foi objeto de muitas
investigagoes fitoquimicas que demonstraram a preseng¢a de terpendides,
fenilpropandides e flavonoides, entre outras classes de compostos. Por outro
lado, P. rotundifolia nao foi estudada quimicamente para identificar os
componentes moluscicidas (MENDES et al., 1999).

LEAL et al., 2000 relatam atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e
broncodilatadora de extratos hidroalcodlicos das espécies Torresea cearensis,
Justicia pectoralis, Eclipta alba, Pterodon polygaliflorus e Hybanthus ipecacuanha.
Estas plantas sao muito utilizadas no nordeste brasileiro para doengas do trato
respiratério, e tem em comum cumarinas em sua composi¢ao, a exemplo também
do Pterocaulon interruptum DC.

SERRANO et al.,, 2000 determinaram a atividade anti-protozoaria de 79
extratos aquosos de plantas de diferentes familias, incluindo a familia Asteraceae.
Dois protozoarios com diferentes vias metabolicas foram estudados
Trypanossoma cruzi e Trichomonas vaginalis. A inibicdo dose dependente da
proliferagao parasitaria foi observada nos extratos das seguintes plantas Mikania
cordifolia (Asteraceae), Scutia buxifolia e Neurolaena lobata, reagindo em
concentragdo intermediaria resultando em altos valores de inibigdo do
crescimento, até 100%.

Contra o protozoario Trichomonas vaginalis, os extratos de Mikania
cordifolia, Scutia buxifolia € Neurolaena lobata foram novamente os mais efetivos,
sendo que a inibicdo no crescimento nao foi tao pronunciada quanto a do
Trypanossoma cruzi.

3.2 CUMARINAS ,

As cumarinas sao apresentadas em muitas espécies de diferentes familias
botanicas as quais estdo distribuidas na regidao nordeste do Brasil. Algumas delas
sdo relatadas na medicina popular como remédios tradicionais para o tratamento
de doengas do trato respiratorio (ROCHA, 1945 em LEAL et al., 2000).



Amplamente distribuidas no reino vegetal e representam uma classe de
lactonas, com efeito antipirético e inibidor da carcinogénese; algumas cumarinas
como a escopoletina sao antiarritmicas, vasodilatadoras, hipotensoras,
espasmoliticas e simpatoliticas (DI STASI, 1996).

Como por exemplo, o estudo da escoparona (6,7-dimetéxi-cumarina),
isolada da planta chinesa Arfemisia scopana Waldst & Kit, Asteraceae, aponta
atividades imunosupressoras, relaxante vascular, hipolipidémica e hipotensora
(HOULT E PAYA em SIMOES, 2000).

Cerca de 1.300 cumarinas ja foram isoladas de fontes naturais, sendo que
suas propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e aplicagbes terapéuticas
dependem de seus padroes de substituicdo (EVANS, 1996).

Derivadas da 5,6-benzo-2-pirona (a-cromona) e originam-se do acido frans-
cinamico que, por oxidagao, resulta no acido o-cumarico, cuja hidroxila fenélica
condensa com uma unidade de glicose. Esse composto isomeriza no seu
correspondente cis, o qual por ciclizagdo, forma a cumarina. A prenilagdo nas
posicoes C-6 ou C-8 do anel benzénico de uma 7-hidréxi-cumaria conduz a
formacao de pirano ou furanocumarinas (SIMOES, 2000).

As cumarinas livres, soiliveis em alcool, sdo extraidas com solventes
organicos como o éter. As formas heterosidicas sdo mais ou menos soltiveis em
agua. Numerosas cumarinas sao arrastadas por vapor d'agua. Para sua
purificacao pode-se atuar sobre as propriedades da lactona: abertura e
solubilizacdo em meio alcalino, fechamento do ciclo em meio acido. Convém
salientar que este procedimento pode induzir uma transformagao das estruturas
originais; a mesma observacdo € valida para métodos que utilizam sublimacao,
pode haver reordenac¢des térmicas, especialmente nas prenil cumarinas.

As cumarinas apresentam espectro UV caracteristico, influido fortemente
pela natureza e posigao dos substituintes, que se modificam profundamente em
meio alcalino. Em luz UV, as cumarinas apresentam fluorescéncia variavel, de
azul a amarelo e a purpura, ressaltada em presenca de amoniaco.

O reconhecimento destes compostos se realizam facilmente por CCD,
revelado em UV (algumas cumarinas resultam “falso positivo” com o reativo de
Dragendorff). As cumarinas podem ser avaliadas por CLAE, espectrofiuorimetria
depois de eluir as manchas em CCD e por densitometria (BRUNETON,1991).



Cumarinas contendo grupos di-hidroxilados em posi¢cdo orfo como a
fraxetina (7,8-di-hidréxi-6-metéxi-cumarina), esculetina (6,7-di-hidréxi-cumarina) e
4-metilesculentina (6,7-di-hidroxi-4-metilcumarina) sdao poderosos inibidores da
peroxidacao lipidica, além de eliminarem o anion radical superoxido e quelarem
ions ferro. Essas propriedades as tornam substancias de interesse como
antibxidantes, de possivel aplicagdo na prevencdo de doencas causadas por
radicais livres (MARTIN-ARAGON et al. em SIMOES, 2000).

3.3 ESTEROIDES

Os esterdides constituem uma classe de compostos naturais com ampia
distribuicdo na natureza, havendo grande diversidade das atividades biolégicas,
destacando-se 0 a utilizagdo como anticoncepcionais, cardiotdnicos, agentes anti-
inflamatoérios e anabolizantes (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Sao formados a partir do pirofosfato de isopentinila e em sua biossintese
ocorre a mesma seqiiéncia de reagdes presentes na biossintese dos terpendides.
Os primeiros esterdides isolados na natureza foram os alcoois C27-Cos,
encontrados nas fragoes lipidicas de muitos tecidos. Nas plantas, o esterol mais
comum é o p-sitosterol (estigmasta-5-en-3B-ol), composto Cz. Muito semelhante
ao p-sitosterol é o estigmasterol (22E)-estigmasta-5,22-dien-3p-ol, isolado
primeiramente da fava-de-calabar, mas também encontrado no éleo de soja. A
ligagdo dupla na posicao 22 do estigmasterol possibilita que a sua conversao nos
horménios esteroidais do tipo pregnana seja mais rapida que a do B-sitosterol
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997). Sendo assim, o estigmasterol & um
esterdide utilizado como matéria-prima na semi-sintese de horménios esteroidais
(SIMOES et al., 2000).

3.4 FLAVONOIDES

Os flavondides estiao entre os compostos naturais mais disseminados em
plantas, registrando-se mais de dois mil, tanto em estado livre quanto como
glicosideos. Foram atribt-'j;idas diversas fungbes aos flavonodides, entre elas:
compostos antimicrobiandé, produtos do estresse de metabdlitos ou moléculas
sinalizadoras. Da biossintese geral dos flavondides participam como
intermediarios fundamentais a p-cumaroil CoA e trés unidades de maionil-CoA
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para alongar a cadeia lateral da unidade fenilpropanoidica original (ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997).

3.4.1 Di-hidroflavonoéides

Os representantes desta classe sao: as flavanonas, di-hidroflavonéis e as
di-hidrochalconas. Como caracteristica comum, possuem uma ligagdo simples
entre os carbonos 2 e 3 em seu nacleo fundamental, ao contrario das outras
classes de flavonodides. Em conseqiiéncia estes flavonéides apresentam centros
de assimetria em suas moléculas, no entanto, devido ao fato de terem sido
isoladas, em geral, pequenas quantidades destas substancias nos vegetais, a
estereoquimica é freqiientemente omitida nas publicagées (SIMOES et al., 2000).

A taxifolina é classificada como di-hidroflavonol possuindo como
substituinte “OH nas posig¢des 5, 7, 3’, 4’ (SIMOES et al., 2000).

A quercetina é classificada como flavonol, o qual & freqlientemente
oxigenado, substituido com hidroxilas e/ou metoxilas. A maioria dos flavonéis
identificados em plantas estao sob a forma conjugada, com um ou mais agtcares
ligados aos grupos hidroxilas por uma ligagao hemiacetal facilmente destruida por
hidrélise acida (SIMOES, et al., 2000). Os flavondis (ex. quercetina) sdo pouco
soliveis em &gua, enquanto que os di-hidroflavondis (ex. taxifolina) sdo mais
soluveis.

3.5 OLEOS ESSENCIAIS

Sao constituidos por misturas quimicas muito complexas, em grande parte
por monoterpendides e fenilpropandides, variando muito de uma planta para
outra. Muitas plantas sdo usadas com fins medicinais por conterem o6leos volateis,
mas em muitos casos o proprio 6leo separado da planta é utilizado como
medicamento. Além dos usos farmacéuticos, os 6leos volateis sao empregados
como aromatizantes de alimentos, em cosmeéticos e perfumes. Analisa-se a
constituicao principalmente utilizando-se cromatografia a gas em coluna capilar e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, em conjunto com instrumentos que
combinam a cromatografia a gas com espectrometria de massa, levando a
identificacdo precisa dos componentes dos 6leos volateis (ROBBERS; SPEEDIE;
TYLER, 1997).
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3.6 GENERO Pterocaulon

Em 1836, Richard Emile Augustin de Candolle (Prodromus, 5:453)
descreve a espécie Pterocaulon interruptum DC. (CABRERA & RAGONESE,
1978). Possui uma area geografica bicéntrica que faz com que seja um
interessante exemplo deste tipo de distribuicdo (Figura 1 p. 14). Das dezoito
espécies descritas, doze sdo americanas, estendendo-se do sul dos Estados
Unidos até o centro da Argentina, e seis sao Australianas, estendendo-se a Nova
Caledédnia, Indonésia e sul da Asia. O género nao ocorre na Europa, Africa e na
maior parte da Asia, Polinésia e Nova Zelandia. Também n&o ocorre em regides
temperadas e frias da América (CABRERA & RAGONESE, 1978).

A éspécie encontra-se relatada no INDEX KEWENSIS, 1997 e no
MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2001, mencionando em ambos a publicagao
em Prodromus Systematis Naturalis Regni Vegetabilis 5:454, 1836.

Aproximadamente 25 espécies ocorrem em regides frias da América, Asia,
Australia, Madagascar e Nova Caledénia. Na Argentina existem 10 espécies,
todas no norte e centro do pais (CABRERA, 1963).

Estudos sobre a flora do estado do Parana, realizados na década de 60,
revelaram a presenca de quatro espécies de Pterocaulon, sendo elas:
Pterocaulon alopecuroideum (Lamarck) DC., Pterocaulon angustifolium DC.,
Pterocaufon interruptum DC. e Pterocaulon rugosum (Vahl) Malme (ANGELY,
1965).

MABBERLEY (1987), menciona que o género em estudo possui dezoito
espécies na América, sudeste da Asia até Australia.

Em BARROS et al., 1991 no qual foi estudada a flora fanerogamica da llha
do Cardoso, localizada no litoral sul do estado de Sao Paulo, é citada a ocorréncia
de diversos géneros da familia Asteraceae (Compositae) incluindo as espécies,
Pterocaulon angustifolium (Sw.) Gleason e Pterocaulon rugosum (Vahl.) Malme.

Levantamentos publicados por MASS & WESTRA, 1998, incluem varios
géneros de Asteraceae, entre eles: Baccharis, Bidens, Conyza, Mikania, entre
outras. Nao cita porém, o género Plerocaulon, que como ja relatado anteriormente
foi encontrada nos estados da regido sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e nordeste
da Argentina (CABRERA, 1963).
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Sugere-se a inclusao do género Pterocaulon em novos levantamentos que

venham a ser realizados na regido neotropica.

No Missouri Botanical Garden estdo arquivados onze exemplares da
espécie em estudo, sendo dez coletadas no Paraguai € uma na Bolivia, entre os

anos de 1992 e 1995 (MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2001).

No Brasil, sao encontrados cerca de 16 géneros com poucas espécies.

(BARROSO, 1991).

Diversos exemplares da espécie também encontram-se arquivados no
Museu Botanico Municipal na cidade de Curitiba, estado do Parana, Brasil

(Tabela 1 p.13).

TABELA 1 — EXEMPLARES DA ESPECIE Pterocaulon interruptum DC. CATALOGADAS NO

MUSEU BOTANICO MUNICIPAL, CURITIBA — PR ATE 23 DE ABRIL DE 2002

13

Nimerode Llocal de coleta Coletor Data de coleta
Registro
5154 Curitiba - PR G. Tessmann e A. Frenze! 760 20/03/52
5156 Curitiba — PR G. Tessmann e A. Frenzel 761 20/03/52
42690 Braco Joaquim, Luis Alves - SC Reitz e Klein 2880 22/03/56
42688 Bocaitiva do Sul, Paranai - PR G. Hatschbach 6940 05/04/60
31601 Argentina T.M. Pedersen 5867 06/03/61
18504 Itaperussu, Rio Branco do Sul - PR G. Hatschbach 26581 24/03/71
20680 Rio Tupitinga, Guaratuba - PR G. Hatschbach 29301 11/03/72
62226 Trés Lagoas, Foz do Iguagu- PR O.M. Klun e E. Buttura 19 08/07/79
202695 Rio Vermetho, Floriandpolis- SC =~ M.L. Souza e D.B. Falkenberg 724 28/03/85
245272 Amapora - PR S. Goetzke 318 08/04/86
167358 Bairro Pitarzinho, Curitiba - PR O.S. Ribas 637 27/03/94
226670 APA do Aruja, S3o José dos D.P. Zakrewski e L.F. Rochas/n  23/05/97
Pinhais - PR
236522 Margens do Rio Tainhas, Bom M.Rossato e R.Wasum 52 19/03/99
Jesus — RS
42689 Rio Pereque, Paranagua - PR G. Hatschbach 3668 N.C'.
257314 Parque Paraiso da Sema, S3o R. Wasum 551 12/03/00
Francisco de Paula - RS
266085 Jardim Boténico; Curitiba - PR A.C.W. Heemann e O.G.Miguel 1 11/04/02
266086 Jardim Botanico, Curitiba - PR A.C.W. Heemann e O.G.Miguel 2 23/04/02

"N.C. ndo consta



FIGURA 1 - Distribuicdo geografica do género Pterocaulon (CABRERA; RAGONESE, 1978)
modificado por Julio Cesar Winkler.
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DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO GENERO Pterocaufon e
(CABRERA; RAGONOSE, 1978) ey ?

3.6.1 Aspectos Anatémicos do Género Pterocaulon

Cuticulas com estrias, em disposi¢cao radial com relagdo as células
oclusivas estomaticas e a base dos tricomas tectores. Epiderme adaxial formada
por células de paredes anticlinais onduladas ou retas em vista superficial, de
forma aproximadamente retangular em sec¢do transversal. Estdmatos
anomociticos presentes em ambas faces da folha, quase sempre elevados.
Mesofilo bifacial, com uma camada de células emparelhadas pouco conspicuas.
Nervura mediana com um ou varios vasos formando um arco. Colénquima laminar
ou laminar-angular na nervura mediana. Drusas de oxalato de célcio muito
numerosas, as vezes cristais simples, rombicos ou prismaticos dispersos no
mesofilo, presentes na maioria das espécies. As folhas, que sao decorrentes no
comprimento do caule, possuem na alas destes a mesma estrutura que na parte
livre. O caule se caracteriza por apresentar no estado primario, um anel de feixes
colaterais rodeado por um coértex de células parenquimaticas de paredes
delgadas. Medula formada por grandes células parenquimaticas de paredes
lignificadas. Nao existem neste género canais resiniferos esquizégenos, como &
comum em outros membros da familia, nem tampouco floema interno.
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O estudo comparativo dos tricomas de todas as espécies do género
revelou a existéncia de tricomas glandulares e tectores, sendo que estes podem
ser do tipo |, frageliforme septado ou do tipo ll, flageliforme nao septado, o qual
possui base unicelular que se disp6e por cima de um grupo de comumente quatro
células epidérmicas nao modificadas. Corpo formado por duas a cinco células,
com as bases curtas, mais ou menos retangulares e a apical flageliforme, muito
comprida e recurvada, de parede grossa e de secg¢ao circular. A parede basal
desta célula é transversa e obliqua, as vezes com pontuacdes. Este tipo de
tricomas é observado em todas as espécies americanas: Pterocaulon lorentzii,
Pterocaulon angustifolium, Pterocaulon purpurascens, entre outras espécies
(CABRERA; RAGONESE, 1978). A presenca de tipos particulares de tricomas
podem freqlentemente caracterizar espécies, géneros e até familias
(METCALFE; CHALK, 1988).

3.6.1.1 Aspectos anatomicos da espécie Pterocaulon interruptum DC.

Planta perene, de 1 a 1,5 m de altura, caules eretos, delicados, penta-
alados, lanosos, folhosos. Folhas alternas, sésseis e decorrentes, as inferiores
sdo obovado-lanceoladas, obtusas no apice e semi-inteiras ou ligeramente
dentadas na margem, de 10 a 15 cm de comprimento por 2,5 a 4 cm de largura.
Folhas superiores lanceoladas, agudas, mais ou menos dentadas, de 8 a 10 cm
de comprimento por 1,5 a 3 cm de largura. Presenga de tricomas do tipo i,
flageliforme nao septado. Capitulos muito numerosos, sésseis, dispostos em
espigas. Involucro acampanado, de 5 mm de altura por 3,5 mm de diametro;
bracteas exteriores lanceoladas, lanosas; as interiores lineares, glabras. Flores
dimorfas: as marginais numerosas, femininas, com corola filiforme de 4 mm de
largura, dentada no apice. Flores do disco, hermafroditas (ou masculinas), 3 a 5,
com corola tubulosa, pentadentada no limbo. Aquénios pubescente-glandulosos.
Papus branco (CABRERA, 1963).
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3.6.2 Posicao Sistematica do Pterocaulon interruptum DC.

ENGLER (1964) CRONQUIST (1998)
Divisdo Angiospermae (Anthophyta) Magnoliophyta
Classe Dicotyledoneae Magnoliopsida
Sub-classe Sympetalae (Gamopetalae) Asteridae
Ordem Campanulales (Synandrae) Asterales
Familia Compositae Asteraceae
Género Pterocauion Pterocaulon
Espécie Pterocaulon interruptum Pterocaulon interruptum

3.6.3 Aspectos Agronémicos

O cultivo de plantas medicinais envolve a possibilidade de domesticacao da
espécie a ser utilizada (SIMOES et al, 2000). A espécie em estudo nao
apresenta-se domesticada, ou seja, devera sofrer processo de adaptagao em
condigdes adequadas para seu bom desenvolvimento, caso sejam comprovadas
as atividades biologicas descritas. Uma vez que a espécie € bem distribuida na
regiao sul do Brasil, ha grandes possibilidades de haver facil adaptagcdo em solos
desta regiao.

Por meio de informagdes etnobotanicas, é sabido que a parte utilizada para
fins terapéuticos sdo as partes aéreas. Assim sendo, havendo rebrota, a espécie
poderé ser preservada nos canteiros de cultivo, evitando praticas de extrativismo.

3.6.4 Aspectos Quimiotaxondmicos

No inicio do século XIX, De Candolle (1816) introduziu a questao, “plantas
diferentes nascidas em solos idénticos continham produtos diferentes enquanto
que plantas analogas nascidas em solos completamente diferentes formavam
produtos andlogos”. Considerando assim, a composi¢do quimica como um carater
taxonomico {SIMOES et al., 2000).

A presenga de certos compostos em determinados grupos de plantas é de
grande importancia nos estudos sobre evolugdo. Segundo alguns autores, a
existéncia de um padrao comum no metabolismo secundario pode prover
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evidéncias mais corretas de parentesco do que similaridades morfolégicas, que
podem tanto ser devidas a ancestrais comuns quanto a evolugao convergente
(SIMOES et al., 2000).

Estudo sobre meétodos quimiosistematicos realizado por SILVA, 1978,
apresenta diversas familias vegetais caracterizadas pela presenga de varios tipos
de cumarinas. |

Salienta-se a importancia da quimiotaxonomia na area farmacéutica, uma
vez que aliado a estudos etnofarmacol6gicos sdo aumentadas as possibilidades
de se desenvolver novos farmacos.

Até o presente momento, a presenca de cumarinas em diversas espécies
de Pterocaulon tem caracterizado grande significado para pesquisa
quimiotaxondmica.

3.6.5 Aspectos Fitoquimicos

Em 1968, JOHNS et al., isolaram a 6,7-dimetoxi-cumarina de Pterocaulon
sphacelatum.

MARTINO et al., 1979, isolaram acidos cafeolquinicos do extrato
metanélico a 25% particionado com éter de petréleo, cloroférmio e éter etilico de
Pterocaulon virgatum e Pluchea sagittalis.

Em MAGALHAES, 1981, apresenta-se o isolamento de oito cumarinas do
extrato etéreo das partes aéreas das espécies Pferocaulon balansae e
Pterocaulon lanatum.

Foram isoladas, do extrato cloroférmico, duas cumarinas denominadas
sabandinol e sabandinona por DEBENEDETTI et al, 1981. A cumarina
sabandinol, havia sido anteriormente isolada e caracterizada por GONZALEZ et
al., 1973 da espécie Ruta pinnata (Rutaceae). '

BOHLMANN et al., (1981) foram responsaveis pelo estudo de Pterocaulon
virgatum, do qual isolaram humuleno, esqualeno, timohidroquinona dimetil éter,
taraxasterol, o respectivo acetato, aromadendrina 7-O-prenilada e taxifolina 7-O-
prenilada, entre outros. A ocorréncia de tiofenos acetilados em raizes de
Pterocaulon virgatum confirma que ¢ género pertence a tribo lnuleae.

No estado da Bahia, Brasil, foram coletadas raizes de Pterocaulon virgatum
e submetidas a estudo na Alemanha por BOHLMANN et al., 1985. Os autores
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demonstraram o isolamento de sesquiterpenos e tiofenos acetilados, derivados de
himachalano.

O trabalho realizado por MAGALHAES, 1989 relata poliacetilenos em
quatro outras espécies: Pferocaulon allopecuroides, Pterocaulon balansae,
Pterocaulon lanatum e Pterocaulon rugosum. Das raizes destas espécies foram
isolados e identificados oito poliacetilenos, sendo que um deles nao havia sido
relatado anteriormente. As espécies Pterocaulon allopecuroides e Pterocaulon
balansae apresentam morfologia similar, havendo diferenciagdo significativa
relacionada a constitui¢do quimica destas espécies.

Isolou-se de Pterocaulon purpurascens, uma 5,6,7 8-tetraoxigenada
cumarina cuja estrutura ainda nao havia sido publicada, denominada purpurenol
(Figura 2 p.18) (DEBENEDETTI et al., 1991).

FIGURA 2 - PURPURENOL
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Também do Pterocaulon purpurascens foi isolado uma nova cumarina
trioxigenada, denominada purpurasol (DEBENEDETTI et al, 1992).
BOEYKENS et al., 1984 publicaram um trabatho contestando a
caracterizagao do purpurasol e indicando que a estrutura do referido composto é

idéntica ao obtusifol (Figura 3 p.18), cumarina isolada de Haplophyllum
obtusifolium por GASHIMOV & KUZNETSOVA em 1974.

FIGURA 3 - OBTUSIFOL
MeO A

18



Das partes aéreas do Pterocaulon polystachium foram isolados: quercetina
(0,04%) e ischamnetina (0,08%), acido caféico (0,01%), acido clorogénico
(0,23%), acido isoclorogénico (1,49%), acido 4,5-dicafeolquinico (0,09%), acido
3,5-dicafeolquinico (0,97%), acido 3,4-dicafeolquinico (0,44%) (DEBENEDETTI et
al., 1994a).

Estudos realizados por DEBENEDETT! et al., 1994b, isolaram a cumarina
5-(3-metil-2-buteniloxi)-6,7-metilenodioxicumarina (Figura 4 p.19) e 5-metoxi-6,7-
metilenodioxi-cumarina (Figura 5 p.19), de Pterocaulon balansae.

FIGURA 4 - 5(3-METIL-2-BUTENILOX]1)-6,7-METILENODIOXICUMARINA)
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FIGURA 5 - 5-METOXI!-6,7-METILENODIOXICUMARINA
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Das partes aéreas do Pterocaulon virgatum (L.) DC. foram isolados cinco
flavonodides (DEBENEDETTI et al., 1984), o acido 3,4-dicafeolquinico (MARTINO,
1989) e duas cumarinas (DEBENEDETT! et al., 1981).

VILEGAS et al., em 1995, estudaram partes aéreas da espécie Pterocaulon
alopecuroides coletada da Serra do Tabo&o, estado de Minas Gerais, Brasil.

Foram isoladas duas cumarinas oxipreniladas, 7-(253dihidroxi—3-
metilbutiloxi)-6-metoxi cumarina e 7-(2,3-dihidroxi-3-metilbutiloxi)-5-hidroxi-6-
metoxi cumarina e um flavononol, 3,5,3',4'-tetrahidroxi-7-(2,3-eno-3-metilbutioxi)-
2,3-dihidroflavonol. ,

Isolou-se uma cumarina 5,6,7,8-tetraoxigenada, {2,3-dihidro-6-hidroxi-2-(1-
hidroxi-1-metiletil)-5-metoxi-9H-pirano[2,3-f}-1 ,4-benzodioxina-9-ona}§§ienominada
purpurasolol (Figura 6 p.20) de Pterocaulon purpurascens (DEBENEbE'ITI et al,,
1996).
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FIGURA 6 - PURPURASOLOL
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DEBENEDETTI et al., 1997, realizaram uma revisao estrutural de quatro
cumarinas de espécies de Pterocaulon (Figura 7 p.20).

FIGURA 7 - ESTRUTURAS A E C — SABANDINOL E SABANDINONA RESPECTIVAMENTE
(DEBENEDETT! et al., 1981). ESTRUTURAS B E D - CORREGAO DAS

ESTRUTURAS DE SABANDINOL E SABANDINONA RESPECTIVAMENTE
(DEBENEDETTI et al., 1897)
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Foram isoladas e identificadas, dos extratos etéreo e cloroférmico, seis
cumarinas da mesma fonte, sendo que duas nao apresentam publicagio anterior,
denominadas virgatenol e virgatol (Figura 8 p. 21) e as quatro cumarinas
conhecidas 7-(3-metil-2-buteniloxi)-6-metoxi cumarina; 7-(2,3-dihidroxi-
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metilbutoxi)-6-metoxi cumarina, ayapin e escopoletina (DEBENEDETT! et al.,
1998).

FIGURA 8 - VIRGATENOL E VIRGATOL

O O S O o X
H HO

Z CH30

Em 1999, SEMPLE et al., isolaram um flavondide, de Pterocaulon
sphacelatum (Labill.) Benth. & Hook f. ex F. Muell, denominado chrysosplenol C
(3,7,3'-trimetoxi-5,6,4'-trihidroxiflavona) (Figura 8 p.21) responsavel pela inibicao
da replicacao de poliovirus. Este composto é um 4'-hidroxi-3-metoxiflavona, grupo

reconhecido por ser inibidor potente e especifico na replicagao de picornaviral.

FIGURA 9 - CHRYSOSPLENOL C
OCH3

3.6.6 Aspectos Bioldgicos e Farmacologicos

As espécies da familia Asteraceae produzem freqientemente
poliacetilenos, dleos essenciais e terpenos, sendo que a larga ocorréncia de
lactonas sesquiterpéncias & a caracteristica quimica mais marcante da familia.
S&o conhecidas mais de 2500 lactonas, a maioria isoladas de Asteraceae. Muitas
apresentam atividade antitumor, mas nenhuma com emprego clinico. Apresentam
também atividade antibacteriana, antifiingica, anti-helmintica, anti-inflamatéria e
antipirética. Muitas sdo conhecidas por causarem dermatite, enquanto outras
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inibem a penetragdo da cercaria de Schistosoma mansoni. A presen¢a de 6leos
essenciais e lactonas sesquiterpénicas poderia ser responsavel pelo uso popular
contra dores, febres, indigestao e doengas infecciosas (STEFANELLO, 1993).

MARTINO et al., 1979 relataram que ensaios em ratos demonstraram o
aumento do fluxo biliar quando administradas Pferocaulon virgatum e Pluchea
sagittalis, as quais sao popularmente descritas como digestivas, devido,
provavelmente, ao elevado contetdo de ésteres do acido caféico (p. ex. acido 3,4-
dicafeolquinico).

As partes aéreas de Pterocaulon purpurascens Malme sao utilizadas na
medicina popular argentina devido suas propriedades digestivas, inseticidas e
como agente contra picada de cobras (SORARU & BANDONI, em
DEBENEDETTI et al., 1992).

As partes aéreas do Pterocaulon virgatum (L) DC. sao utilizadas na
medicina tradicional argentina devido suas propriedades digestivas, emenagogas,
inseticidas e como agente contra picadas de cobras (SORARU & BANDONI, em
DEBENEDETT] et al., 1994a).

As partes aéreas do Pterocaulon polystachium apresentam utilizacdo na
medicina tradicional argentina como repelente de pulgas e moscas e como
decocto em casos de insolacao (MARTINEZ, 1981 em DEBENEDETTI et al,,
1994a). '

Em estudo sobre a atividade antiviral de plantas medicinais australianas,
partes aéreas verdes da espécie Pterocaulon sphacelatum (Labill.) Benth. & Hook
f. ex F. Muell, indicadas na medicina tradicional para uso em resfriados, infecgdes
respiratérias, feridas de pele e doengas oculares, apresentou grau de inibigdo de
75% de poliovirus tipo 1, representante da familia Picornaviridae, familia de RNA
virus nos quais sao incluidos os rinovirus, principal causa de resfriados. (SEMPLE
et al., 1998; PALOMBO; SEMPLE, 2001).

MONGELLI et al.,, 2000 realizaram estudos sobre a citotoxicidade e
atividades de interagdao com DNA em extratos de plantas medicinais utilizadas na
Argentina. Os estudos demonstraram que o Pterocaulon polystachium possui
atividade em células de carcinoma epidermoide oral humano, sugerindo a
presenca de compostos que interagem com DNA.



Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes (Stegomyia)
albopictus (Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae) sao mosquitos vetores de arbovirus
que infectam o homem e, no Brasil, infestam 3.592 e 1.533 municipios,
respectivamente. Diversos estudos sobre ecologia, biologia, controle e descri¢ao
de criadouros dessas espécies tém sido desenvolvidos. Os criadouros
preferenciais para Aedes aegypti e Aedes albopictus s&o os recipientes artificiais
como: latas, vidros, vasos de cemitérios, caixas d'agua e pneus. Dentre os
criadouros artificiais, onde ambas as espécies sdo encontradas, os pneus tém
merecido atencdo da vigilancia epidemiolégica por apresentarem criagao
relevante desses mosquitos. Esses depodsitos conseguem armazenar grande
quantidade de agua, proporcionam baixa evaporag¢ao e sdo importantes artigos de
comércio em nivel nacional e internacional, o que facilita a dispersao passiva das
espécies (HONORIO; OLIVEIRA, 2001).

O uso de extratos de plantas no controle de insetos possui grande
interesse para o homem e representa um método de controle alternativo para
minimizar os efeitos nocivos de alguns compostos pesticidas em outras espécies
de insetos e ao meio ambiente (FATOPE et al.,, 1993). Diante disso, estudos
realizados por CICCIA et al., na Argentina, publicados em 2000, relatam a agao
do Pterocaulon polystachium como inseticida, apresentando atividade contra a
larva do mosquito Aedes aegypti, vetor de arbovirus, responsavel pela febre
amarela e de dengue hemorragica, a qual € endémica no sudeste asiatico, ilhas
do Pacifico, Africa e Américas (MAILLARD; MARSTON; HOSTETTMANN, 1993
em CICCIA, 2000).

Na tabela 2 p. 24 sdo demonstradas em resumo as ac¢des biolégicas de
quatro espécies de Pterocaulon, sendo que para a espécie em estudo nao foram
encontradas agoes biologicas descritas na literatura consultada.
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TABELA 2 — RESUMO DAS ACOES BIOLOGICAS DE ESPECIES DE Pterocaulon

Espécie Acoes biologicas Autor

Pterocaulon virgatum (L.) DC. Digestiva MARTINO et al., 1979

Digestiva, emenagoga, inseticida e SORARU & BANDONI, em

agente contra picadas de cobras DEBENEDETTI et
1994

Pterocaulon purpurascens Malme Digestiva, inseticida e agente confra SORARU E BANDONI, em

picada de cobras DEBENEDETT! et
1991
Pterocaulon polystachium Repelente de pulgas e moscas e em MARTINEZ, 1981
casos de insolagao DEBENEDETTI et
1994

Atividade em células de carcinoma MONGELLI et al., 2000
epidermdide oral humano e DNA
Atividade contra a larva do mosquito CICCIA et al., 2000.

Aedes aegypti
Pterocaulon sphacelatum (Labill.) Resfriados, infecches respiratérias, SEMPLE et al., 1998
Benth. & Hook f. ex F. Muell pele sensivel, iritacSes oculares e

inibicdo de 75% de poliovirus tipo 1
Inibicio da replicacdo de poliovirus  SEMPLE et al., 1899

3.6.6.1 Atividade antimicrobiana

O conhecimento sobre determinadas espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas tém sido revisto e ampliado, devido aos crescentes problemas
associados ao uso de divefsos antibiéticos (YUNES; CALIXTO, 2001).

Em ampla revisdo sobre plantas medicinais, RECIO et al., 1989 em
YUNES; CALIXTO, 2001, fizeram uma avaliagdo concreta sobre a atividade
antimicrobiana de extratos, dleos essenciais e de substancias obtidas de espécies
vegetais frente cepas de bactérias gram-positivas, gram-negativas e espécies
antifingicas. Mais recentemente, outros autores revisaram os efeitos
antimicrobianos de produtos naturais e verificaram o grande arsenal de moléculas
potencialmente antimicrobianas (COWAN, 1999).

Com relagdo aos microrganismos, geralmente sdo selecionados e
utilizados nos ensaios microbiolégicos, géneros e espécies de bactérias e fungos
ou outros microrganismos patogénicos. Podem ser cepas padrao como American



Type Culture Collection — ATCC ou Centraalbureau voor Schimmelcultures —
CBS, ou microrganismos isolados a partir de materiais biolégicos. Nos testes de
atividade antimicrobiana sempre estao incluidos bactérias gram-positivas:
Staphylococcus aureus, gram-negativas: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae; Mycobacterium smegmatis ou M. phlei, que
representam bactérias acido-resistentes; Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, dermatofitos, os fungos (YUNES; CALIXTO, 2001).

Realiza-se analise para verificagao do potencial antimicrobiano também em
substancias isoladas de plantas, entre elas os flavondides tem destaque especial
havendo relatos de efeitos antimicrobianos importantes da quercetina, rutina e
apigenina frente a cepas de Escherichia coli, Klebsiella penumoniae e outras
bactérias (YUNES; CALIXTO, 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

Foram realizadas duas coletas do material botanico, sendo a primeira no
litoral do Estado de Santa Catarina, Municipio de Pigarras nos meses de janeiro e
fevereiro de 2001 e a segunda no bairro Jardim Botanico, Municipio de Curitiba —
Parana nos meses de margo e abril de 2002.

A determinacao botanica foi realizada pelo botanico Gert Hatschbach,
curador do herbario do Museu Botanico Municipal da cidade de Curitiba, Estado
do Parana e pelo bioldégo Osmar dos Santos Ribas, exsicatas encontram-se
depositadas no mesmo local sob os nimeros 266085 e 266086.

4.2 ESTUDOS FITOQUIMICOS

Na investigacgao fitoquimica, as partes aéreas coletadas foram submetidas
a selecgdo visual, excluindo-se material organico estranho e partes nao sadias
(atacadas por insetos, fungos, ressecadas ou oxidadas). Posteriormente, este foi
fragmentado e seco em temperatura ambiente. Apés secagem, foi fragmentado e
acondicionado em recipientes apropriados, ao abrigo da luz e umidade.

4.2.1 Marcha Sistematica Fitoquimica

De acordo com MOREIRA, 1979, foram preparados pelo método de
maceragao, extrato aquoso a 20% e extrato hidroalcodlico a 20% do vegetal em
estudo, para determinagéo do residuo seco e dos seguintes grupos quimicos:

1. Extrato hidroaicodlico: glicosideos flavdnicos, alcalbides, esterdides e/ou
triterpenos, aminogrupos, glicosideos cumarinicos e  glicosideos
antraquindnicos. '

2. Extrato aquoso: glicosideos antocianicos, saponinas, glicosideos
cianogenéticos, taninos (condensados e hidrolisaveis), aminogrupos e
flavonodides.
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4.2.1.1 Preparo do extrato hidroalcoélico a 20%

Realizou-se extracdo por maceragdo em banho-maria a 70°C por 90
minutos de 40 g das partes aéreas de Pterocaulon interruptum DC. estabilizadas
e moidas, em 200 mL de alcool etilico a 70 %. Apés 24 horas, o macerado foi
fitrado por meio de papel de filtro e completou-se o volume até 200 mL, lavando-
se o marco com liquido extrator. O extrato foi mantido sob refrigeracédo até a
realizagdo de todos ensaios fitoquimicos.

4.2.1.2 Preparo do extrato aquoso a 20%

Em banho-maria a 70°C, realizou-se extragao de 40 g das partes aéreas de
Pterocaulon interruptum DC. estabilizadas e moidas, em 200 mL de &agua
destilada por 90 minutos. Apos 24 horas, 0 macerado foi filtrado por meio de
papel de filiro e completou-se o volume até 200 mL, lavando-se o marco com
liquido extrator. O extrato foi mantido sob refrigeracao até a realizagdo de todos
ensaios fitoquimicos.

4.2.1.3 Pesquisa de alcalbides

A pesquisa de alcaldides foi realizada utilizando-se os reativos gerais de
alcaldides (Mayer, Dragendorff, Bouchardat e Bertrand). Foi evaporado a secura
50 mL de extrato hidroalcodlico em banho-maria a 70 °C, seguido de dissolugao
do residuo em 1 mL de etanol e 20 mL de acido cloridrico a 1 %. Foi transferido
para 5 tubos de ensaio, 1 mL do extrato cloridrico (em cada tubo) e efetuou-se a
pesquisa de alcaléides com os reativos gerais. O aparecimento de precipitado
indica reagao positiva. Para confirmar a reacao foram transferidos 15 mL do
extrato hidroalcodlico para um funil de separagao e alcalinizou-se com hidréxido
de amodnio até pH 10. Extraiu-se com uma mistura de éter : cloroférmio (3 : 1),
este extrato foi submetido as mesmas reagdes anteriores.

4.2.1.4 Pesquisa de ﬂavbnéides
A pesquisa de flavonoéides foi realizada pela rea¢do de Schinoda ou reacgéo
da cianidina, inicialmente com o extrato alcodlico total, e ap6s extracao seletiva.
Em tubo de ensaio foram transferidos 5 mL do extrato hidroalcodlico.
Juntou-se 200 mg de limalha de magnésio e 1 mL de &cido cloridrico fumegante
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pelas paredes do tubo. O desenvolvimento de coloragao alaranjada indica a
presencga de flavonas, violacea indica a presenca de flavanonas e vermelha indica
a presenga de flavondis. A limitagdo da técnica é que chalconas, auronas e
isoflavonas ndo desenvolvem coloragdo, porém algumas chaiconas em meio
acido produzem flavanonas.

4.2.1.5 Pesquisa de cumarinas

Foi transferido para um béquer 30 mbL do extrato hidroalcodlico e
acidificado até pH 1, concentrado em banho-maria a 60 °C até 10 mL. Ao residuo
foi adicionado 5 mL de agua deionizada e extraido em funil de separacdo com
éter etilico em trés por¢goes de 10 mL. Reduziu-se o volume do extrato organico
até 5 mL em banho-maria a 60 °C. Depositou-se 3 gotas do extrato etéreo em
papel de filtro, previamente demarcados. Deixou-se secar e foi adicionada 1 gota
de hidroxido de s6dio N sobre as manchas 1 e 2. Com a mancha 2 encoberta por
uma moeda, observou-se, sob luz ultravioleta em ondas longas a presenca de
fluorescéncia cor azul ou verde-amarelada indicando reacao positiva.

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 5 mL do extrato etéreo e 2 mL de
hidréxido de amonio SR, agitou-se e observou-se sob luz ultravioleta. A presen¢a
de fluorescéncia de azul ou verde-amarelada indica reagao positiva.

4.2.1.6 Pesquisa de antraquinonas

A pesquisa de antraquinonas foi realizada pela reagao de Borntraeger, com
NH,OH. Em um baido de fundo chato de 100 mL foram transferidos 30 mL do
extrato hidroalcodlico e adicionados 5 mL de solugao aquosa de acido suiftrico a
10 %. O balao foi acoplado a um condensador e levado ao refluxo por 30 minutos.
O extrato foi filtrado, ainda quente, por papel de filtro. Ao filtrado foi adicionado 30
mL de agua deionizada, transferido para um funil de separagao e foi extraido com
éter etilico por duas vezes de 10 mL. A fase orgéanica foi separada e concentrada
em banho-maria a 60 °C até 5 mL e transferido para um tubo de ensaio, foram
adicionados 5 mL de solugdo de hidréxido de aménio N. Agitou-se lentamente
para evitar elevagdo excessiva da pressao interna. O desenvolvimento de
coloracgao résea-vermelha indica a presenca de antraquinonas; o desenvolvimento
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de coloragao violeta indica a presenga de naftoquinonas e se houver
desenvolvimento de coloracdo azul esta indicada a presenca de benzoquinonas.

4.2.1.7 Pesquisa de esterdides e triterpenos

Em um béquer, foram evaporados a secura 30 ml do extrato hidroalcodlico
em banho-maria a 60 °C. O residuo seco foi dissolvido com 5 mL de cloroférmio e
filtrado. Foram pipetadas aliquotas de 0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL do extrato
cloroférmico para tubos de ensaio e o volume foi completado para 2,0 mL com
cloroférmio. Foi adicionado em cada tubo de ensaio, 1 mL de anidrido acético e 1
a 3 gotas de acido sulftrico concentrado (reagdo de Liebermann-Burchard). O
desenvolvimento de coloragdao de azul a verde indica a provavel presenca de
nucleo esteroidal e o aparecimento de coloragao vermeiha, résea, purpura ou
violacea indica a presenca provavel de policiclicos triterpénicos.

4.2.1.8 Pesquisa de heterosideos antocianicos

Em trés tubos de ensaio foram separadas trés por¢des de 5 mL do extrato
aquoso. O primeiro foi acidificado com acido sulfurico N até pH 1; o segundo foi
alcalinizado com hidréxido de sédio até pH 10 e o terceiro foi neutralizado até pH
7. O aparecimento de diferentes coloragdes indicam a presenga de heterosideos
antocianicos.

4.2.1.9 Pesquisa de saponinas

Os trés tubos de ensaio utilizados na andlise de heterosideos antocianicos
foram agitados energicamente por cinco minutos. Em seguida foram deixados em
repouso por trinta minutos. Mediu-se a espuma formada. Espuma persistente,
maior ou igual a um centimetro indica a presenca de heterosideos saponinicos.

4.2.1.10 Pesquisa de heterosideos cianogenéticos

Transferiu-se 15 mL do extrato aquoso para um tubo de ensaio e
adicionou-se 1 mL de &cido sulfurico N sem umedecer as paredes do tubo.
Suspendeu-se uma tira de papel picro-sédico com o auxilio de uma rolha de
cortica, sem que a tira tocasse no extrato. O tubo de ensaio foi transferido para o
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banho-maria a 60 °C, durante 30 minutos. O papel adquirindo- coloragdo
vermelha, indica presenca de heterosideos cianogenéticos.

4.2.1.11 Pesquisa de taninos

a) Reac¢ao com cloreto férrico 1 % (m/V)

A 5 mL do extrato aquoso adicionou-se 5 gotas de solugdo aquosa de
cloreto férrico a 1 %. O desenvolvimento de coloragdo verde a azul, cinza,
marrom ou formacao de precipitado indicam a presenca de tandides.

b) Reagao com sulfato de ferro amoniacal 1 % (m/V)

A 5 mL do extrato aquoso, foram adicionados 2 gotas de sulifato de ferro
amoniacal solugao aquosa a 1 %. O desenvolvimento de coloragéo de verde a
azul indica a presenga de tandides.

c) Reacdo com acetato de chumbo 10 % (m/V)

A 5 mL do extrato aquoso, foram adicionados 5 mL de acido acético a 10 %
e gota a gota, 5 mL de acetato de chumbo solugdo aquosa a 10 %. A formagéo de
precipitado indica a presencga de tandides.

d) Precipitagdo com solugdo de gelatina a 2,5 % em cloreto de sédio a
0,9%

Foram transferidos para tubos de ensaio: 0,5 mL, 1,0 mL € 2 mL do extrato
aquoso. Adicionou-se em cada tubo 2,0 mL da solugdo de gelatina a 2,5 %. A
formagao de precipitado nesta fase indica a presenca de tandides.

e) Reacgao com formol-cloridrico

Foram transferidos para um baldo de fundo chato de 100 mL. de
capacidade, 30 mL do extrato aquoso, 6,0 mL de formaideido e 4,0 mL de acido
cloridrico concentrado. O baldo foi acoplado a um condensador de bolas e levado
ao refluxo por uma hora. Foi filtrado a quente e separado o filtrado. O residuo do
papel de fittro foi lavado com alcool etilico a 70 %. Gotejou-se sobre o residuo
gotas de solugdo aquosa de hidréxido de sddio a 5 %. O desenvolvimento de
coloracdo azul indica a presenga de taninos condensados. Ao ;i...‘;ﬁltrado foi
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adicionado excesso de acetato de soédio e trés gotas de solucdo aquosa de
cloreto férrico a 1 %. O desenvolvimento de coloragdo azul indica a presenca de
taninos hidrolisaveis.

4.2.1.12 Pesquisa de aminogrupos

Em um béquer concentrou-se 10 mL do extrato aquoso, em banho-maria a
60 °C, até o volume de 5 mL. Depositou-se em papel de filtro, em pontos
previamente determinados, 5 gotas do extrato concentrado. Deixou-se secar e
nebulizou-se reativo de ninhidrina sobre o papel de filtro, o qual foi levado para a
estufa a temperatura de 100 °C por 15 minutos. Desenvolvendo-se a coloragao
azul-violacea, indicando a presenga de aminogrupos.

4.2.2 Extragao do Oleo Essencial

Para detectar a presenca de 6leo essencial, foi utilizado material seco,
estabilizado e fragmentado (150 g de partes aéreas). O material foi submetido a
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger, modificado por WASICKY (1963),
anotando-se o rendimento bruto apés o funcionamento ininterrupto do apareiho
por um periodo de 6 horas.

4.2.3 Extragao em Soxhlet Modificado

Foram utilizadas 420 g das partes aéreas de Pferocaulon interruptum DC.,
secas e estabilizadas, as quais foram submetidas a sete extragcdo com aliquotas
de 60 g de planta em cada extragao.

Em cartucho de vidro com placa porosa n° 1, adicionou-se 60 g da planta.
O cartucho de vidro foi colocado no interior do Soxhlet modificado, o qual possui
uma saida na parte inferior para que na concentracdo do extrato e consequente
recuperacao do solvente, este ndo volte a refluxar. Em seguida foi adicionado
350 mL de hexano sobre a droga sendo recebido em baldo de fundo chato de 500
mL, contendo pérolas de vidro. Conectou-se o conjunto ao condensador de bolas
e iniciou-se o processo de aquecimento para a extragao continua onde o solvente
condensado percolava pelo cartucho de vidro e eluia para o extrator até refluxar.
Este procedimento foi mantido por trés a quatro horas. Decorrido este tempo,
retirando o cartucho de vidro, o extrato foi concentrado até estar praticamente
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seco. Apds a primeira extracao e concentracao todo equipamento foi limpo e seco
e o cartucho contendo o marco residual foi novamente colocado no Soxhlef,
sendo realizadas desta maneira mais trés extragdes com cloroférmio, acetato de
etila e metanol.

Foram obtidas quatro fragbes sendo elas: fragdo hexanica, fragéo
cloroférmica, fragao acetato de etila e fragdo metandlica.

4.2.4 Determinagao do Teor de Solidos das Fragoes

Apés a concentragdo das fragdes obtidas, estas foram acondicionadas
em recipientes de vidro previamente tarados e identificados. Utilizando-se
aquecimento em banho-maria, o restante do solvente foi evaporado, obtendo-se
assim o teor de sdlidos, posteriormente calculado em relagdao a quantidade de
material vegetal utilizado.

4.2.5 Processamento das Fracdes Hexanica, Cloroférmica, Acetato de Etila e
Metandlica

As quatro fragoes foram processadas da mesma forma, previamente
dissolvidas em metanol e em seguida incorporadas a 6 g de Silica gel 60 - Merck®
- Art. 7734 — Tamanho da particula 0,063-0,200 mm, 70-230 mesh ASTM (cerca
de uma vez o seu peso seco) para formagao da pastilha de silica. Posteriormente
foram submetidas a uma cromatografia em coluna (30 x 3 cm) empacotada com
30 g Silica gel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck®. A amostra foi eluida com sistema
de solventes na forma de gradiente de polaridade crescente, sendo utilizado
hexano, acetato de etila e metanol. O controle da eluigdo foi realizado com
lampada de ultravioleta a 360 nm. Apés o recolhimento das fracées e evaporacéo
dos solventes, realizou-se cromatografia em camada delgada, utilizando-se
cromatoplacas de Silica gel 60 Fas¢ Merck® e visualizagdo em lampada UV nos
comprimentos de onda de 360 nm, de 2 em 2 frascos para visualizar a
semelhanga do contetdo, e em seguida, as fragdes foram reunidas dissolvendo-
se em cloroformio € em seguida em metanol.
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426 Caracterizagdo das Substancias Isoladas

42.6.1 Cromatografia em camada delgada
As andlises por cromatografia em camada delgada foram realizadas em
cromatoplacas de Silica gel 60 F.ss Merck® e a visualizagdo em lampada UV nos

comprimentos de onda de 360 nm.

43.6.2 Espectroscopia de absorg¢ao no ultra violeta de flavonas e flavonéis

As substancias isoladas foram submetidas a varredura na _f regidgo do
ultravioleta préximo. Os espectros foram registrados em espectrbfotémetro
Shimadzu UV 1601, no intervalo entre 200 e 500 nm.

As substancias isoladas foram dissolvidas em metanol na concentracao
de 1 mg/100 mL. Cada série de espectros para cada uma das substancias contém
um em metanol (representando o espectro original da substancia) e cinco obtidos
pela adicdo de reagentes diagnésticos (NaOMe; NaOAc NaOAc/H3BO3; AlCI; e
AICI/HCI) de acordo com MABRY et al. (1970).

Os espectros de absorgdo de luz na regiao do UV foram interpretados
segundo MABRY et al. (1970).

4.2.6.2.1 Em metanol

Exibe dois picos de absorgao principal na regido de 240 - 400 nm™. Estes dois
picos referem-se comumente como Banda | (usualmente 300 — 380 nm’) e
Banda Il (usualmente em 240 — 280 nm™). A Banda | é considerada como
associagcdo com a absorcdo do anel B-cinamoil e a Banda |l com absorgio
envolvendo o anel A, sistema benzoil.



4.2.6.2.2 Presenga de NaOMe

O metdxido de sédio € uma base forte e ioniza todos os grupamentos
hidroxila do nucleo flavonoidico. E utilizado para detecgdo de grupamentos
hidroxila livres nas posigoes 3 e/ou 4’ em flavonas e flavondis.

4.2.6.2.2.1 Detecgao de grupos hidroxila nas posigoes 3 e 4’

A adicdo de NaOMe em flavonas e flavondis em metanol usualmente produz
efeito batocromico em todas as bandas de absorgao. Sendo que na Banda |, o
efeito € de aproximadamente 40 — 65 nm, sem diminuir a intensidade, €&
diagnoéstico da presenca de um grupo hidroxila livre em 4'. Alguns flavondis que
ndo apresentam grupo hidroxila livre em 4’, possuem efeito batocrémico de 50 —
60 nm na Banda i, usualmente com diminuigdo na intensidade do pico. Estes
compostos o efeito batocromico resulta da presenca de um grupo hidroxila fivre na
posigao 3.

Obs. A presenga de grupo hidroxila livre em 4’ também pode ser detectado no
espectro em NaOAc.

4.2.6.2.2.2 Detecgao de sistema dihidroxil 3,4’ em flavonois

Os flavonéis que possuem grupos hidroxila livrie em 3 e 4’ sdo instaveis em
NaOMe e os picos de absorgdao degeneram em poucos minutos. Flavondis que
contém sistema 3,3’ 4’-tri-hidroxil decompdem mais rapidamente que sistemas di-
hidroxil. Embora a instabilidade em meio alcalino esteja geralmente associada a
3, 4'di-hidroxil, outros modelos de hidroxilacao em flavonas podem apresentar
sensibilidade.

Os espectros devem ser obtidos medindo-se imediatamente apds a adi¢ao
de NaOMe e apés 5 a 10 minutos.

4.2.6.2.3 Presenca de NaOAc

O acetato de sodio € uma base mais fraca que o metdxido de sédio e
ioniza somente os grupos hidroxilas fendlicas mais acidas em flavonas e
flavonodis, p. ex. 3,7- e 4-hidroxila. A ionizagdo do grupo 7-hidroxil afeta
principalmente a banda i, enquanto que a ionizagdo de 3- e 4’-hidroxil afeta
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principalmente a banda ), NaOAc € um reagente diagnoéstico util para detecgcao
especifica de grupos 7-hidroxil.

4.2.6.2.4 Detecgao de grupos 7-hidroxil

O espectro em ultravioleta de flavonas e flavondis que contém grupo
hidroxila livre em 7, com algumas excegdes, exibem efeito batocromico de 5 —20
nm na banda Il em presenca de NaOAc. Porém, quando 6 a 8 substituintes
oxigenados estdo presentes em flavonas (mas nao em flavonodis) o efeito
batocrémico € pequeno ou imperceptivel, devido a redugdo da acidez do grupo 7-
hidroxil.

4.2.6.2.41 Deteccao de grupos 4’-hidroxil em flavonas e flavonéis por efeito de
NaOAc

Flavonas e flavonéis que possuem grupo hidroxila livre em 4’ e nao livre em
3 ou 7 usualmente mostram um pronunciado ombro no lado do comprimento de
onda longo da banda | na presenga de NaOAc. O efeito na banda | é também
observado quando o grupo hidroxila em 7 é livre e se um grupo 4’-hidroxil esta
presente ou ndo no flavondide. Se for utilizado NaOAc contendo HOAc livre em
flavonas e flavondis contendo grupo hidroxila livre em 4’, aparece um pico na
banda | similar ao observado com NaOMe.

4.2.6.2.5 Degeneracao do espectro em ultravioleta de flavonas e flavonéis na
presenca de NaOAc

O espectro de flavonas e flavonéis na presenga de NaOAc mudam apés
alguns minutos pela decomposigao na presenca de alcali de um grupo sensivel. O
mais comum modelo de oxigenacao aicali sensivel em flavonas e flavondis é
quando contém 5,6,7; 5,7,8 ou 3,3, 4-hidroxil grupos. No ultimo modelo a fungéo
de 3’ pode ser um grupamento metoxila. Por esta razdo ¢ dificil determinar a
presenca ou auséncia de grupo hidroxila livre em 7 em flavondides que possuem
estes modelos de oxigenagao a menos que o espectro seja obtido imediatamente
apos a adigao de NaOAc na cubeta.
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4.2.6.2.6 Detecgao de grupos orfo-hidroxil em flavonas e flavonéis por efeito de
NaOAc/H3sBO;

Na presenc¢a de NaOAc, o acido bérico ira quelar os grupos orfo-dihidroxil
em todos os locais no nucleo flavonoidico, exceto em C-5 e C-6. Flavonas e
flavonéis contendo um grupo orto-dihidroxil no anel B mostram um efeito
batocrémico de 12 — 30 nm na banda | na presen¢a de NaOAc/H;BO;. Grupos
orto di-hidroxil no anel A (em C-6,7 ou C-7,8) em flavonéides também séao
detectados pelo efeito de NaOAc/H3;BO3;. Embora os dados sejam limitados,
ocorre efeito batocrémico de 5 — 10 nm na banda I.

4.2.6.2.4 Presenca de AICI;

O contato de cloreto de aluminio com flavonas e flavonéis, os quais
contém grupamentos hidroxila em C-3 ou C-5 forma complexos acidos estaveis,
porém forma complexos acidos instaveis em flavonédides que contém sistemas
orto-dihidroxil. Sendo assim, a presenc¢a de grupamentos orfo-dihidroxil no anel B
de flavonas e flavondis pode ser detectada pela comparagao com o espectro do
flavondide na presenga de AICl; quando comparado com o espectro obtido com
AICI/HCI. Grupamentos orfo-dihidroxil no anel A, envolvendo hidroxilagdo nos
carbonos C-6,7 e C-7,8 podem também ser detectados por este método.

426.3 Espectroscopia de absorcao no infravermelho

O espectro no infra vermelho (IV) foi obtido em equipamento Bomem —
Hartmann & Braum MB-Série, preparando a amostra em pastitha comprimida de
brometo de potassio anidro (KBr).

4264 Espectroscopia de ressonancia magnética nuciear de 'H e °C

Os espectros de ressonancia nuclear magnética de préton e carbono-13
foram obtidos no Departamento de Quimica, da Universidade Catélica de Roma,
ltalia. Os espectros de RMN 'H foram obtidos em CDCl; a 300 MHz, enquanto os
espectros de RMN 3C foram obtidos a 75,5 MHz também em CDCls.
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4265 Espectroscopia de massa
Os espectros de massa (m/e) foram obtidos em espectrédmetro Shimadzu
CGMS-Qp 2000 A.

4.3 ESTUDO MORFO-ANATOMICO

Para o estudo morfo-anatémico foram selecionados diversos exemplares da
espécie em estudo, dos quais foram realizadas secg¢des da porgao mediana do
limbo foliar e da regido de insergdo do limbo no caule.

4.3.1 Processamento do Material Coletado

A fixacao das partes aéreas para o preparo das laminas permanentes foi
realizada logo apds a coleta, utilizando-se F.A.A. 70% (JOHANSEN, 1940), sendo
posteriormente armazenados em alcool etilico 70%.

Para a montagem das laminas semi-permanentes foi utilizado o método de
BERLYN & MIKSCHE (1976). Realizaram-se secg¢bes transversais da porgéo
central mediana das folhas. As secgdes foram feitas @ mao livre e a clarificacao
das folhas foi efetuada com hipoclorito de sédio a 20% (FOSTER, 1949). Seguiu-
se a coloragido com azul de toluidina 0,05% (HADDAD, 1989) e fucsina basica +
azul de astra (0,0125 e 1%, respectivamente) (ROESER, 1962). A montagem das
laminas foi desenvolvida usando-se glicerina a 50%, seguindo-se a lutagem com
esmalte de unha incolor.

Para a preparagdo das laminas permanentes, utilizou-se a técnica de
inclusao em glicol metacrilato, de acordo com as indicagdes do fabricante
(Polysciences®) e segundo FEDER & O’BRIAN (1968). Empregou-se o material
previamente fixado e armazenado em alcool etilico 70%. As folhas, as bases
peciolares e os caules sofreram secgoes transversais.

A microtomizagao foi realizada em micrétomo rotatério Spencer 820. As
secgdes que possuiam de 7 a 9 um foram hidratadas, distendidas nas laminas e
secas em mesa térmica. Para a coloragao, empregou-se o azul de toluidina 0,05%
(SAKAI, 1973) e a fucsina basica 0,0125% + azul de astra 1% em solugéo aquosa
(BRITO & ALQUINI, 1996). Como meio de montagem foi usado o Entellan®.
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4.3.2 Testes Microquimicos (Histoquimicos)

Para os testes microquimicos, foram obtidas secg¢des transversais a méao
livre das partes aéreas frescas de Pterocaulon interruptum DC., que foram
tratadas com os seguintes corantes e reagentes: cloreto férrico (JOHANSEN,
1940) para comprovacao de compostos fendlicos; floroglucinol acidificado
(FOSTER, 1949) para evidenciar lignina; lugol (BERLYN & MIKSHE, 1976)
indicador para amido e Sudam lll (SASS, 1951) para substancias graxas (paredes
cutinizadas e suberizadas e goticuias de 6leo essencial).

Os registros fotograficos foram realizados em Fotomicroscépio Zeiss MC-
80. As escalas micrométricas foram fotografadas e ampliadas nas mesmas
condicoes opticas.

4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Para analise em microscépio eletronico de varredura, utilizou-se amostras
fixadas em F.A.A. 70% (JOHANSEN, 1940). Estas amostras foram desidratadas
em série alcodlica-etilica, sendo que permaneceu 2 horas em aicool a 90% e em
seguida por duas frocas de alcool absoluto a cada hora. Posteriormente, o
material foi desidratado pelo método de ponto critico em equipamento Balzers
CPC 010 (SILVEIRA, 1989) e fixado em suporte metalico com auxilio de fita
adesiva dupla face. A metalizagcdo em ouro foi feita em aparelho Balzers
Sputtering SCD 030. As amostras foram analisadas e fotografadas em
Microscopio Eletronico de Varredura SEM 505 Philips e as escalas projetadas nas
mesmas condigées das fotografias.

44 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana da fragao hidrossolivel do extrato etandlico das
partes aéreas de Pterocaulon interruptum DC., foi realizada de acordo com a
metodologia de difusdo:em disco, utilizando-se microrganismos patogénicos. O
ensaio procedeu-se em condigdes totaimente assépticas em camara de fluxo
laminar, utilizando-se meio de cultura especifico e suspensao padronizada dos
microorganismos. Sobre este meio de cultura foram colocados discos de papel
impregnados com suspensdes padronizadas das amostras a serem testadas e
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disco de cloranfenicol como controle positivo. Esse material entao, foi incubado a
37 °C por 24h.

441 Preparo do Material
O material utilizado na realizagdo do ensaio foi previamente separado e
esterilizado em autoclave a 120°C por 15 minutos.

4.4.2 Preparo da Amostra

O extrato etandlico foi obtido por maceragao de 420 g de planta por 7 dias
em recipiente fechado ao abrigo da luz. Apés a obtengdo do extrato, a fragdo
lipossoluvel foi retirada através de resfriamento em congelador, filtrando-se a
vacuo imediatamente apds a retirada do congelador.

A fragao hidrossoluvel do extrato etandlico obtida, foi submetida a calor
umido em autoclave para esterilizagao a 120 °C por 15 minutos. Realizou-se a
quantificagdo do residuo seco, uma vez que o volume de extrato diminui, havendo
concentracio durante o processo de autoclavagéo. A partir dos valores obtidos
para o residuo seco foram calculados os volumes da fragdo que seriam
adequados para a obtencdo das seguintes concentragbées: 400 ng, 300 pg,
200 pg, 100 ug e 50 pug. Foi necessario proceder trés diluicbes do material para a
obtencéo das concentragées desejadas sem ultrapassar o limite de absor¢ao dos
discos de papel.

443 Preparo dos Discos de Papel

Foram utilizados discos de papel de 6 mm de didmetro (Newprov®),
previamente autoclavados. Estes foram colocados sobre uma placa de petri estéril
de 15 cm de didmetro, devidamente identificadas e acrescentado a quantidade
calculada do exirato com auxilio de micropipeta.

Os discos foram deixados em estufa a 35°C por 24 horas para total secura.

Foram também impregnados discos com agua e etanol, solventes
utilizados, para controle de qualidade.
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4.4.4 Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado para o estudo foi o agar Mueller-Hinton, por se
tratar de um meio nao seletivo, propiciando assim o desenvolvimento das trés
cepas em estudo. As placas ja preparadas contendo o agar foram adquiridas da

empresa Newprov®.

445 Preparo do Inéculo

As cepas utilizadas para o estudo foram Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
as quais foram repicadas em agar Miller-Hinton 24 horas antes do preparo do
inéculo para que estivessem na fase log de crescimento durante a preparo do
mesmo.

Em camara de fluxo laminar, com auxilio de al¢ca foram retiradas colénias
isoladas de cada uma das cepas e suspendidas em tubos de ensaio contendo
agua destilada estéril. Apés o preparo das suspensdes foram realizadas as
leituras da absorbancia de cada indculo, verificando-se assim a concentragao
microbiana.

Utilizou-se como parametro de turbidez, o tubo 5 da escala de McFarland,
preparado de acordo com BIER (1980), obtendo-se suspensdes bacterianas com
concentragdes apresentadas na tabela 7. As suspensoes foram ajustadas para
gue o valor da absorbancia do tubo 5, que foi de 0,07, fosse obtida exatamente.

As leituras foram realizadas em fotocolorimetro Spectronic 20, marca
Bausch & Lomb, a 650 nm.

TABELA 3 - CONCENTRAGOES DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

Microrganismo Absorbancia Total de bactérias em
Suspensdes suspensio (UFC/mL)

Escherichia coli (ATCC 8739) 0,07 15x10°

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 0,07 1,5x10°

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 0,07 15x10°
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446 Controles

Foram realizados os seguintes controles: esterilidade do meio, esterilidade
dos discos de papel com e sem impregnagao, auséncia de inibicdo dos solventes
frentes as trés cepas estudadas.

Em cada placa contendo as cepas inoculadas e os discos impregnados
foram adicionados discos de cloranfenicol, uma vez que FERRARO et al., 1988
descrevem atividade inibitéria deste antibiético nas trés cepas inoculadas.

4.4.7 Preparodo Teste

Apds o preparo do inéculo, descrito em 4.4.5, em camara de fluxo laminar
foram inoculadas as cepas em agua Miller-Hinton utilizando-se swab estéril,
embebido na suspensdo padronizada e retirando-se o excesso das paredes
internas do tubo, girando-se a placa em 60°, esfregando-se trés vezes para
distribuicao uniforme da suspensao bacteriana.

Em seguida foram distribuidos, em cada placa contendo as cepas, seis
discos de papel impregnados com 400 ug, 300 ng, 200 pg, 100 pg, 50 ng e disco
contendo o antibiético cloranfenicol (Newprov®) (30 ug). A disposi¢édo dos discos
com as devidas concentragao foi realizada conforme figura 10 p. 41. O ensaio foi
realizado em ftriplicata, e as placas prontas foram incubadas em estufa a 37 °C
durante 24 horas. Passado este periodo, as placas foram retiradas da estufa,
observadas e registradas.

FIGURA 10 - DISPOSIGAO DOS DISCOS NO ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS FITOQUIMICOS

A analise fitoquimica preliminar demonstrou a presenga de acidos graxos,
aminogrupos, cumarinas, esteroides e triterpenos e flavondides. A positividade
para alcaldides € explicada pela presenga de cumarinas no vegetal, as quais
podem interferir nesta analise.

TABELA 4 - RESULTADOS DA ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

Metabdlitos , Extrato aquoso Extrato hidroalcodlico
Acidos graxos ++ n.r.
Alcaléides n.r. ++
Aminogrupos +++ nr.
Cumarinas n.r. +++
Esteroides e/ou triterpenos n.r. ++
Flavonéides n.r. ++
Glicosideos antocianicos - n.r.
Glicosideos antraquindnicos n.r. -
Glicosideos cianogenéticos - n.r.
Leucoantocianidinas n.r. -
Saponinas ++ n.r.
Taninos - n.r.
Cor Castanho Verde amarelado
pH 6,0 6.0

Observagdes: - Resultado negativo ++ Resultado positivo

+ Apresenta tragos +++ Resultado fortemente positivo
n.f. Ndo realizado neste extrato

Através do processo de hidrodestilagao, foi obtido 0,2% de dleo essencial
da espécie Pterocaulon interruptum DC., o qual possuia as seguintes
caracteristicas organolépticas: cor amarelo ouro e odor caracteristico da espécie
em estudo. Realizou-se analise de composicdo por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa, sendo identificados os seguintes
componentes citados natabela 5 p.42 e nas figuras 11 a 14 p. 43 a 46.

TABELA 5 - COMPONENTES CARACTERIZADOS NO OLEO ESSENCIAL

Nimero  Substéncia Tempo de retenc¢éo (min)
1 a-tujeno . 41

2 1,4,6- trimetil-5,6-dihidronaftaleno 17

3 3-heptanona 45

4 Acetaldeido benzénico 2,8

5 Alit ciclohexano . 5

6 Carvacrol (metil éter) 10

7 Orto-cimeno ' 54

8 Safrol 13
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FIGURA 11 - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE Pterocaulon interruptum DC.
A. ALIL CICLOHEXANO; B. ORTO CIMENO.
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FIGURA 12 — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE Pterocaulon interruptum DC.
C. ACETALDEIDO BENZENICO; D. a-TUJENO; E. 3-HEPTANONA
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FIGURA 13 - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE Pterocaulon interruptum DC.
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FIGURA 14 — CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE Pterocaulon interruptum DC.
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A partir da extragao de 420 g das partes aéreas estabilizadas e moidas de
Pterocaulon interruptum DC., foram obtidas as fragées constantes na tabela 6
p.47.

TABELA 6 - RENDIMENTO DAS FRAGOES EXTRAIDAS POR SOXHLET

Fragbes exiraidas Rendimento Rendimento
@ (%)
Fragao Hexanica 19,06 4,53
Fracdo Cloroférmica 6,7 1,58
Fragdo Acetato de Etila 3,6 0,85
Fra¢dao Metanol 19,7 4,68
TOTAL 49,06 11,65

5.1.1 Fragao Hexanica
Foram colhidas 202 fragdes de aproximadamente 10 mL cada (Tabela 7 p.
47).

TABELA 7 - FRAGOES COLETADAS E REUNIDAS DA FRAGAO HEXANICA

Fragoes Hexano: AcOEt: MeOH Fragbes Fracoes Hexano: AcCOEt: MeOH Fragdes
reunidas reunidas
1 100:0:0 1a12 13 40:60:0 109 a2 113
2 95:5:0 13a20 14 35:65:0 114 a2 117
3 90:10:0 21326 15 30:70:0 118 a 122
4 85:15:0 27 a 36 16 25:75:0 123a 127
5 80:20:0 37 a48 17 20:80:0 128 a 131
6 75:25:0 49 a 59 18 15:85:0 132 2137
7 70:30:0 60 a71 19 10:90:0 138 a 144
8 65:35:0 72280 20 5:95:0 145 a 151
9 60:40:0 81a87 21 0:100:0 152 a 161
10 55:45:0 88 a 95 22 0:95:5 162 a 168
11 50:50:0 96a101 |23 0:50:50 169 a 175
12 45:55:0 102a 108 |24 0:0:100 176 a 202

A fracao de 88 a 95 apresentou precipitado branco (300 mg), caracterizado
por FH1.

5.1.1.1 Espectro de absor¢ao no infravermelho

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 15 p. 50)
apresentou absorgdo em 3400 cm™ caracteristico de hidroxila e outras absorcoes
em 2990 cm™, 1700 cm™ caracteristico de carbonila, 1620 cm™,1450 cm™,1250
cm™', entre outras (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).
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5.1.1.2 Espectro de absor¢ao no ultravioleta

O espectro de absor¢ao na regido do ultra violeta (UV) (Figura 16 p. 50), foi
obtido em espectrofotometro Shimatzu, utilizando-se metanol como solvente.
Foram obtidas as seguintes absorgoes maximas: 316 e 235,5 nm.

5.1.1.3 Espectro de massa

O espectro de massa (m/e) (Figura 17 p. 51), foi obtido no espectrémetro
Shimadzu CGMS-Qp. 2000 A, apresenta o ion (M*) a m/e 308 (100) e os
seguintes fragmentos principais em 206, 178, 59 e 43 (Figura 18 p. 52).

5.1.1.4 Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H

O espectro de ressonancia magnética nuclear de *H (Figura 19 e 20 p. 53),
foram obtidos a uma frequéncia de 70 MHz em MeOD e apresenta 8; ppm, 8,10
(1H, d), 6,65 (1H, s), 6,20 (1H, d), 5,96 (2H, s), 5,14 (1H, dd), 4,77 (1H, t), 4,29
(1H, dd), 1,63 (3H, s), 1,60 (3H, s).

5.1.1.5 Espectro de ressonancia magnética nuclear de *C

Os deslocamentos quimicos atribuidos pelos espectros de **C a 75 MHz,
em MeOD (Figuras 21 e 22 p. 54), estdo expressos na tabela 8 p. 48. Também foi
realizado espectro HETCOR que permite correlacionar cada sinal dos carbonos
protonados com o sinal do respectivo préton (Figura 23 p. 55).

TABELA 8 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN *C DO SABANDINOL

Cc RMN ®C 'H (HETCOR)
2 160,70

3 111,47 6,20

4 139,18 8,10

4a 107,15

5 135,28

6 132,41

7 151,73

8 92,22 6,65

8a 152,81

O-CH-O 102,32 5,96

1 75,15 514 e4,77
2 77,37 4,29

3 71,35

4 27,31 1,63
3'-CHs 25,56 1.60
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Com base nos dados da literatura (DEBENEDETTI et al, 1997) e
espectrais propds-se a seguinte estrutura correspondente a cumaring,
denominada sabandinol.
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FIGURA 15 - ESRECTRO DE ABSORGAO NO INFRAVERMELHO DO SABANDINOL
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FIGURA 16 - ESPECTRO DE ABSORGAO NO ULTRAVIOLETA DO SABANDINOL
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE MASSA DO SABANDINOL
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FIGURA 18 —-ROTA DE FRAGMENTAGAO DO SABANDINOL
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FIGURA 19 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H DO SABANDINOL
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FIGURA 21 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE C DO
SABANDINOL
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE “c DO
SABANDINOL
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FIGURA 23 - ESPECTRO HETCOR DO SABANDINOL
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5.1.2 Fragao Cloroférmica

Foram colhidas 259 fracbes de aproximadamente 10 mL cada (Tabela 9
p. 56), as quais foram reunidas segundo monitoramento por cromatografia em
camada delgada, utilizando-se cromatoplacas de Silica gel 60 Fass Merck®,
visualizagdo em lampada UV no comprimento de onda de 360 nm, de 2 em 2
frascos para visualizar a semelhanga do contetido, com fase moével tolueno:
acetato de etila (97:3) e como revelador o anisaldeido fosférico. Em seguida, as
fragoes foram reunidas dissolvendo-se em cloroférmio e em seguida em metanol

TABELA 9 - FRAGOES COLETADAS E REUNIDAS DA FRACAO CLOROFORMICA

Fracoes Hexano: AcOEt: MeOH Fragdes Fragoes Hexano:AcOEt:MeOH Fragdes
reunidas reunidas
1 100:0:0 1a7 15 30:70:0 100 a 107
2 95:5:0 8ai4 16 25:75:0 108 a 115
3 90:10:0 15a 21 17 20:80:0 116 a 127
4 85:15:0 22a28 18 15:85:0 128 a 139
5 80:20:0 29236 19 10:90:0 140 a 150
6 75:25:0 37a44 20 5:95:0 151 a 160
7 70:30:0 45 a 49 21 0:100:0 161 a 174
8 65:35:0 50a57 22 0:95:5 1752 186
9 60:40:0 58 a 64 23 0:90:10 187 a 198
10 55:45:0 65a 71 24 0:85:15 199 2 210
11 50:50:0 72a78 25 0:80:20 211 a 223
12 45:55:0 79a85 26 0:75:25 224 a 235
13 40:60:0 86292 27 0:70:30 236 a 248
14 35:65:0 93 a 99 28 0:0:100 249 a 259

Da fragao 24 a 26 foram isolados cristais brancos em agulhas (8,9 mg)
identificados como FC1, da fragdo 12 e 13, cristais brancos (23,9 mg)
identificados como FC2.

5.1.2.1 Substancia FC1

5.1.2.1.1 Espectro de absorgao no infravermelho

O espectro de absorgao na regido do infravermelho (Figura 24 p. 58)
apresentou banda larga entre 3434,99 e 3310,19 cm™ referente ao estiramento do
grupamento hidroxila, absorgdes normais de metilas e metilenos alifaticos em
2959,97; 293544 e 2863,36 cm™, e ainda uma banda de absor¢do de fraca
intensidade em 1647,65 cm™” referentes a formacdo de olefinas isoladas
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).
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5.1.2.1.2 Espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H

Os espectros de ressonancia magnética nuclear 'H (Figuras 25 e 26 p. 59),
foram obtidos a uma freqiéncia de 300 MHz em CDCIl;, apresenta multriplete
centrado a § 3,54 atribuido a H-3. As absor¢des na regido de 5 0,65 e § 1,30 sdo
referentes a varias metilas. Os dubletes a & 0,82, 0,93 com J=6,54 Hz s&o
correspondentes aos prétons em C-26 e C-27. O triplete & § 0,82, 0,93 com
J=6,34 Hz é atribuido ao préton em C-29 e os tripletes a 5§ 0,67, 0,84 e 1,00
referem-se aos prétons das metilas em C-18, C-19 e C-21.

5.1.2.1.3 Espectros de ressonancia magnética nuclear de Bc
Os deslocamentos quimicos atribuidos pelos espectros de RMN de *C
estao expressos nas figuras 27 e 28 p. 60 e tabela 10 p. 57.

TABELA 10 - DADOS DE RMN DE °C PARA ESTIGMASTEROL

C RMN™C C RMN “°C
1 37.22 16 28.92
2 31.62 17 56.06
3 71.74 18 12.03
4 42.26 19 19.39
5 142.72 20 40.50
6 121.70 21 21.06
7 31.87 22 138.31
8 31.87 23 129.22
9 50.09 24 51.21
10 36.56 25 31.94
11 21.06 26 21.06
12 39.74 27 19.01
13 4218 28 2540
14 56.18 29 12.25
15 24 34

Com base nos dados da literatura (MIGUEL, 1996) e espectrais propbs-se
a seguinte estrutura correspondente ao estigmasterol.




FIGURA 24 - ESPECTRO DE ABSORGAO NO INFRAVERMELHO DO ESTIGMASTEROL
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FIGURA 25 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H DO
ESTIGMASTEROL
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FIGURA 26 — ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H AMPLIADO DO
ESTIGMASTEROL
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FIGURA 27 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ®c DO

ESTIGMASTEROL
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FIGURA 28 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE C DO
ESTIGMASTEROL
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5.1.2.2 Substancia FC2

5.1.2.2.1 Espectro de absorgao no infravermelho

O espectro de absor¢cao na regidao do infravermelho (Figura 29 p. 63)
apresentou absorgdo em banda larga em 343505 cm™ caracteristico de
grupamento hidroxila, bandas de grande intensidade em 2988,32; 2936 e 2856,37
cm™' caracteristicas de metilas e metilenos alifaticos. Absorgao muito intensa em
1724,59 cm caracterizando a presenca de carbonila.

5.1.2.2.2 Cromatografia gasosa
Utilizando-se analise por cromatografia gasosa, foi possivel detectar que o
3-0O-acetil taraxasterol isolado apresenta 88,58% de pureza (Figura 30 p. 63).

5.1.2.2.3 Espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H

Os espectros de ressonancia magnética nuclear *H (Figuras 31 e 32 p. 64),
foram obtidos a uma frequiéncia de 300 MHz em CDCI;. As absorgdes na regiao
de § 0,84 e § 1,63 sao referentes a varias metilas. O triplete centrado em § 1,01
refere-se aos hidrogénios de varios grupamentos CH: presentes na estrutura.
O multiplete centrado em § 2,20 ¢ atribuido aos prétons da metila do grupamento
acetil no carbono 3 e multriplete centrado a & 4,48 atribuido a H-3. O triplete

centrado em § 4,61 corresponde aos hidrogénios de CH; no carbono 20.

5.1.2.2.4 Espectro de ressonancia magnética nuclear de *C
Os desiocamentos quimicos atribuidos pelos espectros de *C a 300 MHz,
em CDCl,, estao indicados nas figuras 33 e 34 p. 65 e na tabela 11 p. 62.
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TABELA 11 - DADOS DE RMN DE °C PARA 3-O-ACETIL TARAXASTEROL

Cc RMN °C C RMN °C
1 38.42 17 34.52
2 23.68 18 48.60
3 80.96 19 398.37
4 37.78 20 154 .65
5 55.42 21 25.60
6 18.17 22 38.83
7 33.97 Me 23 27.93
8 40.63 Me 24 16.34
9 50.38 Me 25 16.50
10 37.03 Me 26 15.87
11 21.44 Me 27 14.71
12 26.13 Me 28 19.48
13 39.13 Me 29 2548
14 42.30 Me Ac 21.35
15 26.63 =CH: 107.11
16 38.27 O-CO-CHs 171.03

Com base nos dados da literatura (BOHLMANN et al.,, 1981) e espectrais
propds-se a seguinte estrutura correspondente ao 3-O-acetil taraxasterol.
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FIGURA 29 - ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO DO 3-O-ACETIL
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FIGURA 31 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H DO 3-O-ACETIL
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FIGURA 32 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H AMPLIADO DO
3-O-ACETIL TARAXASTEROL
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FIGURA 33 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE "C DO 3-O-ACETIL
TARAXASTEROL
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FIGURA 34 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE *°C DO 3-O-ACETIL
TARAXASTEROL
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5.1.3 Fracao Acetato de Etila

Foram colhidas 231 fragbes de aproximadamente 10 mL cada (Tabela 12
p. 66), as quais foram reunidas segundo monitoramento por cromatografia em
camada delgada, utilizando-se cromatoplacas de Silica gel 60 F.s4 Merck®,
visualizagdo em lampada UV no comprimento de onda de 360 nm, de 2 em 2
frascos para visualizar a semelhan¢ga do conteido, com fase mével acetona:
acetato de etila: agua (80:20:2). A revelacéo foi realizada com o reativo NEU para
flavonoides, vanilina fosférica para esterdides e/ou triterpenos e KOH alcodlico a
5% para cumarinas (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1983).

Ainda esta fragdo, dissolvida inicialmente em metano! foi redissolvida e
passada por Sephadex LH-20 com metanol 70% como eluente, uma vez que por
CCD havia indicagao da presenc¢a de cumarinas ou flavonéides. Foram coletados
32 frascos, sendo que apenas os frascos 1 a 6 apresentaram fluorescéncia azul.

Das fragdes coletadas ndo foi possivel o isolamento das substancias
indicadas na CCD.

TABELA 12 - FRACOES COLETADAS E REUNIDAS DA FRACAO ACETATO DE ETILA

Fragées Hexano: AcOEt: MeOH Fragdes |Fragbes Hexano: AcOEt: MeOH Fragoes
reunidas reunidas
1 100:0 1a5 13 40:60 80a85
2 95:5 6a12 14 35:65 86 a 91
3 90:10 13a18 |15 30:70 92 a 98
4 85:15 19a24 |16 25:75 99 a 105
5 80:20 25a31 |17 20:80 106 a 112
6 75:25 32a37 |18 15:85 1132125
7 70:30 39a44 [19 10:90 126 a 135
8 65:35 45a51 |20 5:95 136 a 147
9 60:40 52a58 |21 0:100 148 a 158
10 55:45 58a65 |22 0:70:30 159 a 168
11 50:50 66a72 |23 0:50:50 169 a 177
12 45:55 73a79 (24 0:30:70 178 2 180
25 0:0:100 191 a 231

Das fragoes 57 a 73 foi obtido precipitado amarelo (8,4 mg), denominado
de FA1.

Das fragdes 72 e 80 foi obtido precipitado branco em cristais (70,7 mg),
denominado de FA2.
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5.1.3.1 Substancia FA1

5.1.3.1.1 Espectro de absorgado no infravermelho

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 35 p. 71)
apresentou uma banda larga de absor¢ao em 3409,1 cm! relativo & presenca de
grupo hidroxila, outra banda em 1663,86 cm™, indicando a presenca de carbonila
conjugada e ainda em 161148 cm’ caracteristico de instaturagdo
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

5.1.3.1.3 Espectro de massa

O espectro de massa (m/e) (Figura 36 p. 71), apresenta pico significativo
em m/e 302 (M") (100) e os seguintes fragmentos principais: 273 (27,0), 257
(7,0), 229 (14,8), 153 (23,8), 137 (38,0) e 109 (14,2) tipicos de estruturas
flavonoidicas.

5.1.3.1.4 Espectro de absorgao no ultravioleta

A andlise do espectro de absorcao na regiao do ultra violeta (Figura 37 p.
72) em metanol da substancia FA1 apresentou duas bandas, sendo a Banda | em
371 nm e a Banda il em 255 nm e um ombro a 304 nm, correspondendo a
absorgdes tipicas para flavondis.

Na adicdo em NaOMe ocorreu deslocamento hipsocrémico de todas as

bandas, sendo que a banda | deslocou-se em 40 nm, caracteristico da presenca

de grupamentos hidroxila livres na posicoes 3 e 4.
- OH OMe

Quando adicionado NaOAc a solugdo metandlica da substancia FA1
ocorreu um deslocamento batocromico de todas as bandas, sendo que a banda |
é deslocada em 9 nm e a banda Il deslocada em 1 nm, caracterizando presenca
de hidroxila livre na posicdo 7. Quando a oxigenacgado da molécuia € elevada o
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efeito com NaOAc é pequeno ou imperceptivel. Apés 5 min, ndo houve alteragao
nos deslocamentos ocorridos imediatamente.

quercetina

Quando adicionado NaOAc/H3;BO; ocorreu deslocamento batocrédmico de
16 nm na Banda |l em relagéo ao espectro com metanol, o que segundo MABRY,
1970, ocorre em flavonéis quando ha presenga de hidroxilas livresem 3’ e 4.

HO
\ -
—OH
O—'—B

quercetina

O espectro obtido na adicdo de AICI;/HCI apresentou deslocamento
batocromico de 21 nm na Banda Il, em relagdo ao espectro em metanol,

indicando a presenc¢a de grupamentos hidroxilas vicinais em 3’ e 4'.



quercetina
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Al
Cl—= cl

TABELA 13 - ANALISE POR ULTRAVIOLETA DA QUERCETINA EM MeOH E NaOMe (Amax, NM)

MeOH NaOMe NaOMe
(imediato) (ap6és 5 min) _(ap6s 10 min)

3716 327.8 3210

3046 2748

2556 253,0

TABELA 14 - ANALISE POR ULTRAVIOLETA DA QUERCETINA EM NaOAc E NaOAc E H:BO;

(Amix, nm)
MeOH + NaOAc MeOH + NaOAc MeOH + NaOAc/H:BO;
(imediato) (apbs 5 min)
3804 380,4 387,0
3256 3246 302,8
256.,6 256,8 259,6

TABELA 15 - ANALISE POR ULTRAVIOLETA DA QUERCETINA EM AICI; E AICI/HCI (Amax, NM)

MeOH MeOH + AICls MeOH + AICIa/HCI
3716 436,0 4270
304.,6 269,0 361,0
255,6 303,0

264,0
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5.1.3.1.5 Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H

Os espectros de RMN H , foram obtidos a uma frequéncia de 75 MHz em
acetona (Figura 38 p. 73 e tabela 16 p. 70), observa-se varias absor¢cdes na
regido de préton aromatico, em 6,27 (1H, d), 6,53 (1H, d), 7,00 (1H, d), 7,70 (1H,
dd), 7,83 (1H, d).

5.1.3.1.6 Espectro de ressonancia magnética nuclear de *°C
Os deslocamentos- quimicos atribuidos pelos espectros de °C a 75 MHz,
em acetona, estao indicados na figura 39 p. 73 e na tabela 16 p. 70.

TABELA 16 - DADOS DE RMN DE “C E 'HDA QUERCETINA

Anel A =C H Anel B C H

5 165.95 1 122.33

6 98.40 7.70 2 115.39 7.00
7 164.10 3 145 .26

8 93.40 7.83 4 147.89

9 156.43 5 115.89 6.53
10 103.20 6 120.35 6.27
2Ca 145.26

2Cp 135.95

4CO 176.05

Com base nos dados da literatura (MABRY, 1970; MIGUEL, 1996; SDBS,
2002) e espectrais propds-se a seguinte estrutura correspondente a quercetina.

OH




FIGURA 35 - ESPECTRO DE ABSORGAO NO INFRAVERMELHO DA QUERCETINA
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FIGURA 37 - ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA DA QUERCETINA
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FIGURA 38 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H DA
QUERCETINA
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FIGURA 39 - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ™C DA
QUERCETINA
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5.1.3.2 Substancia FA2

5.1.3.2.1 Espectro de absor¢ao no infravermelho

O espectro de absorgdo na regido do infravermelho (Figura 40 p. 78)
apresentou banda larga entre 3487,32 e 3342,4 cm™ referente ao estiramento do
grupamento hidroxila, absorgao normal de metilenos alifaticos em 2907,64 cm™, e
ainda uma banda de absorgao de grande intensidade em 1651,68 e 1631,55 cm™
referentes a formagdo de olefinas conjugadas (SILVERSTEIN; BASSLER;
MORRILL, 1994).

5.1.3.2.2 Espectro de absorgao no ultravioleta

A analise do espectro de absor¢do na regido do uitra violeta (Figura 41 p.
79) em metanol da substancia FA2 apresentou uma banda em 290 nm e um
ombro em 325 nm.

Pela adicdo de NaOMe ocorreu um deslocamento batocrédmico de
aproximadamente 1 nm na Banda principal e de aproximadamente 32 nm no
ombro, indicando a presenc¢a de grupamento hidroxila livre na posi¢ao 4’ do anel
B. O espectro obtido apds 5 min apresentou deslocamento batocrémico mais
pronunciado em relacao ao espectro obtido imediatamente, havendo grandes
possibilidades de tratar-se de um sistema 3,3’,4’-trihidroxil, o qual decompde-se
rapidamente. O espectro obtido apés 10 min ndo apresentou alteragoes
significativas daquele obtido em 5 min.

taxifolina 7- O-prenilada

Quando adicionado NaOAc a solugao metandlica da substancia FA2 nao
ocorreu alteragdes em relacdo ao espectro obtido somente em solucao
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metandlica, indicando a auséncia de hidroxila livre na posicdo 7 e em

consequéncia a presenga de grupamento ligado a este carbono.

taxifolina 7- O-prenilada

O espectro obtido na adicdo de AICl/HCI apresentou deslocamento
batocromico de 21 nm na Banda I, em relacdo ao espectro em metanol,
indicando a presenca de grupamentos hidroxilas vicinais em 3’ e 4'.

Alclz  CsH9O

taxifolina 7- O-prenilada

Diante dos resultados obtidos na analise por ultravioleta, conclui-se que a
substancia apresenta sistema 3,3’,4’-trihidroxil, ndo possui grupamento hidroxila
livre na posicao 7 e possui hidroxila livre na posi¢ao 5, e trata-se de um 5-hidroxi-
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dihidro-flavonol. Segundo MABRY, 1970, a taxifolina apresenta absor¢des tipicas
em 280 nm e um ombro em 327 nm.

TABELA 17 - ANALISE POR ULTRAVIOLETA DA TAXIFOLINA 7-O-PRENILADA (Amsx, M)

MeOH NaOMe (imediato) NaOMe NaOMe
(apbs 5 min) (ap6s 10 min)
2904 3578 360,8 360,4
2916 302,4 302,4
242 4 290,8 290,8
2432 2426

TABELA 18 - ANALISE POR ULTRAVIOLETA DA TAXIFOLINA 7-O-PRENILADA (Amax nm)

MeOH + NaOAc MeOH + NaOAc MeOH + NaOAc/H;BO;
(imediato) (apds 5 min) ‘
N3o houve reacdo NZo houve reacdo N&o houve reagao

TABELA 19 - ANALISE POR ULTRAVIOLETA DA TAXIFOLINA 7-O-PRENILADA (Amsx, NM)

MeOH MeOH + AICl; MeOH + AICI/HCI
280,4 302,6 363,4

2932 311.,8

253,0 253,2

5.1.3.2.3 Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H
O espectro de ressonancia magnética nuclear 'H (Figuras 42, 43 p. 80 e
tabela 20 p. 77), foram obtidos a uma frequéncia de 75 MHz, utilizando acetona

como solvente.

5.1.3.2.4 Espectro de ressonancia magnética nuclear de °C

Os deslocamentos quimicos atribuidos pelos espectros de *C (Figuras 44,
45 p. 81 e tabela 20 p. 77) a 75 MHz, em Acetona. Também foram realizados
espectros em HETCOR que permite correlacionar cada sinal dos carbonos
protonados com o sinal do respectivo préton (Figura 46 p. 82).



TABELA 20 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN "°C DA TAXIFOLINA 7-O-PRENILADA

C RMN °C  'H (HETCOR)
2 84.51 5.05
3 73.13 464
4 198.48

5 163.84

6 95.17 6.04
7 168.44

8 96.24 6.07
9 164.5

10 101.9

1 129.64

2 115.80 7.07
3 146.49

4 145.66

5 115.67 6.87
6’ 120.79 6.93
17 66.15 463
2° 119.93 5.45
37 139.01

4’ 18.16 1.75
5" 25.73 1.78

Com base nos dados da literatura (MABRY, 1970; VILEGAS, 1995) e
espectrais propds-se a seguinte estrutura correspondente a taxifolina 7-O-
prenilada.

4"
H3C\3" 2 1"
X=Cr—CH

H3C
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FIGURA 40 - ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO DA TAXIFOLINA
7-O-PRENILADA

100

Lt dinty, P

33424

H3C

X=CH—CHz—0
H3C
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FIGURA 41 - ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA DA SUBSTANCIA TAXIFOLINA
7-O-PRENILADA.

18647 1.80A
(3,208 | (0.208
/di\’) 1 /d]\()
9.004 » 8.9
240 .8nm ( 20/div)  460.0nm 240.8nu { 20/divy  4080.0nm
A B

A. Substancia em metanol (Ams, nm — 290 ,4)
B. Efeito batocromico na presenga de NaOMe (Amax, N — 357,8; 291,6; 242 4)
Legenda: —- MeOH; —- NaOMe

1.694 10087
(0.208 {6.200
/div) /div) ]
|
8,604 ‘ 0.604
540.6m  ( 20/div)  409.0nm 249.0m  { 20/div)  460.0ne
C D

C. Efeito batocrémico na presenga de AICl; (Amax, "M — 302,6; 293,2; 253,0)
D. Efeito batocrdmico na presenga de AICI/HCI (Amax, nm — 363,4; 311,8; 253,2)
Legenda: —- AICl5; — AlCls/HCI
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FIGURA 42 - ESPECTRO RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H DA TAXIFOLINA
7-O-PRENILADA
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FIGURA 43 - ESPECTRO RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H DA TAXIFOLINA
7-O-PRENILADA
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FIGURA 44 - ESPECTRO RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE *C DA TAXIFOLINA
7-O-PRENILADA
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FIGURA 45 - ESPECTRO RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE "C DA TAXIFOLINA
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FIGURA 46 - ESPECTRO HETCOR DA TAXIFOLINA 7-O-PRENILADA
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5.1.4 Fragao metandlica
Foram colhidas 210 fragoes de aproximadamente 10 mL cada (Tabela 21
p.83).

TABELA 21 - FRAGOES COLETADAS E REUNIDAS DA FRACAO METANOLICA

Fragdes Hexano: AcOEt: MeOH Fragdes Fragoes Hexano: AcOEt: MeOH Fragdes
reunidas reunidas
1 100:0:0 1a7 13 40:60:0 86 a 92
2 95:5:0 8a14 14 35:65:0 93a99
3 90:10:0 15a 21 15 30:70:0 100 a 107
4 85:15:0 22 a28 16 25:75:0 108 a 115
5 80:20:0 29a 36 17 20:80:0 116 a 127
6 75:25:0 37a44 18 15:85:0 128 a 139
7 70:30:0 45a49 19 10:90:0 140 a 150
8 65:35:0 50 a 57 20 5:95:0 151 a 160
9 60:40:0 58 a 64 21 0:100:0 161 a 174
10 55:45:0 65a71 22 0:95:5 175a 186
11 50:50:0 72a78 23 0:90:10 187 a 198
12 45:55:0 79a85 24 0:85:15 199 a 210

Desta fracao nao houve isolamento de substancias.



84

5.2 ESTUDOS MORFO-ANATOMICOS

A espécie Pterocaulon interruptum DC. apresenta-se em grupos ou isolada
(Figura 47, A p. 85). Possui porte subarbustivo com aproximadamente 1,20 m de
altura, caule ereto, penta-alado (Figura 47, B p. 85).

As folhas de Pferocaulon interruptum DC., de acordo com HICHEY, 1974,
sao simples, alternas, lanceoladas, sésseis, simétricas, apice agudo (menor que
90°) e mucronado, margem irregular levemente serrilhada, textura aveludada,
nervura reticulada e proeminente na face abaxial, base da folha prolonga-se na
ala, discolor, sendo verde na face adaxial e cinza esverdeado na face abaxial
(Figura 47, C p. 85). Possui gema caulinar evidente e inflorescéncia composta em
capitulos terminais (Figura 47, D p. 85). A epiderme adaxial apresenta tricomas
tectores pluricelulares do tipo flageliforme com paredes colabadas (Figura 48, A p.
86) e revela paredes anticlinais de contorno ondulado (Figura 48, B p. 86). A
epiderme abaxial em vista frontal também apresenta paredes anticlinais de
contorno ondulado e estématos do tipo anomocitico, apresenta tricomas tectores
em maior abundancia comparativamente a face adaxial (Figura 48, C p. 86) e
cuticula mais intensamente estriada que na face adaxial (Figura 48, D p. 86). Em
secgao transversal, observa-se epiderme uniestratificada, cuticula relativamente
delgada (Figura 49, A p. 87), estdbmatos proeminentes em relagdo as demais
células (Figura 49, B p. 87), presenca de tricoma glandular. No mesofilo, o
clorénquima se diferencia em parénquima paligadico atipico com
aproximadamente duas camadas, células pouco alongadas, parénquima lacunoso
multi estratificado com pequenos espacos intercelulares, compondo mesofilo do
tipo dorsiventral ou heterogéneo assimeétrico (Figura 49, C p. 87). O bordo foliar
possui as mesmas caracteristicas das demais partes, porém esta levemente
curvado em dire¢cdo a face abaxial (Figura 49, D p. 87). O ter¢o proximal possui
caracteristicas que se :assemelham ao tergo mediano. A nervura mediana em
secgdo transversal possui formato plano convexo, sendo a convexidade
proeminente na face abaxial (Figura 50, A p. 88), epiderme uniestratificada,
estdmato inserido em nivel mais elevado que as demais células, numerosos
tricomas tectores pluricelulares, de modo subjacente a ambas as faces
epidémicas encontra-se colénquima do tipo angular. Mergulhado no parénquima
fundamental encontra-se feixe vascular do tipo colateral, envolto por bainha de
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células esclerenquimaticas. O xilema se dispoe em direcao a face adaxial e os
elementos traqueais se dispdem em fileiras separadas por células
parenquimaticas. Em secgao transversal da nervura mediana evidencia-se graos
de amido, observados em diversas células do colénquima (Figura 50, B p. 88),
células contendo compostos fendlicos foram encontradas no mesofilo da Iamina
foliar e na nervura (Figura 50, C p. 88), evidéncia de regido colenquimatica junto
as faces epidérmmicas (Figura 50, D e E p. 88), bainha esclerenquimatica pela
reagdo com floroglucinol cloridrico (Figura 50, F p. 88), também apresenta
substancias graxas na cuticula e base dos tricomas tectores (Figura 50, G p. 88).
O caule em estrutura secundaria e secgao transversal apresenta epiderme pilosa,
porcao central arredondada apresentando cinco proje¢des laterais formando alas.
O sistema floematico encontra-se disposto perifericamente e 0 xilematico
centriptamente delimitando a regido medular, calotas de células
esclerenquimaticas apostas ao floema.
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FIGURA 47 - A. ASPECTO GERAL DE Pterocaulon interruptum DC. B. DESTAQUE DO CAULE
ALADO: C. FACE ADAXIAL COM COLORAGAO VERDE E FACE ABAXIAL CcOoM

COLORAGAO CINZA ESVERDEADO; D. INFLORESCENCIA COM CAPITULOS
TERMINAIS
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FIGURA 48 - A. SUPERFICIE ADAXIAL, PRESENGA DE TRICOMAS TECTORES (MEV 282 X);
B. SUPERFICIE ADAXIAL DESTACANDO-SE CELULAS DE CONTORNO
ONDULADO, LEVEMENTE ESTRIADAS (MEV 1288 X), C. SUPERFICIE ABAXIAL
ONDE OBSERVA-SE NUMEROSOS TRICOMAS TECTORES (MEV 248 X);
D. SUPERFICIE ABAXIAL, CUTICULA INTENSAMENTE ESTRIADA (MEV 1350 X)
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IDERME UNIESTRATIFICADA, CUTICULA
OMATOS PROEMINENTES EM RELACAO

FIGURA 49 - A. SECGCAO TRANSVERSAL, EP
DESTACA-SE ESTOMATO

RELATIVAMENTE DELGADA, EST
(FUCSINA), B.

AS DEMAIS CELULAS
PROEMINENTE (MEV 1535 X); C. MESOFILO DORSIVENTRAL (AZUL DE
TOLUIDINA); D. BORDO FOLIAR (AZUL DE TOLUIDINA)
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FIGURA 50 — A. NERVURA MEDIANA (AZUL DE TOLUIDINA); B. PRESENCA DE AMIDO
(LUGOL); C. PRESENCA DE COMPOSTOS FENOLICOS (CLORETO FERRICO);
D. NERVURA CENTRAL (AZUL DE TOLUIDINA); E. DETALHE DA ANTERIOR;
F. BAINHA ESCLERENQUIMATICA (FLOROGLUCINOL CLORIDRICO);
G. PRESENGCA DE SUBSTANCIAS GRAXAS (SUDAM lii)
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5.3 ESTUDO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

Os controles realizados foram satisfatérios, sendo que o meio de cultura
(Figura 51 p. 91) e os discos contendo extrato (Figura 52 p. 91) utilizado
apresentavam-se estéreis. Os discos que continham os solventes utilizados,
alcool etifico e agua, apés secagem em estufa nao apresentaram efeito inibitdrio
frente as cepas utilizadas (Figura 53 p. 91).

A fragao hidrossolivel do extrato hidroalcodlico das partes aéreas de
Pterocaulon interruptum DC. nao apresenta atividade antimicrobiana frente as
sequintes cepas: Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538), conforme apresentado na
Figura 54 p. 92.
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FIGURA 51 — CONTROLE DE ESTERILIDADE ~ FIGURA 52 - CONTROLE DE ESTERILIDADE
DO MEIO DE CULTURA DOS DISCOS

FIGURA 53 — CONTROLE DE AUSENCIA DE INIBICAO DOS DISCOS DE SOLVENTE
(ALCOOL  ETILICO) E AGUA FRENTE AS CEPAS DE Escherichia coli (A),
Pseudomonas aeruginosa (B) E Staphylococcus aureus (C).
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FIGURA 54 — PLACAS DE AGAR MULLER-HINTON CONTENDO MICRORGANISMOS
SEMEADOS E DISCOS DE PAPEL CONTENDO CONCENTRACAO
CONHECIDA DE EXTRATO. A - Escherichia coli, B - Pseudomonas aeruginosa,

C - Staphylococcus aureus
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5.4 DISCUSSAO

A determinagao botanica foi realizada pelo botanico Gert Hatschbach, e
pelo biolégo Osmar dos Santos Ribas, ambos Museu Botanico Municipal de
Curitiba, Estado do Parand, local onde havia maior nimero de exemplares da
espécie em estudo em Curitiba, totalizando 15 exsicatas (Tabela 1 p. 13),
havendo melhores condigdes de realizar a determina¢ao corretamente.

Foram realizadas analises da estrutura anatdmica por meio de microscopia
fotdnica e por microscopia eletrdnica de varredura, sendo que as estruturas
anatdmicas descritas por CABRERA, 1963, sao compativeis com a-andlise do
material em estudo.

A espécie Pterocaulon interruptum DC. apresentam-se em 'grupos ou
isolados, possui porte subarbustivo com aproximadamente 1,20 m de altura, caule
ereto, alado com 5 alas. As folhas de Pterocaulon interruptum DC. sao simples,
alternas, lanceoladas, sésseis, simétricas, apice agudo (menor que 90°) e
mucronado, margem irregular levemente serrilhada, textura aveludada, nervura
reticulada e proeminente na face abaxial, base da folha prolonga-se na ala,
discolor, sendo verde na face adaxial e cinza esverdeado na face abaxial. Possui
gema caulinar evidente e inflorescéncia composta em capitulos terminais. A
epiderme adaxial apresenta tricomas tectores pluricelulares do tipo flageliforme
ndo septado com paredes colabadas, o qual foi motivo de contestacéo por
DRURY e WATSON em 1966, os quais afirmaram que o género estava
erroneamente contido na tribo Inuleae (BARROSO, 1991). A epiderme abaxial em
vista frontal também apresenta paredes anticlinais de contorno ondulado e
estdmatos do tipo anomocitico, apresenta tricomas tectores em maior abundancia
comparativamente a face adaxial, tipico de plantas tropicais e cuticula mais
intensamente estriada que na face adaxial. Em secgao transversal, observa-se
epiderme uniestratificada, cuticula relativamente delgada, estOomatos
proeminentes em relagdo as demais células, presenga de tricoma glandular. No
mesofilo, o clorénquima se diferencia em parénquima paligadico atipico com
aproximadamente duas camadas, células pouco alongadas, parénquima lacunoso
multi estratificado com pequenos espagcos intercelulares, compondo mesofilo do
tipo dorsiventral ou heterogéneo assimétrico. O bordo foliar possui:as mesmas
caracteristicas das demais partes, porém esta levemente curvado em direcéo a
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face abaxial. A nervura mediana em secg¢ao transversal possui formato plano
convexo, sendo a convexidade proeminente na face abaxial, epiderme
uniestratificada, estomato inserido em nivel mais elevado que as demais células,
numerosos tricomas tectores pluricelulares, de modo subjacente a ambas as
faces epidérmicas encontra-se colénquima do tipo angular. Merguihado no
parénquima fundamental encontra-se feixe vascular do tipo colateral, envolto por
bainha de células esclerenquimaticas. O xilema se dispde em diregao a face
adaxial e os elementos traqueais se dispéem em fileiras separadas por células
parenquimaticas. Em sec¢ao transversal da nervura mediana evidencia-se graos
de amido sao observados em diversas células do colénquima, células contendo
compostos fenodlicos foram encontradas no mesofilo da iamina foliar e na nervura,
evidéncia de regido colenquimatica junto as faces epidérmmicas, bainha
esclerenquimatica pela reacao com floroglucinol cloridrico, também apresenta
substancias graxas na cuticula e base dos tricomas tectores. O caule em
estrutura secundaria e secgdo transversal apresenta epiderme pilosa, porgéo
central arredondada apresentando cinco projectes laterais formando aias. O
sistema floematico encontra-se disposto perifericamente e o xilematico
centriptamente  delimitando a regido medular, calotas de células
esclerenquimaticas apostas ao floema.

Na abordagem fitoquimica encontrou-se resultados comparaveis com os
citados na literatura, destacando-se a presenca no extrato aquoso de acidos
graxos, aminogrupos e glicosideos saponinicos e no extrato hidroalcodlico a
presenca de alcaldides, cumarinas, esterdides e/ou triterpenos e glicosideos
flavonicos. Optou-se pela extragdo utilizando Soxhlet modificado (contendo uma
saida lateral e inferior) uma vez que CARVALHO, 2001 comprovou em estudos
comparativos que 0 processo eleito apresentou um rendimento 60% maior em
relagao ao processo de extragdo por dupla maceracao. Também afirma ser um
método mais eficiente, reprodutivo, rapido e termoestavel. '

Apés a extracdo, as fragoes foram cromatografadas em coluna e reunidas
utilizando-se CCD. Das fragcdes reunidas foram isoladas e identificadas por
métodos cromatograficos e espectrofotométicos UV, IV, EM, RMN 'H, RMN "*Ce
CGEM, cinco substéhcias: sabandinol (cumarina), quercetina (flavonol), taxifolina
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7-O-prenilada (di-hidroflavonol), estigmasterol (esterdide) e 3-O-acetil taraxastero!
(esterdide).

A cumarina isolada, denominada sabandinol havia sido anteriormente
isolada e caracterizada da espécie Ruta pinnata (Rutaceae). DEBENEDETTI et
al., 1981, também isolou esta cumarina da espécie Pterocaulon virgatum, porém
em 1997, a mesma equipe realizou uma revisao e correcdo da estrutura
anteriormente publicada.

A quercetina (3,5,7,3' . 4-pentahidroxiflavona) - CisH1007 P.M. 302,24, é o
flavondide mais comum em plantas superiores, usualmente presente na forma
glicosidica (ex. rutina, isoquercetrina, quercitrina), mas também isolado na forma
livre das familias Asteraceae, Passiflorae, Rhamnaceae e Solanaceae. Inibe
muitas enzimas, p.ex. proteina quinase C, lipogenases, 3',5'-ciclo adenosina
monofosfato fosfodiesterases. E um capturador de radicais livres. Esta flavona
também inibe a contragdo muscular lisa e a proliferagao de linfécitos em ratos. E
antigonadotrépico, anti-inflamatério, antibacteriano, antiviral e antihepatotoxico, e
apresenta alguma atividade mutagénica e propriedades alergénicas
(HARBORNE, 1999).

Flavonodides, como a quercetina, extraidos de varias plantas, apresentam
efeito diferenciado como inibidores das tirosinas quinases e as serina / treonina
quinases. Inibidores especificos para as tirosina quinases podem ser importantes
no tratamento do cancer (YUNES; CALIXTO, 2001).

BOHLMANN, et al, (1981) isolaram de Pterocaulon virgatum as
substancias taxifolina 7-O-prenilada, 3-O-acetil-taraxasterol, entre outras.

A taxifolina - CisHi20; P.M. 304,26, também denominada
dihidroquercetina, distilina, e 3,5,7,3’, 4'-pentahidroxiflavanona possui ocorréncia
muito difundida, em muitas Coniferae, em Acacia catechu (Leguminosae),
Polygnum nodosum (Polygonaceae) e Salix caprea (Salicaceae). A taxifolina 3-
ramnosideo, denominada astilbina, ocorre em Astilbe spp. (Saxifragaceae) e as
taxifolinas 3 e 7-galactosideo ocorrem em Rhododendron spp. (Ericaceae).
Antibacteriana, antifingica, antiviral, anti-inflamatéria, antihepatotéxica e atividade
anti oxidante. Estimula a sintese de RNA em figado de ratos isolados in vitro.
Inibe a NADH-oxidase, succninoxidase e As-lipoxigenase. Também inibe o
crescimento da larva de Heliothis zea, tanto quanto a astilbina (HARBONE, 1999).
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A taxifolina 3-O-acetato - Cq/H140s P.M. 346,29, é encontrada em
Hymenoxys turneri, Tessaria dodoneifolia, Baccharis varicans e Inula viscosa
(Asteraceae). Intensamente doce, cerca de 80 vezes mais doce que a sacarose.

O estigmasterol — C;oH4s0 P.M. 412,70, é encontrado em muitas plantas
superiores, p.ex. graos de soja, Glycine max e graos de Calabar e Physostigma
venenosum (Leguminosae). Executa um papel vital na estrutura das membranas
celulares de plantas (HARBORNE, 1999).

O taraxasterol - CzHs00 P.M. 426,73 €& também denominado de
taraxasterina, antesterina e o-factucerol, ocorre em raizes de derjte-de-leéo,
Taraxacum officinale, em flores de Anthemis nobilis, em Eupatorium cannabinum
(Asteraceae) e em Euphorbia tirucalli (Euphorbiaceae).

Por meio de hidrodestilagdo, obteve-se um rendimento de 0,2% de dleo
essencial, o qual foi avaliado por CGEM, sendo identificados 8 compostos: a-
tujeno; 1,4,6- trimetil-5,6-dihidronaftaleno; 3-heptanona; Acetaldeido benzénico;
Alil ciclohexano; Carvacrol (metil éter); Orto-cimeno e Safrol.

O método de difusdo em &gar, mostrou-se eficiente e com bom
desempenho para a andlise das amostras. Foram analisadas diversas
concentragao da fragao hidrosoldvel do extrato alcodlico bruto, frente a cepas de
Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), utilizando disco de cloranfenicol como
controle positivo. A fracdo avaliada, mesmo em diferentes concentragdo nao
apresentou atividade inibitéria frente as cepas utilizadas.
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6 CONCLUSAO

Os estudos morfolégicos permitiram caracterizar a espécie em estudo,
detectando-se caracteristicas peculiares, como os tricomas do tipo flageliforme,
pouco comum entre espécies da familia Asteraceae.

Nos estudos fitoquimicos, foram isoladas e identificadas cinco substancias:
sabandinol (cumarina), quercetina (flavonol), taxifolina 7-O-prenilada (di-
hidroflavonol), estigmasterol (esterdide) e 3-O-acetil taraxasterol (esteréide),
substancias ja isoladas em outras espécies de Pferocaulon, porém sem relatos de
isolamento na espécie Pterocaulon interruptum DC.

A partir do 6leo essencial obtido foram identificados oito compostos:
a-tujeno; 1,4,6- trimetil-5,6-dihidronaftaleno; 3-heptanona; acetaldeido benzénico;
alil ciclohexano; carvacrol (metil éter); orfo-cimeno e safrol.

A fragcdo hidrossolivel do extrato alcodlico analisada nao apresentou
atividades antimicrobianas frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. Estudo que. pode ser continuado utilizando outros
extratos, frente a diferentes microrganismos.

Os objetivos deste trabalho foram atingidos, destacando-se ainda a
relevancia da pesquisa com plantas da flora brasileira, um compromisso com a
sociedade, a qual proporciona a possibilidade do estudo em Universidade publica,
para o progresso da ciéncia e melhoria da qualidade de vida dos brasileiros.
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