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RESUMO

As espécies Polygala paniculata e Polygala pulchella sdao usadas na medicina
popular para o controle e tratamento de varias doencas.

A metodologia de isolamento e caracterizagdo envolveu técnicas de fracionamento
cromatografico, recristalizacbes, e analises espectroscopicas de Infravermelho, Raio-X,
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, C, DEPT, HMQC, HMBC, COSY, NOESY,
espectrometria de Massas e comparagao com os dados da literatura.

Da Polygala paniculata foram identificados os compostos espinasterol (8), rutina (9),
1-hidroxi-5-metoxi-2,3-metilenodioxixantona (10), 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11), 1,5-
dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-(2’,3':3,2)-xantona (12), 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (13), 3,5-
dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-(2’,3’;1,2)-xantona (14) e as cumarinas aurapteno (1), febalosina
(2) e 7-metdxi-8-(1’,2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (15). O composto 3,5-dihidroxi-
6',6’-dimetilpirano-(2’,3’;1,2)-xantona (14) é uma xantona inédita na literatura, e os
compostos  1,5-dihidroxi-6’,6’-dimethilpirano-(2’,3:3,2)-xantona  (12), e 1-hidroxi-3,7-
dimetoxixantona (13), foram isolados pela primeira vez em P. paniculata. A 7-metoxi-8-(1',2’-
acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (15) foi considerada como artefato de isolamento.

Por SPME-CG-EM foram caracterizados nas flores de P. paniculata 25 compostos
representando 98,69% do total dos constituintes volateis, sendo, acetato de bornila
(25,00%), 1,8-cineol (12,45%), pent-2-enal (9,97%) e 1-undeceno (9,48%) os compostos
majoritarios. Nas raizes foram identificados 13 compostos representando 99,67% do total,
onde o salicilato de metila (89,13%) foi o composto majoritario. Esses resultados explicam o
uso em aplicagbes locais do seu extrato alcodlico em torceduras, machucados ou
reumatismo das articulacdes.

Da Polygala pulchella foram identificados os compostos 1,5-dihidroxi-2,3-
dimetoxixantona (11), também isolada de P. paniculata, porém é o primeiro relato na
espécie P. pulchella e 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona (16) inédita na literatura.

Juntamente com o estudo fitoquimico foram realizados ensaios bioldgicos para as
atividades antinociceptiva, antiinflamatéria, protetora gastrica, antinociceptiva, antifingica,
neuroprotetora, e toxicidade frente a Artemia salina.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram a importancia de estudos
fitoquimicos e atividade biolégica de espécies usadas na medicina popular, porém seus
efeitos nao foram cientificamente comprovados pela ciéncia. Estes estudos nos permitem

verificar através de ensaios bioldgicos, o potencial terapéutico destas plantas.
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ABSTRACT

The Polygala paniculata and Polygala pulchella species are used in traditional
medicine for the control and treatment of several diseases.

The isolation methodology and characterization involved the techniques of
chromatographic fractioning, recrystalization, and spectroscopy analysis of Infrared, RX,
MNR Spectroscopy of 'H, *C, DEPT, HMQC, HMBC, COSY, NOESY, mass-spectrometry
and also by comparison with literature data.

The following compounds: spinasterol (8), rutin (9), 1-hydroxy-5-methoxi-2,3-
methylenedioxyxanthone (10), 1,5-dihydroxy-2,3-dimethoxyxanthone (11), 1,5-dihydroxy-
6’,6’-dimethylpyrano-(2’,3:3,2)-xanthone (12), 1-hydroxy-3,7-dimethoxyxanthone (13) 3,5-
dihydroxy-6’,6'dimethylpyrano-(2’,3’:1,2)-xanthone (14) and the coumarins Aurapten (1),
phebalosin (2), 7-methoxy-8-(1’,2’-acetal-3’-methyl-3’-butenyl)-coumarin (15) were identified
from Polygala paniculata. The compound 3,5-dihydroxy-6’,6’dimethylpyrano (2°,3:1,2)-
xanthone (14) is a new compound and 1,5-dihydroxy-6’,6’-dimethylpyrano-(2’,3’:3,2)-
xanthone (12) and 1-hydroxy-3,7-dimethoxyxanthone (13) were firstly isolated from Polygala
paniculata. The  7-methoxy-8-(1',2’-acetal-3’-methyl-3’-butenyl)-coumarin  (15) was
considered a coumarinic artifact.

By SPME-CG-MS, 25 compounds were characterized from P. paniculata flowers
representing 98.69% of the total, which consists, bornyl acetate (25.00%), 1,8-cineole
(12.45%), pent-2-enal (9.97%) e 1-undecene (9.48%) the major compounds. From P.
paniculata roots, 13 compounds were identified representing 99.67% of the total. From this,
methylsalicilate was found as the major component (89.13%). These results explain why its
alcolic extract is used in local application for sprains, injuries or rheumatism of the joints.

From Polygala pulchella the compounds 1,5-dihydroxy-2,3-dimethoxyxanthone (11)
also identified from P. paniculata, and 1,5-dihydroxy-2,3- methylenedioxyxanthone were
identified. However this is the first time of isolation 1,5-dihydroxy-2,3- dimethoxyxanthone
(16) from P. pulchella and the latter is a new compound.

Together with phytochemistry study, biological assays were carried out to investigate
antinociceptive,  anti-inflammatory,  gastroprotective,  antinociceptive,  antifungical,
neurotoxicity, activities as well as toxicity by Artemia salina.

The results obtained in this study show the importance of research into species in
traditional medicine, which are most often unknown by science. These studies allow us to
verify, through the isolated compounds, the chemotaxonomic profiles and, through the

biological assays, their potential therapeutical action.



CAPITULO 1
INTRODUGAO

Desde os tempos antigos € intensa a busca de remédios que atuem especificamente
nas diversas moléstias ja descobertas. Devido aos varios efeitos colaterais apresentados
pelos farmacos convencionais, bem como sua ineficacia perante alguns casos, tornou-se
necessaria a busca de fontes alternativas de medicamentos, encaminhando-se pesquisas
sobre novas drogas de origem natural. As fontes abundantes de recursos naturais
encontram-se espalhadas principalmente na regido Amazénica, contendo uma variedade
enorme de compostos organicos de origem natural com agéo biolégica ainda desconhecida
pelos cientistas. E com este objetivo que botanicos, bidlogos, médicos, quimicos,
bioquimicos farmacologos e farmacologistas, entre outros, dedicam-se sob diferentes
aspectos ao estudo e aproveitamento de espécies da Flora Brasileira.

Os compostos organicos de origem natural formam um grande grupo conhecido
como produtos naturais ou metabdlitos secundarios. Para esclarecer a origem biossintética
dos metabdlitos secundarios faz-se necessario conhecer a origem dos metabdlitos
primarios.

A notavel capacidade que os vegetais possuem em produzir durante a fotossintese
os metabdlitos primarios faz com que os mesmos sejam amplamente distribuidos, podendo
encontra-los em todos os organismos vivos, sendo considerados metabdlitos essenciais.
Podemos citar como exemplos desta classe de compostos os agucares, os aminoacidos, os
lipidios, etc. (Simdes et al., 2000).

Os metabdlitos secundarios geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso
molecular, marcantes atividades biolégicas, e diferentemente dos metabdlitos primarios, sdo
encontrados em concentragdes relativamente baixas e em determinados grupos de plantas,
tendo como exemplos alcaldides, flavondides, cumarinas, xantonas, esteréides entre outros
(Simdes et al., 2000). Outra caracteristica dos metabdlitos secundarios € a sua importancia
na quimiotaxonomia de familias e géneros das espécies vegetais.

Deve-se dar atengao especial ao uso popular de plantas medicinais, pela maneira
como as informacbes sobre suas propriedades curativas sdo transmitidas. Partindo de
crencgas e tradicbes seculares, algumas investigacdes cientificas estdo sendo realizadas
com plantas ainda desconhecidas quimicamente.

Sao inumeros os exemplos de medicamentos que foram desenvolvidos, direta ou
indiretamente, de fontes naturais, especialmente de plantas, incluindo dentre outros a

morfina. Além disso, cerca de 60% a 75% dos medicamentos para tratamento do cancer e
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de doencas infecciosas que estdo disponiveis no mercado ou em fase clinica de
desenvolvimento, sao derivados de produtos naturais (Yunes e Calixto, 2001; Newman et
al., 2003).

Estes dados justificam o crescente interesse da industria farmacéutica na producgao
de agentes terapéuticos de origem natural, inclusive em paises de clima tropical, como o
Brasil, que apresentam grande biodiversidade. Entre os paises da América Latina, somente
o Brasil detém cerca de 20-22% das plantas e microrganismos do planeta (Yunes e Calixto,
2001). Porém, apesar de toda diversidade natural, até por volta do ano 1996,
aproximadamente 84% dos farmacos presentes no mercado brasileiro eram importados e
60% de todos os farmacos processados eram consumidos por somente 23% da populagao,
fazendo com que os remédios caseiros a base de plantas medicinais se mantivessem como
a principal fonte de medicamentos para a maioria da populagcéo (Elizabetsky e Costa-
Campos, 1996).

Para a sociedade dos paises em desenvolvimento, a produgdo e utilizacdo de
fitoterapicos padronizados com seus beneficios comprovados e de alta qualidade, podem
facilitar o acesso da populagao a medicamentos seguros e de baixo custo, facilitando ainda
o crescimento da fitomedicina nacional e desta forma, apresentando impacto na economia
local (Elizabetsky e Costa-Campos, 1996).

Em razdo do importante uso na medicina popular, algumas espécies do género
Polygala (Polygalaceae) ja foram alvo de estudos quimicos e bioldgicos. Analises quimicas
de espécies do género mostram a forte presenca de metabdlitos secundarios
reconhecidamente bioativos com destaque para cumarinas (Cristiano et al., 2003),
flavondides (Rao e Raman, 2004) e xantonas (Dall’Acqua et al., 2002), evidenciando que
tais plantas sédo fontes potenciais de substancias farmacologicamente ativas.

Neste contexto, realizou-se uma breve revisdo dos principais aspectos da familia e
género nas quais as espécies P. paniculata e P. pulchella pertencem. Por fim, serdo
discutidos os aspectos quimicos e farmacoldgicos das principais classes de substancias
identificadas nesta espécie, xantonas e cumarinas, que foram os principais alvos deste

estudo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideragoes Gerais sobre o Género Polygala

O género Polygala € um dos 13 géneros da familia Polygalaceae e esta
representado por aproximadamente 600 espécies distribuidas nas regibes temperadas,
tropical e subtropical de todos os continentes com excegdo de Nova Zelandia e regides
Articas (Zomlefer, 1994). A maioria é constituida de plantas herbaceas, sendo raras as
arbustivas ou trepadeiras.

No estado de Santa Catarina, 19 espécies estdo catalogadas na Flora llustrada
Catarinense (Wurdack et al., 1971) sendo a maioria delas pequenas ervas de aparéncia
delicada, bastante ramificadas, com ramos finos, flores pequenas que variam do branco ao
lilas, das quais apenas P. sabulosa, P. cyparissias e P. paniculata possuem algum estudo.

Algumas destas espécies, como Polygala cyparissias e Polygala paniculata sao
usadas na medicina tradicional como anestésico de uso topico devido a alta concentragéo
de salicilato de metila encontrado nas raizes, o qual € o responsavel pelo cheiro
caracteristico do o6leo essencial. Outras espécies de Polygala encontradas no norte do
Brasil, acima da Bahia, sdo conhecidas popularmente pelo nome de erva-iodex e usadas
com os mesmos fins, especialmente o uso tépico do extrato alcodlico em torceduras,
machucados por traumatismo e nas articulagdes para o alivio das dores reumaticas (Lorenzi
e Matos, 2002). Seus usos terapéuticos sao descritos na medicina natural de longa data,
embora a eficacia e a seguranga do uso de suas preparagdes nao tenham sido ainda
comprovadas cientificamente, sua utilizacdo popular é notéria.

Muitas espécies do género Polygala sado utilizadas na medicina popular, para o
controle ou tratamento de varias doencgas. O estudo fitoquimico e de bioatividade mostram a
ocorréncia de varias classes de compostos e diferentes atividades biologicas conforme
apresentado na Tabela 2-1. A fitoquimica do género Polygala esta relacionada a presenca
de xantonas (Dall’Acqua et al., 2004 /2002; Pinheiro et al., 1998), saponinas (Nagai et al.,
2001; Jia et al.,, 2004), flavonoides glicosilados (Rao e Raman, 2004), cumarinas
(Hamburger et al., 1985; Pizzolatti et al., 2002) e estirilpironas (Pizzolatti et al., 2002), entre
outros. Dentre os compostos, destacamos as xantonas devido a sua grande importancia
quimiotaxonbémica para este género e também por serem as principais substancias

responsaveis por grande parte da sua bioatividade.
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Com relagao as atividades biolégicas (Tabela 2-1), destacamos Polygala tenuifolia
com propriedade expectorante, sedativa, ténica (Jiang, 2002), doencas de Alzheimer (Jia et
al., 2004) e anti-stress (Kawashima et al., 2004), Polygala caudata muito utilizada para o
tratamento da tosse, hepatite, assim como agente sedativo e expectorante (Li et al., 1999),
Polygala telephioides como desintoxicante de narcéticos (Egashira, 2005), Polygala
sabulosa com propriedade antinociceptiva, anestésica (Pizzolatti et al., 2000), ansiolitica e
anticonvulsivante (Duarte et al., 2007), Polygala cyparissias com agao antinociceptiva
(Campos et al.,, 1997), anestésica de uso tépico e analgésica (Pinheiro et al., 1998),

Polygala alpestris com atividade antioxidante (Cervellati et al., 2004) e citotoxica (Dall’Acqua

et al., 2004), entre outras.

Tabela 2-1 — Atividades bioldgicas e classe dos principais compostos de algumas espécies

de Polygala.

Espécie Atividade biolégica Compostos Referéncia
P. alpestris Antioxidante Xantonas e Cervellati et al., 2004
flavondides
Citotoxica Xantonas Dall’Acqua et al., 2004
P. arenaria - Saponinas Mitaine-Offer et al., 2003
P. caudata - Xantonas Mak et al., 2001
Tosse, hepatite, agente Xantonas Li et al.,1999
sedativo e expectorante
P. chinensis - Flavonodides Rao et al., 2004
P. cyparissias Antinociceptiva Xantonas Campos et al., 1997
Anestésica de uso Xantonas Pinheiro et al., 1998
tépico e analgésica
P. dalmaisiana - Polifendis Kobayashi et al., 2002
glicosilados
P. fallax - Xantonas Ma et al., 2003
P. myrtifolia Antifungica - Motsei et al., 2003
Antibacteriana - Lall et al., 1999
P. vulgaris Citotoxica e antitumoral Xantonas Dall’Acqua et al., 2002
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Tabela 2-1 (continuagdo) — Atividades biologicas e classe dos principais compostos de

algumas espécies de Polygala.

P. japonica

Antiinflamatoria
Expectorante e

antidepressiva

Kou et al., 2006
Zhang et al., 2006

P. paniculata

Tripanomicida

Xantonas, cumari-

nas e flavonoides

Cristiano et al., 2003

Pizzolatti et al., 2003

Neuroprotetora Farina et al., 2005
Moluscicida - Hamburger et al., 1985
P. radix Sedativa e - Lee et al., 2004
antibacteriana
Antiinflamataria, Saponinas Zhang et al., 2002
antitumoral e anti- triterpenicas
hepatica
P.sabulosa Tripanomicida - Pizzolatti et al., 2003
Antinociceptiva Estirilpironas Pizzolatti et al., 2000
Ansiolitica e - Duarte et al., 2007
anticonvulsivante
P. senega Antioxidante Flavondides Amarowicz et al., 2004
Hipoglicemiante Triterpenos Kako et al., 1997
P. spectabilis Expectorante, Xantonas e Lorenzi et al., 2002

diaforética e

antidiarréica

espinasterol

P. tenuifolia

Testes neurologicos
Locomotora
Alzheimer

Anti-stress

Protetora Cerebral
Expectorante, sedativa

e tonica

Ac. 3,4,5-
trimetoxicinamico
Xantonas O-

glicosiladas

Chen et al., 2004
Shin et al., 2004
Jia et al., 2004
Kawashima et al., 2004

Ikeya et al., 2004
Jiang et al., 2002
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2.2 Posicao Sistematica de Polygala paniculata L e Polygala pulchella

DIVISAO Magnoliophyta

CLASSE Magnoliopsida

SUB-CLASE Rosidae

ORDEM Fabales

FAMILIA Polygalaceae

GENERO Polygala

ESPECIE Polygala paniculata / Polygala pulchella

Dados: (wikimedia, 2006)
2.3 Xantonas do Género Polygala

A dibenzo-y-pirona (Figura 2-1) corresponde ao nucleo basico de uma classe de
produtos naturais denominada xantona. Este termo é proveniente do grego xanthos que
significa amarelo, fazendo alusdo a coloragdo caracteristica deste produto natural. A
numeragao dos atomos de carbono no nucleo xantona obedece a conversio biossintética.
Os carbonos 1 a 4 sao derivados da via metabdlica do acetato-malonato e formam o anel A,
e os carbonos 5 a 8 sao derivados do acido chiquimico e formam o anel B (Simdes et al.,
2000).

Figura 2-1 - Nucleo basico das xantonas.

2.3.1 Biossintese das Xantonas

Xantonas de ocorréncia natural estdo presentes em plantas superiores
(Angiospermae) como também em fungos e liquens. Em 1963 sugeriu-se que xantonas
provenientes de plantas eram provavelmente derivadas de benzofenonas por acoplamento
oxidativo, e que xantonas provenientes de metabdlitos de fungos eram produzidas por
ciclizagdo intramolecular de benzofenonas 2,2’-dioxigenadas (Gupta e Lewis, 1971).

A rota biossintética mais frequentemente aceita, considera que as xantonas sao

produzidas a partir de dois precursores biogenéticos distintos: Acido chiquimico e malonil-
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CoA. Isso leva a formagao de um intermediario comum, a benzofenona, com um nucleo
proveniente da rota do acido chiquimico e outro da rota do malonil-CoA, conforme
apresentado na Figura 2-2.

A proposigao direta de meta-hidroxilagdo do benzoato foi sugerida devido a uma
pobre incorporacdo de precursores para-substituidos. Um estudo biossintético limitado de
xantonas 1,3,7-trioxigenadas indicam a formacao dos derivados do acetato (anel A) e da
unidade C5-C8 (anel B) que provém do acido chiquimico, formando assim a 2,3,4,6-
tetrahidroxibenzofenona (Atkinson et al., 1968).

Pelas posicbes dos substituintes da 2,3,4,6-tetrahidroxibenzofenona, ocorre a
formacao biossintética das xantonas com quatro modelos diferentes de oxigenacao (1,3,5-/
1,3,7-/ 1,3,6,7- e 1,3,5,6), vistos na Figura 2-3.

COoH
ZOoH
= CooH
: NH 3 —
Ho™ ~y" MOH z

OH

ac. chiguimico fenilalanina ac. cinamico
] ]
CoOoOH HO CooH HO
Q/ U 3 % Malonil-Cod, o —_—
—_—
ol (]

ac. benzdico ac. m-hidroxibenzdico

o OH g e
- — L,
T X
HO OH =0 CH

2,34 Btetrahidroxibenzofenona

OH
1,3, 7-tribidroxixantona

Figura 2-2 - Rota biossintética chiquimato-acetato para a formagéo de xantonas.
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0] CH
ReNe
HO oH
benzofenona
o™ b
O CH O OH
HO
r . P L)
O OH & CH
oH 3
1.3.5 1,3,7
0 CH
BONe
c|D HO HO OH c|D
henzofenona

7 E

0  OH D oH
Bese!
HO ‘ o ‘ OH HO 0 OH
OH
1,356 1,3,8,7

Etapa A e E acoplamento oxidativo da benzofenona
Etapa B: hidroxilagdo da posigao 4

Etapa C: oxidagdo da posigdo B da xantona

Etapa D: redugio da posigdo B da xantona

Figura 2-3 - Rota biossintética para a formagao de xantonas oxigenadas (substituicdo em

1,3,5:1,3,7;1,3,5,6 € 1,3,6,7).

Varios mecanismos sugerem a transformacao de benzofenonas polioxigenadas em

xantonas polioxigenadas. Entre elas citam-se:

) Acoplamento oxidativo direto de benzofenonas via radical intermediario

(Etapa E da Figura 2-3) (Lewis et al., 1965).

) Adigado intramolecular de grupos hidroxila em intermediarios quinodides

(Figura 2-4) (Ellis et al., 1967).

) Desidratacdo entre grupos hidroxila dos derivados acetato e chiquimato via

2,2’-dihidroxibenzofenona (Figura 2-5) (Markham, 1965).
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OH O OH OH O  OH OFf: 28 JH
[ — — (L X
HO CH HO OH O OH
OH oH OH
benzofenons intermediario ¥antona

quinona

Figura 2-4 - Transformagao de benzofenonas em xantonas via intermediarios quinongides.

oH O oH

(L I,

HO OH
_H
/ 2,2'—dihidrnxiben20fenun*
OH O  OH OH O OH
8] o
_H
1 A B-trihidroxizantonas 1.7 B-trihidroxixantonas

Figura 2-5 - Transformagao de benzofenonas em xantonas via 2,2’-dihidroxibenzofenonas.

Outras transformacbes associadas a biossintese de xantonas naturais sdo a
metilagdo de um ou mais grupos hidroxi levando a xantonas metoxiladas ou com grupos
metilenodioxi. E comum também a formacdo de xantonas preniladas e glicosiladas. A
prenilagao ocorre preferencialmente apds a formagéo do esqueleto da xantona (Ollis et al.,
1965) e a glicosilacdo ocorre preferencialmente no intermediario benzofenona (Fuijita et al.,
1981).

A Tabela 2- relaciona as xantonas isoladas do género Polygala, que estao
agrupadas conforme seu grau de oxigenacao.
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Tabela 2-2 — Xantonas isoladas em espécies do género Polygala.

Xantonas dioxigenadas

Composto

espécie

Referéncia

1,7-dihidroxixantona

P. tenuifolia e

P. caudata

Ikeya et al., 1991
Naidu et al., 2007

1,7-dimetoxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

1-hidroxi-7-metoxixantona

P. caudata

Li et al., 1999

Xantonas trioxigenadas

1,3-dihidroxi-7-metoxixantona

P. cyparissias

Pinheiro et al., 1998

1,7-dihidroxi-3-metoxixantona

P. tenuifolia

Ikeya et al., 1991

1,7-dihidroxi-4-metoxixantona

P. tenuifolia

Ikeya et al., 1991

1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

1,3,4-trimetoxixantona

P. arillata

Ikeya et al., 1991

3-hidroxi-2,8-dimetoxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

2,3,8-trimetoxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

1-hidroxi-2,3-dimetoxixantona

P. arillata e P. triphylla

Ghosal et al., 1981

1,2,3-trimetoxixantona

P. triphylla

Ghosal et al., 1981

1-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona

P. arillata

Ghosal et al., 1981

1-metoxi-2,3-metilenodioxixantona

P. macradenia e P.

triphylla

Ghosal et al., 1981

1,2,8-trihidroxixantona

P. caudata

Li et al., 1999

Xant

onas tetraoxigenadas

1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona

P. cyparissia,
P. tenuifolia

P.crotalarioides

Pinheiro et al., 1998
Fujita et al., 1992
Shi-Ming et al., 2006

1,3,7-trihidroxi-2-metoxixantona

P. cyparissias

Pinheiro et al., 1998

7-hidroxi-1,2,3-trimetoxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

3,8-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

3-hidroxi-1,2,7-trimetoxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxixantona

P. virgata

Bashir et al., 1992a

1-hidroxi-2,3,4-trimetoxixantona

P. macradenia

Ghosal et al., 1981
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Tabela 2-2 (Continuagao) — Xantonas isoladas em espécies do género Polygala.

1,2,3,4- tetrametoxixantona

P. macradenia

Ghosal et al., 1981

1,6-dihidroxi-3,7-dimetoxixantona

P. tenuifolia

Ikeya et al., 1991

1-hidroxi-3,6,7-trimetoxixantona

P. tenuifolia

Ikeya et al., 1991

1,3,6,7-tetrametoxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona

P. paniculata

Cristiano et al., 2003

1-hidroxi-2,3,5-trimetoxixantona

P. paniculata

Cristiano et al., 2003

1,7-dihidroxi-2,3-

metilenodioxixantona

P. cyparissias

Pinheiro et al., 1998

1,8-dimetoxi-2,3-

metilenodioxixantona

P. nykensis

Marston et al., 1993

1,7-dimetoxi-2,3-

metilenodioxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

1-hidroxi-5-metoxi-2,3-

metilenodioxixantona

P. paniculata

Cristiano et al., 2003

1,4-dihidroxi-6,7-

metilenodioxixantona

P. crotalarioides

Shi-Ming et al., 2006

Xantonas pentaoxigenadas

1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona

P. cyparissias e

P. crotalarioides

Pinheiro et al., 1998
Shi-Ming et al., 2006

1,6-dihidroxi-3,5,7-trimetoxixantona

P. tenuifolia

Ikeya et al., 1991

1,7-dihidroxi-3,5,6-trimetoxixantona

P. tenuifolia

Ikeya et al., 1991

6,8-dihidroxi-1,2,3-trimetoxixantona

P. tenuifolia

P. crotalarioides

Fujita et al., 1992
Shi-Ming et al., 2006

6,8-dihidroxi-1,2,4-trimetoxixantona

P. tenuifolia

Fujita et al., 1992

1,7-dihidroxi-2,3,4-trimetoxixantona

P. virgata

Bashir et al., 1992a

1,2,3,4,7-pentametoxixantona

P. rollata,
P. Macradenia e

P. paenea

Ghosal et al., 1981

7-hidroxi-1,2,3,4-tetrametoxixantona

P. macradenia

Ghosal et al., 1981

1-hidroxi-2,3,4,7-tetrametoxixantona

P. paenea e

P. macradenia

Ghosal et al., 1981
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Tabela 2-2 (Continuagao) — Xantonas isoladas em espécies do género Polygala.

1-metoxi-2,3,6,7-

bismetilenodioxixantona

P. macradenia e
P. triphylla

Ghosal et al., 1981

8-hidroxi-5,7-dimetoxi-2,3- P. paenea Ghosal et al., 1981
metilenodioxixantona
5,7,8-trimetoxi-2,3- P. paenea Ghosal et al., 1981

metilenodioxixantona

6,7,8-trimetoxi-2,3-

metilenodioxixantona

P. spectabilis e

P. tenuifolia

Ghosal et al., 1981

1,6,7-trimetoxi-2,3-

metilenodioxixantona

P. macradenia

Ghosal et al., 1981

1,6,8-trihidroxi-2,3-

metilenodioxixantona

P. crotalarioides

Shi-Ming et al., 2006

Xantonas hexaoxigenadas

1,3,6,8-tetrahidroxi-2,7-

dimetoxixantona

P. cyparissias

Pinheiro et al., 1998

Xa

ntonas glicosiladas

1-glucosiloxi-2-hidroxi-3-

metoxixantona

P. triphylla

Ghosal et al., 1981

1-glucosiloxi-2,3-

metilenodioxixantona

P. triphylla

Ghosal et al., 1981

6-O-[« -L-ramnopiranosil-(1-2)-3-D-
glucopiranosil]-1-hidroxi-3,7-

dimetoxixantona

P. tenuifolia

Jiang e Tu, 2002

6-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)-3-D-
glucopiranosil]-1,3dihidroxi-7-

metoxixantona

P. tenuifolia

Jiang e Tu, 2002

6-O-(s-D-glucopiranosil)-1,2,3,7-

tetrametoxixantona

P. tenuifolia

Jiang e Tu, 2002

3-O-[e-D-ramnopiranosil-(1-2)-4-D-
glucopiranosil]-1,6-dihidroxi-2,7-

dimetoxixantona

P. tenuifolia

Jiang e Tu, 2002

2’-benzoilmangiferina

P. caudata

Li et al., 1999
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Xantonas preniladas
A presenca de grupos prenil em xantonas é comum e um grande numero delas ja foi
caracterizada em varias espécies.
Uma caracteristica marcante do substituinte prenil é a ciclizagdo oxidativa com um
grupo hidroxila em posi¢cao orfo formando um anel cromeno, e estas sdo denominadas de

piranoxantonas.

8] OH @] oH
(LI —
ad 9] | o]
H 8]
(xantona prenilada) i piranoxantona)

Figura 2-6 - Exemplos de xantonas preniladas.

A ocorréncia de xantonas preniladas e piranoxantonas € comumente descrita em
espécies das familias Moraceae (Lee et al., 2005; Fukai et al., 2005) e Clusiaceae (antiga
familia Guttiferae) (Boonsri et al., 2006; Ngouela et al., 2006; Bayma et al., 1998; Nkengfack
et al., 2002, Nguyen et al., 2003; Reyes-Chilpa et al., 2006). Porém até o presente momento
nao ha relato quanto a presenca dessa classe de xantonas para a familia Polygalaceae.

O estudo de xantonas € interessante nao s6 pela investigacao quimiossistematica,
mas também devido a sua importancia farmacologica (Peres et al., 1997).

Varios trabalhos cientificos ja foram realizados evidenciando as importantes
atividades biologicas apresentadas pelas xantonas. De todas, talvez a mais interessante
seja a agao inibitéria da enzima monoamino oxidase (MAO), responsavel por metabolizar
monoaminas como a noradrenalina, dopamina e serotonina, aumentando assim a
concentragao sinaptica destas e condicionando maior excitagao dos neurbnios que possuem
receptores para estes mediadores. Niveis aumentados ou diminuidos de atividade da MAO
em individuos ja foram relacionados a uma série de disturbios neuropsiquiatricos como
fobias, depressao, disturbio de déficit de atencdo, abuso de drogas e comportamento
violento. As xantonas apresentam um grande potencial de utilizacdo por terem demonstrado
atividade inibitéria potente, seletiva e reversivel desta enzima (Usdin, 1984; Thulla et al.,
1993; Gnerre et al.,, 2001). Diversos trabalhos tém apresentado as xantonas como
potenciais substancias para o tratamento do cancer (Lin et al., 1996; Asano et al., 1996;
Pachuta, 1986; Liou, 1993; Permana et al., 1994). Algumas xantonas (naturais e sintéticas)

apresentam ainda, ag&o antimicrobiana, inclusive contra Mycobacterium tuberculosis
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(Ghosal et al.,, 1975; Ghosal et al., 1978), antifungica (Rocha et al., 1994), citotoxica e
antitumoral (Beerhues et al., 1994), antioxidante (Santos et al., 2003), entre outras. Por outro
lado, a toxicidade das xantonas € ainda pouco estudada, e esse € um dos passos limitantes

ao emprego terapéutico.
2.4 Cumarinas no Género Polygala

As cumarinas sdo amplamente distribuidas nos vegetais, mas também podem ser
encontradas em fungos e bactérias. Estruturalmente, sdo lactonas derivadas do acido o-
hidroxi-cindmico (Figura 2-7). O termo cumarina origina-se do caribenho cumaru, nome
popular de Dipteryx odorata Willd da familia Fabaceae (Simodes et al., 2000). O cumaru,
também conhecido por fava-tonka, € encontrado no norte do Brasil e suas sementes contém
grande quantidade de cumarina (1 a 3%). Mais de 1.300 cumarinas ja foram isoladas de
fontes naturais. Suas propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e aplicagbes terapéuticas

dependem de seus padrdes de substituicao (Simdes et al., 2000).

Figura 2-7 - Nucleo basico das cumarinas.

As cumarinas e seus derivados sdo de consideravel interesse devido ao grande
numero de espécies que contém esses nucleos heterociclicos. Elas sdo de uso comum em
alimentos, perfumes, cosméticos, produtos farmacéuticos e na preparacdo de inseticidas
(Maheswara et al., 2006). Varios trabalhos cientificos ja foram realizados evidenciando as
importantes atividades bioldégicas apresentadas pelas cumarinas, entre elas, atividade
antibacteriana (Yasunaka et al., 2005; Maheswara et al., 2006), antitumoral (Ito et al., 1999;
Maheswara et al., 2006), antiinflamatéria e analgésica (Ghate et al., 2005), anti-HIV
(Maheswara et al., 2006; Manolov et al., 2006), asma (Grimm et al., 2006), anticoagulante,
espasmolitica e antifungica (Manolov et al., 2006), no tratamento de doengas gastrintestinais

(Reyes-Chilpa et al., 2006), entre outras.
2.4.1 Biossintese das cumarinas

As cumarinas sao derivadas do metabolismo da fenilalanina, sendo um dos seus primeiros
precursores o acido p-hidroxicinamico (acido p-cumarico). O derivado orto-hidroxilado sofre

isomerizacdo enzimatica da ligagdo dupla (E — Z). O isbmero Z lactoniza-se
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espontdneamente formando a cumarina. A prenilagdo nas posicdes C-6 ou C-8 do anel

benzénico de uma 7-hidroxi-cumarina conduz a formacéao de pirano ou furanocumarinas.

il 8] O
Sy
a = L.
MH. - -
OH

LeteniaiEhing Acido cindmico Acido o-cumérico

llsumeriza;éu

O\/i Lactanizagdo
T
-—
0 o O\/\(‘EODH
oH

espontanea

Cumarina

Figura 2-8 - Origem biossintética de cumarinas.

A presenga de cumarinas na familia Polygalaceae foi pela primeira vez descrita por
Hamburger (1984/1985) em P. paniculata com o isolamento de cinco cumarinas
identificadas como aurapteno (1), febalosina (2), murrangatina (3), 7-metoxi-8-(1,4-dihidroxi-
3-metil-2-butenil) cumarina (4) e 3’-O-acetil-4’-O-benzoillactona sendo uma pirano cumarina
diéster (5).

Até entdo, P. paniculata era a Unica espécie da familia Polygalaceae a apresentar
cumarinas. Somente em 2000, foi encontrada cumarina em uma segunda espécie da
familia, com o isolamento de 6-metoxi-7-preniloxicumarina (6) e escopoletina (7) em

Polygala sabulosa (Pizzolatti et al., 2000 e 2006).
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2.5 Espécie Polygala paniculada L.

Polygala paniculata L. é conhecida popularmente como Barba-de-S&o-Joao, Barba-
de-S3ao-Pedro, Bromil, Alecrim-de-Santa-Catarina e Vassourinha. E uma erva ereta, de
aparéncia delicada, bastante ramificada, de 25-40 cm de altura, com ramos finos, distribuida
em regides subtropical e tropical do continente Americano (Hamburger et al., 1985). Possui
folhas simples e flores pequenas, de cor branca, reunidas em paniculas terminais (Figura
2-9).

Suas raizes, assim como as de outras espécies do mesmo género, possuem um
aroma caracteristico lembrando o produto “Gelol®” devido aos altos teores de salicilato de
metila (Pizzolatti et al., 2000; Pinheiro et al., 1998; Lorenzi e Matos, 2002).

A utilizacdo de P. paniculata na medicina popular brasileira vem de longa data
principalmente nas regides costeiras do Sul e Sudeste. Sao atribuidas as suas folhas as
propriedades: antiblenorragica, vomitiva, purgativa e diurética (Lorenzi e Matos, 2002). Além
disso, outros estudos com o extrato desta planta mostraram atividade moluscicida e
antifungica (Hamburger et al., 1985), além da atividade tripanomicida do extrato e fragdes de
P. paniculata através de testes in vitro contra as formas epimastigota e tripomastigota de

Trypanosoma cruzi, agente causador da doenga de Chagas (Pizzolatti et al., 2003).



Revisdo Bibliogrifica 17

¥ 4', )

2
¥

)
Sl l.‘- &
e e i e P

o
',
Ak

:4?;‘
i

-1

Figura 2-9 — Fotos de Polygala paniculata.

2.6 Espécie Polygala pulchella A.

Polygala pulchella € uma erva ereta, de constituicido delicada, com 5,5-30,0 cm de
altura. Possui caule folhoso, cilindrico e ramificado, folhas alternas e eretas, assim como
flores pequenas de cor lilas. Esta espécie, assim como outras do mesmo género florescem
de agosto a margo, mais freqlientemente de outubro a dezembro. Ocorre de forma dispersa
em campos graminosos, pedregosos, sujos, graniticos, areniticos, em baixadas umidas, em
capoeira e banhados. Facilmente encontrada na Argentina, Uruguai, Sul e Sudeste do Brasil
(LUdtke, 2004).

Segundo Marques (2003), esta espécie € usada na medicina popular para
tratamento de bronquites, asma, coqueluche, reumatismo, assim como antiofidica.

Entretanto, nenhum estudo fitoquimico foi encontrado na literatura com a espécie P.

pulchella.

Figura 2-10 — Foto de Polygala pulchella.



CAPITULO 3
OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Dar continuidade ao estudo fitoquimico de espécies do género Polygala (P.
paniculata e P. pulchella) direcionando a avaliagado de ac¢des terapéuticas e seus aspectos

quimiotaxonémicos.

3.2 Objetivos especificos

- Isolar e caracterizar os metabdlitos secundarios das espécies P. paniculata
e P. pulchella, utilizando técnicas cromatograficas e analises

espectroscopicas de IV, EM, RMN de 'H e "*C uni- e bidimensionais.

- Empregar a técnica de microextragdo em fase solida seguida de
cromatografia gasossa acoplada a espectrometria de massas (SPME-CG-
MS) na caracterizagdo dos constituintes volateis das flores e raizes de P.

paniculata.

- Estudar a quimica da febalosina (2) com avaliagdo da reatividade e
estabilidade do grupo epoxi através de reagdes de substituicdo nucleofilica

(Sn1 e Sn2) para abertura do anel epdxido.

- Avaliar as atividades biolégicas: neuroprotetora, antinociceptiva,
antiinflamatéria, protetora gastrica, antifungica e toxicidade frente a Artemia
salina dos extratos, compostos isolados e analogos semisintéticos de P.
paniculata e atividade ansiolitica, antidepressiva, antifingica e toxicidade

frente a Artemia salina de P. pulchella.



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Polygala paniculata

A espécie P. paniculata estd grandemente distribuida nas regides tropicais e
subtropicais do Continente Americano. E uma espécie importante na composicdo da Flora
Catarinense onde o interesse na medicina popular é destacado pelo uso de suas raizes na
forma de cataplasmas em contusbes, artrites e processos inflamatdrios afins. Estas
propriedades sao primariamente atribuidas a presenca de altos teores de salicilato de metila
na raiz. Por isso mesmo, esta planta é conhecida popularmente por “Gelol®” ou gelolzinho.

Individuos desta espécie coletados no Panama, foram estudados por Hamburger et
al., em 1984/1985 que descreveram a presenca das cumarinas aurapteno (1), febalosina (2),
murrangatina (3), 7-metdxi-8-(1,4-dihidroxi-3-metil-2-butenil) (4) e 3’-O-acetil-4’-O-
benzoillactona (5). P. paniculata foi a primeira planta da familia Polygalaceae que relatou a
presenga de cumarinas, entretanto, aurapteno, febalosina e murrangatina ja haviam sido
encontradas em plantas da familia Rutaceae. Além disso, a presenca de murrangatina (3)
isolada de P. paniculata foi atribuida como um possivel artefato da degradacédo da
febalosina (2) (Hamburger et al., 1984).

Porém, a auséncia de xantonas na espécie P. paniculata foi a desencontro com a
quimiotaxonomia da familia Polygalaceae que é caracterizada pela presenca de xantonas. A
ocorréncia de xantonas na espécie P. paniculata era uma incégnita quanto a sua posi¢cao
quimiotaxonémica. Somente duas décadas apds, nosso grupo de pesquisa investigando
espécimes de P. paniculata coletadas no litoral Catarinense, caracterizou trés xantonas 1,5-
dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11), 1-hidroxi-2,3,5-trimetoxixantona e 1-hidroxi-5-metoxi-2,3-

metilenedioxi xantona (10), resgatando assim a sua quimiotaxonomia (Cristiano et al., 2003).
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4.1.1 Composicao dos constituintes volateis de P. paniculata por SPME-CG-EM

A microextracdo em fase sdlida (SPME) é uma técnica analitica relativamente
recente, desenvolvida nos anos 90 (Arthur e Pawliszyn, 1990; Arthur et al., 1992; Pawliszyn,
1997), que tem sido empregada como modo de preparo e concentracdo de amostras a
serem aplicadas em instrumentacdo analitica (Valente e Augusto, 2000), com a vantagem
de requerer quantidades muito pequenas de material, além de poder também fazer analise
de 6leos essenciais in loco sem destruicado do individuo. Esta metodologia associada a CG-
EM vem sendo utilizada na analise de constituintes volateis de plantas.

A SPME apresenta-se como uma técnica de preparo de amostras que dispensa o
uso de solventes organicos e apresenta duas etapas em seu procedimento. A primeira etapa
consiste em expor a fibra revestida diretamente a amostra ou ao seu headspace (HS). Nesta
etapa ocorre a particdo dos analitos alvo entre a matriz da amostra e o revestimento. Na
segunda etapa, a fibra contendo os analitos concentrados € transferida para o instrumento
analitico onde ocorre a dessorgcdo, separagcdo e quantificacdo dos analitos extraidos. A
etapa de dessorgdo dos analitos geralmente € realizada colocando a fibra no injetor
aquecido do cromatoégrafo (Figura 4-1). No entanto, a quantificagdo por SPME é dependente
da composi¢do da matriz e do tipo de polimero de revestimento da fibra (Tabela 4-1)
(Bortoluzzi, 2007).
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Figura 4-1 - Etapas num processo analitico visando a analise quimica por CG.

Quando a amostra apresenta uma grande porcentagem de material suspenso, a fibra
pode ser prejudicada durante a agitagcdo. Compostos com alta massa molecular também
podem adsorver na fibra irreversivelmente, mudando as propriedades da fibra inutilizando-a.
A formagao de bolhas de ar na superficie da fibra que muitas vezes nao & possivel evitar
afeta a taxa de transferéncia de massa, sendo, portanto, de interesse o desenvolvimento de

formas eficazes de contato amostra-fibra (Bortoluzzi, 2007).
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Tabela 4-1 - Fibras de SPME disponiveis comercialmente.

Composicdao Quimica do Aplicagao sugerida

recobrimento

Polidimetilasiloxano (PDMS) Compostos organicos pouco polares
Poliacrilato (PA) Compostos organicos polares como triazinas e fenois
Poli(dimetilsiloxano)- Hidrocarbonetos aromaticos e pouco volateis

divinilbenzeno PDMS-DVB

Carboxen-poli(dimetilsiloxano) Hidrocarbonetos
Carboxen-PDMS
Carbowax-divinilbenzeno Compostos organicos polares como os alcoois
CW-DVB

Neste estudo, flores e raizes da planta fresca foram submetidas a extragdo por
SPME com analise do headspace por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). Os componentes volateis (Tabela 4-2) foram identificados pela analise do
padrao de fragmentagao de seus respectivos espectros de massas, indices de retencao e
comparagao com dados da literatura (Adams, 1995).

Nas flores de P. paniculata caracterizou-se 25 compostos representando 98,69% do
total dos constituintes volateis. Os principais constituintes volateis das flores sdo acetato de
bornila (25,00%), seguido de 1,8-cineol (12,45%), pent-2-enal (9,97%), 1-undeceno (9,48%),
a-terpineol (6,40%) e a-terpenil acetato (5,35%). Nas raizes identificou-se 13 compostos
representando 99,67% do total. Destes, salicilato de metila (89,13%) foi o composto
majoritario, seguido de 4-metoxi salicilato de metila (3,6 %), 3-metdxi salicilato de metila
(3,03%), acetato de bornila (1,29%) e 1,8-cineol (0,54%). Este é o primeiro relato dos
constituintes volateis de P. paniculata, exceto pela descrigdo prévia de salicilato de metila
(Pinheiro et al., 1998; Lorenzi e Matos, 2002). O estudo da composi¢cdao dos compostos
volateis das raizes de P. paniculata, através do uso de SPME-CG-EM, comprovou que o
tipico aroma das raizes ¢é atribuido a grande quantidade de salicilato de metila numa mistura
com seus derivados que aparecem em menor concentragdo (Missau et al., 2006). Este
aroma nao é perceptivel nas flores o que é explicado pelo baixissimo teor de salicilato de

metila (0,83%). No entanto as flores apresentam um aroma muito peculiar.
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Tabela 4-2 — Componentes volateis das flores e raizes de P. paniculata.

Composto IK TR Flor % Raiz %
2,4-dimetilhexano 723 5,13 - 0,19
3-hexenilformato 804 6,49 1,12 -
N&o identificado 820 6,72 1,69 -
Pent-2-enal 823 6,76 9,97 -
Oxido de linalol 962 8,77 0,55 -
1-octen-2-ol 975 8,94 2,60 -
Octanona-3 984 9,06 2,57 -
2,4-nonadienal 992 9,15 0,69 -
Hexil acetato 1017 9,53 1,73 -
1,8-cineol 1036 9,84 12,45 0,54
1-octanol 1075 10,50 4,23 -
1-undeceno 1093 10,83 9,48 -
Terpinoleno 1101 10,98 1,92 -
Céanfora 1153 11,76 3,00 0,13
N&o identificado 1160 11,85 0,65 -
3-thujanol 1166 11,94 1,32 -
Nao identificado 1176 12,11 1,45 -
a-terpineol 1196 12,44 6,43 -
Salicilato de metila 1216 12,73 0,83 89,13
N&o identificado 1276 13,58 0,52 0,22
Acetato de bornila 1296 13,88 25,00 1,29
4-hidroxi-3-metoxiestireno 1323 14,23 1,30 -

a-terpenil acetato 1357 14,69 5,35 0,35
Eugenol 1368 14,83 2,19 -
Ci4Ha30 1400 15,29 0,45 0,12
a-cedreno 1423 15,56 - 0,16
3-metoxi-salicilato de metila 1451 15,91 - 3,03
4-metoxi-salicilato de metila 1455 15,97 - 3,66
y-patchuleno 1474 16,20 - 0,64
Acor-4-eno (6,11-0x0) 1522 16,80 1,20 0,21
Total identificados 98,69 99,67
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4.1.2 Isolamento e identificagao dos constituintes de P. paniculata

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa com a espécie P.
paniculata detectaram o envolvimento da cumarina febalosina (2) na formacao de artefatos
de isolamento (Pizzolatti et al., 2002). Com o objetivo de isolar a febalosina (2) evitando a
formacado de possiveis artefatos, e para avaliar seu real envolvimento na formacao de
artefatos, utilizou-se dois métodos distintos de extracdo: Método A e Método B. O método A
consiste na extracdo com solventes em ordem crescente de polaridade CH,Cl,, AcOEt e
EtOH separadamente e o Método B consiste na extracdo da febalosina (2) com hexano e
posterior extracdo com EtOH.

4.1.2.1 Espinasterol (8)

(8)

Obteve-se o espinasterol na fracdo 18 eluida com hexano:acetato de etila 95:5 como

descrito no Método A (Figura 5.1, p. 89). Deixou-se a fragdo em repouso para que houvesse
a precipitacdo do espinasterol. Apds a precipitacdo do composto, o sobrenadante foi retirado
obtendo-se 55 mg de um sélido branco com Pf. 153-154 °C (Lit. 150 °C; Pinheiro, 1996).

O espectro na regido do IV obtido em pastilha de KBr, apresentou absor¢cdo em v
3424 cm™, correspondendo a banda de vibragdo da ligagdo OH. Observou-se também

absorcdo na regido v 2956, 2937 e 2869 cm™ correspondente a estiramentos C-H alifatico.
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Tabela 4-3 — Comparagao entre os deslocamentos quimicos & (ppm) do espinasterol com os

valores da literatura (Pinheiro, 1996).

Carbonos 5 *C (ppm) Espinasterol (8) 5 *C (ppm) Literatura
CDCl3
1 37,37 37,09
2 31,70 31,41
3 71,29 71,03
4 38,22 37,92
5 40,49 40,20
6 29,86 29,59
7 117,68 117,42
8 139,50 139,52
9 49,67 49,38
10 34,45 34,17
11 21,78 21,51
12 39,69 39,41
13 43,51 43,24
14 55,35 55,08
15 23,25 22,99
16 28,73 28,50
17 56,12 55,82
18 12,27 12,03
19 13,27 13,03
20 41,05 40,83
21 21,60 21,36
22 138,39 138,16
23 129,66 129,37
24 51,12 51,21
25 32,10 31,85
26 21,31 21,09
27 19,22 18,96
28 25,62 25,38
29 12,47 12,54
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O espectro de RMN *C em CDCl; (Espectro 1, p. 127) confirmou a presencga de seis
metilas (CHz3); nove metilenos (CHy); oito carbonos metinicos (CH), sendo um deles (71,29
ppm) ligado ao oxigénio em C-3 e dois carbonos quaternarios. Os deslocamentos quimicos
dos carbonos indicam a presenca de duas ligagdes duplas trissubstituidas definidas pelos
sinais 117,68 ppm (CH-7) e 139,78 ppm (C-8), e pelos sinais 138,39 ppm (CH-22) e 129,66
ppm (CH-23). A confirmagdo destes resultados deu-se através da comparacdo dos
deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN *C com os dados da literatura
(Pinheiro, 1996) e comparagdo em CCD com amostra padrao (Rf. 0,64; Hexano:acetato de
etila 50:50).

4.1.2.2 Quercetina 3-rutinosideo (Rutina) (9)

A rutina é um flavondide glicosilado relativamente abundante em varias plantas e
com importante atividade biolégica. A molécula & constituida pelo nucleo da 5,7,3',4’-
tetrahidroxiflavonol, formada por quercetina (aglicona) e pelo agucar rutinose (O-a-L-

ramnopiranosil-(1—6)-D-glicopiranose).

(9)

A rutina foi isolada a partir do EBEtOH obtido por ambos os métodos descritos (A e

B) (Figura 5.1, p. 89 e Figura 5,2, p. 91). Apés purificagao por CC e varios procedimentos de
purificacdo apresentou-se na forma de um sélido amarelo com ponto de fusao 188-190 °C.
A analise do espectro na regiao do IV obtido em pastilha de KBr mostrou absorgao larga e
intensa de hidroxila em v 3415 cm™, absorcdes referentes a uma carbonila conjugada (v
1652 cm™) e a anéis aromaticos (v 1595 cm™ e 1496 cm™). Identificou-se o composto rutina
(quercetina-3-rutinosideo) pelo espectro de RMN *C (Espectro 2, p. 128) comparando-se
com valores da literatura (Markham, 1976) apresentados na Tabela 4-4 e confirmada por co-
CCD (R.f. 0,26; CH,Cl,:MeOH 95:5) com padréo.
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Tabela 4-4 - Comparagdo entre os deslocamentos quimicos & (ppm) da rutina (9) com os

valores da literatura (Markham, 1976).

Carbonos 5 3C (ppm) Rutina (9) em d °C (ppm) (Literatura) em
CD5;0D DMSO-ds
1 - -
2 157,27 156,40°
3 134,79 133,60
4 178,33 177,40
5 158,04 156,607
6 97,99 98,80
7 166,21 164,00
8 92,07 93,60
9 167,50 161,20
10 105,37 105,20
1 122,97 121,60
2 114,85 115,30°
3 145,74 144,60
4 150,56 148,30
5 116,23 116,50"
6’ 122,09 121,60
1G 101,19 100,70
2G 74,52 74,20
3G 76,93 76,80°
4G 70,87 70,40°
5G 76,02 76,10°
6G 67,39 67,10
1R 103,10 101,50
2R 70,26 70,40°
3R 71,05 70,80°
4R 72,66 72,20
5R 68,54 68,20
6R 16,70 17,50

G glicose; R raminose
abd yalores podem estar trocados.
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4.1.3 Isolamento de xantonas

4.1.3.1 1-hidroxi-5-metoxi -2,3-metilenodioxixantona (10)

(10)

A 1-hidroxi-5-metoxi -2,3-metilenodioxixantona foi obtida do EBDM pelo Método A e
EBEtOH pelo Método B (Figura 5.1, p. 89 e Figura 5.2, p. 91). Ap6s purificacdo por
sucessivas colunas cromatograficas, apresentou-se como um sélido amarelo com ponto de
fusdo 205-207 °C (Lit. 205-207 °C; Cristiano et al., 2003) e Rf. 0,36 (Hexano:acetato de etila
80:20).

O espectro na regido do IV obtido em pastilha de KBr apresentou absor¢éo larga em
v 3427 cm™ para a hidroxila (OH), absor¢cdes em v 1680 cm™ para a carbonila conjugada
(C=0), e absorcdes em v 1582 e 1497 cm™ para C=C dos anéis aromaticos.

A analise dos espectros de RMN de 'H e *C em CDCl; indica a estrutura de uma
xantona trissubstituida no anel A e monossubstituida no anel B.

O espectro de RMN de 'H em CDCI; (Espectro 3, p. 129), apresentou sete sinais de
hidrogénio, com deslocamento quimico entre 4,03 — 12,74 ppm, sendo quatro atomos de
hidrogénio aromaticos: um singleto em &4 6,66 ppm (1H, s) atribuido ao H-4 do anel A e um
sistema de spin aromatico definido pelos sinais em &y 7,23 (1H, dd, J = 7,98 e 1,60 Hz);
On7 7,32 (1H, t, J = 7,98 e 7,99 Hz); b5 7,82 (1H, dd, J = 7,99 e 1,60 Hz) atribuidos o anel
B 5-substituido. Adicionalmente foram observados sinais para uma metoxila em 4,03 ppm
(38H, s, 5-OCHj3); um grupo metilenodioxi em 6,12 ppm (2H, s, 2-OCH,0-3) e um sinal em
campo baixo 12,74 ppm (1H, s, OH-1) referente a hidroxila quelatogénica.

O espectro de RMN de *C (Espectro 4, p. 130) apresentou 13 sinais de carbono,
numa regiao espectral compreendida entre 56,52 — 181,46 ppm, sendo que dois sinais de
carbono quaternarios nao foram observados (C-2 e C-8b). Observou-se sete carbonos

quaternarios, sendo um sinal de baixa intensidade com deslocamento quimico a 181,46
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ppm, correspondente a uma carbonila e quatro carbonos metinicos que aparecem na regido

espectral de aromaticos. O sinal em 102,73 ppm foi atribuido ao grupo metilenodioxi e o

sinal em 56,52 ppm a uma metoxila.

A confirmacao destes resultados deu-se através da comparagao dos deslocamentos

quimicos obtidos no espectro de RMN "*C com os dados da literatura (Cristiano et al., 2003)

e por co-CCD com amostra padrao (Rf. 0,46; Hexano:acetato de etila 50:50).

Tabela 4-5 — Dados de RMN de 'H e ™*C da xantona (10) em CDCl; a 400/100 MHz.

5'H (J, Hz) 5 °C (ppm) 5 °C (ppm)
(Cristiano et al., 2003)
1 - 143,04 143,00
2 - * 128,40
3 - 153.36 153,40
4 6,66 (s) 89,77 89,70
4a - 155,22 155,20
4b - 148,28 148,30
- 146,35 146,30
7,23 (dd, Js7=7,98 € Jo s 115,42 115,40
=1,6)
7 7,31 (t, J76=7,98 ¢ 123,74 123,70
Jr7g = 7,99)
8 7,82 (dd, Js7=7,99 e Jgg 116,55 116,50
=1,6)

8a - 120,97 120,90
8b - * 103,80
9 - 181,46 181,10

OH 12,74 (s) - -

(quelado)

OCH,0 6,12 (s) 102,73 102,70
OCHj; 4,03 (s) 56,52 56,40

*Valores ndo observados
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4.1.3.2 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11)

(11)

A 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11) foi obtida do EBDM pelo Método A (Figura
5.1, p. 89). Apds purificagdo por sucessivas colunas cromatograficas, apresentou-se como
um solido amarelo de Pf. 256-258 °C (Lit. 244 °C; Bashir et al.,, 1992b) e Rf. 0,18
(Hexano:acetato de etila 50:50).

O espectro na regido do IV obtido em pastilha de KBr apresentou absor¢des em v
3436 cm™ referentes as hidroxilas (O-H), em v 1652 cm™ para a carbonila conjugada (C=0),
e para C=C dos anéis aromaticos em v 1575 e 1447 cm™.

O espectro de RMN de "H obtido em piridina (CsDsN) (Espectro 5, p. 131) apresentou
sinais referentes a quatro atomos de hidrogénio aromaticos: um singleto em 6,32 ppm
(1H, s) atribuido ao H-4 do anel A e um sistema de spin aromatico definido pelos sinais: &6
7,55 (1H, d, Js7 = 8,4 Hz); dn.7 7,31 (1H, t, J76=8,4 € J75=8,4 Hz) e O3 7,97 (1H, d, Js7 =
8,4 Hz). Os demais sinais no espectro de hidrogénio foram atribuidos a hidroxila quelada em
13,48 ppm, uma outra hidroxila livre em 5,01 ppm (C5 -OH) e dois sinais referentes a duas
metoxilas em 3,98 ppm (3H, s) e 3,73 ppm (3H, s).

A atribuicdo dos sinais de carbono da estrutura (11) (Tabela 4-6) foi possivel apds a
realizacdo do experimento de *C (Espectro 6, p. 132) e DEPT 135°. Desta maneira, foram
observados 15 atomos de carbono numa regido espectral entre &6c 56,1 -181,7 ppm.
Juntamente com DEPT 135°, observou-se que a estrutura (11) € composta por 9 carbonos
quaternarios, 4 metinicos e 2 metilicos. Os atomos de carbono metilicos aparecem na regiao
espectral de carbono ligado a um oxigénio com absor¢cdo em &¢ 56,4 e 60,6 ppm. Os demais
atomos de carbono aparecem na regido espectral de aromaticos, entre ¢ 90,9 a 160,7 ppm.
Observou-se um sinal de baixa intensidade com deslocamento quimico a ¢ 181,7 ppm,

correspondente a uma carbonila.
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No espectro de COSY (correlagdo 'H-'H) (Espectro 7, p. 133) pode-se observar

somente as correlagdes entre os atomos de hidrogénio H-7 com H-6 e H-8. Essas

informacdes estao de acordo com a proposta do anel B substituido em C-5.

A estrutura (11) foi confirmada pela comparagao por co-CCD e analise dos espectros

de 'H e ™C com um padrdo certificado. Esta xantona ja havia sido identificada em uma

amostra de P. Paniculata (Cristiano et al., 2003).

Tabela 4-6 - Dados de RMN de 'H e ™C da 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11) em

CsDsN.
5 H (J, Hz) 5"°C ppm 5 C (ppm) (CsDsN)
(CsDsN) (Cristiano et al., 2003)
1 - 153,5 153,3
2 - 132,3 132,2
3 - 160,6 160,7
4 6,32 (s) 91,2 90,9
4a - 154,7 154,5
4b - 146,4 145,2
] 147,9 147,8
7,55 (d, Js7=8,4) 121,4 121,2
7,31 (tl, J76= 8,4 e 124,6 124,0
J76=8,4)
8 7,97 (d, J37=8,4) 115,3 115,1
8a ) * *
8b - 104,5 104,3
9 - 181,9 181,7
OH 13,48 (s) - -
(quelado)
CH;0-C-2 3,98 (s) 60,6 60,4
CH;0-C-3 3,73 (s) 56,4 56,1

*Valor ndo observado



Resultados e Discussdo 31

4.1.3.3 1,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-(2’,3’:3,2)-xantona (12) (6-desoxijacareubin)

(12)

A 1,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-(2’,3’:3,2)-xantona (12) também conhecida como
6-desoxijacareubin foi obtida do EBEtOH pelo Método B (Figura 5.2, p. 91). Apés purificagao
por sucessivas colunas cromatograficas apresentou-se como um soélido amarelo de
Pf. 215-217 °C (Lit. 211-213 °C; Burkhardt et al., 1991) e Rf. 0,45 (Hexano:acetato de etila
50:50).

O espectro de massas (EI-MS) deste metabdlito apresentou um pico ion molecular
m/z 310 [M]" que juntamente com a analise dos espectros de RMN sugeriu a formula
molecular C1gH140s.

O espectro de RMN 'H (CsDsN) (Espectro 8, p. 134) apresentou um sistema de spin
aromatico definido pelos sinais: 045 7,53 (1H, dd Js7= 7,8 € Jsg = 1,4 Hz); 047 7,28 (1H, t,
J7g = 7,8 e J;5 = 8,1 Hz); by 7,96 (1H, dd Js7 = 8,1 e Jge 1,4 Hz), atribuidos ao anel
B-5-substituido. A absorcdo em 6,55 ppm (1H, s) foi atribuida ao H-4 do anel A o que esta
em acordo com xantonas 1,2,3-trissubstituida (Fujita et al., 1992). Em adi¢ao, o espectro de
RMN de "H apresentou um par de dupletos para um sistema olefinico cis em &4 7,01 (1H,
d, Jys = 10,0 Hz) e dy5 5,53 (1H, d, Js4 = 10,0 Hz) e um singleto em 1,43 ppm com
integracao de seis atomos de hidrogénio atribuido as metilas geminais C-7'a e C-7’b, o que
sugere a presenga de um anel piranoprenil fundido ao anel B da xantona. A posicdo do
grupo piranoprenil em O;-C, foi deduzida pela presenca de absor¢ao para o hidrogénio
quelatogénico em 13,69 ppm e pelo singleto em 6,55 ppm.

O espectro de RMN de ®C (Espectro 9, p. 135) apresentou dezoito sinais de carbono
numa regido espectral compreendida entre &¢c 28,11 — 181,68 ppm. Observou-se que a
estrutura (12) é composta por 10 atomos de carbono quaternarios, 6 metinicos e dois
metilicos. Observou-se um sinal de baixa intensidade com deslocamento quimico
Oc 181-68 ppm, correspondente a uma carbonila. Os atomos de carbono metilicos que

fazem parte do anel C da estrutura proposta absorvem a 28,11 ppm.
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A estrutura foi confirmada por comparacdo de seus dados espectroscopicos de 'H
com os dados da literatura e os valores estao listados na Tabela 4-7.

Este composto ja foi descrito em plantas do género Garcinia (Nguyen et al., 2003),
Calophyllum (Jantan et al., 2001; Scheinmann e Sripong, 1971) e Mourera (Burkhardt et al.,

1992), porém é a primeira vez que se observa sua ocorréncia no género Polygala.

Tabela 4-7 - Dados de RMN de 'H e ™C da 1,5-dihidroxi-6’,6'-dimetilpirano-(2’,3":3,2)-
xantona (12) em CsDsN.

5"C ppm 5 'H (J, Hz) 5 'H (J, Hz) (CDCl5)
(Burkhadt et al.,1992)
1 161,15 -
2 99,40 -
3 163,73 -
4 95,95 6,55 (s) 6,40 (s)
4a 152,14 -
4b 146,34 -
5 147,93 -
6 121,59 7,53 (dd, Js7=7,8 € Jgg= 1,4) 7,36 (dd, J=7,9e 1,6)
7 124,64 7,28 (t, Jrs=7,8 € J;5=8,8) 7.29(t, J=79e7,9)
8 115,46 7,96 (dd, Js7=8,1 e Jgs=1,4) 7,67 (dd, J=7,9¢e 1,6)
8a 122,07 -
8b 101,72 -
9 181,68 -
4 115,54 7,01 (d, Js 5= 10,0) 6,70 (d, J = 10,0)
5 127,24 5,53 (d, Js.4 = 10,0) 5,77 (d, J = 10,0)
6’ 78,61 -
7’a 28,11 1,43 (s) 1,48 (s)
7b 28,11 1,43 (s) 1,48 (s)
OH 13,69 13,34
(quelado)




Resultados e Discussdo 33

4.1.3.4 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (13)

A 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (13) foi obtida do EBEtOH no Método B (Figura 5.2
p. 91). Apds purificagdo por sucessivas colunas cromatograficas apresentou-se como um
s6lido amarelo de Pf. 168-170 °C (Lit. 169-174 °C; Fijita et al.,, 1992) e Rf. 0,35
(Hexano:acetato de etila 30:70).

O espectro na regido do IV obtido em pastilha de KBr apresentou absor¢cdes em
v 3445 cm™ referente a hidroxila (O-H), em v 1657 cm™ para a carbonila conjugada (C=0), e
em v 1587 e 1509 e 1464 cm™ para C=C dos anéis aromaticos.

O espectro de massas (EI-MS) apresentou o ion molecular m/z 272 [M]" que
juntamente com a analise dos espectros de RMN sugeriu a formula molecular C45H1,0s.

O espectro de RMN de 'H obtido em piridina (CsDsN) (Espectro 10, p. 136)
apresentou sinais referentes a cinco atomos de hidrogénio aromaticos. Um sistema
aromatico meta correlacionados representado por dois singletos largos encontrados em 6,59
ppm (1H, s) e 6,62 ppm (1H, s) e um sistema de spin aromatico defindo pelas absorgdes &y .5
8,16 (1H, d, Js6 = 8,5 Hz); 46 7,16 (1H, embaixo da CsDsN) e &4.5 8,54 (1H, sl), sinais estes
atribuidos aos atomos de hidrogénio H-5, H-6 e H-8 respectivametne. Os demais sinais no
espectro de hidrogénio foram atribuidos a hidroxila quelada em 13,19 ppm, e dois sinais
referentes a duas metoxilas em 3,75 ppm (3H, s) e 3,82 ppm (3H, s).

O espectro de RMN de "*C (Espectro 11, p. 137) apresentou 15 sinais de carbono
numa regido espectral compreendida entre 6c 56,11 — 177,78 ppm. Juntamente com o
espectro de DEPT 135°, observou-se que a estrutura € composta por 8 atomos de carbono
quaternarios, 5 metinicos e 2 metilicos, em concordancia com a estrutura proposta. Os
atomos de carbono metilicos aparecem na regido espectral de carbono ligado a um oxigénio
que absorvem em &¢ 56,11 e 56,22 ppm. Observou-se um sinal de baixa intensidade com

deslocamento quimico a 177,78 ppm, correspondente a uma carbonila.
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A estrutura foi confirmada por comparacdo de seus dados espectroscopicos de 'H

com os dados da literatura (Fijita et al., 1992), apresentados na Tabela 4-8.

A 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (13) foi isolada anteriormente no género Polygala na

espécie Polygala tenuifolia (Fijita et al., 1992), porém ainda nao havia sido descrita na

espécie P. paniculata.

Tabela 4-8 - Dados de RMN de "H e ™*C da 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (13) em CsDsN.

5"°C ppm 5 'H (J, Hz) d 'H (J, Hz) (CDCls5)
(Fijita et al., 1992)
1 165,40 - _
2 98,39 6,62 (s) 6,35 (d, J=1,8)
3 165,95 - -
4 92,34 6,59 (s) 6,42 (d, J =1,8)
4a 157,38 - -
4b 148,40 - -
5 112,35 8,17 (d, Js 5= 8,5) 7,44 (d, J=9,0)
6 125,73 7,16 (embaixo CsDsN) 7,26 (dd, J=9,0 e 3,0)
7 162,20 - -
8 116,72 8,54 (s) 7,60 (d, J = 3,0)
8a 120,86 - -
8b 105,94 - -
9 177,78 - -
OH - 13,19 12,82
(quelado)
OCH; 56,22 3,75 (s) 3,91 (s)
OCH; 56,11 3,82 (s) 3,91 (s)

Valores de 'H e '°C para -OCH; podem estar trocados
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4.1.3.5 3,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-(2’,3’:1,2)-xantona (14)

(14)

A 3,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-(2’,3’:1,2)-xantona (14) foi obtida do EBDM no
Método A e EBEtOH no Método B (Figura 5.1, p. 89 e Figura 5.2, p. 91 respectivamente).
Apoés purificacdo por sucessivas colunas cromatograficas, apresentou-se como um soélido
amarelo de Pf. 173-175 °C e Rf. 0,34 (Hexano:acetato de etila 80:20).

O espectro de massas (EI-MS) apresentou o ion molecular a m/z 310 [M]" que
juntamente com a analise dos espectros de RMN sugeriu a formula molecular CgH140s.

Na regiao do IV (obtido em pastilha de KBr), destacaram-se as absorc¢des para a
hidroxila em v 3401 e 3464 cm™ (OH), para a carbonila conjugada em v 1650 cm™(C=0), e
para C=C dos anéis aromaticos em v 1620,1571 e 1503 cm™.

O espectro de RMN 'H em metanol deuterado (CDs;OD) (Espectro 12, p. 138)
mostrou absorgdes tipicas de um sistema de spin aromatico definido pelos sinais: &5 7,29
(1H, dd Je7=7,85 € Jss = 1,7 Hz); &7 7,23 (1H, t, J76= 7,85 e J;5= 8,0 Hz); &5 7,63 (1H,
dd Js7= 8,0 e Jss 1,7 Hz), sugerindo um anel B-5-substituido. A absor¢cdo em &4 6,19 (1H,
s) foi atribuida ao H-4 do anel A o que estd em acordo com xantonas 1,2,3-trissubstituidas
(Fuijita et al., 1992). Em adigdo, o espectro de RMN de 'H apresentou um par de dupletos
para um sistema olefinico cis em 04 7,02 (1H, d, Jy5 = 10,0 Hz) € 045 5,72 (1H, d, Jys.4 =
10,0 Hz) e um singleto em 1,48 ppm com integracdo de seis atomos de hidrogénio
atribuidos as metilas geminais (H-7'a e H-7’b), indicando uma unidade piranoprenil fundida
ao anel A da xantona. A posigao do grupo piranoprenil em O4-C, foi deduzida pela auséncia
de absorcdo para o hidrogénio quelatogénico e pelas correlacbes heteronucleares
mostradas na Tabela 4-9.

A atribuicao dos sinais de carbono da estrutura (14) foi possivel apds a realizagdo do
experimento de carbono totalmente desacoplados (Espectro 13, p. 139), DEPT e das
correlagbes heteronucleares HMBC (Figura 4-2, p. 38) e HMQC. Desta maneira, foram

observados dezoito sinais de carbono, numa regido espectral compreendida entre &¢ 27,86
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— 181,47 ppm. Observou-se que a estrutura 3,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-(2’,3":1,2)-
xantona é composta por 10 atomos de carbono quaternarios, 6 metinicos e 2 metilicos.
Observou-se um sinal de baixa intensidade com deslocamento quimico a 181,47 ppm,
correspondente a uma carbonila. Os atomos de carbono metilicos que fazem parte do anel
C absorvem em 8¢ 27,86 e 29,70 ppm.

O espectro de RMN de correlagdo heteronuclear HMBC apresentou correlagdes
'H-"*C via acoplamento & longa distancia %Jc.4 e %Jc.. Neste espectro observou-se as
correlagdes *Jcy entre o hidrogénio H-6 (7,29 ppm) e C-4b (145,98 ppm) e C-8 (115,50
ppm); o hidrogénio H-7 (7,23 ppm) e C-5 (146,35 ppm) e C-8a (121,48 ppm); o hidrogénio
H-8 (7,66 ppm) e C-4b (146,33 ppm) e C-6 (120,76 ppm), confirmando o padrdo de
substituicdo do anel B. Observou-se também as correlacdes °Joy entre o hidrogénio que
absorve a 6,19 ppm (H-4) e C-2 (101,68 ppm) e C-8b (103,00 ppm) do anel A. O anel C
apresentou as correlagdes >Jcy entre o hidrogénio que absorve a 7,02 ppm (H-4’) e o
carbono que absorve a 78,44 ppm (C-6’), enquanto que o hidrogénio que absorve a 5,72
ppm (H-5') apresentou correlagdes 2Jcy com C-6" (78,44 ppm) e >Jey com C-2 (101,68 ppm)
conforme Figura 4-2.

Em adicdo, observou-se as correlagbes dos grupos metila em 1,48 ppm dos atomos
de hidrogénio 7’a e 7’b com C-5' (127,14 ppm) para a constante de acoplamento >Jcy e com
C-6’ (78,44 ppm) para as constantes de acoplamento 2Jen. Observou-se também 3Jey entre
C-7'a (27,86 ppm) e/ou C-7'b (29,70 ppm), confirmando o anel piranoprenil ligado ao anel A
(Figura 4-3).

No espectro de NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) pode-se
observar somente as correlagdes entre os atomos de hidrogénio 4’ e 5, que esta em
concordancia com a estrutura proposta (Figura 4-4). Estas analises espectroscopicas nos
permitiram propor a estrutura (14) uma piranoprenilxantona (3,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-
(2',3:1,2)-xantona). Uma vasta busca na literatura (sciencedirect, web of science, SciFinder
Scholar, entre outros sites de busca) até a presente data, mostra que a piranoxantona (14)

trata-se de uma estrutura inédita.



Resultados e Discussdo 37

Tabela 4-9 - Dados de RMN de 'H e "C e HMBC da 3,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-
(2',3:1,2)-xantona (14) em CD;OD.

5"°C ppm d H (J, Hz) HMBC
2JC-H e 3JC-H
1 162,83 - -
2 101,68 - -
3 161,11 - -
4 98,97 6,19 (s) C-2, C-8b
4a 151,90 - -
4b 145,98 - -
146,35 - -
120,76 7,29 (dd, Js7=7,85 e C-4b, C-8
Jo,8=1,7)
7 124,08 7,23 (t, J76=7,85 e C-5,C-8a
J76=8,00)
8 115,50 7,66 (dd, Js7=8,00 e C-4b, C-6
Js6=1,6)
8a 121,48 - -
8b 103,00 - -
9 181,47 - -
4 115,12 7,02 (d, Jy 5=10,0) C-6’
5 127,14 5,72 (d, J5 4=10,0) C-6’,C-2
6’ 78,44 - -
7'a 27,86 1,48 (s) C-5',C-7b
7b 29,70 1,48 (s) C-5,C-7'a
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Figura 4-2 - Espectro expandido de RMN 2D, heteronuclear **Ji,.c, HMBC da
piranoprenilxantona (14) em CD3;OD a 400 MHz.
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Figura 4-3 - Espectro expandido de RMN 2D, heteronuclear **Ji;.c, HMBC da
piranoprenilxantona (14) em CD3;0D a 400 MHz.
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Figura 4-4 - Espectro expandido de RMN 2D, homonuclear 'H-'H, NOESY da
piranoprenilxantona (14) em CD3;0D a 400 MHz.
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4.1.4 Posicao das prenil cumarinas no género

As cumarinas representam uma importante e diversificada classe de compostos
naturais. A febalosina (2) € uma cumarina C-prenilada possuindo um anel epdxido na
unidade prenil encontrada em espécies da familia Polygalaceae (Hamburger et al., 1985).
Artefatos de (2), provenientes da abertura do anel epdxido, foram isolados e identificados no
género Murraya (Murray, 1995). Sendo a febalosina (2) o composto majoritario em P.
paniculata (0,05% em relagdo a planta fresca), nossa intencao foi investigar a distribuigéo,
estabilidade e reatividade das cumarinas no género Polygala.

Sabendo da possibilidade de abertura do anel epdxi durante o processo de extragao,
utilizou-se um procedimento diferente de extragcao (Método B) usando-se primeiramente o
solvente hexano (EH) para retirar a febalosina (2) e apds, usou-se etanol aquoso (80%) para
obtencao do extrato bruto etandlico (EBEtOH).

No EBEtOH (Método B) isolou-se também a 7-metéxi-8-(1’,2’-acetal-3’-metil-3’-
butenil)-cumarina (15) isolada pela primeira vez na planta. Porém, o composto (15) também

foi considerado artefato formado durante o processo de isolamento.

4.1.4.1 7-geraniloxicumarina (1) (Aurapteno)

(1)

O aurapteno (1) foi obtido do EBDM pelo Método A (Figura 5.1, p. 89). Apods
purificacdo por coluna cromatografica, apresentou-se como um solido branco, de
Pf. 65-66 °C e Rf. 0,60 (Hexano:acetato de etila 80:20).

O espectro na regido do IV em pastilha de KBr apresentou como principais bandas a

presenca de uma carbonila em 1729 cm™ juntamente com absorcdo 1592 cm™ de uma
é-lactona a,B-insaturada.

O espectro de RMN de 'H (CDClIs) (Espectro 14, p. 140) apresentou dois pares de
dupletos centrados em dy3 6,24 (1H, d, J34 = 9,5 Hz); 644 7,64 (1H, d, Js3 = 9,5 HZz),

atribuidos a uma ligagao dupla cis endociclica e em &5 7,36 (1H, d, Js6= 8,2 Hz) e 616 6,85
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(1H, d, Jss = 8,2 Hz) tipico de atomos de hidrogénio aromaticos orto relacionados.
Apresentou um hidrogénio isolado 64.5 6,82 (1H, sl) o que indica a presenga de um nucleo
cumarinico C-7 substituido. A unidade prenilada apresentou sinais em d4.¢ 1,67 (3H, s) e
du-10 1,58 (3H, s) correspondentes a duas metilas geminais e uma metila em 64.¢ 1,76 (3H,
s). Atribuiu-se o 8y 4,60 ppm (2H, d) e 4 2,11 ppm (integracdo para quatro atomos de
hidrogénio) para H-4’ e H-5". Um singleto largo em 646 5,08 ppm (1H) e um tripleto em
dn.2 5,47 (1H) foram atribuidos aos atomos de hidrogénio olefinicos adjacentes. Todos os

sinais de 'H e "*C/DEPT (Espectro 15, p. 141 e espectro 16, p. 142) estdo apresentados na

Tabela 4-10.
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Tabela 4-10 — Dados de RMN de 'H e "*C da cumarina aurapteno (1) em CDCl,

5"C ppm 5 'H (J, Hz) d H (J, Hz) (CDCl5)
(Nakatani et al., 1987)
1 - - -
2 126,12 - -
3 112,94 6,24 (d, J34=9,5) 6,22 (d, J=9,6)
4 143,42 7,64 (d, J55=9,5) 7,63 (d, J=9,6)
5 128,64 7,36 (d, J56=8,2) 7,36 (d, J=10,8)
6 113,21 6,85 (d, Js5=8,2) 6,84(m)
7 161,27 -
8 101,57 6,82 (s)
9 155,85 -
10 112,39 -
1 65,46 4,60 (d, J;2=6,5) 4,60 (d, J=7,2)
2 118,36 5,47 (t, J2.1=6,5) 5,46 (t, J=7,2)
3 142,34 -
4 39,49 2,11 2,10
26,20 2,11 2,10
6’ 123,59 5,08 (sl) 5,09 (sl)
7 131,94 -
16,75 1,76 (s) 1,74 (s)
25,63 1,67 (s) 1,66 (s)
10° 17,69 1,60 (s) 1,60 (s)
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A confirmacao destes resultados deu-se através da comparagao dos deslocamentos
quimicos obtidos no espectro de RMN "H com os dados da literatura (Nakatani et al., 1987)

e comparagéao por co-CCD com amostra padrao.

4.1.4.2 7-metdxi-8-(1°,2’-epoxi-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (2) (febalosina)

(2)

A febalosina (2) foi obtida através da extragdo direta com hexano como descrito no
Método B (Figura 5.2, p. 91). Apresentou-se como um sélido branco de Pf 124° C (Lit. 121-
123 °C; Hamburger et al., 1985) e Rf. 0,39 (Hexano:acetato de etila 60:40); [a]p 0 (CH,CL,).

O espectro na regiao do IV em pastilha de KBr apresentou as principais bandas em
v 3070 cm™ (C-H aromatico), v 1735 cm™ para a carbonila (C=0), v 1608 cm™ (C=C).

O espectro de RMN de 'H (CDCls) (Espectro 17, p. 143) apresentou dois pares de
dupletos centrados em 643 6,26 (1H, d, J34 = 9,6 Hz); o4 7,62 (1H, d, Js3 = 9,6 Hz),
atribuidos a uma ligacao dupla cis endociclica e em dy5 7,42 (1H, d, Js6 = 8,8 Hz) e o6 6,87
(1H, d, Js5=8,8 Hz) tipicos de atomos de hidrogénio aromaticos orto relacionados, o que
indica a presenga de um nucleo cumarinico C-7, C-8 substituido. Um par de dupletes na
regidao 3,92 - 3,99 ppm com integracdo de um atomo de hidrogénio cada e J = 2,0 Hz séo
atribuidos aos atomos de hidrogénio metinicos adjacentes H-2' e H-1’. Dois singletos na
regiao 5,08 e 6 5,30 ppm com integragdo de um atomo de hidrogénio cada, sao atribuidos a
insaturagéo (H-4’). Um singleto em 1,87 ppm com integracdo de trés atomos de hidrogénio
corresponde ao H-5’ definindo o grupo prenil. O sinal para os atomos de hidrogénio da MeO-
aparecem na regiao de 3,97 ppm.

O espectro de RMN de *C (Espectro 18, p. 144) e DEPT 135° da febalosina mostrou
14 sinais de carbono numa regido espectral compreendida entre &¢c 17,68 — 162,18 ppm,
sendo 5 sinais de carbono quaternario (C-8 nao observado), 6 metinicos, 1 metilénico, e
dois metilicos. Dos seis carbonos metinicos, dois aparecem na regido espectral de carbono

sp® em 52,00 e 60,92 ppm de um anel epdxido. A metoxila foi identificada pelo sinal em
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56,58 ppm. Observou-se um sinal de baixa intensidade com deslocamento quimico a 162,18
ppm correspondente a uma carbonila. A atribuicdo dos valores para os deslocamentos
quimicos dos atomos de 'H e '°C foi feita com base nos espectros COSY, HMQC e HMBC.
Isto nos permite conferir os dados da literatura para a febalosina, onde os sinais dos atomos

de hidrogénio H-1’, H-2’ e H-4’ estdo trocados, como apresentados na Tabela 4-11.

Tabela 4-11 - Dados de RMN de 'H e *C da febalosina (2) em CDCl; e valore da literatura
(Zakaria et al., 1988).

5"°C ppm 5 H (J, Hz) d 'H (J, Hz) Literatura
(CDCl3) (CDCls)

1 - - -

2 162,18 - -

3 113,05 6,26 (d, J34=9,6) 6,25 (d, J=9,5)

4 141,51 7,62 (d, J55=9,6) 7,64 (d, J=9,5

5 129,23 7,42 (d, J56=8,8) 7,38 (d, J=9,5)

6 107,81 6,87 (d, Js5=8,8) 6,85(d, J=9,5)

7 160,61 - -

8 a - -

9 154,09 - -

10 112,76 - -

1 52,00 3,99 (d) 5,28 (d, J=2,1)

2 60,92 3,92 (d, J»1=2,0) 5,06 (d, J=2,1)

3 113,78 - -

4 113,68 5,08 (s) 3,93

4 5,30 (s) -

5 17,68 1,87 1,83
OCH, 56,58 3,97 (s) 3,93

@Valor ndo observado
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4.1.4.3 7-metdxi-8-(1°,2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (15)

(15)

A 7-metoxi-8-(1’,2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (15) foi obtida a partir do
EBEtOH pelo Método B (Figura 5.2, p. 91). Apresentou-se na forma de cristais incolores
(111 mg) com Pf. 111-112 °C e Rf. 0,58 (Hexano:acetato de etila 50:50); [a]p -4,86. A
7-metdxi-8-(1',2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (15) foi elucidada com base nas
analises espectroscépicas de RMN de 'H, ™C uni- e bidimensionais, e confirmada por
cristalografia de Raio-X.

O espectro na regido do IV em pastilha de KBr apresentou como principais bandas a
presenca da lactona o, B insaturada (C=0, v 1724 cm™) e v 1603 cm™ (C=C).

O espectro de RMN de 'H (CDCl3) (Espectro 19, p. 145) apresentou dois pares de
dupletos centrados: dy.3 6,21 (1H, d, J34= 8,8 Hz) e 844 7,59 (1H, d, Js 3= 8,8 Hz); atribuidos
a uma ligacao dupla cis endociclica; 6u.5 7,39 (1H, d, Jsg = 8,0 Hz) e oy 6,85 (1H, d, Je5 =
8,0 Hz) tipicos de atomos de hidrogénio aromaticos orto relacionados. Estes dados
juntamente com os deslocamentos quimicos no espectro de RMN "*C (Espectro 20, p. 146),
definem a presenca do nucleo cumarinico. O espectro de RMN de 'H mostra ainda absorgéo
em 3,90 ppm (3H) referente a uma metoxila, um par de dupletos que absorvem em 6y 5,53 e
5,00 ppm com J = 9,16 Hz e integracdo de um atomo de hidrogénio cada, que s&o atribuidos
aos atomos de hidrogénio metinicos adjacentes H-1' e H-2’, dois singletos largos que
absorvem em 0y 4,82 e 4,93 ppm caracteristico de dois atomos de hidrogénio metilénicos de
C sp? H-4’. Trés singletos que absorvem em 1,51 ppm, 1,67 ppm e 1,71 ppm com integragdo
de trés atomos de hidrogénio cada, sdo atribuidos as metilas H-8, H-77 e H-%
respectivamente.

O espectro de RMN de "*C apresentou 18 sinais de carbono, numa regido espectral

entre 17,46 - 160,24 ppm observando-se que a estrutura € composta por 7 atomos de
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carbono quaternarios, 6 metinicos, 1 metilénico e 4 metilicos, em concordancia com a
estrutura proposta. Dos seis atomos de carbono metinicos, dois aparecem na regido de
carbono sp® ligados a oxigénio, os demais aparecem na regido espectral de aromaticos.
Observa-se um sinal de baixa intensidade com deslocamento quimico a 160,24 ppm
correspondente a uma carbonila.

O espectro de RMN bidimensional HMBC (Figura 4-5, p. 48) apresenta correlagdes
heteronucleares 'H-">C via acoplamento a longa distancia >*Jc.. Neste espectro, observou-
se correlagdes entre H-3 que absorve em & 6,26 ppm com o carbono C-2 (160,24 ppm) e
C-10 (112,98 ppm) respectivamente, correlagées entre o hidrogénio H-4 que absorve em
0 7,61 ppm e C-2 (160,24 ppm) e C-9 (153,90 ppm). O hidrogénio H-5 que absorve em
0 7,41 ppm do anel aromatico apresentou correlagdes com C-4 (143,54 ppm), C-7 (161,24
ppm) e C-9 (153,90 ppm) e o hidrogénio H-6 que absorve em & 6,87 ppm apresentou
correlagdo com C-10 (112,98 ppm) confirmando o nucleo cumarinico. O hidrogénio H-1" que
absorve em & 5,57 ppm apresentou correlagbes com C-7 (161,24 ppm) e C-9 (153,90 ppm)
confirmando a substituicdo em C-8

No espectro expandido HMBC (Figura 4-6, p. 49) observou-se as correlagdes entre
o singleto que absorve em & 3,93 ppm (CH30-) e C-7 (161,24 ppm) confirmando a posi¢cao
da metoxila. Observou-se correlagdes entre o hidrogénio H-5' que absorve em 17,46 ppm
com C-2’ (81,40 ppm); C-3’ (141,39 ppm) e C-4’ (113,34 ppm) o que a diferencia das metilas
geminais H-7' e H-8 do grupo acetal. Os atomos de hidrogénio metilicos H-7’ que absorvem
em 1,70 ppm correlacionam-se com o carbono C-6' que absorve 111,63 ppm € o carbono
C-8 que absorve em 0 27,29 ppm respectivamente, assim como o hidrogénio H-8' que
aparece em 1,54 ppm correlaciona-se com C-6’ (111,63 ppm) e C-7" (26,90 ppm).
Apresentou também correlagdes entre o hidrogénio H-4" que absorve em 4,96 ppm com o
carbono C-2’ que aparece em 81,40 ppm, definindo assim, a unidade prenil da cumarina.

Estes dados permitiram propor a estrutura (15), para uma nova cumarina cujas
atribuicdes dos valores dos deslocamentos quimicos com base nas analises
espectroscopicas de RMN 'H, "*C/DEPT, HMQC e HMBC séo listados na Tabela 4-12.

A obtengdo de monocristais permitiu a analise cristalografica definindo sua estrutura
de Raio-X e a configuracdo relativa dos atomos de carbono C-1° e C-2’. Assim a
identificagdo do composto (15) foi 7-metdxi-8-(1’,2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (RR
ou SS). O grupo espacial P-1 indica a presenga de um centro de inversdo na molécula,

sendo portanto, o cristal formado por uma mistura racémica.
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Esta nova estrutura foi considerada um artefato gerado por um possivel contato da

febalosina (2) ou murrangatina (2a), (p. 58) com acetona no preparo da coluna

cromatografica.

Tabela 4-12 — Dados de RMN de 'H, *C e HMBC da 7-metdxi-8-(1’,2’-acetal-3'-metil-3'-

butenil)-cumarina (15) em CDCl,.

5"C ppm 5 H (J, Hz) HMBC
2Jc:-H e 3JC-H
1 - - -
2 161,24 - -
3 113,18 6,26 (d, J34=8,8) C-2eC-10
4 143,54 7,61 (d, J45=8,8) C-2eC-9
5 129,25 7,41 (d, J56=8,0) C-4,C-7eC-9
6 107,94 6,87 (d, Js5=8,0) C-10
7 160,24 - -
8 111,63 - -
9 153,90 - -
10 112,98 - -
1 72,53 5,57 (d, J12=9,6) C-7eC-9
2 81,40 5,02 (d, J»1=9,6) -
141,39 - -
113,34 4,96 (s) e 4,85 (s) Cc-2
5 17,46 1,74 (s) C-2,C-3eC-4
6’ 109,44 - -
7 26,90 1,70 (s) C-6'eC-8
8’ 27,29 1,54 (s) C-6'e C-7’
CH;0-C7 56,47 3,93 (s) c-7
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Figura 4-5 - Espectro expandido de RMN 2D, heteronuclear **Jy.c, HMBC da 7-metoxi-8-
(1’,2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (15) emCDCIz; a 400 MHz.
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Figura 4-6 - Espectro expandido de RMN 2D, heteronuclear **Jy.c, HMBC da 7-metoxi-8-

(1°,2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (15) emCDCIz; a 400 MHz.

Figura 4-7 — Estrutura de Raio-X do composto 7-metoxi-8-(1’,2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-

cumarina (15).



Resultados e Discussdo 50

4.2 Isolamento e identificagcao dos constituintes de P. pulchella

Do EBDM de Polygala pulchella (folhas, caules e raizes), isolou-se pela primeira vez

duas xantonas, o que insere esta espécie na quimiotaxonomia do género.

4.2.1 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11)

(11)

A 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11) foi obtida do EBDM (Figura 5.3, p. 94). Apés
purificacdo por sucessivos fracionamentos em coluna de silica gel, o composto (11)
apresentou-se como um solido amarelo de Pf. 256-258 °C (Lit. 244 °C; Bashir et al., 1992b)
e Rf. 0,18 (Hexano:acetato de etila 50:50).

Sua identificagao foi realizada por comparacao com dados espectrais de IV e RMN
de "H e "*C com a xantona (11) isolada anteriormente de P. paniculata. No entanto, este é o

primeiro relato da 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona na espécie P. pulchella.

4.2.2 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona (16)

(16)

A 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona foi obtida do EBDM (Figura 5.3, p. 94).
Apéds purificacdo por sucessivas colunas cromatograficas, apresentou-se como um sélido
amarelo com ponto de fusdo 123-125 °C e Rf. 0,30 (Hexano: acetato de etila 80:20).

O espectro de massas (EI-MS) apresentou o ion molecular a m/z 272 [M]" que

juntamente com a analise dos espectros de RMN sugeriu a formula molecular C14HgOs.
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O espectro na regido do IV obtido em pastilha de KBr apresentou absor¢éo larga em
v 3474 cm™ para a hidroxila (OH), absor¢cdes em v 1684 cm™ para a carbonila conjugada
(C=0), v 1638 e 1472 cm™" para C=C dos anéis aromaticos.

Através da analise dos espectros de RMN de 'H e *C, uni- e bidimensionais, homo e
heteronucleares, foi possivel propor a estrutura da 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona
(16).

O espectro de 'H (CsDsN, Espectro 21, p.147) apresentou sinais referentes a quatro
atomos de hidrogénio aromaticos: um singleto que absorve em dy4 6,47 (1H, s) atribuido ao
H-4 e um sistema de spin aromatico definido pelos sinais: dye 7,54 (1H, dd, J = 7,70 e
1,10 Hz); dy7 7,30 (1H, t, J = 7,00 e 7,00 Hz); Ons 7,95 (1H, dd, J = 7,00 e 1,10 Hz)
sugerindo o anel B substituido em C-5. Adicionalmente foram observados sinais para o
grupo metilenodioxi em 6,11 ppm (2H, s, 2-OCH,0-3).

No espectro de RMN de "*C (Espectro 22, p. 148) observou-se 14 sinais de carbono
numa regido espectral compreendida entre 89,53 — 182,06 ppm, sendo nove carbonos
quaternarios, quatro metinicos, e um carbono metilénico. Observou-se um sinal de baixa
intensidade com deslocamento quimico igual a 182,06 ppm, correspondente a uma
carbonila. O carbono metilénico ligado a dois atomos de oxigénio que faz parte do anel A,
aparece com deslocamento quimico em 103,20 ppm, foi confirmado pelo DEPT 135°
(Espectro 23, p. 149).

As correlagdes "H-">C do tipo HETCOR via "Jc, (Figura 4-8, p. 53) possibilitou a
confirmacao dos deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados H-6 (7,54 ppm) com
C-6 (121,38 ppm), H-7 (7,30 ppm) com C-7 (124,55 ppm) e H-8 com C-8 (115,42 ppm).

No espectro de COSY (correlagdo 'H-'H) (Figura 4-9, p. 54) pode-se observar
somente as correlagbes entre os atomos de hidrogénio H-7 com H-6 e H-8. Essas
informacgdes confirmando o anel B substituido em C-5.

O espectro bidimensional heteronuclear HMBC (Figura 4-10, p. 55) apresenta
correlagdo 'H-">C via acoplamento & longa distancia >*Jc. Neste espectro, observou-se as
seguintes correlagdes: os atomos de hidrogénio do grupo metilenodioxi (O-CH,-O) que
absorve em 6,11 ppm com os atomos de carbono C-3 (155,58 ppm) e C-2 (130,29 ppm);
enquanto que o hidrogénio H-4 que absorve em 6,47ppm correlaciona-se com os atomos de
carbono C-2 (130,26 ppm), C-3 (155,58 ppm), C-4a (153,58 ppm) e C-8b (105,80 ppm).
Observou-se também correlagbes do hidrogénio H-6 que absorve em 7,54 ppm com o
carbono que aparece em 115,04 ppm (C-8); o hidrogénio H-7 que absorve em 7,30 ppm com

os carbonos que aparecem em 147,63 ppm (C-5) e 121,19 ppm (C-6); e o hidrogénio H-8
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que absorve em 7,95 ppm apresentou correlagio com C-6 (121,19 ppm) e C-4b
(146,29 ppm).

Estas analises espectroscopicas nos permitiram propor a estrutura (16) como sendo
1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona. Uma vasta busca na literatura (sciencedirect, web of
science, SciFinder Scholar, entre outros sites de busca) até a presente data, mostra que a
xantona (16) trata-se de uma estrutura inédita.

A Tabela 4-13 mostra as atribuicdes para os valores de "*C/DEPT e 'H com as

correlagdes heteronucleares observadas.

Tabela 4-13 - Dados de RMN de "*C, 1H e HMBC da 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona
(16) em C5D5N.

5 *C (ppm) 5'H (J, Hz)/HMQC HMBC
?dene *Jon
1 143,45 - -
2 130,26 - -
3 155.58 - -
4 89,53 6,47 (s) C-2, C-3, C-4a, C-8b
4a 153,58 - -
4b 146,29 - -
147,63 - -
121,19 7,54 (dd, Js7 =7,70 € Jgg = C-8
1,10)
7 124,55 7,30 (t, J;s=7,70 e C-5, C-6
J7s=7,70)
8 115,04 7,95 (dd, Jg7=7,70 € Jgg = C-4b, C-6
1,10)
8a 121,38 - -
8b 105,80 - -
9 182,06 - -
OH - a -
(quelado)
OCH,0 103,20 6,11 (s) C-3,C-2

@ Valor ndo observado
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Figura 4-8 — Espectro expandido de RMN 2D, heteronuclear HETCOR da 1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona (16) em CsDsN a 100 MHZ.
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Figura 4-9 — Espectro expandido de RMN 2D, homonuclear 'H-'H, COSY da 1,5-dihidroxi-
2,3-metilenodioxixantona (16) em CsDsN a 400 MHZ.
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Figura 4-10 - Espectro expandido de RMN 2D, heteronuclear 23 Jo.y HMBC da 1,5-dihidroxi-

2,3-metilenodioxixantona (16) em CsDsN a 400 MHZ.
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4.3 Estudo da Reatividade Quimica da Febalosina (2)

Os procedimentos utilizados para a obtencdo e armazenamento de extratos de
plantas, bem como os procedimentos de fracionamento e isolamento de produtos naturais
podem favorecer a ocorréncia de reacdes quimicas envolvendo metabdlitos secundarios,
resultando na formacdo dos chamados artefatos de isolamento. Entre os processos
responsaveis pela formacao de artefatos, destacam-se as reagdes térmicas e as reacdes de
solvélise (Asfaw et al., 2001). Na suspeita de obtengcdo de um artefato, o pesquisador deve
realizar procedimentos que conduzam a caracterizacdo do mesmo ou a verificacdo da
estabilidade do respectivo produto natural. Assim, reacbes quimicas estratégicas e até
mesmo a sintese total devem ser providenciadas (Hussain e Leonard, 1987).

Desta forma, a formagé&o de artefatos de isolamento referentes a febalosina (2), uma
epoxi prenil cumarina encontrada em espécies da familia Polygalaceae, foi avaliada. Na
espécie P. paniculata, a febalosina é relativamente abundante (0,05% da planta fresca) e
facilmente extraida com hexano. Porém quando o extrato bruto for obtido com solventes
préticos, tal como, etanol ou metanol, a febalosina nao é isolada. Isso provavelmente ocorre
devido ao ataque nucleofilico do solvente prético as posi¢cdes C-1’ e/ou C-2’, em presenca
de silica, resultando na abertura do anel epdxido durante o processo de isolamento.

Desta forma, planejou-se um estudo da reatividade da febalosina preparando uma
série de modificagbes estruturais envolvendo a abertura do anel epdxido através de reagbes
de substituicdo nucleofilica utilizando diferentes nucledfilos conforme mostrado no esquema
da Figura 4-11.

Recentemente, as cumarinas e seus derivados estdo sendo amplamente estudados
devido ao interesse por novos heterociclicos com potentes atividades biolégicas as quais se
destacam a atividade antiinflamatéria e analgésica, além de possuirem baixa toxicidade
(Ghate, 2005; Manolov, 2006).
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Figura 4-11 — ModificagGes estruturais da febalosina usando a abertura do anel epoxido com

diferentes nucledfilos.
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4.3.1 Reacgao da febalosina (2) com H,O

gilica, THyla,
agitatacdo, HC)

(equagao-1)

A febalosina (2) foi tratada com agua e silica gel sob agitacdo sendo parcialmente
(19%) convertida no dihidroxiderivado 2a, que apresentou-se na forma de um soélido branco
com Pf. 135-136 °C (Lit. 135-136 °C; Hamburger, 1985); Rf. 0,38 (CCD, ACOEt 100%);
[a]o +16,11 (CH,CI,).

O espetro na regido do IV em pastilha de KBr apresentou o aparecimento de
absorcdo intensa de hidroxila em v 3384 cm™, evidenciando a abertura do anel epéxido,
mantendo as demais absorg¢des caracteristicas da cumarina.

O espectro de RMN 'H (Espectro 24, p. 150) do produto da reagdo (equacdo-1)
manteve as absor¢des caracteristicas do nucleo cumarinico: dy3 6,26 (1H, d, J = 9,6 Hz);
On4 7,63 (1H, d, J = 9,6 Hz); &4 7,40 (1H, d, J = 8,8 Hz); &4 6,88 (1H, d, J = 8,8 Hz),
juntamente com um singleto em 3,97 ppm do grupo metoxila (C7-OCHs;). Na metade prenil,
observou-se o deslocamento dos atomos de hidrogénio H-1’ € H-2’ de 3,92 ppm e 3,99 ppm
(epdxido) para 5,31 ppm (1H, d) e 4,53 ppm (1H, d, J = 8,4 Hz) respectivamente, devido a
formagédo do diol derivado. As absor¢des dos atomos de hidrogénio H-4 e H-5 foram
observadas em 4,59 ppm (1H, s); 4,65 ppm (1H, s) e 1,77 ppm (3H, s) respectivamente.
Todos os sinais dos atomos de hidrogénio da estrutura 2a sdo encontrados na Tabela 4-14
(p. 65).
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4.3.2 Reacgao da febalosina (2) com metanol e metoxido de sédio

e CH

zilica, CHallg,
agitstagdo. HCI

(equagao-2)

(equagao-3)

59

A cumarina febalosina € uma cumarina C-prenilada possuindo um anel epéxido. A

abertura deste anel juntamente com adicdo de um substituinte através de reagbes de

substituicdo nucleofilica pode ocorrer de duas maneiras distintas, Sy1 e Sy2. Isso é

observado quando se submete a reacdo da febalosina sob duas condigbes reacionais

distintas:

1. Quando a febalosina é dissolvida em CH,Cl, e submetida a reacdo com

MeOH, utilizando-se silica, agitacdo magnética e gotas de HCI, a reagéo é

lenta e ocorre a formacao de uma mistura estereocisomérica como mostrado

na equacao-2. Isso s6 é explicado através da formagdo de um intermediario

carbocation estavel alilico, tipico de reacdes que se processa via mecanismo

Sn1.

2. Quando se utiliza MeO™ Na" (equagdo-3), a reagdo € rapida e ocorre a

formacédo de apenas um produto, indicando que a reagido se processa via

Sn2. Neste caso, o nucledfilo MeO' se liga regioseletivamente ao C-2’ devido

provavelmente ao maior impedimento estérico do nucleo cumarinico sobre o

C-1.
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A febalosina (2) foi tratada com metanol e silica gel (equagéo-2) sob agitacdo sendo
parcialmente (25%) convertida nos metoxiderivados 2b/2c.

Porém, quando a febalosina foi tratada com MeO Na® (equagdo-3), a reagdo &
rapida e o rendimento melhorou consideravelmente (71%). Neste caso, o nucledfilo MeO™ se
liga regioseletivamente ao C-2’ devido provavelmente ao maior impedimento estérico do
nucleo cumarinico sobre o C-1’.

O composto 2b apresentou-se na forma de sélido branco, com Pf. 140-142 °C, e
Rf. 0,24 (CCD, hexano:acetato de etila 50:50); [a]p -18,69 (CH.Cl,) (equagao-3).

O espetro na regido do IV em pastilha de KBr apresentou o aparecimento de
absorcdo intensa de hidroxila em v 3476 cm™, evidenciando a abertura do anel epéxido,
mantendo as demais absorg¢des caracteristicas da cumarina.

O espectro de RMN 'H (Espectro 25, p. 151) do produto da reagéo 2b (equagéo-3)
manteve as absorg¢des caracteristicas do nucleo cumarinico: dy3 6,24 (1H, d, J = 9,6 Hz);
Ona 7,87 (1H, d, J = 9,6 Hz); d45 7,57 (1H, d, J = 8,8 Hz); duys 7,05 (1H, d, J = 8,8 Hz),
juntamente com a metoxila em 3,93 ppm (C7-OCHs).

Na metade prenil, observou-se o deslocamento dos atomos de hidrogénio H-1’ e
H-2' de 3,92 e 3,99 ppm (epodxido) para 4,65 ppm (1H, d, J = 2,0 Hz) e 4,51 ppm (1H, d,
J = 2,0 Hz) respectivamente, devido a formagédo do metoxiderivado.

As absorgdes dos atomos de hidrogénio H-4’ e H-5’ foram observadas em 4, 87 ppm
(1H, s); 5,02 ppm (1H, s) e 1,59 ppm (3H, s) respectivamente. A metoxila do grupo prenil foi
caracterizada pela absor¢ao em 3,25 ppm (3H, s). Todos os sinais dos atomos de

hidrogénio da estrutura 2b/2c sao encontrados na Tabela 4-14 (p. 65).

4.3.3 Reacao da febalosina (2) com etanol

zilica, CHaCy,
agit atagdo HCI

(equagao-4)
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A febalosina foi tratada com etanol e silica gel sob agitacdo sendo parcialmente
(26%) convertida nos etoxiderivados 2d/2e, que apresentou-se na forma de sélido branco,
com Pf. 130-131 °C, com Rf. 0,32 (CCD, Hexano:acetato de etila 50:50).

O espetro na regido do IV em pastilha de KBr apresentou o aparecimento de
absorcdo intensa de hidroxila em v 3473 cm™', evidenciando a abertura do anel epoéxido,
mantendo as demais absorgdes caracteristicas da cumarina.

O espectro de RMN 'H (Espectro 26, p. 152) do produto da reagdo (equacido-4)
manteve as absorc¢des caracteristicas do nucleo cumarinico: dy3 6,26 (1H, d, J = 9,6 Hz);
On4 7,62 (1H, d, J = 9,6 Hz); 0.5 7,40 (1H, d); du6 6,86 (1H, d, J = 7,0 Hz), juntamente com
um singleto em 3,92 ppm do grupo metoxila (C7-OCHs).

Na metade prenil, observou-se o deslocamento dos atomos de hidrogénio H-1" e
H-2' de 3,92 e 3,99 ppm (epodxido) para 5,14 ppm (1H, d, J = 7,2 Hz) e 4,91 ppm (1H, d)
respectivamente, devido a formagao do etdxi derivado.

As absor¢des dos atomos de hidrogénio H-4’ e H-5’ foram observadas em 4,63 ppm
(1H, s); 4,69 ppm (1H, s) e 1,69 ppm (3H, s) respectivamente. Também se observou o
aparecimento dos sinais 1,18 ppm (3H, t) e em 3,44 ppm (2H, m) do grupo etéxido
(-OCH,CH3;). Todos os sinais dos atomos de hidrogénio da estrutura 2d/2e sdo encontrados
na Tabela 4-14 (p. 65).

4.3.4 Acetilagao da febalosina (2)

SE—"
A, acético
Anid . acético

Lt P

(equacgao-5)

A febalosina foi tratada com acido acético e anidrido acético sob agitacdo sendo
parcialmente (65%) convertida no diacetil derivado 2f, que se apresentou na forma de solido
branco, com Pf. 120-121 °C, com Rf. 0,40 (CCD, Hexano:acetato de etila 50:50).

O espetro na regido do IV em pastilha de KBr ndo apresentou absor¢ado de hidroxila,

e manteve as demais absor¢des caracteristicas da cumarina.
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O espectro de RMN 'H (Espectro 27, p. 153) do produto da reagdo (equagdo-5)
manteve as absor¢des caracteristicas do nucleo cumarinico: dy3 6,57 (1H, d, J = 8,0 Hz);
Ons 7,54 (1H, d, J = 8,0 Hz); 05 7,33 p (1H, d, J = 8,0 Hz); dn6 6,74 (1H, d, J = 8,0 Hz),
juntamente com a metoxila em 3,82 ppm (C7-OCHs).

Na metade prenil, observou-se o deslocamento dos atomos de hidrogénio H-1" e
H-2' de 3,92 e 3,99 ppm (epodxido) para 6,08 ppm (1H, d, J = 12,0 Hz) e 5,99 ppm (1H, d,
J = 12,0) respectivamente, devido a formacido do diacetil derivado. As absor¢cbées dos
atomos de hidrogénio H-4’ e H-5" foram observadas em 4,57 ppm (1H, s); 4,76 ppm (1H, s) e
1,48 ppm (3H, s) respectivamente. A diacetilacdo é confirmada pela presencga dos sinais em
1,87 ppm (3H, s) e em 1,92 ppm (3H, s) referente aos grupos acetil, e pela desprotecdo dos

atomos de hidrogénio H-1’ e H-2'.

4.3.5 Reacgao da febalosina com isopropoxido de sédio

CHLO (0] 0
izopropdxido de sodio
2 HO

(equagao-6)

Neste caso, primeiramente preparou-se a reacao da febalosina dissolvida em CH,Cl,
com isopropanol, silica e agitagdo magnética e aquecimento controlado (45 °C) por sete
dias, sendo que nao ocorreu a reacido nestas condicdes. Isso se deve provavelmente a
baixa reatividade do isopropanol como nucledfilo, aliado ao impedimento estérico dos
reagentes. Preparou-se entdo o isopropoxido de sddio, onde a reagdo ocorreu rapidamente
resultando em 44% de conversao no respectivo derivado isopropdxi 2g que se apresentou
na forma de um sodlido amarelo claro, com Pf. 101-103 °C, com Rf. 0,48 (CCD,
Hexano:acetato de etila 50:50).

O espetro na regido do IV em pastilha de KBr apresentou o aparecimento de
absorgao de hidroxila em v 3557 cm™, evidenciando a abertura do anel epéxido, mantendo

as demais absorcdes caracteristicas da cumarina.
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O espectro de RMN 'H (Espectro 28, p. 154) do produto da reagdo (equacao-6)
manteve as absorc¢des caracteristicas do nucleo cumarinico: dy3 6,26 (1H, d, J = 9,6 Hz);
Ons 7,62 (1H, d, J = 9,6 Hz); d45 7,39 (1H, d, J = 8,8 Hz); dys 6,86 (1H, d, J = 8,8 Hz),
juntamente com a metoxila em 3,93 ppm (C7-OCHs).

Na metade prenil, observou-se o deslocamento dos atomos de hidrogénio H-1" e
H-2' de 3,92 e 3,99 ppm (epoxido) para 4,83 ppm (1H, d, J = 8,4 Hz) e 4,65 ppm (1H, d,
J = 8,4 Hz) respectivamente, devido a abertura do anel. As absor¢cées dos atomos de
hidrogénio H-4’ e H-5’ foram observadas em 3,86 ppm (1H, s); 3,97 ppm (1H, s) e 1,70 ppm
(3H, s) respectivamente. A insercdo do grupo isopropoxi ficou evidenciada pelo
aparecimento do grupo de sinais em 1,01 ppm (3H, d), 1,24 ppm (3H, d) e em 3,54 ppm
(1H, m). Todos os sinais dos atomos de hidrogénio da estrutura 2g sdo encontrados na
Tabela 4-14 (p. 65).

4.3.6 Reacao da febalosina com n-butéxido de sédio

m-butdxido de sddia CHzO o o

o=
’ i

(equagao-7)

Esta reacao foi primeiramente realizada, dissolvendo-se a febalosina em CH,Cl,,
n-butanol, silica e agitagdo magnética e aquecimento controlado (45 °C) por sete dias,
sendo que néo ocorreu a reagao nestas condi¢cdes. No entanto, o tratamento da febalosina
com n-butdxido de sédio resultou rapidamente no 2’-n-butéxido 2h que se apresentou na
forma de um sélido amarelo claro (38%), com Pf. 97-99 °C, com Rf. 0,52 (CCD,
Hexano:acetato de etila 50:50).

O espetro na regido do IV em pastilha de KBr apresentou o aparecimento de
absorcao de hidroxila em v 3435 cm™', evidenciando a abertura do anel epéxido, mantendo
as demais absorgdes caracteristicas da cumarina.

O espectro de RMN 'H (Espectro 29, p. 155) do produto da reagdo (equacéo-7)

manteve as absor¢des caracteristicas do nucleo cumarinico: dy3 6,26 (1H, d, J = 9,2 Hz);



Resultados e Discussdo 64

Ona 7,67 (1H, d, J = 9,2 Hz); b4 7,45 (1H, d, J = 8,8 Hz); dus 6,99 (1H, d, J = 8,8 Hz),
juntamente com a metoxila em 3,93 ppm (C7-OCHj).

Na metade prenil, observou-se o deslocamento dos atomos de hidrogénio H-1' e
H-2' de 3,92 e 3,99 ppm (epodxido) para 5,14 ppm (1H, d, J = 8,8 Hz) e 4,92 ppm (1H, d,
J = 8,8 Hz) respectivamente. As absor¢cbes dos atomos de hidrogénio H-4’ e H-5" foram
observadas em 4, 62 ppm (1H, s); 4,69 ppm (1H, s) e 1,71 ppm (3H, s) respectivamente.
Também se observou o aparecimento dos sinais 0,82 ppm (3H, t), 1,31 ppm (2H, m),
1,53 ppm (2H, m) e 3,33 ppm (2H, t) do grupo n-butéxido (-OCH,CH,CH,CHj3). Todos os

sinais dos atomos de hidrogénio da estrutura 2h sdo encontrados na Tabela 4-14 (p. 65).
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Tabela 4-14 - Dados de RMN 'H (CDCl; a 400 MHz) da febalosina e seus derivados.
H 2 2a 2b 2d 29 2h
1 - - - - - -
2 - - - - - -
6,26 (d, 6,26 (d, 6,24 (d, 6,26 (d, 6,26 (d, 6,26 (d,
J=9,6 Hz)  J=9,6 Hz) J=9,6 Hz) J=9,6 Hz) J=9,6 Hz) J=9,2 Hz)
4 7,62 (d, 7,63 (d, 7,87 (d, 7,62 (d, 7,62 (d, 7,67 (d,
J=9,6 Hz)  J=9,6 Hz) J=9,6 Hz) J=9,6 Hz) J=9,6 Hz) J=9,2 Hz)
5 7,42 (d, 7,40 (d, 7,57 (d, 7,40 7,39 (d, 7,45 (d,
J=8,8 Hz)  J=8,8 Hz) J=8,8 Hz) J=8,8 Hz) J=8,8 Hz)
6 6,87 (d, 6,88 (d, 7,05 (d, 6,86 (d, 6,86 (d, 6,99 (d,
J=8,8 Hz)  J=8,8 Hz) J=8,8 Hz) J=7,0 Hz) J=8,8 Hz) J=8,8 Hz)
C-7-OCH; 3,97(s) 3,97 (s) 3,93 (s) 3,92 (s) 3,93 (s) 3,93 (s)
8 - - - - - -
1’ 3,99 (d) 5,31 (d) 4,65 (d, 5,14 (d, 4,83 (d, 5,14 (d,
J=2,0 Hz) J=7,2 Hz) J=8,4 Hz) J=8,8 Hz)
2 3,92 (d, 4,53 (d, 4,51 (d, 4,91 (d) 4,65 (d, 4,92 (d,
J=2,0 Hz) J=8,4 Hz) J=2,0 Hz) J=8,4 Hz) J=8,8 Hz)
3’ - - - - - -
4 5,08 (s) 4,59 (s) 4,87 (s) 4,63 (s) 3,86 (s) 4,62 (s)
4 5,30 (s) 4,65 (s) 5,02 (s) 4,69 (s) 3,97 (s) 4,69 (s)
5 1,87 (s) 1,77 (s) 1,59 (s) 1,69 (s) 1,70 (s) 1,71 (s)
OCH; - - 3,25 (s) - - -
OCH,CH; - - - 1,18 (3H,t) - -
3,44 (2H,m)
OCH(CH;), - - - - 1,01(3H,d)
1,24(3H,d)
3,54(1H,m)
O(CH,);CH; - - - - - 0,82(3H,t)
1,31(2H,m)
1,53(2H,m)

3,33(2H,1)
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4.4 Avaliagao da atividade biolégica

Polygala paniculata

o Neuroprotecdo no modelo de neurotoxicidade induzida pelo metilmercurio
(MeHg).

e Atividade antinociceptiva nos modelos:
a) Nocicepcao induzida pela injecao intraperitoneal de acido acético.
b) Nocicepc¢ao induzida pela injeg¢ao intraplantar de capsaicina.
c) Nocicepgao induzida pela injecao intraplantar de glutamato.

e Atividade antiinflamatéria no modelo de edema de pata induzido pela
carragenina.

e Atividade gastroprotetora no modelo de:
Lesao gastrica aguda induzida pelo etanol.

¢ Atividade antifungica.

e Toxicidade frente a Artemia salina.

Polygala pulchella

e Atividade ansiolitica no modelo de labirinto em cruz elevado.
e Atividade antidepressiva nos modelos:

a) Teste do nado forgado.

b) Teste da suspensao da cauda.
¢ Atividade antifungica.

e Toxicidade frente a Artemia salina.
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Polygala paniculata
4.4.1 Neurotoxicidade induzida por MeHg (EBEtOH de P. paniculata, Método B)

Metilmercurio (MeHg) € um poluente ambiental muito perigoso. Devido a sua alta
lipofilicidade é altamente neurotdxico, conduzindo a deficiéncias neurolégicas em seres
humanos e animais (Clarkson et al.,, 2003). Apesar da neurotoxicidade causada pelo
envenenamento por MeHg ser amplamente relatada, ainda ndo se conhece um tratamento
efetivo no combate ao seu efeito toxico. O tratamento classico de desintoxicacio é feito
com agentes quelantes que auxiliam na eliminagdo do mercurio dos tecidos. Entretanto,
esses farmacos sdo de uso limitado devido aos efeitos adversos, como, disturbios
hematopoiéticos e desequilibrio no metabolismo celular (Tchounwou et al., 2003).

A busca de tratamentos mais eficazes para o envenenamento causado por MeHg e
os possiveis efeitos benéficos relatados com plantas do género Polygala em condigdes
neuropatologicas (Park et al., 2002; Lee et al., 2004; Lin et al., 2005), contribuiram para a
realizacao deste estudo.

A atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR), bem como conteldo de tidis ndo-protéicos (NPSH) e substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) foram avaliados no cértex cerebral e cerebelo, em
camundongos. O desempenho dos animais no teste do rota-rod foi determinado para

detectar possiveis deficiéncias motoras induzidas pela exposicdo ao MeHg.

4.4.1.1 Atividade enzimatica da glutationa peroxidase e glutationa redutase no cértex

cerebral e cerebelo de camundongos

A exposicao ao MeHg diminui a atividade da glutationa peroxidase (GPx) no cortex
cerebral em 40% e no cerebelo em 30%. Este fendbmeno foi prevenido pela administragcao do
EBEtOH (100 mg/Kg) de P. paniculata. Além disso, a exposicdo ao MeHg aumentou a
atividade da glutationa redutase (GR) no cértex cerebral em 20% e no cerebelo em 34%.

Entretanto, o extrato de P. paniculata reduziu o efeito somente no cerebelo (Tabela 4-15).

Neurotoxicidade: E a qualidade de produzir um efeito venenoso ou letal sobre o tecido nervoso.

(http://www.tudosobreela.com.br/oqueeela/sistemanervoso 04.shtml?sessao=osistema).
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Tabela 4-15 — Efeito do MeHg e EBEtOH de P. Paniculata no tratamento da (GPx) e (GR)

no coértex cerebral e cerebelo em camundongos.

Atividade enzimatica Controle MeHg EBEtOH MeHg +
EBEtOH

Glutationa peroxidase

(GPx)

Cértex cerebral 23,5+1,32 14,9+0,7° 24,7 + 2,28 22,6 £ 0,92

Cerebelo 31,0 £ 2,6 21,419 278+£39*° 27,3+25%"

Glutationa redutase (GR)

Cortex cerebral 335+1,48  415+14°° 389+35"°  46,0%1,9°

Cerebelo 72,3+ 1,62 99,8 +9,8° 83,1+4,12 77,1 +242

Os dados sao representados por mU/mg.

A exposicdo ao Metilmercurio (MeHg) também aumentou o nivel de substancias

reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Figura 4-12) em ambas estruturas encefalicas

(41% para cortex cerebral (A) e 48% para cerebelo (B)). Observou-se que as membranas

foram protegidas da peroxidacgao lipidica induzida pelo MeHg no grupo que foi tratado com

EBEtOH de P. Paniculata (100 mg/Kg).

H Controle
A MeHg
b Polygala

OMeHg + Polygala

TBARS

Tratamento

24 4

18 4

TBARS

12 4

W Controle
MeHg

-

Polygala
O MeHg + Polygala

Tratamento

Figura 4-12 — Efeito de MeHg e EBEtOH de P. Paniculata em niveis de TBARS no cértex

cerebral e cerebelo de camundongos.
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A Tabela 4-16 descreve o desempenho dos camundongos no teste do rota-rod antes
e depois de 2 semanas de tratamento. A deficiéncia na coordenagcao motora foi observada
pela exposi¢cao dos animais ao MeHg. No entanto, o tratamento com o EBEtOH (100 mg/Kg)
foi capaz de reverter completamente a deficiéncia na coordenacido motora induzida pelo
MeHg.

Tabela 4-16 — Efeito do MeHg e do EBEtOH de P. paniculata na coordenagdo motora no

teste do rota-rod

Teste Controle MeHg EBEtOH MeHg + EBEtOH
Fase 1 51,1+54 60,0+ 0 55,8 £ 4,1 53,4 +4,3
Fase2 60,0+ 0 32,3+8,0 60,0+ 0 50,0 £ 6,7

Fase 1 e fase 2 representam o tempo que os animais permanecem no teste do rota-

rod antes e depois do periodo de tratamento, respectivamente, em segundos.

Varios estudos mostram que a exposi¢cao ao metilmercurio assim como aos vapores
de mercurio causam efeitos neurotoxicos nocivos a homens e animais (Clarkson et al.,
2003). Os resultados apresentados mostram o efeito neuroprotetor do EBEtOH de
P. paniculata contra neurotoxicidade induzida pelo MeHg em camundongos. Em adicéo,
alguns estudos tém relatado importantes efeitos farmacolégicos de extratos ou compostos
isolados de plantas do género Polygala (Park et al., 2002; Lee et al., 2004; Lin et al., 2005),

porém evidéncias sobre seus possiveis efeitos adversos sao raros.

4.4.2 Atividade antinociceptiva (P. paniculata)

A dor é um sintoma de muitas desordens clinicas e afeta grande parte da populagao.
Ela é uma caracteristica cardinal dos mecanismos protetores fisioldgicos normais e uma das
suas fungdes é preservar o organismo, evitando o dano tecidual (Dray, 1997). Além de
envolver um estimulo potencialmente nocivo, a dor tem uma conotagdo individual e é
representada por uma experiéncia subjetiva, incluindo componentes afetivos e emocionais,
que amplificam ou diminuem a sensagao dolorosa (Almeida et al., 2004).

Neste sentido, o termo nocicepcgao refere-se a manifestagdes neurofisioldgicas, que
€ 0 conjunto das percepgdes de dor que somos capazes de distinguir, gerada por estimulos
nocivos (calor, pressdo, corte), ou ainda, quando uma doenga provoca dano no tecido;

geralmente é associada com inflamacao do tecido danificado (Russo e Brose, 1998).
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4.4.2.1 Nocicepgao induzida pela injegcao intraperitoneal de acido acético (0,6%) em

camundongos

A Figura 4-13 mostra que o EBEtOH quando administrado por via oral, foi capaz de
reduzir, de forma dose dependente, as contor¢gdes abdominais induzidas pela injegao
intraperitoneal de acido acético em camundongos. O valor médio da Dlsy foi de 24,8
(18,3 — 33,5) mg/kg, com uma inibigao de 90 4% na dose de 200 mg/kg.
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Figura 4-13 — Efeito do EBEtOH sobre as contor¢gdes abdominais induzidas por &acido
acético. Cada grupo representa a média de 6-12 animais, e as barras verticais o E.P.M (Erro padrao
da média). As barras abertas representam o EBEtOH e a barra fechada (C) representa o veiculo. Na
analise estatistica, foi considerado significante **P< 0,01 e ***P< 0,001 quando comparado ao grupo

controle (C).

4.4.2.2 Nocicepgao induzida pela administragdo intraplantar de capsaicina em

camundongos.

O resultado apresentado na Figura 4-14 mostra que o EBEtOH (0,01-10 mg/kg),
quando administrado por via oral, foi capaz de inibir de forma significativa a nocicepcao de
origem neurogénica causada pela capsaicina, somente na dose de 1,0 mg/kg com inibicdo
de 50 +3%.
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Figura 4-14 — Efeito do EBEtOH sobre a nocicepgao induzida pela capsaicina. Cada grupo
representa a média de 6 - 12 animais e as barras verticais o E.P.M (Erro padrao da média). As barras
abertas representam o EBEtOH e a barra fechada (C) representa o veiculo. Na analise estatistica foi
considerado nao significante P > 0,05 e significante **P < 0,01 quando comparado ao grupo controle
(C).

4.4.2.3 Efeito do EBEtOH e dos compostos isolados, febalosina (2), aurapteno (1) e
rutina (9) sobre a nocicepg¢ao induzida pela inje¢ao intraplantar de glutamato

em camundongos

Os resultados apresentados na Figura 4-15 mostram que o EBEtOH, quando
administrado por via oral, causou uma inibicdo de forma dose dependente, da nocicepgao
induzida pela injecao intraplantar de glutamato em camundongos, porém sem interferir com
0 edema produzido pela mesma. O valor médio da Dls, foi de 0,0084 (0,0077 — 0,0092)
mg/kg, apresentando IM de 72 + 3% para a dose de 1,0 mg/kg.
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Figura 4-15 — Efeito do EBEtOH na nocicepgao induzida pela administragao intraplantar de
glutamato. Cada grupo representa a médiade 6 - 12 animais e as barras verticais o E.P.M. As barras
abertas representam o EBEtOH e a barra fechada (C) representa o veiculo. Na analise estatistica foi
considerado néo significante P > 0,05 e *P < 0,05; ***P < 0,001, significante quando comparado ao

grupo controle (C).



Resultados e Discussdo 72

A Figura 4-16 mostra que, dos compostos isolados de P. paniculata que foram
testados na nocicepgao induzida pela injecao intraplantar de glutamato, somente a rutina (C)
apresentou atividade antinociceptiva de forma dose dependente, com uma Dls, de 10,98
(7,80-15,45) e inibicdo maxima de 82 * 7% para a dose de 100 mg/kg. No entanto, a
febalosina (A) apresentou atividade antinociceptiva somente na dose de 10 mg/kg, i.p., com
inibicdo de 64 + 12%. O mesmo ocorreu com a cumarina aurapteno (B), que apresentou
efeito inibitério somente na dose de 100 mg/kg, com inibicédo de 71 + 7%.
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Figura 4-16 - Efeito da febalosina (A), aurapten (B) e rutina (C), em relagdo a nocicepgao
induzida pela administragao intraplantar de glutamato. Cada grupo representa a média de 6 — 12
animais e as barras verticais o E.P.M. As barras abertas representam os compostos e a barra
fechada (C) representa o veiculo. Na anadlise estatistica foi considerado n&o significante P > 0,05 e

*P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001, significante quando comparado ao grupo controle (C).

4.4.2.4 Curva tempo-resposta do EBEtOH no modelo de nocicep¢ao induzida pela

administracao intraplantar de glutamato (10 pmol/pata) em camundongos.

A Figura 4-17 mostra que o EBEtOH, quando administrado na dose de 0,1 mg/kg,
por via oral, 1 hora antes, foi capaz de inibir de forma significativa a nocicep¢do causada
pela injecdo intraplantar de glutamato. Os resultados demonstram que a atividade
antinociceptiva do extrato foi mantida até a oitava hora, sendo mais pronunciada da primeira
a quarta hora.
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Figura 4-17 - Curva tempo-resposta do EBEtOH no modelo de nocicepgdo induzida pela
administragéo intraplantar de glutamato. Cada grupo representa a médiaterro padrdo da média de
6 -12 animais e as barras verticais o E.P.M. Os circulos abertos representam o EBEtOH e os circulos
fechados representam o veiculo. Na anadlise estatistica foi considerado nao significante P > 0,05 e

*P < 0,05; ***P < 0,001, significante quando comparado ao grupo controle (C).

4.4.3 Atividade Antiinflamatéria do EBEtOH de P. paniculata

A inflamagao caracteriza-se por um fendmeno complexo multimediado. Ela € uma
resposta desencadeada por traumas, lesdes teciduais e invasdo por agentes infecciosos,
com a finalidade de eliminar microrganismos ou outros agentes irritantes e potenciar o
reparo tecidual (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

4.4.3.1 Efeito do EBEtOH no edema de pata induzido pela injegcdo intraplantar de

carragenina, em ratos.

A Figura 4-18 mostra que o EBEtOH quando administrado por via oral foi capaz de
reduzir o edema de pata causado pela administragdo intraplantar de carragenina (300
Mg/sitio), na segunda hora apés a inje¢ao do agente flogistico, somente nas doses de 30 e
300 mg/kg com inibicdo maxima de 43+12% e 58+13%, respectivamente para as doses de
30 e 300 mg/kg.
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Figura 4-18 - Efeito do EBEtOH sobre o edema de pata causado pela administragdo
intraplantar de carragenina. Os pontos representam a média de 8 animais e as barras verticais o

E.P.M (erro padrdo da média). Na analise estatistica P > 0,05 foi considerado nao significante e

*P < 0,05 significante, quando comparado ao grupo controle carragenina.

4.4.4 Atividade gastroprotetora do EBEtOH de P. paniculata

A Ulcera é formada quando ocorre um desequilibrio entre os fatores agressivos
luminais (acido cloridrico e pepsina) e fatores de defesa da mucosa (secregdo de muco e
bicarbonato, prostaglandinas, fluxo sangliineo e migracao de granulécitos), ocasionando
irritacao, ulceragao da mucosa e sangramento (Wallace, 2001).

4.4.4.1 Efeito do EBEtOH sobre as lesdes gastricas agudas induzidas por etanol 70%

em ratas.

A Figura 4-19 mostra a atividade gastroprotetora do EBEtOH, quando administrado
por via oral nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg (A), e por via intraperitoneal (B) nas doses de
3, 10 e 30 mg/kg. Quando administrado por via oral, o EBEtOH, foi capaz de reduzir o indice
de ulceras apresentando Dlsy de 101,6 (78,8-130,8) mg/kg com inibicao maxima de 97+1%.
Quando administrado por via intraperitoneal, o EBEtOH reduziu o indice de Ulceras
induzidas pelo etanol apresentando Dlsy de 13,03 (7,8 - 21,81) e IM de 74 £+ 3%.
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Figura 4-19 - Efeito do EBEtOH, sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol 70% (A e B).
Cada grupo representa a média de 6 animais e as barras verticais o E.P.M. A barra hachurada
corresponde ao grupo controle ndo lesado (CNL) tratado somente com agua, a barra fechada, ao
grupo controle lesado (CL) tratado com o etanol (0,5 mL/animal, v.0.) e as barras abertas
correspondem aos grupos tratados com etanol e extrato. Na andlise estatistica, foi considerado nao

significante P > 0,05 e ***P < 0,001, significante quando comparado ao grupo controle (C).

4.4.4.2 Efeito do EBEtOH sobre a quantidade de muco na mucosa gastrica apos a

inducao de lesées com etanol 70% em ratas.

A figura 4-20 (A e B) mostra o efeito do EBEtOH, administrado pela via oral ou por
via intraperitoneal, na protegdo da mucosa gastrica contra o estimulo lesivo do etanol. O
EBEtOH, administrado por via oral, foi capaz de promover um aumento da secrecado de
muco gastrico, quando comparado ao grupo controle lesado (CL), que foi somente tratado
com etanol. Nestas mesmas doses, a quantidade de muco gastrico foi restabelecida ao nivel

da mucosa ndo lesada (CNL).
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Figura 4-20 - Efeito do tratamento dos animais com EBEtOH sobre as concentragdes de
muco da mucosa glandular gastrica de ratas (A e B). Cada grupo representa a média da
concentragdo da Alcian Blue e as barras verticais o E.P.M. As barras abertas correspondem ao

EBEtOH ou veiculo (CNL, barra hachurada) e a barra fechada, ao grupo controle lesado (CL). Na
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analise estatistica, P > 0,05 foi considerado néao significante, *P < 0,05, **P < 0,01 significante quando
comparado ao grupo controle lesado (CL) e #P<0,01 significante quando comparado ao grupo

controle ndo lesado (CNL).

4.4.4.3 Avaliagao da atividade antifliingica

A atividade antifungica dos extratos brutos de P. paniculata juntamente com alguns
compostos isolados e os derivados da febalosina (2) foi avaliada através do método da
concentracao inibitéria minima (CIM) frente aos microrganismos Candida albicans (Ca)
ATCC 18804, Candida krusei (Ck) ATCC 20298, Candida tropicalis (Ct) ATCC 750, Candida
parapsilosis (Cp) ATCC 22019, Candida glabrata (Cg) ATCC 2001, Sporothrix schenckii (Ss)
ATCC 20679 e Criptococcus neoformans (Cn) ATCC 32588. Como referéncia foram
aplicados 20 pL de anfotericina-B a 5 ug/mL.

Os extratos foram testados em 8 concentra¢des que variaram de 1000 a 7,8 mg/mL.
A CIM foi definida como a ultima concentragcdo do extrato capaz de inibir a presenca de
turbidez no micropoco.

O extrato hexanico (EH, Método B) de P. paniculata apresentou resultados
significativos frente a quase todos os fungos testados, podendo-se destacar a CIM de
60 mg/mL para C. tropicalis e de 125 mg/mL para C. neoformans.(Tabela 4-18). Além disso,
no método bioautografico o EH apresentou halos de inibicdo para Candida glabrata, para
Sporothrix schenkii, para Candida tropicalis, e Cryptococcus neoformans conforme
apresentado na Tabela 4-17.

O extrato bruto etandlico (EBEtOH, Método B) de P. paniculata também apresentou
melhor atividade para C. tropicalis. Ja os compostos isolados, o espinasterol foi o mais
promissor apresentando uma CIM de 60 mg/mL para Candida tropicalis e Sporothrix
schenkii, e a rutina apresentou boa atividade para Cryptococcus neoformans com uma CIM
de 60 mg/mL conforme apresentado na Tabela 4-17.

Os derivados estruturais da febalosina (2) também foram testados frente aos

mesmos microrganismos, porém nao apresentaram atividade antifungica.
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Tabela 4-17 — Média do halo de inibigdo em mm da atividade antifingica pelo Método

bioautografico direto dos extratos de Polygala paniculata.

Candida  Candida Candida Candida Candida Cryptococcus  Sporothrix

krusei albicans  parapsilosis glabrata tropicalis neoformans schenkii
EH - - - + + + +
EBEtOH - - - + + - _

Tabela 4-18 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em mg/mL dos extratos e alguns

compostos de Polygala paniculata frente a fungos de interesse médico.

Candida Candida Candida Candida Candida  Cryptococcus  Sporothrix
krusei  albicans parapsilosis glabrata tropicalis neoformans schenkii
EBDM >1 >1 >1 >1 60 500 >1
(Método A)
EBACOEt - - - 1 1 1 >1
(Método A)
EBEtOH - - >1 >1 >1 60 >1
(Método A)
EH - >1 250 250 60 125 >1
(Método B)
EBEtOH - - - 1 250 - 1
(Método B)
Febalosina >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1
Rutina 500 >1 >1 >1 >1 60 >1
Espinasterol 500 500 500 500 60 500 60
Aurapteno >1 >1 >1 >1 >1 250 >1
7-metoxi-8- 500 500 500 500 - - -
(1',2’-acetal-3'-
metil-3'-
butenil)-
cumarina

>1: n&o inibiu em quantidade menor que 1000 mg /mL.
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4.4.4.4 Avaliagcao da atividade biolégica dos compostos isolados de P. paniculata

através do bioensaio com Artemia salina Leach

A Artemia salina é um microcrustaceo de agua salgada que € utilizado como
alimento vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de aquaristas
(Siqueira et al., 1998). A simplicidade, rapidez, baixo custo e por ndo exigir técnicas
assépticas, o bioensaio TAS (toxicidade frente a Artemia salina) permite sua utilizacao
rotineira no proprio laboratério de fitoquimica. Além disso, diversos trabalhos tentam
correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina com atividades como antifingica,
antimicrobiana, parasiticida, tripanossomicida, antitumoral, entre outras (Siqueira et al.,
1998).

A obtencdo da dose letal 50% das larvas apds o tempo de exposigcéo, foi

determinada através de um grafico de mortalidade (%) em fungao do logaritmo da dose.
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Figura 4-21 - Obtencgéo da dose letal 50% frente ao teste de toxicidade com A. salina.

Avaliou-se os extratos brutos e compostos isolados pelo teste de toxicidade frente a
A. salina baseado na metodologia de Meyer et al., (1982) com modificagdes. Submeteu-se
ao bioensaio com A. salina os extratos brutos de P. paniculata (TAS < 1000 ppm), alguns
compostos isolados e os derivados da febalosina.

Dos extratos brutos submetidos ao bioensaio, no Método A, o EBDM apresentou
melhor resultado com uma DLs, de 776,25 ppm seguido do EBEtOH (DLso de 954,65 ppm) e
EBACOEt 975,25 ppm. Tanto o EH (extrato hexanico, DLsg 741,31 ppm) quanto o EBEtOH
(DLso 776,24 ppm) obtidos pelo Método B, apresentaram atividade moderada (Tabela 4-19).

Dos compostos isolados de P. paniculata submetidos ao bioensaio de toxicidade

frente a Artemia salina (TAS) considerou-se todos os compostos ativos sendo o composto
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de maior atividade a 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11) com uma DLs, de 86,93 ppm,

seguido da febalosina (2) com uma DLs, de 88,49 ppm (Tabela 4-20). No entanto, houve

uma diminuicao significativa da atividade nos analogos estruturais da febalosina (2) quando

comparados com o produto de partida. Correlacionando-se a toxicidade sobre Artemia salina

com atividade antifingica, observa-se que em ambos os testes houve uma diminuigdo da

tividade frente aos analogos estruturais.

Tabela 4-19 - Teste de toxicidade para Artemia salina Leach dos extratos brutos de

P. paniculata (TAS < 1000 ppm).

Extratos DLso (ppm)
EBDM (Método A) 776,25
EBACOEt (Método A) 975,25
EBEtOH (Método A) 954,65
EH (Método B) 741,31
EBEtOH (Método B) 776,24

Tabela 4-20 — Teste de toxicidade para Artemia salina Leach dos compostos isolados de

P. paniculata (TAS < 100 ppm).

Compostos DLso (ppm)
Febalosina 88,49
Aurapteno 93,17
Espinasterol 89,16
Rutina 95,41
1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona 86,93
1-hidroxi-5-metoxi-2,3-metilenodioxixantona 93,32
3,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano (2’,3:1,2) xantona 95,50
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Atividade biolégica de Polygala Puichella

4.4.5 Atividade ansiolitica no modelo labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um modelo animal classico no estudo da
ansiedade. Parte do principio de que o comportamento natural dos camundongos se
caracteriza por sua preferéncia a ambientes escuros e pela tendéncia em permanecer nos
cantos. Quando colocados num LCE, os camundongos tendem a permanecer nos bragos
fechados com uma exploragdo espontdnea bastante reduzida aos bragos abertos.
Substancias de agado ansiolitica fazem com que os camundongos percam o “medo” e
passam a explorar e a permanecer por mais tempo nos bragos abertos do LCE.

O tratamento com extrato bruto etandlico (EBEtOH) e extrato bruto acetato de etila
(EBACOEt) na dose de 25 mg/kg aumentou de modo significativo a porcentagem de
entradas (EA%) e o tempo de permanéncia (TPA%) nos bragos abertos. Nas doses de 50 e
100 mg/kg do extrato bruto etandlico (EBEtOH) e do extrato bruto acetato de etila
(EBACOELt) ndo se observou nenhuma alteragao significativa na porcentagem de entradas
(EA%) e no tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPA%) do LCE conforme
apresentado na Figura 4-22 e Figura 4-23. O tratamento com o extrato bruto diclorometano
(EBCH.CI,) nas diferentes doses ndo alterou de forma significativa a EA% e TPA% no LCE
quando comparado ao grupo controle. Nao houve alteragcdo na atividade locomotora dos
animais quando testados no campo aberto (Figura 4-23). Em todos os experimentos o
Diazepam (DIZ) (3 mg/kg i.p.) foi utilizado como controle positivo. Esses resultados sugerem
que o extrato bruto etandlico e o EBACOELt de etila da Polygala Pulchella possuem uma

potencial agao ansiolitica.
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Figura 4-22 - Efeito do tratamento dos animais com EBEtOH no modelo labirinto em cruz
Figura 4-23 - Efeito do tratamento dos animais com EBAcOEt no modelo labirinto em cruz

Figura 4-24 - Efeito do tratamento dos animais com EBCH
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4.4.6 Atividade antidepressiva no teste do nado forcado e Teste da suspensao da

cauda

O modelo experimental do nado forgado € um teste comportamental que avalia a
atividade antidepressiva em camundongos, que se baseia no tempo de imobilidade do
animal. Um camundongos quando submetido ao nado forgado ele logo parece “desistir’
ficando imdvel, no entanto sob efeito de um agente antidepressivo ele é estimulado a
continuar nadando.

Observou-se que o tratamento com EBEtOH apresentou uma reducéo do tempo de
imobilidade (TI) de 40% e 69% nas doses de 50 e 100 mg/kg, respectivamente. Com o
EBCH,CI, a redugéao do Tl foi de 51,4% na dose de 50 mg/kg. No Teste da suspensao da
cauda (TSC) o EBEtOH e o EBCH,CI, apresentaram reducéo do Tl de 36,3% e 36,0% nas
doses de 100 e 50 mg/kg, respectivamente. O EBACOEt n&o alterou o Tl no teste do nado
forcado (TNF) e no teste da suspensdo da cauda (TSC). A Imipramina (15 mg/kg i.p.) foi
utilizada como controle positivo. Estes resultados sugerem que o EBEtOH e o EBCH,CI, de

P. Pulchella possuem agao antidepressiva.

Tempo de Imobilidade (s)
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Figura 4-25 — Efeito do tratamento dos animais com EBEtOH, EBAcOEt e EBCH,CI, na

acgao antidepressiva no teste do nado forgado.
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Figura 4-26 — Efeito do tratamento dos animais com EBEtOH, EBACOEt e EBCH,CI, na

acgao antidepressiva no teste da suspencgao da cauda.

4.4.7 Avaliagao da atividade antifungica de P. pulchella

O potencial antifungico dos extratos brutos e das flores de P. pulchella foi avaliado
através do método da concentragdo inibitoria minima (CIM) frente a microrganismos:
Candida albicans (Ca) ATCC 18804, Candida krusei (Ck) ATCC 20298, Candida tropicalis
(Ct) ATCC 750, Candida parapsilosis (Cp) ATCC 22019, Candida glabrata (Cg) ATCC 2001,
Sporothrix schenckii (Ss) ATCC 20679 e Criptococcus neoformans (Cn) ATCC 32588. Como
referéncia foram aplicados 20 yL de anfotericina-B a 5 pg/mL.

Para os extratos de P. pulchella nao houve inibigcdo significativa frente aos fungos
testados. Apenas as flores apresentaram resultados moderados frente ao fungo S. schenkii
e 0 extrato bruto diclorometano (EBDM) que apresentou uma CIM de 125 ug/mL para

Criptococcus neoformans (Tabela 4-21).
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Tabela 4-21 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM, pg/mL) dos extratos de Polygala

pulchella frente a fungos de interesse médico.

Candida  Candida Candida Céndida Candida  Cryptococcus  Sporothrix
krusei albicans parapsilosis  glabrata  tropicalis neoformans schenkii

EBDM >1 - - >1 >1 125 >1
EBACOEt - >1 - - >1 1 >1
EBEtOH - - - >1 >1 - >1
EBDM 1 1 >1 1 - - 500
(flores)

EBEtOH - 1 >1 1 - 1 250
(flores)

>1: nao inibiu em quantidade menor que 1000 mg /mL.

4.4.8 Avaliagcao da atividade biologica dos extratos brutos de P. pulchella através do

bioensaio com Artemia salina Leach

Submeteu-se ao bioensaio com A. salina os extratos brutos de P. pulchella (TAS
<1000 ppm). O extrato aquoso das flores foi o Unico ativo com uma DLsy de 371,53 ppm. Os

demais extratos foram considerados inativos (TAS > 1000 ppm) conforme Tabela 4-22.

Tabela 4-22 - Teste de toxicidade para Artemia salina Leach dos extratos brutos de
P. pulchella (TAS < 1000 ppm).

Extratos DLso (ppm)
E aquoso (flores) >1000
EBEtOH (flores) 371,53
EBDM >1000
EBACOEt >1000
EBEtOH >1000




CAPITULO 5
MATERIAIS E METODOS

5.1 Instrumentacgao

5.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para obtencdo dos espectros de RMN de 'H e "*C utilizou-se o espectrémetro Varian
400, do departamento de quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, que operou a
400,13 MHz para 'H e a 100,32 MHz para *C, em tubos de 5 mm. Para andlise das
amostras utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCI3), metanol deuterado (CD3;OD) e piridina
deuterada (CsDsN).

Registrou-se os deslocamentos quimicos () em partes por milhdo (ppm), em relacao
ao padrao interno TMS (5 = 0,00).

5.1.2 Determinagao de Ponto de Fusao

Para obtencgéo do ponto de fusdo de cada substancia isolada, utilizou-se o aparelho
MQAPF-301 do laboratério de Graduagao de Quimica Organica e aparelho MQAPF-302 do

laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais da UFSC.
5.1.3 Espectroscopia no Infravermelho

Para os espectros de absorcdo na regido de infravermelho, utilizou-se o
espectrometro Perkin-Elmer FT 16PC, na central de Analises do Departamento de Quimica
da UFSC, utilizando pastilha de KBr.

5.1.4 CG-EM

Para as analises utilizou-se um GC — EM modelo Hewlett Packard 5890 Series I, com
detector de massas acoplado e injetor “split-splitless”, uma coluna capilar de silica fundida
Agilent HP-5 MS, apolar (5% - fenil)-metilpolisiloxano, com 30 m x 0,25 mm de didametro
interno e com fase de recobrimento de 0,25 ym. Programa de temperatura otimizado:
temperatura inicial de 35 °C a qual manteve-se por 3 minutos, aqueceu-se usando uma taxa

de aquecimento de 10 °C/min. até alcancgar 280 °C. Utilizou-se temperaturas de 250 °C e
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280 °C para injetor e detector, respectivamente. Injecdo no modo “splitless” durante a

dessorcao. O gas de arraste utilizado foi hélio, com fluxo constante de 1,0 mL/min.
5.1.5 PROB (EI-MS)

Programa de temperatura otimizado: temperatura inicial ambiente usando uma taxa
de aquecimento de 5° C/min. até alcancar 120 °C a qual manteve-se por 5 minutos. Apdés,
usou-se uma taxa de aquecimento de 20° C/min. até alcangar 300 °C a qual manteve-se por
5 minutos. Utilizou-se temperaturas de 150 °C e 280 °C para injetor e interface,
respectivamente. Usou-se injecdo direta modo ID (inser¢cao direta). O gas de arraste

utilizado foi hélio com fluxo constante de 1,0 mL/min.

5.1.6 RX

Para obtencao dos dados de RX utilizou-se o Difratdbmetro CAD4 Enraf-Nonius com

tubo de molibdénio e dotado com monocromador de grafite.
5.1.7 Materiais e Métodos Cromatograficos

Para o isolamento cromatografico em coluna (CC), usou-se silica gel (70-230 e
230-400 mesh) Merck. O diametro interno (®) e a altura (h) das colunas variam de acordo
com a quantidade de material a ser cromatografado. Preparou-se as amostras para as
separagdes cromatograficas nas proporgoes 1:2 de substrato/silica. Realizou-se as eluigdes
com solventes organicos na forma de gradiente de polaridade conforme cada caso. Apds a
evaporacdo do solvente, em evaporador rotatério sob pressdo reduzida, reuniu-se as
fragdes coletadas, quando necessario, conforme as semelhancas de Rf e foram analisadas
por cromatografia em CCD.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se cromatofolhas de aluminio
contendo uma camada de silica gel (F2s4) com 0,2 mm de espessura, da Merck.

Revelou-se os cromatogramas sob luz ultravioleta (A = 254 e 366 nm), vapores de
iodo, imersdo em anisaldeido sulfurico, solugdo acida de sulfato cérico, seguidos de

aquecimento.



Materiais e Métodos 87

5.2 Material vegetal

5.2.1 Coleta e identificagdo botanica

Polygala paniculata: Coletou-se a espécie vegetal (planta inteira) nos meses de
marco de 2004 na baixada do Massiambu no Municipio de Paulo Lopes (1000 g) e em
marco de 2005 na praia Daniela (3500 g) em Floriandpolis, SC. A espécie foi identificada por
comparagao com a exsicata depositada sob o registro UPCNB 26027 pelo Professor Olavo
Araujo Guimaraes do Departamento de Botanica da UFPR.

Polygala pulchella: Coletou-se a espécie vegetal (planta inteira) em outubro de
2004 na serra da Boa Vista, Municipio de Rancho Queimado, SC. A mesma foi identificada
por comparagdo com a exsicata UPCNB 28555 também pelo Professor Olavo Araujo

Guimaraes.

5.3 Aplicagdo da técnica de SPME-CG-EM na determinacao dos compostos volateis

das flores e raizes de Polygala paniculata

Flores e raizes da planta fresca foram analisadas através da técnica de SPME-CG-
EM (microextragdo em fase sélida seguido de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas). Macerou-se o material vegetal (500 mg), colocou-se em frascos
de 16 mL contendo uma barra magnética e adicionou-se 10 mL de agua destilada.
Primeiramente perfurou-se o septo do frasco com a agulha do sistema de SPME e a fibra de
polidimetilasiloxano (PDMS) foi exposta ao headspeace da amostra durante 1 hora para a
extragdo dos analitos, utilizando-se a agitagdo maxima da amostra. Apds esta extracao,
levou-se imediatamente a fibra para o injetor aquecido do CG-EM para a dessorcao térmica
dos analitos, onde permaneceu por 10 minutos.

Obteve-se um cromatograma de ions totais (TIC) para cada amostra, e identificou-se
os constituintes pela analise dos padrdes de fragmentacdo dos respectivos espectros de
massas (EM). Para a confirmagao da identidade destes compostos volateis calculou-se o
indice de retengcdo destes compostos usando uma série homéloga de n-alcanos nas
mesmas condi¢gdes operacionais de analises, os quais foram comparados com valores da
literatura (Adams, 1995).
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5.4 Obtencao dos extratos brutos de Polygala paniculata

A obtencao dos extratos brutos de P. paniculata foi realizada por duas metodologias
distintas.

Método A: A planta inteira (1000 g) foi seca em estufa, e submetida a extracao
exaustiva por maceracdo a temperatura ambiente com solventes em ordem crescente de
polaridade: diclorometano, acetato de etila e etanol aquoso (80%) em recipiente fechado
com trés reposicdes de cada solvente. Posterior a fase de maceragao, os extratos foram
individualmente filtrados em papel filtro e o solvente foi evaporado a pressao reduzida
(50 °C) em evaporador rotativo, obtendo-se assim os respectivos extratos brutos: EBDM
(24,2 g), EBACOEL (6,4 g) e EBEtOH (50 g).

Método B: A planta inteira fresca (3500 g) foi extraida primeiramente com hexano,
2 vezes de 24 horas a temperatura ambiente. Com a evaporagao do solvente, obteve-se o
extrato hexanico (EH). Apos, o material vegetal foi macerado exaustivamente com etanol
aquoso (80%) durante 15 dias com trés reposigdes do solvente. Apds a evaporagao do
solvente extrator sob pressdo reduzida a 50° C, obteve-se o extrato bruto etandlico
(EBEtOH; 300 g).

5.5 Fracionamento e isolamento dos compostos

Submeteu-se os diferentes extratos obtidos através da maceragdao (Método A e
Método B) ao fracionamento em CC de silica gel. A eluicdo realizou-se com misturas de
hexano, acetato de etila e etanol na forma de gradiente de polaridade. Reuniu-se as fragcbes
coletadas conforme as semelhangas de Rf, observadas por CCD. Submeteu-se, quando
necessario, as fragcdes a sucessivas CC e CC flash e os compostos obtidos purificados
através de lavagens e recristalizagdo em solventes apropriados conforme apresentado na
Figura 5.1 (p. 89) e Figura 5.2 (p. 91).
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5.5.1 Fracionamento do Método A
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Figura 5-1 - Fluxograma de isolamento dos compostos de Polygala paniculata pelo Método
A.
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Extrato bruto diclorometano

Dissolveu-se o extrato bruto diclorometano (EBDM, 23 g) em acetona e preparou-se
uma pastilha a qual submeteu-se ao fracionamento através de uma coluna de 6 cm ® por 30
cm h, tendo como fase estacionaria silica gel (70-230 mesh, 10 cm h), utilizando-se como
eluente uma mistura de hexano, acetato de etila e etanol, com gradiente de polaridade.
Coletou-se 50 fragbes de 250 mL, monitoradas por CCD e reunidas conforme seu perfil
apresentado.

Desta forma, reuniu-se as fragbes 15-16 e apds a retirada do sobrenadante obteve-
se o composto (1) (87 mg), identificado como aurapteno. Utilizou-se 0 mesmo procedimento
com as fragbes 17-18, obtendo-se o composto (8) (55 mg), identificado como espinasterol
(compostos isolados anteriormente pelo grupo nesta espécie).

Recromatografou-se as fragbes 19-20 (0,82 g) em coluna (® 2,5 cm, h 30 cm de
silica gel 70-230 mesh), eluida com hexano, acetato de etila e etanol com gradiente de
polaridade coletando-se 15 fragdes de 150 mL cada. Destas, na fragdo 3 precipitou um
s6lido amarelo que apos a retirada do sobrenadante resultou em 7 mg do composto (10)
conhecido como 1-hidroxi-5-metoxi-2,3-metilenodioxixantona. Também nas fracbes 4-5
precipitou um sélido amarelo que foi purificado com o mesmo procedimento descrito acima,
obtendo-se 12,5 mg do composto (14) posteriormente denominado como 3,5-dihidroxi-

6’,6’dimetilpirano-(2’,3’:1,2)-xantona, descrito pela primeira vez na literatura.
Extrato bruto etandlico

Preparou-se uma pastilha do extrato bruto etanolico (EBEtOH, 43,9 g) a qual foi
submetida ao fracionamento através de uma coluna de 6 cm ® por 30 cm h, tendo como
fase estacionaria silica gel (70-230 mesh, 10 cm h), utilizando como eluente uma mistura de
hexano, acetato de etila e etanol, com gradiente de polaridade. Coletou-se 48 fragdes de
100 mL, monitoradas por CCD e reunidas conforme seu perfil apresentado.

Desta forma, nas fragcdes 36-40 (hexano:acetato de etila 50:50) precipitou um sélido
amarelo que apos a retirada do sobrenadante obteve-se o composto (9) (88 mg),

identificado como o flavondide glicosilado rutina.
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5.5.2 Fracionamento do Método B

Obtencao do extrato hexanico (EH)

A espécie vegetal (3500 g de planta fresca) foi extraida primeiramente com hexano a
temperatura ambiente por 24 horas (2 vezes) em recipiente fechado, para a obtencéo do
extrato hexanico (EH). Apds filtragdo, evaporou-se parcialmente o solvente sob pressao
reduzida em evaporador rotatorio a temperatura controlada, observando-se a precipitagédo

de um sdlido branco. Separou-se o solido do sobrenadante seguido de sucessivas lavagens

com hexano, obtendo-se 2 g da epdxi cumarina, febalosina (2).

Alcoois
graxos

Figura 5-2 - Fluxograma de isolamento de compostos de Polygala paniculata pelo Método B.
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Fracionamento do EBEtOH

Apos a extracdo com hexano, submeteu-se o material vegetal a extragdo exaustiva,
por maceragao, em etanol aquoso (80%) a temperatura ambiente durante 15 dias, com trés
reposicoes de solvente. Apds a eliminacdo do solvente em evaporador rotatorio sob pressao
reduzida (50 °C), obteve-se 300 g do extrato bruto etanélico (EBEtOH).

Dissolveu-se 251 g de EBEtOH em acetona e preparou-se uma pastilha que foi
submetida ao fracionamento através de uma coluna cromatografica de 7,5 cm @ por 50 cm
h, tendo como fase estacionaria silica gel (70-230 mesh, 22 cm h). Utilizou-se como eluente
uma mistura de hexano:acetato de etila:etanol, com gradiente de polaridade, resultando na
coleta de 110 fracdbes de 100 mL cada. Reuniu-se as fragdes, quando necessarias,
conforme as semelhangas de Rf observadas por CCD para novas colunas cromatograficas
(CC).

Reuniu-se as fragdes 20-27 e submeteu-se a uma nova coluna cromatografica
(P 2,5 cm, h 20 cm de silica gel 70-230 mesh) eluida com hexano:acetato de etila até 100%,
onde coletou-se 50 fracbes de 100 mL. Nesta coluna, obteve-se das fracbes 5-6 um
precipitado amarelo que apés a retirada do sobrenadante obteve-se 10 mg do composto
1-hidroxi-5-metoxi-2,3-metilenodioxixantona (10) (isolada também no Método A). Nas
fragbes 7-8 precipitou um sélido amarelo que apds analise em CCD observou-se tratar de
uma mistura de duas xantonas que foram separadas por placa preparativa com o sistema de
solvente hexano:acetato de etila (70:30). Apds analise espectroscopica identificou-se os
compostos como sendo 3,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-(2’,3’:1,2)-xantona (14) (xantona
inédita, também isolada no Método A) e composto 1,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-
(2’,3’:3,2)-xantona (12).

Reuniu-se as fragbes 29-35 apdés CCD, e recromatografou-se em uma coluna
(® 2,5 cm, h 20 cm de silica gel 70-230 mesh) eluida em hexano:acetato de etila com
gradiente de polaridade, onde obteve-se 50 fracbes de 100 mL cada. Nas fragbes 11-12,
ocorreu a precipitagdo de um soélido amarelo que apods a retirada do sobrenadante isolou-se
8 mg do composto identificado como 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (13). Nas fragbes 13-22
precipitou um composto amarelo que apés retirada do sobrenadante obteve-se 50 mg do
composto 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11).

As fragdes 48-59 foram novamente submetidas a CC (® 3 cm, h 21 cm de silica gel
70-230 mesh), usando-se gradiente de eluicdo hexano:acetato de etila:etanol, sendo
coletadas 20 fracbes de 100 mL. Na fracdo 2 houve a formacado de cristais incolores

posteriormente elucidado como 7-metoxi-8-(1,2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (15).
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Nas fragbes 68 a 75 precipitou um sélido amarelo, que apds varias lavagens com
acetona, resultou em 430 mg, posteriormente identificado como quercetina 3-rutinosideo

(rutina) (9) também isolada do Método A.

5.6 Fracionamento das flores de Polygala pulchella

Obtencgédo dos extratos brutos

Obteve-se os extratos das flores frescas de Polygala pulchella (447 g) através de
maceragdo em temperatura ambiente com diclorometano e posteriormente com etanol
aquoso (80%) em recipiente fechado com trés reposi¢cdes de cada solvente. Posterior a fase
de maceragao, filtrou-se os extratos individualmente em papel filtro e evaporou-se o solvente
extrator a pressao reduzida (50 °C), obtendo-se assim os respectivos extratos brutos: EBDM
(2,16 g) e EBEtOH (41 g).

5.7 Fracionamento das folhas, caules e raizes de Polygala pulchella

Obtencgao dos extratos

Obteve-se os extratos das folhas, caules e raizes secas (495 g) de Polygala
pulchella através de maceragao em temperatura ambiente com diclorometano, acetato de
etila e etanol aquoso (80%) em recipiente fechado com trés reposi¢cdes de cada solvente.
Filtrou-se individualmente os extratos em papel filtro e evaporou-se o solvente extrator a
presséao reduzida (50° C) em evaporador rotativo, obtendo-se assim os respectivos extratos
brutos: EBDM (6,5 g), EBACOEt (4,4 g) e EBEtOH (32 g).
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Figura 5-3 - Fluxograma de isolamento dos compostos do caule, folhas e raizes de Polygala

pulchella.

Fracionamento do EBDM

Preparou-se uma pastilha do EBDM (5,5 g) a qual foi submetida ao fracionamento
através de uma coluna de 5,5 cm @ por 50 cm h, tendo como fase estacionaria silica gel
(70-230 mesh, 18 cm h), utilizando-se como eluente uma mistura de hexano:acetato de etila,
com gradiente de polaridade. Coletou-se 45 fragdes de 100 mL e reuniu-se de acordo com o
monitoramento por CCD.

Reuniu-se as fragbes 13-18 e recromatografou-se em uma coluna de ® 3,0 cm por
50 cm h de silica gel (70-230 mesh, 20 cm h) eluida com hexano:acetato de etila até 100%,

coletando-se 29 fracdes de 100 mL. Destas, submeteu-se as fragdes 4-12 & cromatografia
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flash (2 cm ® por 50 cm h, silica 230-400 mesh, 15 cm h) com hexano:acetato de etila 70:30
como eluente, obtendo-se 24 fragdes de 15 mL. Nas fragbes 16-18 precipitou um sdlido
amarelo 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona (16).

Reuniu-se as fragbes 19-24 e submeteu-se ao fracionamento em coluna de silica
@ 3,0 cm por 50 cm h de silica gel (70-230 mesh, 18 cm h) usando-se hexano:acetato de
etila como eluente, resultando em 26 fracbes de 100 mL. Destas, submeteu-se as fragdes
5-7 a cromatografia flash (2 cm ® por 50 cm h, silica 230-400 mesh, 15 cm h) usando-se
como eluente hexano:acetato de etila 60:40, obtendo-se 17 fracbes de 15 mL. Nas fragoes
13-15 precipitou 15 mg do composto (11) 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona, isolada
anteriormente na P. paniculata. Porém é o primeiro relato desta xantona na espécie

P. pulchella.

5.8 Modificagbes estruturais

5.8.1 Reacao da febalosina (2) com H,0

Em um baldao de fundo redondo de 125 mL dissolveu-se
100 mg de febalosina em 30 mL de diclorometano (CH.Cl,),
adicionou-se 10 mL de agua destilada, 1 mL de HCI, 5 g de silica gel

e colocou-se em agitagdo magnética por sete dias com controle de

temperatura (50° C durante o dia e T. ambiente a noite), sendo
monitorada por CCD. Ao fim da reacgao, filtrou-se a mistura e extraiu-se (4 vezes) com
CH,Cl,. Secou-se com sulfato de sédio anidro (Na,SQ,), e evaporou-se o solvente em
evaporador rotatério (50 °C). Apds, o residuo foi purificado em coluna flash (230-400 mesh)
com hexano/acetato de etila 1:9 para purificagdo do produto, rendendo 20 mg de um sdlido
branco (19%).

Pf. 135-136 °C.

IV (v max KBr, cm™): 3384, 2965, 1715, 1603, 1494, 1255.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 1,77 (3H, s, CHy-5'), 3,97 (3H, s, CH;0-C7), 4,53 (1H, d,
J = 8,4 Hz, H-2"), 4,59 (1H, s, H-4), 4,65 (1H, s, H-4’), 5,31 (1H, d, H-1), 6,26 (1H, d,
J = 9,6 Hz, H-3), 6,88 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6), 7,40 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-5), 7,63 (1H,
d, J = 9,6 Hz, H-4).
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5.8.2 Reacgao da febalosina (2) com metanol em meio acido

Em um balédo de fundo redondo de 125 mL dissolveu-se
100 mg de febalosina em 5 mL de diclorometano seco (CH,Cl,).
Adicionou-se 50 mL de MeOH, 1 mL de HCI e 5 g de silica gel.
Colocou-se em agitacdo magnética durante 72 horas (monitorada por
CCD), usando-se aquecimento (50 °C) nas ultimas 8 horas. Ao fim da

reacao filtrou-se a mistura e extraiu-se 4 vezes com CH,Cl,. Secou-

se com sulfato de sédio anidro (Na,SO,) e evaporou-se o0 solvente
em evaporador rotatério sob pressdo reduzida. Aplicou-se o residuo em coluna flash com
hexano/acetato de etila 4:6, obteve-se 28 mg (25%) do composto puro.

Pf. 140-142 °C.

IV (v max KBr, cm™): 3474, 2929, 1728, 1605, 1489, 1249.
RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 1,59 (3H, s, CH3-5), 3,25 (3H, s, CHs0-C2’) 3,93 (3H, s,
CH30-C7), 4,51 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2'), 4,65 (1H, s, H-1"), 4,87 (1H, s, H-4), 5,02

(1H, d, H-4'), 6,24 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-3), 7,05 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6), 7,57 (1H, d,
J = 8,8 Hz, H-5), 7,87 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4).

5.8.3 Reacgao da febalosina (2) com metéxido de sédio

A 15 mL de MeOH seco, adicionou-se aproximadamente 20 mg o
de sddio metalico sob agitagcéo, para a formagdo do metdéxido de sodio jcHs0 07 0
em metanol. A esta solugéo, adicionou-se 100 mg de febalosina e a HO ot
reacao foi completa apdés 15 minutos. Acidificou-se o meio reacional

com solugcao MeOH-HCI 1:1 até pH 2-3. Extraiu-se o produto 4 vezes com CHCI3, secou-se
com sulfato de sodio anidro (Na,SO,), filtrou-se e evaporou-se o solvente sob pressdo
reduzida a temperatura controlada (50 °C), obtendo-se 80 mg do composto (71%).

Dados: Idem ao item 5.8.4.
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5.8.4 Reacao da febalosina (2) com etanol

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL dissolveu-se
100 mg de febalosina em 5 mL de diclorometano seco, com posterior
adicdo de 50 mL de etanol, 5 g de silica gel (catalisador) e 1 mL de
HCI. Colocou-se em agitagdo magnética durante uma semana a

temperatura ambiente exceto nos dois ultimos dias (total de 10 horas

de aquecimento). A reacdo foi monitorada por CCD. Ao fim da
reacao, filtrou-se a mistura reacional e extraiu-se (4 vezes) com CH,Cl,. Secou-se com
sulfato de sddio anidro (Na,SO,) e evaporou-se o solvente em evaporador rotatério (50 °C).
Apos, aplicou-se o residuo em coluna flash para purificagdo, usando-se como eluente
hexano:acetato de etila 4:6. Obteve-se 31 mg de um sdlido branco (26%).

Pf. 130-131 °C.

IV (v max KBr, cm™): 3473, 2925, 1728, 1603, 1453, 1251.
RMN "H (CDCls, 400 MHz): 1,18 (3H, t, CHs-CH,0-C2’), 1,69 (3H, s, CH3-5'), 3,44
(2H, m, CH3-CH,-O-C2’), 3,92 (3H, s, CH3;0-C7), 4,63 (1H, s, H-4), 4,69 (1H, s,

H-4%), 4,91 (1H, d, H-2"), 5,14 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-1"), 6,26 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-3),
6,86 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-6), 7,40 (1H, H-5), 7,87 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4).

5.8.5 Acetilagdo da febalosina (2)

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 100 mg de febalosina
(2) em 1 mL de diclorometano seco e adicionou-se 3 mL de acetato
de etila, 1 mL de acido acético e 2 mL de anidrido acético. Colocou-

se uma porgao catalitica de DMAP (4-dimetil amino piridina).

Deixou-se o meio reacional por trés dias sob agitacdo magnética.
Ao fim da reacdo evaporou-se o solvente em dessecador. Purificou-se através de coluna
flash usando-se hexano:acetato de etila 50:50 como eluente. Obteve-se 90 mg (65%) de um
s6lido amarelo claro.

Pf. 120-121 °C.

IV (v max KBr, cm™): 2943, 1741, 1606, 1494, 1244,
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RMN "H (CDCls, 400 MHz): 1,48 (3H, s, CHs-5'), 1,87 (3H, s, CH3-CO), 1,92 (3H, s,
CH3-CO), 3,82 (3H, s, CHsO-C7), 4,57 (1H, s, H-4), 4,76 (1H, s, H-4), 5,98 (1H, d,
J = 12,0 Hz, H-2"), 6,08 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-1’), 6,57 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-3), 6,76
(1H, d, J = 8,0 Hz, H-6), 7,33 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5), 7,54 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-4).

5.8.6 Reacgao da febalosina (2) com isopropoéxido de sédio

Em um Bécker, adicionou-se 15 mL de isopropanol e =
aproximadamente 20 mg de sdodio metalico para formagido do|jjcHz0 0" To
isopropoxido de sédio. Adicionou-se 100 mg de febalosina e apds 15 HO OY
minutos, observou-se através de CCD que a reagdo havia ocorrido.

Acidificou-se a reagdao com solugao isopropanol-HCI 1:1 até pH 2-3. Em funil de separagao
adicionou-se 20 mL de agua destilada e extraiu-se o produto (4 vezes) com cloroférmio
(CHCI3). Secou-se com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente em
dessecador sob vacuo. Purificou-se o produto através de coluna flash usando-se
hexano:acetato de etila 50:50 como eluente. Obteve-se 54 mg do composto (44%).

Pf. 101-103 °C.

IV (v max KBr, cm™): 3557, 2968, 1728, 1604, 1454, 1368.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 1,01 (3H, d, C2-OCH-(CH;),), 1,24 (3H, d, C2-OCH-
(CHs),), 1,70 (3H, s, CHs-5'), 3,54 (1H, m, C2-O-CH-(CHs).), 3,93 (3H, s, CH;O-C7),
3,86 (1H, s, H-4’), 3,97 (1H, s, H-4’), 4,65 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-2"), 4,83 (1H, d,
J = 8,4 Hz, H-1), 6,26 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-3), 6,86 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6), 7,39
(1H, d, J = 8,8 Hz, H-5), 7,62 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4).

5.8.7 Reacgao da febalosina (2) com n-butéxido de sédio

Em um Bécker, adicionou-se 20 mL de n-butanol e
pedacos de sbédio metalico para formagao do n-butdxido de sédio.

Adicionou-se 100 mg de febalosina e ap6s 15 minutos observou-

se através de CCD que a reagao havia ocorrido. Acidificou-se a

reagao com solugao isopropanol-HCI 1:1 até pH 2-3. Em funil de separacao adicionou-se 20
mL de agua destilada e extraiu-se o produto (4 vezes) com cloroférmio (CHCI;3). Secou-se

com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente em dessecador sob vacuo.
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Purificou-se o produto através de coluna flash usando-se hexano:acetato de etila 50:50
como eluente. Obteve-se 49 mg do composto puro (38%).
Pf. 97-99 °C.

IV (v max KBr, cm™): 3435, 2955, 1723, 1605, 1443, 1250.

RMN "H (CDCls, 400 MHz): 0,83 (3H, t, C2-O(CH,):-CHs), 1,31 e 1,53 (2H cada, m,
C2-OCH,~(CH,),-CHs), 1,71 (3H, s, CH3-5'), 3,33 (2H, t, C2'-O-CH,-(CH,),CHs), 3,93
(3H, s, CH;0-C7), 4,62 (1H, s, H-4"), 4,69 (1H, s, H-4’), 4,92 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-2"),
5,14 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-1), 6,26 (1H, d, J = 9,2 Hz, H-3), 6,99 (1H, d, J = 8,8 Hz,
H-6), 7,45 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-5), 7,67 (1H, d, J = 9,2 Hz, H-4).

5.8.8 Reacao da febalosina (2) com acetona

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 20 mg de febalosina
(2), em 10 mL de acetona. Adicionou-se 2 g de silica gel
(catalisador) e colocou-se em agitacdo magnética durante 48 horas
(monitorada por CCD), usando-se aquecimento (50 °C) nas ultimas

6 horas. Nao se observou formagao do derivado desejado. Porém,

ao limpar o composto de partida (febalosina) em uma pequena
coluna utilizando-se o solvente acetona, verificou-se a formacdo do derivado desejado.

Obteve-se 5 mg (20%) de um sdlido branco.
Pf. 111-112 °C.

IV (v max KBr, cm™): 2980, 1724, 1603, 1488, 1375, 1245.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 1,54 (3H, s, CHs-8'), 1,70 (3H, s, CHs-7"), 1,74 (3H, s,
CHs-5), 3,93 (3H, s, CH;0-C7), 4,85 (1H, s, H-4’), 4,96 (1H, s, H-4’), 5,02 (1H, d,
J = 9,6 Hz, H-2"), 5,57 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-1'), 6,26 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-3), 6,87
(1H, d, J = 8,0 Hz, H-6), 7,41 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5), 7,61 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-4).
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5.9 Avaliagao das atividades biolégicas

Os ensaios de avaliacdo das atividades biolégicas foram realizados em colaboracgao
com professores e alunos de outros departamentos:

- Os ensaios referentes a neurotoxicidade foram realizados no Laboratério de
Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina, sob a orientagdao do Prof. Dr.
Marcelo Farina.

. Efeito protetor do EBEtOH de P. paniculata contra neurotoxicidade em
camundongos induzida por MeHg.

- Os ensaios referentes a atividade antinociceptiva, antiinflamatéria e protetora
gastrica foram realizados no Laboratério de Fisiologia da Universidade Federal de Santa
Catarina, pela mestranda Fernanda Lapa sob orientagdo do Prof. Dr. Adair Roberto Soares
dos Santos.

As atividades antinociceptivas foram avaliadas através de diferentes modelos de
nocicepgdo comumente utilizados para triagem desta atividade, dentre eles:

. Contorg¢ao abdominal induzida pelo acido acético: onde se observa a redugao
no numero das contorcdes abdominais.

. Nocicepcao induzida pela capsaicina: observa-se a diminuigdo na resposta a
dor neurogénica.

. Nocicepc¢ao induzida pelo glutamato: observa-se a resposta a nocicepgao
induzida pelo glutamato.

. Atividade antiinflamatéria no modelo edema de pata induzido pela
carragenina: volume da pata direita e esquerda é avaliado por pletismometria.

. Lesbes gastricas induzidas por etanol: observa-se o efeito do EBEtOH sobre
as lesdes gastricas induzidas por etanol.

- Os ensaios relacionados a atividade antifungica foram realizados no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais, pela doutoranda Susana Johann
sob orientagdo da Profa. Dr?. Maria Aparecida de Rezende.

- Os ensaios referentes a atividade ansiolitica e antidepressiva foram realizados no
Laboratério de Farmacologia da UNIVALLI, sob a orientagdo do Prof®. Dr?. Adriana Dias Elpo
Barbosa.

- Os ensaios referentes a toxicidade frente a Artemia salina foram realizados no
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais da UFSC juntamente com o aluno Henrique

Moresco sob a orientagdo da Prof®. Dr?. Inés Maria Costa Brighente.
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5.9.1 Efeito protetor do EBEtOH de P. paniculata contra neurotoxicidade em

camundongos induzida por MeHg

5.9.1.1 Animais e tratamento

Manteve-se os animais (camundongos machos) a 23 °C em um ciclo de 12 horas
luz/escuro com livre acesso a comida, sendo separados em quatro grupos experimentais
(Controle, MeHg, EBEtOH, MeHg +EBEtOH) com sete animais cada. O grupo controle
recebeu agua e uma solugao de NaCl 150 mM administrado por gavage (10 mL/Kg), duas
vezes ao dia. Diluiu-se o MeHg em agua (40 mg/L). O grupo MeHg e MeHg + EBEtOH foram
expostos ao cloreto de metilmercurio (ll), baseado em estudos anteriores pelo grupo
(Fariana et al., 2003). Os grupos EBEtOH e MeHg + EBEtOH receberam uma solugcéo do
EBEtOH (100 mg/Kg), diluido em solugdo NaCl 150 mM por gavage (10 mL/Kg), duas vezes
ao dia. Administrou-se agua e solugao salina (NaCl 150 mM) como veiculo pelos grupos
MeHg e EBEtOH, respectivamente. A exposi¢cdo ocorreu por duas semanas, monitorando-

se diariamente a ingestao de liquidos e sélidos.

5.9.1.2 Teste do rota-rod

Submeteu-se os animais ao teste do rota-rod, o qual baseou-se no estudo de
Duham e Miya (1957), com pequenas modificagdes. O aparelho consiste em uma barra
(cilindro horizontal giratério) com 2,5 cm de didmetro, girando a uma velocidade constante
de 22 rpm, onde registra-se o numero de quedas e o tempo de permanéncia na barra.
Selecionou-se previamente os animais num periodo de 24 horas, por eliminagdo dos
camundongos que hao permaneceram na barra por um periodo de 60 segundos. Antes de
comecgar o tratamento (fase 1) e apdés o periodo de tratamento (fase 2, 2 semanas),
submeteu-se os animais selecionados ao teste do rota-rod e cronometrou-se o tempo de
permanéncia no aparelho. Apds o teste, os animais foram mortos por decapitagao, removeu-
se rapidamente o cortex cerebral e o cerebelo e colocou-se sob gelo. Homogeneizou-se o
sobrenadante obtido e usou-se para a determinacao da atividade enzimatica, niveis de tidis

ndo-proteicos (NPSH) e substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).
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5.9.1.3 Determinag¢des bioquimicas

Determinou-se a atividade da glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx)
baseada em Carlberg e Mannervik (1985) e Wendel (1981), respectivamente. Os niveis de
tidis ndo proteicos (NPSH) foram baseados em Eliman (1959) e as substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) baseadas em Ohkawa et al. (1979) com algumas modificagdes
(Farina et al., 2003). Determinou-se as concentracbes proteicas de acordo com Bradford

(1976), usando-se albumina sérica (serum albumin) como padrao.

5.9.1.4 Experimentos in vitro para detectar possiveis efeitos quelantes

Os possiveis efeitos quelantes do EBEtOH para MeHg foram desenvolvidos
baseados na determinacdo indireta do MeHg “livre” usando glutationa reduzida (GSH).
Incubou-se diferentes concentragbes de MeHg (0, 10, 25, 50, e 100 yM) com GSH (50 pM)
na presenga ou na auséncia do EBEtOH (12,5 ug/mL) a 37 °C (volume total da reagdo = 1
mL). Apds a incubagéo por 30 minutos, determinou-se a quantidade de GSH remanecente
(Ellman, 1959) usando-se 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoéico). A quantidade de EBEtOH foi

equivalente a 50 nmol MeHg por peso:peso base.

5.9.2 Estudo das propriedades antinociceptivas do EBEtOH do Método B e

compostos isolados de P. paniculata

5.9.2.1 Vias de administragao

Para avaliar a atividade antinociceptiva do EBEtOH, de modo sistémico,
administrou-se o extrato por via oral e os compostos isolados aurapteno (1), febalosina
(2), e rutina (9) por via intraperitoneal (i.p.). Tratou-se os animais por via oral (v.0.) e
intraperitoneal, com diferentes doses do extrato ou compostos, respectivamente 30 e 60
minutos antes da administracdo dos agentes indutores da dor, que foram administrados
por via intraperitoneal, intraplantar (i.pt.) e via intratecal (i.t.).

Avaliou-se a atividade antiinflamatéria do EBEtOH através da administracdo de
diferentes doses do extrato por via oral, respectivamente 60 minutos antes da
administracdo dos agentes flogisticos (pré-inflamatério), que foram administrados por

intraplantar e intrapleural.
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5.9.2.2 Métodos

A metodologia utilizada para verificar a atividade antinociceptiva e antiinflamatoéria
do EBEtOH, consistiu inicialmente na utilizagdo de modelos de nocicepg¢do quimica,
induzida pelo acido acético (0,6%, 450 plL/animal, i.p.), capsaicina (1,6 ug/pata) e
glutamato (10 ymol/pata; 175 nmol/ sitio, i.t.), (Scheidt et al., 2002; Santos et al., 1997;
Santos et al., 1999; Beirith et al., 2002).

Com a finalidade de verificar a agao antiinflamatéria do EBEtOH, utilizou-se como
agente flogistico (pré-inflamatério) a carragenina tanto nos modelos de edema de pata

(300 pg/pata) como no modelo de pleurisia (1%, 0,1 mL/sitio).

5.9.2.3 Teste das contorcdes abdominais induzidas pela injecdao intraperitoneal de

acido acético (0,6%), em camundongos.

Este modelo consiste na indugdo da resposta nociceptiva através da administragao
intraperitoneal de acido acético (0,6%) diluido em solugdo salina. A administragdo de
acido acético por via intraperitoneal provoca irritacdo da membrana serosa, 0 que
ocasiona movimentos estereotipados, os quais sdo caracterizados por contragcdo da
musculatura abdominal (contor¢des abdominais) juntamente com a extensdo de uma das
patas posteriores (Santos et al., 1999; Le Bars et al., 2001).

Tratou-se grupos de animais por via oral com o EBEtOH, nas doses de 5, 10, 50,
100 e 200 mg/kg, 1 h antes da injec&do do acido acético. Os grupos controles receberam o
mesmo volume do veiculo (10 mL/kg) utilizado para diluir o extrato. Apos a administragéo
do acido acético, colocou-se os animais sob funis de vidro individuais transparentes
durante 20 minutos, e quantificou-se o0 nimero de contor¢gdes abdominais. Obteve-se a
atividade antinociceptiva do EBEtOH através da comparacdo do numero de contorcdes
abdominais quantificadas entre os grupos controle (tratado com o veiculo) e tratado com
o EBEtOH.

5.9.2.4 Nocicepg¢ao induzida pela inje¢cdo intraplantar de capsaicina, em

camundongos.

Esse modelo foi proposto para o estudo de compostos que atuam sobre a dor de
origem neurogénica. A injecdo de capsaicina induz estimulagdo direta dos neurbnios
nociceptivos e causa a liberagdo de varios neuropeptideos e aminoacidos excitatérios

envolvidos na transmissao dolorosa, incluindo principalmente as taquicininas (substancia
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P, neurocinina A e neurocinina B) e o glutamato, respectivamente (Sakurada et al., 1992;
Sakurada et al., 1996).

Colocou-se os animais sob funis de vidro transparentes individuais, para um
periodo de adaptacdo de 20 minutos. Apds esse periodo, cada animal recebeu por via
intraplantar 20 uL de solucdo de capsaicina (1,6 pg/pata) na pata posterior direita.
Cronometrou-se o tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata
injetada com capsaicina por um periodo de 5 minutos. Tratou-se grupos de animais com
o EBEtOH, nas doses de 0,01; 0,1; 0,5; 1,0 e 10 mg/kg por via oral 1 h antes da injegao
da capsaicina. Os animais controles receberam igual volume dos veiculos utilizados

(10 mL/kg, v.o.) para diluir o extrato.

5.9.2.5 Nocicepg¢ao induzida pela injegao intraplantar de glutamato, em camundongos.

Para testar a hipétese do envolvimento dos aminoacidos excitatorios (AAE) no
efeito antinociceptivo do EBEtOH, administrou-se o extrato por via oral e 1 hora apds,
analisou-se sua atividade no modelo de nocicepcédo induzida pelo glutamato (Santos e
Calixto, 1997; Beirith et al., 2002).

Também neste modelo, avaliou-se a atividade antinociceptiva dos trés compostos
isolados a partir do EBEtOH, administrando-se todos via intraperitoneal. Administrou-se a
febalosina (2) nas doses de 1, 3, 10, 30 mg/kg; o aurapteno (1) nas doses de 3, 10, 30,
100 mg/kg e a rutina (9) nas doses de 1, 3, 10, 30, 100 mg/kg, 30 minutos antes da
injecdo de glutamato.

Apos os tratamentos com o extrato e compostos isolados, os animais receberam
20 pL de solugao de glutamato (10 umol/pata) dissolvido em salina por via intraplantar na
pata traseira direita. Apds, colocou-se os animais individualmente sob funis de vidro
transparentes, e cronometrou-se durante 15 minutos o tempo que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada. Ao fim do experimento os animais foram mortos
por deslocamento cervical. Cortou-se a pata na altura da articulagdo e pesou-se em
balanga analitica. A diferenga entre a pata que recebeu o agente nociceptivo e a pata que
nao o recebeu, correspondeu ao edema, em mg (Ferreira et al., 1999 e Beirith et al.,
2002).

Administrou-se igual volume de veiculos utilizados para diluir o extrato e compostos

para os animais controle.
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5.9.3 Estudo da atividade antiinflamatéria do EBEtOH de P. paniculata

5.9.3.1 Avaliacao da atividade antiinflamatéria do EBEtOH no modelo do edema de

pata, induzido pela carragenina em ratos

Realizou-se o modelo de edema em pata de rato de acordo com Winter et al., 1962.
Avaliou-se por pletismometria o volume da pata direita e esquerda dos animais. Em
seguida, tratou-se os animais com EBEtOH, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg (v.0.),
indometacina (4 mg/kg, i.p.) (antiinflamatério) ou os respectivos veiculos (10 mL/Kg) e
ap6s 30 e 60 minutos, respectivamente, receberam uma inje¢ao intraplantar de
carragenina (300 ug/pata) na pata posterior direita e salina na pata posterior esquerda no
volume de 50 ulL. Avaliou-se novamente por pletismometria os volumes das patas
traseiras direita e esquerda apds 1, 2, 3 e 4 horas. Expressou-se os resultados como a
diferencga entre o volume da pata a cada tempo (Vf) e o volume inicial (Vi), representados

pela férmula Vf-Vi.

5.9.4 Estudo da atividade antitlcerogénica e anti-secretora acida do EBEtOH, em

ratas.

5.9.4.1 Lesodes gastricas induzidas por etanol

Administrou-se o EBEtOH em ratas Wistar adultas, por via oral, nas doses de
30, 100 e 300 mg/kg, e por via intraperitoneal nas doses de 3, 10, 30 mg/kg. Uma hora
depois da administragéo do etanol (0,5 mL de etanol a 70%), os animais foram mortos.
Expbs-se a parede abdominal, localizou-se e removeu-se o estébmago.

Apds a remogao do estdbmago, manteve-se o mesmo em placa de Petri, lavou-se
e abriu-se ao longo da curvatura menor. Desprezou-se, o conteudo gastrico e lavou-se a
mucosa delicadamente com agua destilada. Apds, determinou-se o indice de ulceras
através de “leitura cega” de acordo com Mesia-Vela (1998), por contagem direta das
lesdes menores ou iguais a 1 mm (1 ponto). Mediu-se e quantificou-se o comprimento de
cada lesdo na mucosa glandular considerando 1,5 pontos x mm. No caso de ulceras

perfuradas, cada mm de lesdo é multiplicado por 5 pontos (5 pontos x mm).



Materiais e Métodos 106

5.9.5 Andlise Estatistica

Apresentou-se os resultados como a média + erro padrdao da média, exceto as Dlsgs
(dose ou concentragéo dos farmacos ou compostos que reduziram a resposta em 50% em
relagdo ao grupo controle), que sdo apresentadas como médias geométricas acompanhadas
de seus respectivos limites de confianga, em nivel de 95%. Realizou-se as analises
estatisticas dos resultados por meio de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
multipla comparacéo utilizando-se o método de Newman Keuls, quando apropriado.
Considerou-se valores de P<0,05 como indicativos de significancia. Estimou-se as Dlsgs a
partir de experimentos individuais utilizando-se o método de regressao linear através do

programa “Graph Pad” ou “Instat”.

5.9.6 Atividade Antifungica

5.9.6.1 Solventes usados na solubilizagdo dos produtos naturais

Para dissolver e diluir os extratos utilizou-se dimetilsulféxido (DMSQO) nos testes em
que o solvente manteve contato com o microrganismo-teste (Microdiluicdo) por ser menos
téxico. Nos testes de bioautografia, onde o solvente é evaporado antes do contato do
produto natural com o microrganismo, usou-se hexano (para o extrato hexanico - EH) e

DMSO para as demais amostras.
5.9.6.2 Reagente usado para a revelagao dos testes

Para a revelagdo dos testes de bioautografia direta usou-se uma suspensdo a

0,5 mg/mL do sal de p-iodonitrotetrazolium Violet (INT) (Sigma), em etanol a 70%.

5.9.6.3 Meios de cultura

Utilizou-se o meio de Agar Saboraud para a manutencdo das culturas flngicas, o
caldo Saboraud para os testes de bioautografia, o Agar Batata Dextrose para as curvas de
crescimento dos fungos e o meio de RPMI 1640 (Sigma) tamponado com acido sulfénico

morfolinepropano (MOPS) (Sigma) para os testes de microdiluicao.
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5.9.6.4 Origem dos microrganismos

Avaliou-se a atividade antifungica dos extratos brutos de P. paniculata e P. pulchella
juntamente com alguns compostos isolados frente a varios microrganismos. Avaliou-se o
potencial antifungico dos extratos através do método da concentragdo inibitéria minima
(CIM) frente a microrganismos padrées como Candida albicans (Ca) ATCC 18804, Candida
krusei (Ck) ATCC 20298, Candida tropicalis (Ct) ATCC 750, Candida parapsilosis (Cp)
ATCC 22019, Candida glabrata (Cg) ATCC 2001, Sporothrix schenckii (Ss) ATCC 20679 e
Criptococcus neoformans (Cn) ATCC 32588. Aplicou-se 20 uL de anfotericina-B a 5 ug/mL

como referéncia.
5.9.6.5 Preparo do inéculo

Repicou-se em estrias as amostras para as espécies de Candida, 24 horas antes da
realizagdo dos testes e para C. neoformans, 48 horas em Agar Saboraud mantidas a 35°C.

Para se obter as células na fase leveduriforme, cultivou-se o fungo S. schenckii em
BHI a 37°C por um periodo de 4 a 6 dias.

Para o teste de microdiluicao ressuspendeu-se as amostras com o auxilio de uma alca
de Henle em solucéao fisioldgica esterilizada, homogeneizada em vértex e ajustadas a
turbidez de 0,5 da escala de Mc Farland, equivalente a 1x10° — 5x10° UFC/mL. A partir deste
indculo fez-se diluigdes 1:50 e 1:20, correspondendo a um indculo de 1x10°-5x10% UFC/mL
para as amostras de Candida spp. € C. neoformans. Para o S. schenckii fez-se apenas a
diluicdo 1:50, correspondendo a 1x10°-5x10° UFC/mL.

Para os testes de bioautografia preparou-se a suspensao fungica em caldo

Saboraud de modo a se obter 0,2-1 X 10° UFC/mL.

5.9.6.6 Método de Triagem: bioautografia direta

Dissolveu-se os extratos (100 ug/mL) em DMSO ou hexano, e aplicou-se aliquotas de
20 uL em placas de cromatografia de camada delgada (CCD) (placas de gel de silica 60F s4.
Merck). Entre os pontos de aplicagdo das substancias e/ou da margem da placa de CCD
manteve-se distancia minima de 2,5 cm. Como referéncia aplicou-se 20 uL de anfotericina-B
a 5 pug/mL (Gomes e Resende, 1992). Para o teste de toxidez, aplicou-se somente o
solvente utilizado (20 uL). Apds a aplicacdo dos produtos a serem testados, mergulhou-se
as placas de CCD por 5 segundos duas vezes consecutivas no inéculo fingico, preparado

conforme descrito anteriormente. Colocou-se as placas de CCD dentro de placas de Petri
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estéreis. Acondicionou-se os sistemas assim montados em caixas plasticas contendo um
Bécker com algodao embebido em agua destilada. Vedou-se hermeticamente as caixas e
levou-se a estufa a uma temperatura de aproximadamente 35°C por 48 h para as espécies
de Candida e C. neoformans, e 72 h para S. schenckii. Para a leitura, apos a incubacao,
borrifou-se as placas de CCD com solugao de INT (sal de p-iodonitrotetrazolium Violet)
e incubou-se novamente por 4 h a 36+ °C. Conduziu-se os experimentos em duplicata.
Mediu-se o didmetro dos halos de inibicdo e expressou-se os resultados como média de

duas repeticdes, em milimetros (Nostro et al., 2000).

5.9.6.7 Método de Microdiluicido para a Determinacido da Concentrag¢ao Inibitéria
Minima (CIM)

Dissolveu-se os extratos e substancias puras em 200 uL do solvente especifico para
cada caso, sendo apés, adicionados a 1800 yL de RPMI (meio de cultivo sintético).
Posteriormente, fez-se diluicbes seriadas dos produtos naturais usando como diluente o
proprio RPMI, e manteve-se o volume constante de 1000 uL em cada tubo. Assim, testou-se
as substancias em oito concentracdes que variaram de 1000 a 7,8 ug/mL. De cada diluicao,
distribuiu-se aliquotas de 100 uL em orificios da placa de microdiluigdo. Como controle de
crescimento e de esterilidade usou-se somente o RPMI sem a adicdo do extrato e solvente.
Como controle de toxidez do solvente usou-se o0 meio de cultura juntamente com o solvente.
Como controle positivo usou-se o RPMI adicionado de anfotericina-B. As concentractes
usadas do antifungico de referéncia variaram, desta forma, de 0,12 a 64,0 ug/mL. Apds a
montagem das placas, cada orificio teste e controle de crescimento receberam 100 uL do
inéculo microbiano. Incubou-se as placas e leu-se apo6s 48 horas para as amostras de
Candida spp. e 72 horas para C. neoformans e S. schenckii, a temperatura de a 35 °C
(Johann, 2003).

Considerou-se as CIMs como a menor concentragdo do produto natural ou antifungico
que inibiu o crescimento do microrganismo, em relagado ao controle de crescimento, apds a

incubacgao, expressou-se em pg/mL.
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5.9.7 Avaliacdao da atividade biolégica dos compostos isolados de P. paniculata e
analogos estruturais da febalosina através do bioensaio com Artemia salina

Leach

Testou-se os extratos brutos e os compostos isolados de Polygala paniculata assim
como os derivados da febalosina (2) segundo o teste de toxicidade frente a Artemia salina
(TAS).

Mediu-se a toxicidade dos extratos brutos e compostos em solugdo de agua marinha
com 1% de tween 80 (v/v). Transferiu-se aproximadamente 6-10 larvas de Artemia salina
para cada cavidade de uma placa de 24 pogas contendo solugédo salina e o respectivo
composto a ser testado em diferentes concentragbes (20 a 200 pug/mL) para os compostos
e 100 a 1000 ug/mL para os extratos brutos conforme apresentado na Figura 5-4. Apos 24
horas de contato, contou-se os animais mortos. Obteve-se a DLs, através do grafico da % de
animais mortos em fung¢ao do logaritmo da dose testada. Como controle negativo utilizou-se
o solvente onde diluiu-se os compostos (H,O), e como controle positivo utilizou-se K,Cr,0O7
cuja DLsp ~ 20-40 pg/mL. Fez-se o teste em triplicata e considerou-se téxicas, as amostras

que apresentaram DLsg < 1000 pg/mL.

Solugdo 2alina com tween 1% e com o composto em
diferentes concentragdes (20 a 200 pgimL}

6-10 larvas de

Artomia saling

L

|

Contagem dos animais mortos

Figura 5-4 - Monitoramento dos compostos através do bioensaio com Artemia salina L.
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Polygala pulchella

5.10 Atividades biolégicas de P. pulchella

5.10.1 Animais e tratamento

Utilizou-se camundongos Suigcos, machos, provenientes do biotério Central da
Universidade do Vale do Itajai, com 3 a 3,5 meses de idade e peso entre 35 - 40 g, mantidos
em ambiente com temperatura de 23 £ 1 °C, com ciclo de luz, claro/escuro, de 12 h (luz
ligada as 6 h), tendo livre acesso a agua e comida. Aclimatizou-se os animais no Laboratério

de Farmacologia por pelo menos 1 hora antes do teste.

5.10.2 Atividade ansiolitica no modelo labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um aparelho feito de madeira, elevado 56 cm do
chao, constituido por dois bragos abertos (30 x 5 cm) e dois bragos fechados (30x5x30cm),
opostos entre si com uma prote¢ao de acrilico com 0,5 cm de altura ao redor dos bragos
abertos, para minimizar a queda dos animais. Manteve-se o aparelho em uma sala
parcialmente escura, iluminada com luz vermelha da intensidade de 44 lux. Colocou-se os
animais em uma arena de madeira antes de ir para o LCE, em forma de um campo aberto
quadrado (40 x 40cm) por cinco minutos para se habituarem com o ambiente do teste.
Colocou-se os animais no LCE (no centro do aparelho voltado para um dos bracos
fechados) durante 5 minutos para o registro das medidas comportamentais que consiste em
verificar a freqliéncia de entrada nos bragos abertos (FEA) e fechados (FEF) e o tempo de
permanéncia nos bragos abertos (TPA) e fechados (TPF). Calculou-se as porcentagens das
frequéncias de entradas nos bragos abertos (%FEA) e o tempo de permanéncia nos bragos
abertos (% TPA).

Tratou-se cada grupo de 10 animais, com extrato bruto etandlico (EBEtOH; 25,0;
50,0 ou 100,0 mg/kg intraperitoneal) (i.p.), extrato bruto acetato de etila (EBACOELt; 25,0;
50,0 ou 100,0 mg/kg i.p.) e extrato bruto diclorometano (EBCH,CI,. 25,0; 50,0 ou 100,0
mg/kg i.p.) de Polygala Pulchella e o grupo controle com a solu¢gdo de NaCl 0,9% (salina).
Trinta minutos apds as inje¢cdes, manteve-se 0os animais na arena de madeira por cinco

minutos. Em seguida, testou-se todos os animais durante 5 minutos no labirinto em cruz
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elevado (LCE). Mediu-se a porcentagem das frequéncias de entradas (%FEA) e a
porcentagem do tempo de permanéncia (%TPA) no lado aberto do LCE. Utilizou-se o

Diazepam (DIZ; 3,0 mg/kg i.p.) como controle positivo para todos os experimentos.

5.10.3 Atividade antidepressiva

5.10.3.1 Teste do nado forgado

Para a avaliagdo do efeito antidepressivo do EBEtOH, EBACOEt, e EBCH.CI, de
Polygala Pulchella, administrou-se via intraperitoneal (i.p.) o extrato ou a solugao de NaCl
0,9% (salina). Trinta minutos apds as injecbes, avaliou-se o tempo de imobilidade dos
camundongos durante um periodo de 6 minutos, em um cilindro plastico de 10 cm de
didmetro e 24 cm de altura contendo 19 cm de altura de agua a temperatura de 25 °C +

1 °C de acordo com o método descrito por Porsolt et al.,1977.
5.10.3.2 Teste da suspensio da cauda no modelo do nado forgado

Para a avaliacdo do efeito antidepressivo do EBEtOH, EBACOEt, e EBCH,CI, de
Polygala Pulchella, administrou-se via intraperitoneal (i.p.) o extrato ou a solugdo de NaCl
0,9% (salina) e trinta minutos apds as injegdes, isolou-se acustica e visualmente os
camundongos. Fixou-se os animais com fita adesiva na extremidade da cauda pelo menos
50 cm acima do chéo. Avaliou-se o tempo de imobilidade durante um periodo de 6 minutos
de acordo com o método descrito por Steru et al., 1985.

Tratou-se os animais (grupos de 10) com extrato bruto etandlico EBEtOH (25,0; 50,0
ou 100,0 mg/kg i.p.), EBACOEt (25,0; 50,0 ou 100,0 mg/kg i.p.) e EBCHCI, (25,0; 50,0 ou
100,0 mg/kg i.p.) de Polygala Pulchella e o grupo controle com salina (S). Trinta minutos
apos as injecdes, testou-se todos os animais durante 6 minutos no teste do nado forgado
(TNF) ou teste da suspensdo da cauda (TSC) e mediu-se o tempo de imobilidade. A
imipramina (IMP; 15,0 mg/kg i.p.) foi utilizado como controle positivo para todos os

experimentos.



CAPITULO 6
CONCLUSOES

Como resultado do estudo fitoquimico e das propriedades biolégicas realizadas com
extratos, compostos isolados e analogos sintéticos das espécies P. paniculata e

P. pulchella pode-se concluir que:

1) De P. paniculata isolou-se e identificou-se 10 compostos: aurapteno (1),
febalosina (2), espinasterol (8), rutina (9), 1-hidroxi-5-metoxi-2,3-metilenodioxixantona (10) e
1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11), ja descritos na espécie. Os compostos
1,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-(2’,3’,3,2)-xantona (12), 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (13) e
7-metoxi-8-(1’,2’-acetal-3’-metil-3-‘butenil)-cumarina (15), foram isolados e identificados pela
primeira vez na espécie P. paniculata. O composto 3,5-dihidroxi-6’,6’-dimetilpirano-
(2’,3',1,2)-xantona (14) € uma estrutura nova na literatura. Os resultados estdo de acordo
com os estudos quimiotaxondmicos do género Polygala que é caracterizado pela

biossintese de xantonas.

2) Os constituintes volateis das flores e raizes P. paniculata, extraidos
individualmente por SPME e analisados por CG-EM e indice de retencao, tiveram a seguinte
distribuicdo: nas flores caracterizou-se 25 compostos representando 98,69% do total dos
constituintes volateis sendo, portanto, acetato de bornila (25,00%), 1,8-cineol (12,45%),
pent-2-enal (9,97%), 1-undeceno (9,48%), a-terpineol (6,40%) e a-terpenil acetato (5,35%)
os compostos mais abundantes. Nas raizes identificou-se 13 compostos representando
99,67% do total, sendo o salicilato de metila o composto majoritario (89,13%), seguido de
4-metoxi salicilato de metila (3,66%), 3-metdxi salicilato de metila (3,03%), acetato de bornila
(1,29%) e 1,8-cineol (0,54%). Esses resultados explicam o uso em aplica¢des locais do seu
extrato alcodlico em torceduras, machucados ou reumatismo das articulagdes, cujo efeito se
explica pela presenca do salicilato de metila e seus derivados como ativador da circulagéo
no local da aplicagdo. Esses compostos foram identificados pela primeira vez na espécie

com excec¢ao do salicilato de metila.
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3) De P. pulchella, foi isolada a xantona 1,5-dihidroxii-2,3-metilenodioxixantona (16)
uma estrutura inédita na literatura e a xantona 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (11) ja

descrita no género Polygala, porém é a primeira vez identificada na espécie P. pulchella.

4) O EBEtOH de P. paniculata apresentou uma atividade neuroprotetora in-vivo
contra intoxicagao induzida por MeHg. Portanto, os testes in vitro ndo apresentaram
possiveis efeitos quelantes do extrato. Esses resultados reforcam a idéia de que o efeito
protetor de P. paniculata esta relacionado com as propriedades antioxidantes dos

compostos presentes no EBEtOH, sobretudo as xantonas.

5) O EBEtOH de P. paniculata apresentou atividade antinociceptiva nos modelos de
nocicepcao induzida pela injecéo intraperitoneal de acido acético, nocicepg¢ao induzida pela
injecdo intraplantar de capsaicina e nocicepgao induzida pela inje¢do intraplantar de
glutamato. Avaliando a atividade antinociceptiva dos compostos isolados febalosina (2),
aurapteno (1) e rutina (9) foram obtidos importantes resultados. A rutina administrada i.p. foi
capaz de reverter a nocicepgao induzida pelo glutamato significativamente e de forma dose-
dependente, caracterizando-se pelo composto que apresentou a melhor atividade. Além
disso, o EBEtOH apresentou atividade antiinflamatéria no modelo de edema de pata

induzido pela injecéo intraplantar de carragenina.

6) O EBEtOH apresentou atividade gastroprotetora, reduzindo o indice de ulceras na
mucosa causado pela administragéo oral de etanol 70%. O extrato foi administrado pelas
vias oral e intraperitoneal, sendo que a protegdo esta relacionada ao aumento da produgao
de muco gastrico, um fator de protecdo da mucosa gastrica, € nado da inibicdo de um fator
agressor como a produgdo de acido gastrico, sendo este, o mecanismo comum aos

medicamentos mais empregados para o tratamento de Uceras gastricas atualmente.

7) A acao antifungica no modelo da concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato
hexéanico (EH) de P. paniculata apresentou resultados significativos frente a quase todos os
fungos testados (Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,
Candida glabrata, Sporothrix schenckii e Criptococcus neoformans), podendo-se destacar a
CIM de 60 mg/mL para C. tropicalis e de 125 mg/mL para C. neoformans. Ja os compostos
isolados, o espinasterol (8) foi 0 mais promissor apresentando uma CIM de 60 mg/mL para
Candida tropicalis e Sporothrix schenkii, seguido da rutina (9) que apresentou boa atividade

para Cryptococcus neoformans com uma CIM de 60 mg/mL.



Conclusées 114

8) Dos extratos brutos de P. paniculata submetidos ao bioensaio de toxicidade frente
a Artemia salina (TAS), o EBDM apresentou melhor resultado com uma DLso de 776,25 ppm
seguido do EBEtOH (DLso de 954,65 ppm) e EBACOEt 975,25 ppm, no método A. Tanto o
EH (extrato hexanico, DLsy 741,31 ppm) quanto o EBEtOH (DLsy 776,24 ppm) obtidos pelo
método B, apresentaram atividade moderada. Dos compostos isolados considerou-se todos
os compostos ativos, sendo o composto de maior atividade a 1,5-dihidroxi-2,3-
dimetoxixantona (11) com uma DLsy de 86,93 ppm, seguido da febalosina (2) com uma DLsg
de 88,49 ppm. No entanto, houve uma diminuicao da atividade nos analogos estruturais da

febalosina (2).

9) A espécie P. pulchella apresentou uma provavel agao ansiolitica para o EBEtOH e
EBACOEt no modelo do labirinto em cruz elevado. Apresentou também acgao antidepressiva

para o EBEtOH e EBDM nos modelos do teste do nado forgado e suspenséao da cauda.

10) A acéo antifiungica no modelo da concentragao inibitéria minima (CIM) para os
extratos de P. pulchella ndo houve inibigao significativa frente aos fungos testados (Candida
albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata,
Sporothrix schenckii e Criptococcus neoformans).  Apenas as flores apresentaram
resultados moderados frente ao fungo S. schenkii e o extrato bruto diclorometano (EBDM)

que apresentou uma CIM de 125 pg/mL para Criptococcus neoformans.

11) Dos extratos brutos de P. pulchella submetidos ao bioensaio de toxicidade frente
a Artemia salina, o extrato aquoso das flores foi o Unico ativo com uma DLs, de 371,53 ppm.

Os demais extratos foram considerados inativos por possuirem TAS > 1000 ppm.

Os resultados deste trabalho em conjunto com os dados descritos na literatura,
mostram nitidamente que as plantas medicinais sdo fontes de uma variedade de compostos
com potencial atividade bioldgica que poderao dar origem ou servir de protétipo para o

desenvolvimento de novos farmacos e/ou fitofarmacos
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Espectro 14 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) da cumarina aurapteno (1).



141

Apéndices

Y ==
TR —

"

!iail

L7 bt | S

W=
L & ||
L

Ll b |
Ll |

RS

W

A==

TK-CPT-!D*-UT'OQIF“T--F ry -T--T-‘T. T- *‘T-* T- =— -T-l?— T—*-T.’*T‘q -
160 140 130 120 10 100 ﬂ'-% 80 70 a3 B2 49 30 20

e o G o

Espectro 15 - Espectro de RMN de "°C (CDCl;) da cumarina aurapteno (1).



142

Apéndices

sumﬂ“;ln." N —

=~ - —

e e
e —-
Tl " = e s

W= -
. & | — T e———
mur— — ——
-waer— — —

T | S T —

130 120 110 160 _.;'3 20 70
Espectro 16 - Espectro de RMN de "*C/DEPT 135 (CDCl3) da cumarina aurapteno (1),

140

! ,
ey g g ——————— 1"“‘1""'"" T T rT T T

R
2

-



Apéndices 143

.E
o~
-
-
O-CHg
=
-
.i.i -
s ~ T b1
' !.. k\l -
- e
H-5 !
5
H-1
H-4' H-4" H-2'
H-5
H-4 H-6 iH-3
e
- - == =
- - — — —
\LL 21 L A_JL_JL AJ _Jl
—T1— ——T " - T ~— 7 T T ~——T1—
8 7 ] $ 4 3 2 1 -0 pp®a
——t ——t e g ———
.72 8.04 .08 27.98 £0.44
8.49 .5 8.40 8.24

Espectro 17 — Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCIl;) da cumarina febalosina (2).



Apéndices 144

~—100.011
143.000
141.518
119.180
80.024
17.078

—~— 182,108

154,009

Ty Iy Y YrrryYrrory YT Y r T Yy Y YT T T TYYTY . g ) G040 2040 .20 2 S0 A0 NS84 S . Y YT Yr YTy rrY

180 169 140 120 100 ae 60 40 20 0 ppm
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Espectro 19 — Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl;) da 7-metéxi-8-(1’,2’-acetal-3’-metil-3’-butenil)-cumarina (15).
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Espectro 20 — Espectro de RMN de "°C (100 MHz, CDCl3) da 7-metoxi-8-(1',2'-acetal-3"-metil-3'-butenil)-cumarina (15).
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Tabela 1 — Dados de Raio-X da determinagdo da estrutura for 7-metoxi-8-(1,2’-acetal-3'-

metil-3’-butenil)-cumarina (15).
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Empirical formula Ci1g Hzo Os

Formula weight 316.34

Temperature 293(2) K

Wavelength 0.71069 A

Crystal system Triclinic

Space group P-1

Unit cell dimensions a=28.044(1) A o= 84.292(9)°.
b=9.581(1) A B=80.842(9)".
c=11.323(1) A Yy =72.928(8)".

Volume 822.29(15) A 3

Z 2

Density (calculated) 1.278 Mg/m3

Absorption coefficient 0.093 mm-1

F(000) 336

Crystal size 0.50 x 0.30 x 0.26 mm3

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(l)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

1.82 to 25.47°.

-9<=h<=9, -11<=k<=11, -13<=I<=13
6098

3053 [R(int) = 0.0150]

None

Full-matrix least-squares on F2
3053/0/212

1.041

R1 =0.0376, wR2 = 0.0985

R1 =0.0552, wR2 =0.1078
0.184 and -0.196 e. A -3
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Table 2 - Atomic coordinates ( x 104) and equivalent isotropic displacement parameters (A2x
103) for 7-metdxi-8-(1’,2’-acetal-3’-metil3’-butenil)-cumarina (15). U(eq) is defined as one third of the

trace of the orthogonalized Uil tensor.

X y z U(eq)
c(1") 8509(2) 3485(1) 7153(1) 41(1)
C(2) 11121(2) 1157(2) 10035(1) 50(1)
C(2") 7919(2) 2108(1) 7128(1) 43(1)
C(3") 6008(2) 2319(2) 7057(1) 49(1)
C(3) 10687(2) 1724(2) 11219(1) 61(1)
C(4") 5095(2) 1651(2) 7875(2) 61(1)
C4) 9518(2) 3018(2) 11422(1) 61(1)
C(5") 5217(3) 3292(2) 6046(2) 77(1)
C(5) 7367(2) 5241(2) 10655(1) 61(1)
C(6) 6530(2) 6018(2) 9733(2) 59(1)
C(7") 12051(2) 612(2) 6099(2) 75(1)
C(7) 6938(2) 5452(2) 8593(1) 48(1)
C(8) 8190(2) 4097(1) 8373(1) 41(1)
C(8") 10733(3) 2570(3) 4590(2) 91(1)
C(9) 9010(2) 3346(1) 9342(1) 42(1)
C(10) 8619(2) 3893(2) 10489(1) 51(1)
C(11) 4987(3) 7598(2) 7750(2) 78(1)
C(12) 10540(2) 1908(2) 5855(1) 51(1)
O(1) 10245(1) 2022(1) 9139(1) 45(1)
o1 10342(1) 2988(1) 6701(1) 47(1)
0(2) 8953(1) 1488(1) 6055(1) 60(1)
0(2) 12171(2) 21(1) 9748(1) 65(1)
O(7) 6140(2) 6153(1) 7638(1) 63(1)
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Table 3.- Bond lengths [A] and angles [°] for 7-metoxi-8-(1’,2’-acetal-3'-metil3’-butenil)-

cumarina (15).
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C(1)-0(1")
C(1')-C(8)
C(1')-C(2')
C(2)-0(2)
C(2)-0(1)
C(2)-C(3)
C(2')-0(2)
C(2)-C(3)
C(3)-C(4")
C(3)-C(5)
C(3)-C(4)
C(4)-C(10)
C(5)-C(6)
C(5)-C(10)
C(6)-C(7)
C(7")-C(12)
C(7)-0(7)
C(7)-C(8)
C(8)-C(9)
C(8')-C(12)
C(9)-0(1)
C(9)-C(10)
C(11)-0(7)
C(12)-0(2))
C(12)-0(1")

Oo(1)-
Oo(1)-
C(8)-
0(2)-
0(2)-
O(1)-

)_

)_

QO

Q

(
(

O 0 O O

o'
o2

Q9

(1)-C(8)
(1)-C(2)
(1-C(2))
(2)-0(1)
2)-C(3)
2)-C(3)
2')-C(3)
2')-C(1)

1.4348(16)
1.5102(17)
1.5319(18)
1.2028(18)
1.3892(17)
1.448(2)
1.4326(16)
1.504(2)
1.322(2)
1.502(2)
1.334(2)
1.432(2)
1.368(2)
1.393(2)
1.404(2)
1.499(2)
1.3623(18)
4063(19)
1.3962(19)
1.511(2)
1.3767(16)
1.4036(18)
1.4269(19)
1.4271(18)
1.4376(16)

112.37(10)
102.14(10)
114.52(11)
116.80(13)
126.65(14)
116.54(14)
109.43(10)
101.38(10)

C(3)-C(2)-C(1")
C(4)-C(3")-C(5")
C(4)-C(3")-C(2"
C(5)-C(3)-C(2")
C(4)-C(3)-C(2)
C(3)-C(4)-C(10)
C(6)-C(5)-C(10)
C(5)-C(6)-C(7)
O(7)-C(7)-C(6)
O(7)-C(7)-C(8)
C(6)-C(7)-C(8)
C(9)-C(8)-C(7)
C(9)-C(8)-C(1")
C(7)-C(8)-C(1")
O(1)-C(9)-C(8)
0(1)-C(9)-C(10)
C(8)-C(9)-C(10)
C(5)-C(10)-C(9)
C(5)-C(10)-C(4)
C(9)-C(10)-C(4)
0(2')-C(12)-0(1")
0(2')-C(12)-C(7")
O(1')-C(12)-C(7")
0(2))-C(12)-C(8")
O(1')-C(12)-C(8")
C(7)-C(12)-C(8")
C(9)-0(1)-C(2)
C(1)-0(1)-C(12)
C(12)-0(2")-C(2")
C(7)-0(7)-C(11)

117.24(11)
122.70(15)
119.41(14)
117.89(14)
121.10(15)
121.66(14)
121.47(13)
119.54(15)
122.80(13)
115.75(12)
121.43(14)
116.88(12)
123.30(12)
119.72(12)
117.51(11)
119.95(13)
122.54(13)
118.14(14)
124.07(13)
117.79(14)
106.44(10)
109.64(14)
108.92(12)
107.98(13)
110.20(14)
113.43(15)
122.94(11)
107.14(10)
108.89(10)
119.26(13)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms
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Table 4- Anisotropic displacement parameters (A2x 103)for 7-metoxi-8-(1’,2-acetal-3'-
metil3’-butenil)-cumarina (15). The anisotropic displacement factor exponent takes the form: —2112[
h2a*2u11 + . +2hka*b* U12].

Ull U22 U33 U23 Ul3 UIZ
C(1950(1) 38(1) 36(1) -5(1) -4(1) -13(1)
C(2)58(1) 55(1) 45(1) 3(1) -11(1) 225(1)
C(2)52(1) 39(1) 41(1) 9(1) 9(1) -12(1)
C(3")54(1) 46(1) 51(1) -14(1) 9(1) -15(1)
C(3)78(1) 69(1) 44(1) 1(1) -17(1) 31(1)
C(4959(1) 61(1) 66(1) -20(1) -1(1) 22(1)
C(4)85(1) 74(1) 36(1) -10(1) -7(1) -36(1)
c(5"72(1) 86(1) 79(1) 5(1) -33(1) 22(1)
C(5)77(1) 61(1) 46(1) 22(1) 9(1) -26(1)
C(6)64(1) 47(1) 64(1) 22(1) 11(1) -15(1)
C(762(1) 66(1) 97(1) -35(1) -19(1) 3(1)
C(7)53(1) 40(1) 51(1) 7(1) 2(1) -17(1)
C(8)49(1) 38(1) 40(1) 9(1) 1(1) -19(1)
Cc8H125(2)  111(2) 39(1) -12(1) 0(1) -37(1)
C(9)50(1) 41(1) 39(1) 9(1) 1(1) 21(1)
C(10)65(1) 57(1) 40(1) -13(1) 2(1) 28(1)
c(11)71(1) 48(1) 101(2) 7(1) 7(1) 4(1)
C(12)55(1) 58(1) 40(1) -17(1) 3(1) -14(1)
0(1)56(1) 44(1) 37(1) -6(1) -6(1) -14(1)
0(1')52(1) 52(1) 40(1) -14(1) 3(1) -19(1)
0(2)55(1) 69(1) 61(1) -35(1) 2(1) -17(1)
0(2)68(1) 59(1) 60(1) 0(1) -12(1) 7(1)

0(7)70(1) 45(1) 65(1) 7(1) 7(1) 2(1)




