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RESUMO

No presente estudo, realizou-se uma reinvestigacao fitoquimica da espécie
Polygala sabulosa para a obtencdo dos principais metabdlitos secundarios, o
preparo de moléculas analogas e, paralelamente, a realizacdo de ensaios de
atividades biolégicas. A analise dos componentes do dleo volatil das raizes
mostrou o salicilato de metila como componente majoritario (83,8%), e para as
partes aéreas a 6-pentil-4-metoxi-pirona (47,0%) e o salicilato de metila (31,5%)
sdo os principais componentes. A avaliacdo da atividade antibacteriana do éleo
das partes aéreas revelou uma importante acdo contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, ambas com CIM= 0,15
puL/mL. Através do fracionamento dos extratos de flores, folhas e caules, seis
estirilpironas foram isoladas: DST 1, DST 2, DST 3, STY 4, STY 5 e STY 6. A
analise por CG da mistura de estirilpironas revelou a presenca de outras duas
estirilpironas, a STY [51] e a 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-13-metoxi-estiril)-2H-
piran-2-ona [52], inédita na espécie. Além disso, a xantona 1,5-diidroxi-2,3-
dimetoxixantona [54] foi identificada nesta mistura, sendo um importante resultado
do ponto de vista quimiotaxondmico. A avaliagdo da acao central, o EBH e a FAE
promoveram um efeito do tipo ansiolitico, anticonvulsivante e hipno-sedativo,
sendo as agdes mais evidentes para a FAE. Os experimentos in vitro mostraram
que as diidro- e estirilpironas apresentam afinidade pelo sitio BDZ do receptor
GABAAa. Os estudos preliminares de toxicologia aguda e sub-crénica revelaram
que a administracdo oral da FAE em camundongos mostrou boa tolerabilidade e
baixa toxicidade. Os estudos das variagdes dos teores de estirilpironas revelaram
que existem diferencas sazonais no conteudo, sendo que a DST 1 e STY 4
apresentaram o maior valor médio nas coletas. A escopoletina [8], isolada em
pouca quantidade no EBH, foi obtida com sucesso a partir da 6-metoxi-7-
preniloxicumarina [7], isolada em grande quantidade na espécie estudada. A partir
da escopoletina, obtiveram-se 11 derivados: seis ésteres benzoilicos e cinco
ésteres alquilicos. Vinte e duas cumarinas foram obtidas através da reagéo de von
Pechmann e outras sete através da reacdo de Knoevenagel. A avaliagdo da
atividade citotoxica contra as diferentes células tumorais mostrou bons resultados,
destacando-se as cumarinas sintéticas com o clorometileno ligado ao C-4. A
atividade antibacteriana das cumarinas foi observada principalmente para os
esteres benzoilicos derivados da escopoletina, sendo mais importante contra a
bactéria P. aeruginosa, com uma CIM= 0,43 umol/mL para o p-bromo benzoilato
de escopoletina [11]. As cumarinas ndo apresentaram atividade antifungica
significativa. Extratos e fragdes de P. sabulosa apresentaram uma atividade
antioxidante regular nos ensaios do DPPH e do potencial redutor. A analise dos
componentes fendlicos por eletroforese capilar mostrou a presenca de trés
heterosideos da quercetina.



ABSTRACT

In this study, a phytochemical re-investigation of the Polygala sabulosa
specie was done to obtain the main secondary metabolites, the preparation of
similar molecules and the evaluation of biological activities. The analysis of the
volatile oil showed methyl salicylate (83.8%) as the main constituent in the roots
and the 6-pentyl-4-methoxypyrone (47.0%) and methyl salicylate (31.5%) as the
main components for the aerial parts. The assessment of the antibacterial activity
of the oil from the aerial parts showed a major action against bacteria
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, both with CIM 0.15 uL/mL.
By the successive silica gel column chromatography of the flowers, leaves or
stems extracts, six styrylpyrones were isolated: three dihydrostyryl-2-pyrones (DST
1, DST 2, DST 3) and three styryl-2-pyrones (STY 4, STY 5 and STY 6). The
analysis of the styrylpyrones mixture by GC revealed the presence of two other
styrylpyrones, the STY [51] and 4-methoxy-6-(11,12-methylenedioxy-13-
methoxystyryl)-2-pyrone [52], new in this specie. Moreover, the xanthone 1,5-
dihydroxy-2,3-dimethoxyxanthone [53] was identified in this mixture, an important
result from a chemotaxonomic view point. The evaluation of the central effects
showed that the crude extract (EBH) and the ethyl acetate fraction (FAE) promoted
an anticonvulsant, hypno-sedative and anxiolytic-like effects and that these effects
were more evident for FAE. The in-vitro experiments showed that the dihydro- and
styrylpyrones exhibited high affinity with benzodiazepine binding sites of the
GABAa. The preliminary analysis of acute and sub-chronic toxicity revealed that
oral administration of the FAE in mice showed good tolerability and low toxicity.
The studies of changes in the levels of styrylpyrones revealed that there were
seasonal differences in content, and the DST 1 and STY 4 presented the highest
average in the collection. The scopoletin [8], isolated in low quantities in EBH, was
successfully obtained from the 6-methoxy-7-preniloxycoumarin [7], isolated in high
quantity in this specie. From the scopoletin, eleven derivatives were prepared: six
benzoic esters and five alkyl esters. Twenty-two coumarins were obtained by the
von Pechmann reaction and seven others by the Knoevenagel reaction. The
cytotoxic activity evaluation against different tumor cells showed good results,
where the most active compounds were synthetic coumarins with methylene
Chloride linked to the C-4. The antibacterial activity of coumarins was observed
principally in the benzoylic esters derived from scopoletin, with the scopoletin p-
bromo benzoylate [11] being more important against the bacterium P. aeruginosa,
with a MIC = 0.43. The coumarins showed no significant antifungal activity.
Extracts and fractions of P. sabulosa had an antioxidant activity in the regular
testing of DPPH and reducing potential. The analysis of phenolic components by
capillary electrophoresis showed the presence of three quercetin heterosides.

10



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Estruturas das principais classes de compostos ja isolados do género

POIYGAIA.......oeeoeeii 11
Figura 2: Estrutura de algumas xantonas isoladas de espécies de Polygala ........ 12
Figura 3: Polygala sabulosa no seu habitat natural .............cccccev, 13

Figura 4: Proposta para biossintese de estirilpironas na espécie P. sabulosa....... 16

Figura 5: Algumas estiril-lactonas isoladas de espécies do género Goniothalamus

Figura 6: Proposta da rota biossintética de cumarinas em vegetais superiores ....21
Figura 7: Origem biossintética de derivados cumarinicos ..........ccccceeeieiieeeeeeeennnes 22

Figura 8: Fluxograma de isolamento dos constituintes quimicos do extrato
diclorometénico das flores de P. sabulosa - Coluna 1 ..................... 30

Figura 9: Fluxograma de isolamento dos constituintes quimicos do extrato bruto
hidroalcodlico dos caules (coleta marco/2004)- Coluna 2 ................ 31

Figura 10: Fluxograma do isolamento dos constituintes quimicos do extrato bruto
hidroalcodlico das folhas (coleta mar¢o/2004)- Coluna 3 ................. 32

Figura 11: Estrutura proposta para o componente majoritario do 6leo volatil das
partes aéreas de P. sabulosa 6-pentil-4-metoxi-2-pirona [49] e esquema
de fragmentagdes proposta para a mesma..........cccccuvueeereieeiiieeeeneeeeeenn. 64

Figura 12: Espectros de massas dos compostos 6-pentil-4-metoxi-2-pirona [49] (A)
e do seu derivado 6-heptil-4-metoxi-2-pirona [50] (B) presentes no dleo
volatil das partes aéreas de P. sabulosa...............cccooeeeeeeiinnenineieeeeennn. 65

Figura 13: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da diidroestirilpirona [1] (DST 1)

Figura 16: Cromatograma de ions totais dos componentes presentes na mistura de
ESHIIPITONAS. ...ci e 73

Figura 17: Esquema de formacédo do ion tropilio (m/z 135 u.m.a.) a partir da
diidroestirilpirona [1] (DST 1) e seu respectivo espectro de massas ..74

Figura 18: Espectro de massas da diidroestirilpirona [2] (DST 2) .....coeeevviiiiieennnnn. 74

11



Figura 19

Figura 20:

Figura 21

Figura 22:
Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

Figura 26

Figura 27:

Figura 28:

Figura 29:

Figura 30:

Figura 31:

Figura 32:

Figura 33:

: A- Esquema de formagédo dos ions m/z 274, 259 e 231 a partir da

estirilpirona [5] (STY 5) e B- seu respectivo espectro de massas.......
Espectro de massas da 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-10,14-dimetoxi-
estiril)-2-pirona [51] (STY 51)

: Espectro de massas referente a sobreposicdo da estirilpirona [4] +
diidroestirilpirona [3] .....oooeoiiii e 77
Espectro de massas da estirilpirona [6] (STY 6) .....ccceeiiiivviiiiiiieeeeenn. 78

Espectro de massas para a estrutura proposta como 4-metoxi-6-(11,12-
metilenodioxi-13-metoxi-estiril)-2H-piran-2-ona [52] .........cccccccvvveeeennn. 79
Espectro de massas do composto com tr= 30,91 min (Pico H) ............ 80

Cromatograma dos ions totais da A)- Mistura de estirilpironas, B)- 1,5-
diidroxi-2,3-dimetoxixantona [54], C)- Co-injecdo da mistura de
estirilpironas + 1,5-diidroxi-2,3-dimetoxixantona [54] ........ccccccceveerenn..
Efeito do tratamento oral com o EBH (250 — 1.000 mg/kg, v.0.) de P.
sabulosa no comportamento de camundongos avaliados no LCE

Efeito do tratamento oral com o EBH (250 — 1.000 mg/kg, v.0.) no sono
induzido pelo pentobarbital s6dico (50 Mg/Kg, i.P.).cceveecvrrreeieeiiienenn. 85

Efeito do tratamento oral com o EBH (250 — 1.000 mg/kg, v.0.) na
convuls@o induzida pelo PTZ. ... 86

Efeito da 6-metoxi-7-preniloxicumarina (6-MC), fragdo aquosa (FA),
fracdao hexano (HEX) (250 — 1.000 mg/kg, v.0.) e a fracdo acetato de
etila (FAE) (125 — 1.000 mg/kg, v.0.) na laténcia para inducéo (A) e na
duracao do sono induzido pelo éter etilico (B)

Efeito do tratamento oral com a fracdo acetato de etila (FAE) (250 —
1.000 mg/kg, p.0.) no comportamento de camundongos avaliados no
LCE

Cromatograma de ions totais da FAE de P. sabulosa utilizada nos
ensaios de acao sob o sistema nervoso central

Efeito da DST 1 (0,2 — 25 pmol), DST 3 (0,3 fmol — 25 pmol), STY 4 (1 -
25 pmol) e STY 6 (8 fmol — 25 pmol) no modelo do LCE no parametro
“Porcentagem do tempo gasto nos bragos abertos”

Curvas de competicdo entre a DST 1, 2,3 e STY 4,5, 6 (0,1 - 600 uM)
e o [°H]-flunitrazepam (0,42 nM) em membranas sinaptossomais de
cortex cerebral de ratos

12



Figura 34: Conteudo relativo de estirilpironas nos diferentes meses de coleta:
setembro (2002), fevereiro (2003), novembro (2003) e marco (2004)

Figura 35: Variacdo do conteudo individual das diidro- e estirilpironas nas
diferentes COletas ........ooooeiiiiiiii 95

Figura 36: Estrutura da 6-metoxi-7-preniloxicumarina obtida através do
fracionamento do EBH de P. sabulosa [7] .......ccccoveumimeimieeeiiiiiaiaaenn. 103

Figura 37: Estrutura da 6-metoxi-7-hidroxicumarina (escopoletina) [8] obtida
através do fracionamento do extrato do caule de P. sabulosa ......... 103

Figura 38: Obtencao de escopoletina [8] a partir da 6-metoxi-7-preniloxicumarina
4 PP 105

Figura 39: Modificagdes estruturais propostas para a escopoletina .................... 108

Figura 40: Reacdo geral para a sintese dos ésteres benzoilicos derivados da
=TS T0] oo 1] (] = U 107

Figura 41: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do p-clorobenzoilato de
eSCOoPOIEtiNa [10] ... 108

Figura 42: Reacdo geral para obtencdo dos ésteres alquilicos derivados da
ESCOPOIBTING. ... 109

Figura 43: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do butanoato de escopoletina
14 RO 110

Figura 44: Esquema geral da obtencdo de cumarinas através da condensagéo de
Pechmann utilizando o o-ZrP-SO3H como catalisador acido em
condicOes livres de SOIVENTES ......coooiiiiiiiiiiiii e 113

Figura 45: Estrura do catalisador acido a-Zr(CH3POg3)1.2(0O3PCsH4SOsH)os -...... 118

Figura 46: Esquema geral da obtencdo de cumarinas através da reacdo de
Knoevenagel utilizando o a-Zr(KPQ4), como catalisador basico em
condicoes livres de SOIVENTES .....ccoeveeveiiiiii e 120

Figura 47: Estrutura tridimensional do catalisador basico o-Zr(KPQOy)s................ 122

Figura 48: Principais cumarinas com atividade citotoxica frente a larvas de Artemia
SAIINA ... —————— 126

Figura 49: Efeito das cumarinas [28], [30], [32] e [34] (10 — 50 uM) sobre a
viabilidade celular de células de melanoma murino (B16F10) pelo teste
de reduGa0 dO MTT ... 130

Figura 50: Principais cumarinas com atividade antiproliferativa frente a linhagem
de células de carcinoma mamario MCF-7..........occcoiiiiiiiiiiieeeees 133

13



Figura 51: Eletroferograma do extrato hidroalcodlico das folhas de P. sabulosa e
espectro de UV dos trés compostos detectados no extrato (1A, 1B e

Figura 52: Eletroferograma dos extratos hidroalcodlicos das folhas, flores e caules
A€ P. SADUIOSA.........ceeeeieeee et 145

14



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Atividade biol6gica de extratos e compostos isolados de espécies do
GENEIO POIYGAIA ...ttt 6

Tabela 2: Kavalactonas presentes nos rizomas de kava-kava.........ccccccevvvvennnnnnnn. 19

Tabela 3: Estrutura das diidroestirilpironas [1], [2], [3] e estirilpironas [4], [5] e [6]

Tabela 4: Fragmentacbes do composto em andlise e das duas xantonas
=1 (=T o1 (0] g =T F= 1< PP 81

Tabela 5: Comparagédo entre os valores das atividades in vivo (LCE) e in vitro
(binding) e as quantidades individuais de cada estirilpirona nas
rESPECHIVAS COIBLAS ... 96

Tabela 6: Efeito do tratamento sub-crénico (32 dias) com a fracao acetato de etila
(FAE) de Polygala sabulosa nos parametros bioquimicos e
hematol6gicos em camundongos machos e fémeas ............ccccoeeuneee 101

Tabela 7: Sintese de cumarinas a partir de fendis com diferentes B-ceto ésteres
catalisada pelo 0-Zr-PSOgH.........cccuumiiieeeeeeeeeee e 114

Tabela 8: Comparacao de algumas reagdes entre o resorcinol (A) e o0 acetoacetato
de etila (B) empregando diferentes catalisadores ............cccccccunnnnneee. 117

Tabela 9: Obtengdo de cumarinas a partir de o-hidroxibenzaldeidos com
dietiimalonato catalisada pelo o-Zr(KPO4)z.....cccovummmiiiiiiiiieiieiieeeeen. 121

Tabela 10: Dose letal (DLsp) das diferentes cumarinas frente a larvas de Artemia
SAIINA ... e e e aaaean 125

Tabela 11: Efeito das cumarinas (50 uM) sobre a viabilidade celular de células de
melanoma murino (B16F10) pelo teste de reducdo do MTT............. 128

Tabela 12: Atividade antiproliferativa das cumarinas (20 ng/mL) frente a linhagem
celular de cancer de mama (MCF-7)......ccoiiiiiiii e 132

Tabela 13: Atividade antiproliferativa das cumarinas (20 ng/mL) frente a linhagem
celular de cancer de rim (TK10).....cooo oo 134

Tabela 14: Atividade antibacteriana das cumarinas expressa como CIM (umol/mL)

Tabela 15: Teor de fendis totais, flavondides totais, capacidade sequlestrante do
radical livre DPPH e potencial redutor do EBH e fracbes de P.
SADUIOSA ...t 143

15



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

[*H]-FNZ: [*H]-flunitrazepam

6-MC: 6-metoxi-7-preniloxicumarina

ATCC: Colegéo de Cultura Tipo Americana (American Type Culture Collection)
B16F10: linhagem celular representativa de melanoma murino
BDZ: benzodiazepinico (s)

CC: cromatografia em coluna

CCD: cromatografia em camada delgada

CCf: cromatografia em coluna flash

CG: cromatografia gasosa

CG-EM: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
CIM: Concentracéo Inibitéria Minima

d: dubleto

DLso: dose letal 50%

DMSO: dimetilsulfoxido

DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazilaa

DST: Diidroestirilpirona (s)

DZP: diazepam

EBH: extrato bruto hidroalcodlico

EC: eletroforese capilar

E.P.M: erro padrdo meédio

FA: fracao aquosa

FAE: fracdo acetato de etila

GABA: 4cido y-aminobutirico

HEX: fragdo hexano

Hz: hertz

I.c.v.: intracerebroventricular

I.p.: intraperitonial

I.v.: intravenosa

ICgs9: intervalo de confianca 95%

IV: infravermelho

J: constante de acoplamento

Ki: constante de inibicdo ou constante de afinidade
LCE: labirinto em cruz elevado
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m: multipleto

MCF-7: linhagem celular representativa de carcinoma de glandula mamaria
MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
MTT: 3-[4,4-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio

pf: ponto de fusédo
PTZ: pentilenotetrazol
Py: piridina

g: quarteto

Rf: fator de retencao

RMN '3C: ressonancia magnética nuclear de carbono
RMN 'H: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

s: singleto

sl: singleto largo

SNC: sistema nervoso central

Sp1: ponto 1 - margens da Rodovia 282
Sp2: ponto 2 - topo do Morro da Antena
STY: Estirilpirona

t: tripleto

TA: temperatura ambiente

THF: tetraidrofurano

TK10: linhagem celular de tumor de rins
u.m.a: unidades de massa atémica

UFC: Unidades Formadoras de Colbénias

v.0.: via oral
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1- Introducdio-



Os metabdlitos secundarios produzidos por plantas tiveram um papel
fundamental no desenvolvimento da quimica organica sintética moderna.
Historicamente, o desenvolvimento da quimica orgénica ocorreu paralelamente ao
estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX, quando foram registrados
os primeiros estudos sobre plantas com embasamento cientifico. Desses estudos
foram obtidas algumas substancias que se consagraram como principios ativos
eficazes, e que até hoje ainda sdo muito empregados no tratamento de certas
doencas (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Assim, até meados do século XX, os medicamentos de origem vegetal
constituiam a base da terapia medicamentosa, porém com o desenvolvimento da
sintese quimica, novos farmacos sintéticos foram rapidamente introduzidas na
terapéutica. Atualmente cerca de 50% dos farmacos utilizados s&o de origem
sintética e 25% originarios de plantas, isolados diretamente ou por semi-sintese a
partir de um precursor vegetal (HOSTETTMANN; MARSTON, 2002). Nos ultimos
anos, o interesse pelos medicamentos de origem vegetal voltou a crescer,
acompanhado de um aumento significativo nos investimentos em pesquisa
(TOPLISS et al., 2002).

A natureza, de um modo geral, € a responsavel pela producdo da maioria
das substancias organicas conhecidas, entretanto, € o reino vegetal que tem
contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de substancias uteis
na terapéutica (MONTANARI; BOLZANI, 2001). A variedade e a complexidade dos
metabdlitos secundarios de plantas e organismos marinhos ainda € inalcancavel
por métodos laboratoriais. Isto seria a consequéncia direta de milhées de anos de
evolucao, atingindo um refinamento elevado de formas de protegcéo e resisténcia
as intempéries do clima, poluicdo e predadores (VIEGAS JR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006; VERPOORTE, 1998).

A quimica medicinal em suas inumeras vertentes engloba o planejamento
racional de novas substancias, envolvendo a sintese ou a modificacdo molecular,
o isolamento a partir de fontes naturais, identificagdo, elucidacao estrutural e a
compreensdo a nivel molecular dos processos bioquimicos, farmacologicos,
toxicolégicos e farmacocinéticos. E entao, a proposicao e validacdao de modelos
matematicos que permitam estudos de relacdo entre a estrutura quimica e a
atividade farmacoldgica e ou toxicoldégica (AMARAL; MONTANARI, 2002).

23



Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com o isolamento de produtos
naturais, modificacdes estruturais e sintese de compostos analogos a estes, com o
intuito de obter moléculas potencialmente ativas contra diversas patologias.

A quimiossistematica do género Polygala esta relacionada principalmente a
biossintese de xantonas. No entanto, detectou-se na espécie Polygala sabulosa
A.W. Bennett um desvio da rota metabdlica das xantonas levando a biossintese de
estirilpironas, que possuem uma similaridade estrutural as kavalactonas. Utilizando
o principio da similaridade, podemos ver a espécie P. sabulosa como uma planta
de potencial atividade no sistema nervoso central e uma possivel aplicacdo no
tratamento de disturbios de ansiedade.

Além das estirilpironas, a espécie em estudo apresenta outras classes de
metabdlitos secundarios de interesse, como cumarinas, flavondides, esterdis e
salicilato de metila, responsavel pelo odor caracteristico de suas raizes.

Assim, dando continuidade ao estudo com a espécie P. sabulosa como o
foco na obtencdo de entidades quimicas promissoras do ponto de vista
terapéutico, nosso interesse neste estudo foi a obtencdo de estirilpironas para
avaliacdo das suas atividades centrais, isolamento das cumarinas, obtencao de
anélogos por sintese e semi-sintese para avaliagdo das atividades citotoxicas e
antimicrobianas, bem como o estudo da composicao do éleo volatil e avaliacao de
sua atividade antibacteriana, e finalmente, o estudo da atividade antioxidante do
extrato e fragoes.
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2.1- Consideracoes gerais sobre a familia Polygalaceae

O numero real de representantes da familia Polygalaceae é controverso,
mas se acredita que seja constituido por mais de 1000 espécies reunidas em 16 a
18 géneros (FURNESS; STAFFORD, 1995). Os géneros Polygala e Monnina sao
0s maiores representantes, incluindo aproximadamente 600 e 150 espécies
respectivamente. As espécies pertencentes a esta familia estao dispersas em todo
mundo, com excec¢do da Nova Zelandia e das zonas articas e antarticas, sendo
abundantes nos trépicos (LUDTKE, 2004).

Espécies pertencentes a familia Polygalaceae sdo conhecidas por serem
uma importante fonte de xantonas (LANNANG et al., 2006). Embora os estudos
fitoquimicos tenham sido direcionados aos géneros Polygala e Bredemeyera,
muitas xantonas ja foram isoladas de outros géneros desta familia (OLIVEIRA;
SILVEIRA, 2000).

2.1.1- Género Polygala

Espécies pertencentes ao género Polygala sao ervas, subarbustos e raras
vezes arvores com folhas normalmente alternas e ocasionalmente opostas e
verticiladas, possuem flores brancas, esverdeadas, roxas ou rosas, hermafroditas
e zigomorfas, frutos capsulares, drupaceos ou samardides e sementes com corpo
glabro, pubérulo e globoso (WURDACK; SMITH, 1971).

O género Polygala é o maior representante da familia Polygalaceae,
incluindo aproximadamente 600 espécies de ampla distribuicdo geografica.
WURDACK e SMITH (1971) descreveram a ocorréncia de 19 espécies no estado
de Santa Catarina, dentre elas P. sabulosa, P. cyparissias € P. paniculata que
estdo sendo estudas pelo nosso grupo de pesquisa.

Apesar do grande numero de representantes, poucas espécies do género
Polygala foram estudadas do ponto de vista quimico e biologico, destacando-se as
atividades antiinflamatéria, antioxidante e hipoglicemiante. A tabela 1 sumariza os
estudos de atividades biolégicas ja realizados com plantas deste género. Quanto
as acoes no sistema nervoso central, a revisao identificou alguns trabalhos pré-
clinicos realizados, destacando as propriedades neuritogénica e neuroprotetora, a
reducédo dos sinais de abstinéncia induzida pela retirada abrupta de opidides, os
efeitos mnemédnicos e atividades antipsicotica, antidepressiva e antiestresse.
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Tabela 1: Atividade biolégica de extratos e compostos isolados de espécies do género Polygala.

Espécie Compostos/Extratos Atividade biolégica Referéncia
Polygala alpestris Polifendis Antioxidante CERVELLATI et al., 2004
P. amarella Saponinas Imunoestimulante DESBENE et al., 1999
P. arillata Xantonas Inib. aldose redutase MAO et al., 1997
Saponinas Hipolipémica Ll et al., 2007
P. aureocauda Saponinas Hepatoprotetora GUO et al., 2006
Polissacaridios Imunoestimulante QIN; XIA; LI, 1998
P. arvensis Extrato Hepatoprotetora DHANABAL et al., 2006
Euxantona Estimulante de cresc. neuronal NAIDU et al., 2007
Xantonas Neuritogénica HA et al., 2006
P. caudata Xantonas Antioxidante e vasodilatadora LINN et al., 2005
Xantonas Neuritogénica MAK et al., 2001
Xantonas Antitumoral MAK et al., 1999
P. cyparissias Xantonas Anti_inflza_matéria EL SAYAH et al., 1999
Extrato/xantona Antinociceptiva CAMPOQOS et al., 1997
Saponinas Hipolipémica XU et al., 2006
P. fallax Xantonas Antioxidante LIN et al., 2005
Extrato Antiinflamatéria KOU et al., 2003
P. hongkongensis Cumarina e flavonoides Antioxidante WU et al., 2007

Saponinas triterpénicas

Antiinflamatéria

WANG et al., 2008

P. japonica Extrato Antiinflamatéria KOU et al., 2006
Saponinas Antidepressiva Ll et al., 2006
P. macradenia Fracao Antitumoral HOFFMANN; WIEDHOPF;
] COLE, 1977
P. myrtifolia Extrato Antifungica MOTSEI et al., 2003
) Extrato Antibacteriana LALL; MEYER, 1999
Extrato Gastroprotetora LAPA et al., 2007
P. paniculata Xantona Neuroprotetora FRANCO et al., 2007
’ Extrato Neuroprotetora FARINA et al., 2005
Extrato e fragbes Tripanocida PIZZOLATTI et al., 2003
Extrato Citotoxica MONTANHER et al., 2002




Continuacao da tabela 1

Extrato, cumarinas, esterol e
estirilpironas
Cumarinas, estirilpironas,
flavonodides e esterdis
Extratos, fracoes,
estirilpironas
Cumarina e quercetina
Extratos, fracoes,
estirilpironas
Extratos, fracdes, cumarinas,
esterol e estirilpironas
Extrato e fragdes
Extrato e fragdes

P. sabulosa

Antinociceptiva
Tripanocida
Anticonvulsivante e ansiolitica

Neuroprotetora
Ansiolitica

Antinociceptiva

Tripanocida
Citotoxica

RIBAS et al., 2008
PIZZOLATTI et al., 2008a
DUARTE et al., 2008

FRANCO et al., 2007
DUARTE et al., 2007

MEOTTI et al., 2006

PIZZOLATTI et al., 2003
MONTANHER et al., 2002

Saponina
Extrato
Triterpenos
P. senega Extrajo e trite_rper]o_s
' Saponinas e glicosidios

Saponinas
Senegina ll

Imunoestimulante
Antioxidante
Hipoglicemiante
Hipoglicemiante
Hipoglicemiante e inibidor
absorcao EtOH
Inibidor absor¢cdo EtOH
Hipoglicemiante

KATSELIS et al., 2007
AMAROWICZ et al., 2004
KAKO et al., 1997
KAKO et al., 1996
YOSHIKAWA et al., 1996

YOSHIKAWA et al., 1995
KAKO et al.,, 1995

Saponinas
Extratos e derivados ac.
cindmico
Poligalatenosideos
(oligossacarideos)
Extrato
Extrato
Extrato
Extrato
Extrato
Saponinas, Tenuigenina
3,4,5- trimetoxicindmico

P. tenuifolia

Neuroprotetora
Efeito mnemdnico

Antidepressiva

Neuroprotetora
Antiisquémica
Contracao musc. uterina
Antipsicética
Efeito mnema&nico
Doenca de Alzheimer
Antiestresse

Ll et al., 2008
SUN et al., 2007

CHENG et al., 2006

NAITO; TOHDA, 2006
PARK et al., 2006
XU; WANG; QIN, 2005
SCHIN et al., 2004
CHEN et al., 2004
JIA et al., 2004
KAWASHIMA et al., 2004
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Continuacao da tabela 1

Oligossacarideo acilado Neuroprotetora IKEYA et al., 2004
Saponinas Neuroprotetora YABE et al., 2003
Saponinas Antipsicética CHUNG et al., 2002
Extrato Hepatoprotetora KOO et al., 2000
Extrato Antiinflamatéria KIM et al., 1998
Extrato Larvicida RHEE et al., 1981
P. telephioides Extrato v abstlneggilgig::sada por EGASHIRA et al., 2006
Polifendis Antioxidante CERVELLATI et al., 2004
P. vulgaris Extratos, fragdes, xantona, Antitumoral DALL’ACQUA et al., 2002
aucuparina
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As espécies mais pesquisadas do ponto de vista quimico e farmacologico
sdo Polygala senega e Polygala tenuifolia. Além disso, tradicionalmente, sdo as
espécies que mais se destacam dentro do género pelo elevado valor sécio-
econdmico.

Polygala senega L., originaria da América do Norte, é utilizada
popularmente neste continente para o tratamento de tosse e de picadas de cobra.
O extrato seco ou fluido das raizes € utilizado como antitussigeno, expectorante,
no tratamento de bronquite cronica e faringite. Estas propriedades estdo
relacionadas principalmente ao efeito irritante na membrana mucosa do trato
respiratério causado pelas saponinas triterpénicas . Quimicamente, a espécie
contém até 12% destes compostos, consistindo de 6-10 diferentes saponinas,
sendo a senegina ll, lll, IV e senega-saponinas a, b e ¢ as mais importantes
(ESTRADA et al., 2000). No Brasil, a utilizagdo de extratos e tinturas das raizes de
Polygala senega esta regulamentada pela Resolugao N® 89 de margo de 2004 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)'. (http://e-
legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=102418&word=89).

Polygala tenuifolia W. é uma espécie bem conhecida na Medicina
Tradicional Chinesa sendo utilizada tradicionalmente como expectorante e
antipsicética (PARK et al., 2005). Estudos farmacolégicos em roedores sugerem
importantes agdes no tratamento e prevencao da deméncia (doenca de Alzheimer)
(CHEN et al., 2004), como antipsicético, sedativo, neuroprotetor, no melhoramento
cognitivo, de memaria e inteligéncia, além do efeito antiinflamatério (SCHIN et al.,
2004). Atualmente, a tenuigenina, extrato obtido a partir de P. tenuifolia cuja
composicao é na maior parte de onjisaponinas, vem sendo utilizada na China para
o tratamento da doenca de Alzheimer (JIA et al., 2004). Varias xantonas (JIANG;
TU, 2002; FUJITA et al., 1992; IKEYA et al., 1991), saponinas (NAGAI et al., 2001;
JIA et al., 2004), derivados do acido cindmico (KAWASHIMA et al., 2004; ITO et al,
1977) e ésteres de oligossacarideos (IKEYA et al., 2004; JIANG; TU, 2002) ja
foram isolados desta espécie.

' As indicacbes/acbes terapéuticas do uso de extratos e tinturas de Polygala senega sio
relacionadas a bronquite crénica e faringite sendo a dose diaria de 18 - 33 mg de saponinas
triterpénicas e sua dispensagcdo ndo necessita de prescricdo médica. (http://e-
legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=10241&word=89).



Segundo Marques (1996), muitas espécies do género Polygala séao
caracterizadas pelo acumulo de salicilato de metila em suas raizes, sendo o
principal composto responsavel pelas caracteristicas organolépticas deste érgao
nestas plantas, tal como observado nas espécies P. cyparissias, P. paniculata
(PIZZOLATTI et al., 2008b) e P. senega (HAYASHI; KAMEOKA, 1995).

Estudos fitoquimicos tém mostrado a presenca de diversos metabdlitos
secundarios no género Polygala tais como: saponinas, como a onjisaponina E
isolada de Polygala tenuifolia (NAGAI et al., 2001); oligossacarideos esterificados
como reiniose D, isolada das raizes de Polygala fallax (ZHANG et al., 1997);
flavondides livres e heterosidicos como a ombuina-B-rutenosideo isolada de
Polygala chinensis (RAO; RAMAN, 2004); derivados livres e esterificados do acido
cindmico, como o acido 3,4,5-trimetoxicinamico, obtido a partir da espécie
Polygala tenuifolia (KAWASHIMA et al., 2004); cumarinas como a febalosina,
isolada de Polygala paniculata (PIZZOLATTI et al., 2002); ester6is como a-
espinasterol, isolado da espécie Polygala cyparissias (PINHEIRO et al., 1998),
entre outros (Figura 1).
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No entanto, as xantonas sao o0s compostos mais frequentemente
encontrados, sendo considerados bons marcadores quimiotaxdnomicos do
género. As xantonas isoladas caracterizam-se pela variacdo no padrdao de O-
substituicdo, onde o(s) grupo(s) fendlico(s) pode(m) apresentar-se livres (1,7-
diidroxixantona) (MAK et al., 1999), O-glicosilados 4-O-Glc-Rha-1-hidroxi-3,7-
dimetoxixantona) (JIANG; TU, 2002), metoxiladas (1,7-diidroxi-3,5,6-
trimetoxixantona) (MARSTON et al., 1993) e como grupos metilenodioxi (1,7-
diidroxi-2,3-metilenodioxixantona) (PINHEIRO et al.,, 1998). Raramente as
xantonas sao C-glicosiladas (4-C-Glc-1,3,6-triidroxi-7-metoxixantona) (WANG et
al., 2003) (Figura 2).
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. 089
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CH30 ] l
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4-C-Glc-1,3,6-triidroxi-7-
metoxixantona

Figura 2: Estrutura de algumas xantonas isoladas de espécies do género Polygala.
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2.1.2- Polygala sabulosa

Polygala sabulosa A. W. Bennett é conhecida popularmente como timutu-
pinheirinho. E uma espécie higréfita e heliéfita, caracteristica da “zona de campos”
do planalto meridional catarinense, onde apresenta vasta e expressiva dispersao
preferencialmente nos campos uUmidos e nas beiras de banhados junto a
vegetacdo graminacea alta ou a vegetagao arbustiva (WURDACK; SMITH, 1971).
E encontrada desde o sudeste, nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, até os
estados da regido sul (LUDTKE, 2004).

Apresenta-se como uma erva glabra, lenhosa na base, com ramos
compridos, folhas sésseis, alternas, opostas, numerosas e laminares, flores
rosadas ou lilases presentes de outubro a margo, frutos capsulares e sementes
elipséides (WURDACK; SMITH, 1971; LUDTKE, 2004) (Figura 3).

BN O rad

Figura 3: Polygala sabulosa no seu habitat natural — Morro da Antena, municipio
de Rancho Queimado. Foto do autor.

Quimicamente esta espécie é definida pela presenca de duas cumarinas, 6-
metoxi-7-preniloxicumarina e  7-hidroxi-6-metoxicumarina; do esterol «-
espinasterol; da bis-antrona proto-hipericina; de trés flavonoides: quercetina,
apigenina e 3-O-B-D-glicopiranosil-quercetina. Porém, o acumulo de derivados de
estiril-lactonas com suposta auséncia de xantonas, chama atencdo quanto a sua
posicao quimiotaxonébmica no género Polygala. Em trabalhos anteriores realizados
pelo nosso grupo de pesquisa, descreveu-se a identificagdo de trés diidroestiril-2-
pironas e quatro estiril-2-pironas (PIZZOLATTI et al., 2004; 2000).
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A atividade tripanocida do extrato etandlico e fragbes de P. sabulosa foi
avaliada através de testes in vitro contra as formas epimastigota e tripomastigota
de Tripanossoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas. O extrato bruto
hidroalcodlico revelou ser ativo contra a forma epimastigota (DLsp= 5 ug/mL). A
fracdo hexanica apresentou importante atividade frente as formas epimastigotas
com DLsp= 1 pg/mL, sendo mais ativa em relacdo as fracdes diclorometano
(CHxCl,) e acetato de etila (AcOEt) (DLsp= 5 ug/mL e DLsp= 10 pg/mL
respectivamente). A fracado CH»Cl, nas concentracdes de 250 e 500 ug/mL reduziu
em 100% o numero de tripomastigotas sanguineas (PIZZOLATTI et al., 2003).
Dentre os compostos testados, a cumarina prenilada foi o composto mais ativo
contra ambas as formas epimastigota e tripomastigota, com DLsy, 10,5 e 88,2
pug/mL, respectivamente. Além disso, 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-
metoxidiidroestiril)-2-pirona e 7-preniloxi-6-metoxicumarina reduziram em quatro
vezes a infeccdo em ratos por células Vero nas concentragdes de 100 e 50 ug/mL
respectivamente (PIZZOLATTI et al., 2008).

A acédo antinociceptiva do extrato hidroalcodlico, fragdes e compostos
isolados foi avaliada através do teste de contor¢bes abdominais induzidas pela
injecdo de acido acético. Animais tratados com injecdo intraperitonial (i.p.) do
extrato bruto hidroalcodlico (EBH) e fracées (CH.Cl,, AcOEt, n-butandlica e
aquosa) nas doses de 1 - 100 mg/kg apresentaram uma significativa inibicao dose-
dependente na resposta a nocicepcao visceral. As fragdes CHxCl,, AcOEt e n-
butandlica foram mais potentes que o EBH e a fracdo aquosa. Dentre os
compostos testados, a-espinasterol e escopoletina foram os mais potentes e
eficazes neste modelo (DLsp= 0,07 e 0,06 mg/kg respectivamente). Dois derivados
preparados a partir da escopoletina (benzoato de escopoletina e acetato de
escopoletina) causaram significativa inibicdo na resposta a dor, sendo o primeiro
mais potente que a escopoletina. Ao contrario, o acetato de escopoletina
apresentou atividade relativamente menor quando comparado a cumarina original
(MEOTTI et al., 2006). Recentes estudos a respeito do mecanismo de acgao
antinociceptiva demonstraram que os efeitos do EBH estdo associados com a
inibicdo da transmissao glutamatérgica (RIBAS et al., 2008).
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2.2- Estirilpironas

As estirilpironas ou estiril-lactonas s&o consideradas um grupo
relativamente incomum de produtos naturais, apresentando estruturas moleculares
contendo um anel y-, 6-lactona conectado a um fragmento estiril ou diidroestiril.

Acredita-se que a biossintese desta classe de metabdlitos secundarios seja
através da rota do acido chiquimico. Segundo Herderich e colaboradores (1997), o
acido cinamico em sua forma ativa (cinamoil-CoA) e sob agcdo da enzima
estirilpirona-sintase, incorpora  duas unidades de malonil-CoA e,
subsequentemente, o derivado policetidio sofre lactonizagdo para resultar na
correspondente estirilpirona.

A despeito do género Polygala ser caracterizado pelo acumulo de xantonas,
estudos com a espécie P. sabulosa constataram a auséncia destes compostos.
Por outro lado, o acumulo de diidro- e estiril-2-pironas coloca esta espécie em uma
posicao especial dentro do género por ser a unica estudada até o momento a
produzir estes metabdlitos. A presenca de estirilpironas nesta espécie,
aparentemente no lugar das xantonas poderia ser interpretada como um desvio
metabdlico na biossintese das xantonas.

A rota biossintética para producdo de xantonas em plantas envolve a
condensacao de derivados do acido benzoico (Ce-C1) com trés equivalentes de
malonil-CoA. Entretanto, a condensacédo do precursor Cg-C3 (derivados do acido
cindmico) com duas unidades de acetato também conduz a producdo de
xantonas, consistindo em uma rota alternativa de sintese. Considerando que a
formacao de diidro- e estiril-2-pironas também ocorre pela condensacdo de um
precursor Cg-C3 com fragmentos C, adicionais, similar a rota alternativa descrita
anteriormente para xantonas, € possivel postular que estirilpironas e xantonas do
género Polygala derivam de um policetidio comum como intermediario-chave
(P1IZZOLATTI et al., 2004), conforme mostrado na figura 4.
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Figura 4: Proposta para biossintese de estirilpironas na espécie P. sabulosa
conforme Pizzolatti e colaboradores (2004).

Arvores do género Goniothalamus (Annonaceae) tém despertado grande
interesse do ponto de vista farmacoldégico como fonte de estiril-lactonas
biologicamente ativas (FATIMA et al., 2005). Recentes estudos tém demonstrado
que esses compostos apresentam propriedades citotoxicas, antitumorais e
indutoras de apoptose em células tumorais (TIAN et al., 2006; HUSSAIN et al.,
2002). As estiril-lactonas isoladas deste género possuem o anel lacténico com 5
membros, tais como o cardiobutanolideo e a goniofufurona, e com 6 membros
como o goniotriol e altolactona (MATSUURA; TAKABE; YODA, 2006) (Figura 5).
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Figura 5: Algumas estiril-lactonas isoladas de espécies do género Goniothalamus.
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As estiril-lactonas que vém tendo destaque ao longo dos anos sao aquelas
isoladas da kava-kava, sendo conhecidas como kavalactonas ou kavapironas. O
nome kava-kava é utilizado tanto para designar o arbusto caracteristico da planta
Piper methysticum Forst. (Piperaceae) como a bebida feita com os seus rizomas
(SCHULTZ; HANSEL; TYLER, 2002).

Nativos das ilhas Pacifico Sul utilizam a bebida a base de kava-kava ha
milhares de anos em eventos sociais, recreacionais e cerimoniais devido aos
efeitos narcético e soporifero, pela redugéo da fatiga e ansiedade, e por gerar uma
sensacao de bem-estar (CARLINI, 2003; DHARMARATNE; NANAYAKKARA;
KHAN, 2002).

Além disso, a kava-kava é considerada um bom remédio para o tratamento
da gonorréeia, dores menstruais, tuberculose, tratamento de infec¢des respiratdrias,
insbnia, dores relacionadas a gota e artrite reumatéide. Outros efeitos benéficos
incluem efeitos analgésicos e diuréticos, relaxamento da tensdao muscular e alivio
da ansiedade (SINGH, 1992; 1983). Seu extrato é também utilizado pelos nativos
na forma de bochechos (SINGH; BLUMENTHAL, 1997).

Devido aos seus efeitos benéficos a saude, P. methysticum ganhou
popularidade em paises ocidentais como uma alternativa para o tratamento de
disturbios de ansiedade (SINGH; BLUMENTHAL, 1997). Diversos paises
Europeus, como Alemanha, Suica e Austria, aprovaram o uso de preparacdes a
base de kava no tratamento da ansiedade com base em estudos farmacolégicos e
clinicos. Nos Estados Unidos a espécie é comercializada como suplemento
alimentar (PEREZ; HOLMES, 2005), podendo ser comprada em lojas de produtos
naturais e até mesmo pela internet (AVDEEF et al., 2001).

Em 2002, produtos contendo kava foram retirados do mercado alemao
devido a um suposto risco de hepatotoxicidade. Alguns estudos contrariaram os
dados relatados de hepatotoxicidade, apresentando evidéncias que a maioria dos
pacientes afetados ja apresentava danos na fungdo hepatica (BLUMENTHAL,
2002). Unger e colaboradores (2002) demonstraram que extratos de kava-kava
inibem a isoenzima 3A4 do complexo citocromo P450, responsavel pela
metabolizacdo de um grande numero de farmacos.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na
Resolugcdo n° 356 de 28 de fevereiro de 2002, promulgou uma medida de
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interesse sanitario de apreensdo dos produtos a base de kava-kava que nao
possuam tarja vermelha contendo os dizeres "Venda sob prescrigdo medica”, bem
como 0s que ndo possuiam registro na ANVISA, restringindo, dessa forma, o uso
indiscriminado deste fitoterapico em NOSso pais (http://e-
legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=4444&word=)

Estudos clinicos duplo-cego mostraram que extratos de kava sao tao
efetivos quanto a terapia benzodiazepinica utilizada para o tratamento da
ansiedade, apresentando menos efeitos toxicos e mostrando pouca dependéncia
fisica e psicologica (PITTLER; ERNST, 2000; VOLZ; KIESER, 1997). Estudos em
animais também comprovaram o potencial ansiolitico (REX; MORGENSTERN;
FINK, 2002).

Na verdade, as propriedades ansioliticas da kava-kava ainda nao foram
totalmente elucidadas quanto ao seu mecanismo farmacologico de agdo, além
disso, a maioria dos estudos pré-clinicos e clinicos foi realizada com extratos
padronizados e ndo com cada substancia isoladamente (REX; MORGENSTERN;
FINK, 2002; JUSSOFIE; SCHMIZ; HIEMKE, 1994). Porém, acredita-se que os
mecanismos envolvidos incluam: bloqueio voltagem-dependente de canais de Na™,
aumento da ligacdo aos receptores do &cido y-amino butirico tipo A (GABAA?),
diminui¢cdo da liberacdo de neurotransmissores excitatérios devido a um bloqueio
de canais de Ca®* reduzindo a recaptacdo neuronal da noradrenalina, inibicao
reversivel da monoamina oxidase B (MAO B) e supressdao da sintese de
tromboxana A% a qual antagoniza a funcdo do receptor GABAs (BOONEN;
HABERLEIN, 1998; JUSSOFIE; SCHMIZ; HIEMKE, 1994).

Os constituintes responsaveis pelas atividades centrais da kava sao as
kavalactonas (ou kavapironas), uma mistura de lactonas lipofilicas relacionadas
estruturalmente com o esqueleto a-pirona, tipicamente 4-metoxi-2-pironas, com
um substituinte estiril aromatico ou um feniletil ligado ao C-6. Mais de 20
kavalactonas ja foram isoladas e identificadas, porém a metisticina,
diidrometisticina, kavaina, diidrokavaina, desidrokavaina e yangonina sao o0s

> GABA,: Sao receptores de ocorréncia principalmente pés-sinaptica, diretamente acoplados aos
canais de cloreto, cuja abertura reduz a excitabilidade da membrana. Drogas que interagem com
os receptores GABA, e os canais incluem a)- tranqilizantes benzodiazepinicos, que atuam em um
local de ligagdo acessorio para facilitar a agcdo do GABA e b)- anticonvulsivantes como a
picrotoxina, que bloqueiam o canal de anions (RANG; DALE; RITTER, 1997).
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compostos mais abundantes, correspondendo a 96% do extrato lipidico (BILIA et
al., 2002). Suas estruturas sdo mostradas na tabela 2. Constituintes minoritarios

incluem outras kavalactonas, trés chalconas e um alcalbide (BILIA et al., 2004).

Tabela 2: Kavalactonas presentes nos rizomas de kava-kava.

Kavalactonas R, R» R; R, C5-C6 C7-C8
11-hidroxi-12- OCH; OH
metoxidiidrokavaina
7,8-diidro-5- B-OH
hidroxikavaina
11,12- OCHj3 OCHs
dimetoxidiidrokavaina
Metisticina* OCH-0O =
Diidrometisticina* OCH.0
Kavaina* =
7,8-diidrokavaina*
5,6-deidrometisticina OCH.0 = =
5,6-deidrokavaina* = =
Yangonina* OCHjs = =
5,6,7,8- OCHg3

tetraidroyangonina

5,6-diidroyangonina OCH; =

7,8-diidroyangonina OCHjs =

10-metoxiyangonina OCHj3 OCHjs

11-metoxiyangonina OCH; OCH;

11-hidroxiyangonina OCHjs OH =
Hidroxikavaina OH
11-metoxi-12- OH OCHs; - =

hidroxideidrokavaina

*Kavalactonas majoritarias

A composicao dos metabdlitos secundarios na espécie P. methysticum é
variavel nos diferentes érgaos e de acordo com a idade da planta, bem como com
a localizagcdo geografica do cultivo. O conteudo de kavalactonas diminui

progressivamente a partir das raizes as folhas. Kavaina e metisticina sdo os
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principais componentes nas raizes e rizomas, enquanto os diidroderivados

constituem os maiores componentes das folhas (FOLMER et al., 2006).

2.3- Cumarinas

O termo cumarina origina-se do caribenho cumaru, nome popular de
Dipteryx odorata (Aubl.) Willd (Fabaceae). O cumaru, também conhecido como
fava-tonka, contém em suas sementes grande quantidade de cumarina (1 a 3%)
(KUSTER; ROCHA, 2004).

As cumarinas sao biossintetizadas através da rota do acido chiquimico,
derivadas do metabolismo da fenilalanina. A enzima fenilalanina amonialiase
(PAL) é o link entre o metabolismo primario e o secundario por catalisar a
desaminacdao da L-fenilalanina (metabdlito primario) produzindo o acido trans-
cindmico (SHARAN et al., 1998). O &cido trans-cinamico é p-hidroxilado através da
acdo da enzima cinamato 4’-hidroxilase resultando no acido p-cumarico
(HURTADO et al., 1998; DOUGLAS, 1996). Ao contrario do que geralmente
ocorre, a hidroxilacdo do acido cinamico ou do acido p-cumarico pode ocorrer orto
a cadeia lateral originando o acido o-cumarico e o acido 2,4-diidroxicumarico
respectivamente (DEWICK, 1997). Apds, os acidos hidroxicinamicos sofrem
isomerizacao da forma trans para cis (IWATERMAN; MOLE, 1994). Na natureza,
as isomerizacdes trans/cis e a lactonizacao sao mediadas por enzimas. O &cido o-
cumarico e o acido p-cumarico originam a cumarina per se e umbeliferona
respectivamente (DEWICK, 1997). As etapas seguintes sdo dependentes das
caracteristicas génicas da planta, podendo estar envolvidas duas ou mais rotas
especificas na biogénese das cumarinas. Por exemplo, a escopoletina pode ser
biossintetisada a partir da umbeliferona - esculetina, como na espécie Nicotiana
tabacum (tabaco) ou via acido ferulico, como em Arabidopsis thaliana (KAl et al.,
2006) (Figura 6).
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Figura 6: Proposta da rota biossintética de cumarinas em vegetais superiores. As
enzimas e suas abreviagdes sdo: PAL (fenilalanina amonialiase); C2'H (cinamato 2°-
hidroxilase); C4'H (cinamato 4’-hidroxilase); C3'-H (p-cumaroil 3"-hidroxilase); COMT
(cafeoil O-metiltransferase) (KAl et al., 2006).

Muitas outras cumarinas naturais tém estruturas mais complexas, onde a
incorporacao extra de atomos de carbono pode ser a partir do acido mevalonico.
Assim, o anel aromatico da umbeliferona pode ser ativado na posicao orto ao
grupo hidroxila sendo alquilado pelo agente alquilante apropriado, neste caso o
dimetilalil difosfato (DMAPP). O composto obtido com o grupo dimetilalil (ou
prenil), a demetilsuberosina, pode entédo ciclizar com o grupo fenol, originando a
marmesina. Essa transformacéo é catalisada pelo citocromo P450 dependente de
mono-oxigenase, requerendo cofatores NADPH e oxigénio molecular. Uma
segunda isoenzima do complexo citocromo P450 dependente de mono-oxigenase
cliva o fragmento hidroxiisopropila da marmesina, originando o psoraleno, uma

furanocumarina linear. Furanocumarinas angulares podem ser formadas pela
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mesma sequéncia reacional, porém envolvem uma alquilacdo na outra posicao
orto ao fenol (Figura 7) (DEWICK, 2002).

OPP
)\) )\/ C-alquilagéo na
posicao
DMAPP k;m orto ao fenol N \
HO o~ 0

umbeliferona demetilsuberosina

O2
NADPH
/ \ NADPH
«—— HO
(@] O O

psoraleno marmesina

Figura 7: Origem biossintética de derivados cumarinicos. As enzimas sao: dimetilalil
difosfato (DMAPP); dinucleotideo da nicotilamida e adenina fosfato reduzida
(NADPH).

A biogénese das cumarinas pode ser induzida como resposta a situacoes
estresse biotico e abiodtico, como deficiéncia nutricional, sinalizadores quimicos tais
como horménios vegetais e metabdlitos, bem como xenobibticos (HURTADO et
al., 1998). A cumarina escopoletina, por exemplo, tem sido descrita como uma
fitoalexina® nas espécies Nicotiana tabacum (tabaco) e Helianthus annuus
(girassol), onde seu acumulo esta relacionado a resisténcia contra patdégenos, ao
ataque de insetos e inoculacdo de fungos, apo6s sofrer injuria mecanica e ao
tratamento com elicitores abidticos como a sucrose ou CuCl, (HURTADO et al.,
1998; EDWARDS et al., 1997). Além disso, observou-se que variedades de
girassol com elevados niveis de escopoletina e aiapina (6,7-

’ Fitoalexina: do grego phyton = planta e alexin = composto que repele. Sdo produtos naturais,
ausentes na planta sadia, acumulados temporariamente no local e nos arredores da infecgao.
Possuem atividade inibidora sobre bactérias, fungos, nematdides e efeito toxico para animais e
para as proprias plantas. Podem ser acumulados em resposta a varios microorganismos, mas
também como conseqiéncia de fatores que causam estresse na planta, como ferimentos e
exposi¢cao a substancias toxicas (SOYLU, 2006).
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metilenodioxicumarina) sdo mais resistentes ao ataque de insetos (GUTIERREZ et
al., 1995).

As cumarinas podem ser obtidas sinteticamente através de varios métodos,
dentre eles a condensacao de Perkin, Reformatsky, Witting (DONG et al., 2008),
Pechmann (MANHAS et al., 2006; GHATE; KUSANUR; KULKARNI, 2005; CURINI
et al.,, 2004) e de Knoevenagel (REDDY et al., 2004; BYLOV; VASYLYEV;
BILOKIN, 1999). Essas reagdes conduzem a obtencdo de cumarinas com
substituicdes no C-4 e C-3. A obtencdo de diidrocumarinas (auséncia da dupla
entre o C-3 e C-4) pode ser realizada através da reacédo de hidroarilacdo entre
fendis e derivados do acido cindmico em meio acido (AOKI et al., 2005).

Dentre as atividades ja atribuidas as cumarinas, pode-se destacar:
atividade hepatoprotetora (KANG et al., 1998), antioxidante (BEILLEROT et al.,
2008; SHAW et al., 2003), antiinflamatéria (KIM et al., 2004; KANG et al., 1999;
HOFFMANOVA et al., 1998), acdo espasmolitica (OLIVEIRA et al., 2001), acao
antitromboética e vasodilatadora (MONTI et al., 2007; HOULT; PAYA, 1996),
propriedade antimutagénica (PILLAI et al., 1999), inibicdo da proliferacdo celular
(KIM et al., 2005; LIU et al.,, 2001; OROZCO et al., 2001), antineoplasica
(STANCHEV et al.,, 2008), antibacteriana e antifungica (STEIN et al., 2006;
LAURIN et al., 1999), atividade antinociceptiva (MEOTTI et al., 2006), dentre

muitas outras.
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3.1- Objetivos gerais

Dar continuidade a investigacao fitoquimica da espécie Polygala sabulosa com
o isolamento e caracterizagdo estrutural de seus principais constituintes ativos

e sintese de moléculas analogas para estudos de suas atividades biolégicas.

3.2- Objetivos especificos

Caracterizar a composigao quimica do 6leo volatil das raizes e partes aéreas
de P. sabulosa usando CG-EM e avaliar sua atividade antibacteriana;

Isolar e caracterizar as estiril- e diidroestirilpironas de P. sabulosa para realizar
ensaios farmacologicos, in vivo e in vitro, de atividade no sistema nervoso
central;

Avaliar as variagdes sazonais do teor de estirilpironas usando cromatografia
gasosa;

Isolar e caracterizar cumarinas de P. sabulosa e utilizar estes compostos no
preparo de moléculas analogas através da reacéo de benzoilacao e acilacao;
Sintetizar cumarinas através da reagéo de Pechmann e Knoevenagel utilizando
catalisadores heterogéneos e avaliar a atividade antitumoral e antimicrobiana
de todas as cumarinas obtidas;

Avaliar o potencial antioxidante de extratos e fragbes de P. sabulosa e analisar
os constituintes fendlicos por eletroforese capilar.
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4 - Procedimentos Experimentais
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4.1- Materiais

Os solventes utilizados para maceragdao, particdo liquido-liquido,
cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada foram de grau PA.
Para as reagdes, os solventes passaram por processos de secagem quando
necessario. Todos os solventes de extratos, fragbes e de reagdes foram
evaporados em rotaevaporador a pressao reduzida e temperatura controlada.

Os extratos obtidos através das maceragbes foram submetidos aos
procedimentos de fracionamento por cromatografia em coluna (CC) utilizando-se
como fase estacionaria silica gel 0,063 - 0,2 mesh para CC normal e 0,04 - 0,063
mesh para CC flash (CCf), sendo que o diametro interno (¢) e a altura (h) variaram
de acordo com a quantidade de material a ser fracionado. Solventes organicos em
ordem crescente de polaridade foram utilizados como eluentes, sendo geralmente,
misturas de hexano:AcOEt e AcOEt:EtOH. Apé6s a evaporagédo dos solventes, as
fracOes obtidas foram avaliadas através de cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando-se placas de aluminio recobertas por silica gel 60 GF254 de 200
um de espessura (Merck®).

As cumarinas sintetizadas foram identificadas através do ponto de fuséo
(pf), andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e, quando
necessario, de carbono ('*C). Estas analises foram realizadas no “Dipartimento di
Sintese e Tecnologia del Farmaco”, na Universita degli Studi di Perugia (Unipg),

Perugia, Italia.

4.1.1- Equipamentos utilizados

e Pontos de fusédo (pf): aparelho MQAPF-302 Microquimica Equipamentos
Ltda;

e Ultravioleta (UV): Espectrometro Perkin-Elmer UV/VIS Spectrometer
Lambda 2S;

e Infravermelho (IV): FT-16PC sendo as amostras sélidas preparadas em
pastilha comprimida de KBr;

e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Ressonancia magnética nuclear de
'H (200 e 400 MHz) e "*C (100 MHz) foi obtida em aparelho Bruker AC-

200F e Varian Oxford AS-400 respectivamente, utilizando tetrametilsilano
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(TMS) como padrao de referéncia interna. As amostras foram solubilizadas
em solvente deuterado apropriado;

Cromatografia Gasosa (CG): Cromatégrafo Shimadzu GC-14B, equipado
com detector de ionizacdo em chama (FID), coluna capilar DB-1 e injetor
split/splitless com propor¢cao 1:20;

Cromatografia Gasosa (CG) on column: Cromatégrafo Shimadzu GC-14B,
equipado com detector de ionizagdao em chama (FID), coluna capilar DB-1 e
injetor on column;

Eletroforese capilar (EC): Shimadzu CLASS LC, equipado com detector
SPD 10AVP DAD (Diode Array Detector), coluna C18 Supelco 5 uM (25 cm
X 4,6 mm 0);

Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
(Unipg): Cromatografo HP 6890 series, equipado com detector de massas
HP 5973, coluna capilar HP-5MS e injetor splitless;

RMN (Unipg): Ressonancia magnética nuclear de 'H (200 MHz) e *C (50
MHz) foi obtida em instrumento Bruker DPX, utilizando tetrametilsilano
(TMS) como padrao de referéncia interna. As amostras foram solubilizadas
em solvente deuterado apropriado.

4.2- Material vegetal

O material vegetal utilizado foi coletado na serra da Boa Vista, municipio de

Rancho Queimado, planalto meridional catarinense, em dois locais distintos

denominados Sp1 (ponto 1: margens da rodovia 282) e Sp2 (ponto 2: topo do

Morro da Antena) e em diferentes datas:

Setembro de 2002 — Sp1
Setembro de 2002 — Sp2
Fevereiro de 2003 — Sp1
Fevereiro de 2003 — Sp2
Novembro de 2003 — Sp1
Novembro de 2003 — Sp2
Marco de 2004 — Sp1
Marco de 2004 — Sp2
Novembro de 2007 — Sp2
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A espécie vegetal foi identificada pelo Prof. Dr. Olavo de Araujo Guimaraes
e uma exsicata depositada no Herbario do Departamento de Botanica da
Universidade Federal do Parana, sob o numero 19640.

As plantas foram separadas de possiveis contaminantes e submetidas a
secagem em estufa de ar circulante com temperatura em torno de 50°C. Este
procedimento ndo foi adotado para a ultima coleta (Novembro/2007), sendo

utilizado o material fresco.

4.3- Obtencao dos extratos

Os extratos foram obtidos através da maceracao exaustiva em temperatura
ambiente com etanol 96% com todas as amostras previamente trituradas
(rendimento médio 30,3%). Para as duas dultimas coletas (marco/2004 e
novembro/2007), o extrato foi preparado com cada 6rgédo isoladamente: caule,
folhas e flores. A amostra de flores (coleta de margo/2004, Sp1 + Sp2) foi
primeiramente extraida com diclorometano (2 X 24 h) (5,7 g, 1,7%) e entdao com
etanol 96% (2 X 24 h) (31,7 g, 9,4%). Todos os extratos obtidos foram filtrados e
evaporados sob pressao reduzida em temperatura inferior a 50°C fornecendo os

respectivos extratos brutos hidroalcodlicos (EBH).

4.4- Fracionamento do extrato bruto hidroalcodlico

Uma aliquota de cada extrato bruto foi utilizada para o preparo de uma
suspensao aquosa que foi submetida a particdo liquido-liquido com solventes de
polaridade crescente: hexano (3 X) e acetato de etila (3 X). O solvente de cada
fase orgéanica foi evaporado sob vacuo a 50°C para obtencdo das respectivas
fracOes soluveis: fracdo hexano (HEX) (8,3%), fracdo acetato de etila (FAE)
(20,9%) e a fracao aquosa (FA) (70,8%).

4.5- Isolamento e identificacao dos compostos

Os diferentes extratos obtidos através da maceracédo foram submetidos ao
fracionamento em CC de gel de silica. A eluigdo foi realizada com misturas de
hexano:AcOEt e AcOEt:EtOH na forma de gradiente de polaridade. A reunido das
fracbes foram realizadas conforme os perfis cromatograficos demonstrados,

levando-se em consideracdo os valores do fator de retencao (Rf), fluorescéncia
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e/ou extincdo apo6s a exposicao em radiacao ultravioleta nos comprimentos de 254
e 365 nm, e coloracdo apls pulverizagdo com reveladores como anisaldeido
sulfurico, vapores de iodo e cloreto férrico. As fragbes reunidas foram entédo
submetidas a sucessivas CC e CCf e os compostos obtidos purificados através de
lavagens e recristalizacao em solventes apropriados.

Os compostos obtidos foram caracterizados através de suas propriedades
fisicas, quimicas e espectroscopicas tais como ponto de fusdo (pf), tempos e
(CG), (IV),
ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (‘H) e carbono ('°C). As

indices de

retencdo em cromatografia gasosa infravermelho

andlises espectroscopicas foram realizadas na Central de Andlises do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina.

4.5.1-

diclorometanico das flores (coleta de marco/2004, Sp1 + Sp2) - Coluna 1

Isolamento dos constituintes

quimicos do extrato
O extrato obtido através da maceracéo das flores em diclorometano (5,3 g)
foi submetido a sucessivas cromatografias em coluna (CC e CCf) de acordo com o

representado no esquema mostrado na figura 8.

COLUNA 1
Extrato CH,CI, Flores
53¢

F - F56
Fa122 >0

260 mg

\ 4 A 4 l

estirilpirona [5]

\

34,3 mg
v v v v
F22-25 I:1 5-27 F31 -32 F35
382 mg 521 mg

v

preniloxicumarina

1,19¢

|

diidroestirilpirona [1]

19,6 mg

|

diidroestirilpirona [2]

47,2 mg

Figura 8: Fluxograma de isolamento dos constituintes quimicos do extrato
diclorometénico das flores de P. sabulosa - Coluna 1
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4.5.2- Isolamento dos constituintes quimicos do extrato bruto
hidroalcodlico dos caules (coleta mar¢co/2004, Sp2)- Coluna 2
O extrato bruto hidroalcodlico (542,8 g) foi cromatografado em coluna de

silica gel, de acordo com o representado no esquema da figura 9.

COLUNA 2
EBH Caule Mar/04, Sp2
5428 g

Fs-13 Fis Fas
1 l
preniloxicumarina diidroestirilpirona 3
@m 754 mg 103 mg
v
Fao

escopoletina
27 mg

Figura 9: Fluxograma de isolamento dos constituintes quimicos do extrato bruto
hidroalcodlico dos caules (coleta marco/2004, Sp2)- Coluna 2.

4.5.3- Isolamento dos constituintes quimicos do extrato bruto
hidroalcodlico das folhas (coleta mar¢co/2004, Sp2)- Coluna 3
O extrato bruto hidroalcodlico das folhas (456,1 g) foi submetido a

sucessivas CC de acordo com o fluxograma apresentado na figura 10:
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COLUNA 3
EBH Folhas Mar/04, Sp2
456,1 g
\ 4 N_—/ A\ 4 A

F15-16 F17-20 F23 I:45 F53
8.1¢g 6,49 527 mg

Y Y diidroestirilpirona [2]

A 4 A 4 A
v

estirilpirona [4]

N/ ]

preniloxicumarina estirilpirona [6]
932 mg 34,5 mg

F26-41 F14-30

Figura 10: Fluxograma do isolamento dos constituintes quimicos do extrato bruto
hidroalcoolico das folhas (coleta mar¢o/2004, Sp2)- Coluna 3.

A sequir, serdo apresentados os dados espectroscopicos dos compostos
isolados:

OCHjg

e Diidroestirilpirona [1] —» 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-diidroestiril)-
2H-piran-2-ona: Pf: 137 - 140°C; IV vmax (KBr) cm™: 3104, 2924, 1710,
1646, 1567, 1489, 1457, 1410, 1242, 1030, 925, 821. RMN 'H (400 MHz,
CDCls) & (ppm): 6,72 (d, 1H, J=7,2 Hz, H-13), 6,65 (d, 1H, J=1,8 Hz, H-10),
6,60 (dd, 1H, J=7,2 Hz, 1,8 Hz, H-14), 5,92 (s, 2H, OCH,O em C-11 e C-
12), 5,70 (sl, 1H, H-5), 5,40 (sl, 1H, H-3), 3,77 (s, 3H, 4-OCHjs), 2,87 (t, 2H,
H-8), 2,70 (t, 2H, H-7). RMN *C (100 MHz, CDCls) § (ppm): 171,3 (C-2),
165,1 (C-4), 164,4 (C-6), 147,9 (C-11), 146,3 (C-12), 133,8 (C-9), 121,4 (C-
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14), 108,9 (C-10), 108,5 (C-13), 101,1 (OCH.0), 100,5 (C-5), 87,9 (C-3),
56,0 (4-OCHj3), 35,9 (C-7), 32,8 (C-8).

Diidroestirilpirona [2] — 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-metoxi-
diidroestiril)-2H-piran-2-ona: Pf: 148 - 151°C; RMN H (400 MHz, CDCl3) &
(ppm): 6,59 (s, 1H, H-10), 6,49 (s, 1H, H-13), 5,88 (s, 2H, OCH,O em C-11
e C-12), 5,71 (sl, 1H, H-5), 5,40 (sl, 1H, H-3), 3,77 (s, 3H, 4-OCHj3), 3,74 (s,
3H, 14-OCHj;), 2,85 (t, 2H, H-8), 2,65 (t, 2H, H-7). RMN *C (50 MHz,
CDCl3) & (ppm): 171,1 (C-2), 164,9 (C-4), 164,1 (C-6), 152,2 (C-14), 146,5
(C-12), 140,6 (C-11), 120,1 (C-9), 109,5 (C-10), 100,9 (OCH-0), 99,5 (C-5),
94,5 (C-13), 87,5 (C-3), 56,1 (14-OCHg), 55,7 (4-OCHj3), 34,0 (C-8), 27,6 (C-
7).

Diidroestirilpirona [3] —  4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-10,14-
dimetoxi-diidroestiril)-2H-piran-2-ona: Pf: 165 - 167°C; IV vmax (KBr) cm™:
3089, 2951, 2849, 1727, 1646, 1572, 1508, 1474; RMN 'H (400 MHz,
CDCl3) 6 (ppm): 6,23 (s, 1H, H-13), 5,86 (s, 2H, OCH,O em C-11 e C-12),
5,71 (sl, 1H, H-5), 5,40 (sl, 1H, H-3), 3,96 (s, 3H, 10-OCHs), 3,78 (s, 3H, 4-
OCHj3), 3,71 (s, 3H, 14-OCHs), 2,90 (t, 2H, J=7,6 Hz, H-8), 2,58 (1, 2H, J=7,6
Hz, H-7).

Estirilpirona [4] — 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-estiril)-2H-piran-2-
ona: Pf: 199 - 202°C; RMN "H (400 MHz, CDCl3) § (ppm): 7,45 (d, 1H, J=16
Hz, H-8), 7,03 (s, 1H, H-10), 6,88 (s, 1H, H-14), 6,81 (s, 1H, H-13), 6,45 (d,
1H, J=16 Hz, H-7), 5,92 (s, 2H, OCH.O em C-11 e C-12), 5,70 (sl, 1H, H-5),
5,48 (sl, 1H, H-3), 3,89 (s, 3H, 4-OCHy).

Estirilpirona [5] — 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-metoxi-estiril)-
2H-piran-2-ona: Pf: 190 - 191°C; RMN 'H (200 MHz, CDCls) § (ppm): 7,77
(d, 1H, J=16 Hz, H-8), 6,96 (s, 1H, H-10), 6,52 (s, 1H, H-13), 6,46 (d, 1H,
J=16 Hz, H-7), 5,95 (s, 2H, OCH,O em C-11 e C-12), 5,84 (sl, 1H, H-5),
5,40 (sl, 1H, H-3), 3,87 (s, 3H, OCHg). 3,72 (s, 3H, OCHs).

Estirilpirona [6] — 4-metoxi-6-(11,12-dimetoxi-estiril)-2H-piran-2-ona:
Pf: 147 - 149 °C; IV vimax (KBr) cm™: 3076, 2942, 2838, 1702, 1638, 1594,
1552, 1516, 1450; RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,45 (d, 1H, J= 16
Hz, H-8), 7,09 (d, 1H, J= 8 Hz, H-14), 7,03 (sl, 1H, H-10), 6,87 (d, 1H, J=8,0

54



Hz, H-13), 6,45 (d, 1H, J=16 Hz, H-7), 5,92 (sl, 1H, H-5), 5,48 (s, 1H, H-3),
3,93 (s, 3H, 4-OCHj), 3,91 (s, 3H, 11-OCHs), 3,83 (s, 3H, 12-OCHj).

5 4

6 A

7@0
Preniloxicumarina [7] — 6-metoxi-7-preniloxicumarina: Pf: 79 - 81°C; IV
Vmax (KBr) cm™: 1713, 1612, 1561, 1513, 1381, 1280, 1248, 1140, 971, 812.
RMN "H (200 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,63 (d, 1H, J=9,4 Hz, H-4), 6,86 (s, 1H,
H-8), 6,82 (s, 1H, H-5), 6,26 (d, 1H, J=9,4 Hz, H-3), 5,49 (t, 1H, [CHa]x-
C=CH-CHy), 4,66 (d, 2H, [CH3],-C=CH-CH,), 3,90 (s, 3H, 6-OCHs), 1,79 (s,
6H, [CH3]o-C=CH-CH,). RMN *C (50 MHz, CDCls) & (ppm): 161,7 (C=0),
152,0 (C-7), 149,8 (C-10), 146,6 (C-6), 143,3 (C-4), 138,9 (C-3’), 118,6 (C-
2'), 113,2 (C-3), 111,2 (C-9), 108,0 (C-5), 101,0 (C-8), 66,2 (C-1°), 56,3 (6-
OCHs), 25,7 (C-4'), 18,3 (C-5)).
Escopoletina [8] — 7-hidroxi-6-metoxicumarina: Pf: 203 - 204°C; IV vmax
(KBr) cm™: 3340, 1709, 1267. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,60 (d,
1H, J=9,6 Hz, H-3), 6,91 (s, 1H, H-8), 6,85 (s, 1H, H-5), 6,27 (d, 1H, J=9,6
Hz, H-4), 6,22 (s, 1H, OH), 3,95 (s, 3H, 6-OCH3). '*C RMN (CDCls) & (ppm):
161,8 (C=0), 150,4 (C-9), 149,9 (C-7), 144,0 (C-6), 143,5 (C-4), 113,6 (C-
3), 111,7 (C-10), 107,7 (C-5), 103,4 (C-8), 56,6 (OCHy).

4.6- ANALISE DOS COMPONENTES VOLATEIS

4.6.1- Extracao e analise por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM)

Os o6leos volateis foram obtidos por hidrodestilacao durante 2 horas a partir

das partes aéreas e raizes frescas, separadamente, utilizando um aparelho tipo-

Clevenger modificado, de acordo com o preconizado pela FARMACOPEIA

Brasileira IV (1988). O rendimento do 6leo volatil foi calculado em funcdo do

volume de Oleo obtido e do peso de material vegetal fresco. Para analise, os 6leos

volateis foram diluidos em éter etilico.
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Os dbleos obtidos foram submetidos a analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) utilizando espectrobmetro com
ionizacdo por impacto de elétrons com voltagem de 70 eV. A separagao
cromatografica foi realizada em cromatografo Shimadzu GC 14A, utilizando coluna
DB1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Utilizou-se temperatura programada de 40°C a
310°C, a taxa de 10°C/min, seguida de uma isoterma a 310°C por 20 minutos. A
temperatura usada para o injetor e detector foram 290 e 300°C, respectivamente.
Hélio (He) foi utilizado como gas de arraste, com um fluxo de 1,0 mL/min.

A identificacdo dos componentes dos Oleos foi realizada por comparagéao de
seus espectros de massas com dados da espectroteca NIST 98 (National Institute
of Standards and Technology) e com dados espectrais da literatura (ADAMS,
1995).

4.6.2- Atividade antibacteriana do 6leo volatil

Avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada no Laboratério de
Microbiologia Clinica, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Regional de Blumenau (FURB) pelo grupo do Prof. Msc. Eduardo
Monguillhott Dalmarco.

Os testes foram realizados através do método de microdiluicéo,
determinando-se a CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) contra as seguintes
bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Todos os testes foram realizados de
acordo com o preconizado pela National Committee for Clinical Laboratory
Standards (CLSI, 2005). Os testes foram realizados em microplacas estéreis de 96
pocos. O 6leo obtido das partes aéreas foi previamente preparado e transferido
para cada poc¢o na ordem de obter uma diluicdo do composto original (de 1:2 a
1:256 a partir de uma aliquota de 50 pL do 6leo). Gentamicina foi usada como o
antibiético padrao.

O inéculo (100 uL) contendo 5 x 10° UFC (Unidades Formadoras de
Colbnias) de cada microorganismo foi adicionado aos pog¢os. Em cada placa,
pocos foram utilizados para o controle estéril (sem indculo), para a viabilidade do
in6culo (sem amostra) e o efeito inibitério do etanol (utilizado para diluir a
amostra). As placas foram incubadas aerobicamente a 35°C. Apds a incubagéo

56



por 18 - 24 h, o crescimento bacteriano foi avaliado pela adicdo de cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) em metanol (5 mg/mL), o qual foi utilizado para
detectar o crescimento bacteriano pela mudanca de coloragéo para vermelho. A
CIM foi definida como a menor concentragdo dos compostos em que ndo houve

aparecimento da cor vermelha.

4.7- ESTIRILPIRONAS

4.7.1- Analise por CG-EM da mistura de estirilpironas

A analise por CG-EM foi realizada no laboratério do Prof. Dr. Faruk Nome
pelo aluno Jacques Priebe, Departamento de Quimica, Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC).

Durante o isolamento e a purificacdo das estirilpironas, varias fracoes
contendo misturas foram obtidas. Algumas fra¢des foram entao reunidas, obtendo-
se assim uma mistura de estirilpironas. Essa mistura foi submetida a analise por
CG-EM utilizando espectrdmetro com ionizagdo por impacto de elétrons com
voltagem de 70 eV. A separacao foi conduzida no equipamento CGMS-QP 5050 A
Shimadzu 17A utilizando coluna DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um). A
programacao da temperatura foi de 80 a 300°C a uma taxa de 10°C/min. A
temperatura usada para o injetor e detector foram 300 e 310°C, respectivamente.

Hélio (He) foi usado como gas de arraste a uma taxa de 1,0 mL/min.

4.7.2- Avaliacao do teor de diidro- e estirilpironas em diferentes
coletas

Para a realizacao deste estudo, utilizaram-se as amostras de P. sabulosa
coletadas as margens da rodovia 282 (Sp1), serra da Boa Vista, municipio de
Rancho Queimado, em quatro diferentes datas: setembro/2002, fevereiro/2003,
novembro/2003 e margo/2004. Os extratos brutos hidroalcodlicos (EBH) foram
preparados conforme item 4.3 (p. 28) e a fracdo acetato de etila (FAE) conforme
item 4.4 (p. 29). A FAE foi dissolvida em CHCI3:MeOH (5:1) a fim de se obter
solugbes com concentracdes finais de 40 ug/uL. Para a quantificagdo das
estirilpironas presentes nesta fracdo, injetaram-se volumes conhecidos das
solugbes preparadas (1 uL). As analises foram realizadas por cromatografia

gasosa, utilizando injetor on column e coluna DB-1 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um)
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na seguinte programacgdo: para a coluna, a temperatura inicial foi de 80°C com
aumento até 265°C a 10°C/min, ja& para o injetor utilizou-se gradiente de
temperatura de 200 - 280°C a 10°C/min. A temperatura do detector foi 300°C.
Padrées previamente isolados e identificados de cada estirilpirona foram utilizados
para identificagdo individual na FAE. Para andlise quantitativa, a integracao dos
sinais cromatograficos foi realizada através do programa do equipamento,
possibilitando o célculo da area de cada pico individualmente. As analises foram
realizadas em duplicata.

4.7.3- Atividade no sistema nervoso central (SNC)

Os testes para verificacdo das acgdes centrais do extrato, fracbes e
compostos isolados foram desenvolvidos no Laboratério de Neurofarmacologia,
Departamento de Farmacologia, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
pelo doutorando Filipe Silveira Duarte, orientado pela Prof. Dra. Thereza Christina
Monteiro de Lima.

Para avaliacdo da atividade central, investigaram-se as ag¢des in vivo, em
camundongos, do extrato bruto hidroalcodlico (EBH), fracdo hexanica (HEX),
fracdo acetato de etila (FAE), fracdo aquosa (FA), preparadas de acordo com o
item 43 e 44 (p. 28 e 29), 6-metoxi-7-preniloxicumarina [7] (6-MC) e as
estirilpironas [1], [2], [3], [4], [5] e [6] isoladas de Polygala sabulosa (item 4.5, p.
29) em testes considerados como preditores de acdo central. As estirilpironas
isoladas também foram submetidas a avaliacdo in vitro através dos ensaios de
binding.

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os padrdes
internacionais de bem-estar dos animais recomendados pela Sociedade Brasileira
de Neurociéncia e Comportamento (SBNeC), sendo o0s protocolos
comportamentais aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (processos numeros 315/CEUA e
23080.027554/2004-49/UFSC).

Os testes foram divididos em trés modalidades: atividade comportamental,
ensaios de binding e estudos da toxicidade. Apresentaremos a seguir de maneira

sucinta as metodologias empregadas para tais avaliagées:
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e Sono barbiturico/etéreo

Para avaliar o potencial hipnotico, camundongos foram tratados com o
EBH, HEX, FA, 6-MC (250, 500 e 1.000 mg/kg i.g.) e FAE (125, 250, 350, 500, 750
e 1.000 mg/kg i.g.). Apés 1 h, os animais foram colocados em ambiente saturado
com éter etilico (5 mL) ou receberam intraperitonialmente (i.p.) pentobarbital
sédico (50 mg/kg). A laténcia até a perda do reflexo postural e a duragdo do sono
foi marcada em segundos e minutos, respectivamente. O tempo de sono foi
mensurado a partir da perda do reflexo postural, sendo a recuperagao deste
reflexo considerado o ponto final da hipnose (CARLINI et al., 1986). Diazepam

(DZP) (0,75 e 1 mg/kg i.p.) foi usado como farmaco hipno-sedativo padrao.

e Teste do labirinto de cruz elevado (LCE)

O efeito tipo ansiolitico do EBH, fracbes e estirilpironas isoladas de P.
sabulosa foi avaliado usando o teste do labirinto de cruz elevado (LCE), conforme
adaptado para ratos por Lister (1987). Os animais foram submetidos a diversos
tratamentos e apdés 1 h (DZP 30 min), cada animal foi colocado no centro da
plataforma, de frente a um dos bragos fechados, sendo observado por um periodo
de 5 min. Os parametros comportamentais avaliados neste teste foram: a
freqUiéncia de entradas nos bracos abertos e fechados, o tempo gasto em cada
bragco, o numero de imersées de cabeca, numero de estiramentos corporais e
namero de vezes em que o animal chegou até o fim do brago aberto (RODGERS,
1997).

e Convulsao induzida por Pentilenotetrazol (PTZ)

A acéao anticonvulsivante foi avaliada através da administragdo do PTZ (80
mg/kg) aos grupos de animais tratados previamente (60 min) com agua, EBH e
FAE. A laténcia até o primeiro episédio convulsivo bem como a duracdo foram
contadas em segundos. A severidade das convulsdes foi registrada até 30 min.

e Ensaios de binding

Os ensaios de ligacao foram utilizados para avaliar a possivel interacao das
estirilpironas isoladas de P. sabulosa com o sitio de ligagdo BDZ do complexo
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receptor GABAA, em membranas sinaptossomais de cértex cerebral de ratas. Os
compostos estudados foram as DST [1], [2] e [3] e STY [4], [5] e [6].

As membranas sinaptossomais foram preparadas de acordo com Marder e
colaboradores (2003). As membranas foram diluidas 10 vezes com tampéao Tris-
HCI 25 mM pH 7,4. Nos ensaios de competicdo, a mistura de incubacao foi
preparada em um volume final de 1 mL agregando-se as amostras ja dissolvidas
em 10 pL de etanol absoluto, a suspensao de membranas contendo 0,2 - 0,4 mg
de proteina e, finalmente, 10 uL de uma solugdo de [°H]-Flunitrazepam ([°*H]-FNZ)
(84,5 Ci/mmol) de tal maneira que a concentragéo final do mesmo foi de 0,42 nM.
A incubacéao realizou-se a 4°C durante 1 h. A reacgao foi entdo finalizada pela
adicdo de 3 mL de tampéo e a solugéo resultante foi rapidamente filtrada a vacuo.
Os filtros secos foram ressuspendidos em 1,5 mL de liquido de cintilagcdo. O
conteudo de radioatividade foi mensurado 24 h apés em um contador Wallac
Rackbeta 1214.

e Ensaios de toxicidade

A avaliagdo preliminar da toxicidade aguda da FAE de P. sabulosa foi
realizada utilizando doses entre 1.000 e 5.000 mg/kg pela via oral e entre 500 e
2.500 mg/kg pela via intraperitonial. Camundongos machos foram tratados com
veiculo (controle) ou FAE, pela respectiva via de administragédo, e observados em
diferentes tempos durante 3 h consecutivas e apds 24 e 48 h. Os parametros de
observagéo neste teste foram: a presenca ou auséncia de contorgdes abdominais,
ptose palpebral, nistagmo, lacrimejamento, hiperemia, cianose, sialorréia,
freqiéncia respiratoria, piloerecdo, miccao, diarréia, movimentacao circular,
atividade locomotora, comportamento agressivo, ataxia, perda do reflexo de
endireitamento, resposta a pressdo da cauda, paralisia de membros e cabeca,
convulsdo, sinal de Straub e mortes (BRITO, 1994; CARLINI, 1972).

Grupos de 10 camundongos machos e 10 fémeas foram tratados com dose
Unica, por via oral, com veiculo ou FAE (1.000, 2.500, 3.500 ou 5.000 mg/kg),
sendo avaliados diariamente quanto a evolugcdo do peso corporal durante os
quinze dias subsequentes. A incidéncia de mortalidade foi anotada e a dose letal
oral (DLso) determinada (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949). Calculou-se a DLsg
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somente para a via oral, pois esta € a via mais utilizada por humanos no uso
popular de plantas medicinais, geralmente na forma de chas.

A toxicidade sub-crénica foi estudada para obter informacgdes a respeito da
toxicidade da FAE de P. sabulosa em camundongos quando administrada
repetidamente, por um periodo de 32 dias, de acordo com o protocolo preconizado
pela ANVISA (Resolucao n° 90, de 16 de marco de 2004). De acordo com este
protocolo, as doses utilizadas na etapa de toxicologia sub-crénica devem ser pelo
menos em numero de 3, de forma que a dose minima seja a menor dose que
tenha o efeito terapéutico, a maior dose deve produzir um efeito adverso
detectavel e a dose intermediaria pode ser obtida através da média geométrica
entre a dose maior e menor. Assim, as doses de FAE selecionadas para este
ensaio foram 250, 500 e 1.000 mg/kg. Os animais foram tratados por via oral com
o veiculo ou FAE uma vez ao dia, durante 32 dias, sendo pesados semanalmente.
Apoés o periodo de tratamento, os animais foram anestesiados e submetidos as
analises biologicas.

O sangue foi coletado a partir da veia cava inferior sendo obtido
aproximadamente 800 - 900 pL. A primeira aliquota de 300 pL foi transferida a um
tubo Eppendorf contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0,1%, sendo
manualmente homogeneizado e, em seguida, conduzido as analises
hematologicas. O sangue remanescente foi transferido a outro tubo sem
anticoagulante e, apdés 30 min, centrifugado a 3.000 rpm durante 15 min. Apds a
centrifugacao, o soro foi imediatamente separado do coagulado e armazenado por
um dia a 4°C antes de ser encaminhado as analises bioquimicas.

Os parametros bioquimicos creatinina, uréia, fosfatase alcalina, y-glutamil
transferase (y-GT), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), proteinas totais, albumina e globulina foram determinados no soro dos
animais. As analises foram realizadas no aparelho automatizado Mira Cobas
(Roche) do Hospital Universitario/lUFSC pelas professoras Dra. Alcibia Maia
Cardoso e Dra. Claudia Regina dos Santos (Departamento de Patologia/UFSC).

O sangue com anticoagulante foi utilizado para avaliar os seguintes
parametros hematologicos: contagem de eritrdcitos, leucocitos, linfécitos,
plaguetas, hemoglobina e volume corpuscular meédio (VCM), bem como a
determinacdo do hematdcrito (através da utilizacdo da centrifuga de micro-
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hematdcrito). A diferenciacdo das células sanguineas (neutrofilos, eosindfilos,
mondcitos e linfocitos) foi realizada através da confeccao de esfregaco sangiineo
e coloragdo pelo método de May Grinward-Giemsa sob microscopia Optica
(Microscopio Olympus, BX41).

4.8- CUMARINAS

4.8.1- Procedimento padrao para obtencao de escopoletina a partir da
6-metoxi-7-preniloxicumarina

A 6-metoxi-7-preniloxicumarina [7] utilizada neste estudo foi previamente
isolada de acordo com o descrito no item 4.5 (p. 29).

A 1,0 g (3,84 mmol) de preniloxicumarina em etanol adicionou-se 3 mL de
agua e sob vigorosa agitagdo 2 mL de H>SO, (0,037 mmol) concentrado. O
sistema foi mantido em agitacdo até que todo substrato fosse consumido. O
precipitado formado na reacéo foi purificado através de filtracdo a vacuo, obtendo-
se o composto de interesse no residuo solido. Para otimizar o rendimento, o
filtrado foi ainda extraido 3 X com cloroférmio. A fase orgéanica foi seca sob sulfato
de sbdio anidro, evaporada, e entdo reunida ao residuo sélido, sendo o produto
recristalizado em acetona (75 - 80 % rendimento).

4.8.2- Procedimento geral para benzoilacao/acilacao da escopoletina
com cloretos de acido- obtencao de ésteres benzoilicos e alquilicos

O material de partida, escopoletina (1 mmol) [8], foi dissolvido em piridina e
tratado com excesso do respectivo cloreto de benzoila/acila (1,2 mmol). O sistema
reacional foi mantido sob refluxo até que todo substrato fosse consumido. A
formacdao do produto foi monitorada por CCD utilizando a mistura de
hexano:AcOEt (9:1 v:v). Ao final, adicionou-se 40 mL de CHCI; ao sistema e, em
funil de separacao, extraiu-se o excesso de piridina com uma solugéo aquosa pH *
2 com HCI (4 X 25 mL). A fase orgénica foi lavada com uma solu¢cdo de NaHCO3 a
10% (4 X 25 mL), seca sob Na,SO, anidro, evaporada e entao purificada usando
coluna de silica gel eluida com misturas de hexano:AcOEt.

Aril derivados
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Benzoato de escopoletina [9]: composto [9] foi preparado de acordo com
o procedimento geral descrito no item 4.8.2, usando uma solugédo de
escopoletina (0,150 g, 0,78 mmol) com o cloreto de benzoila (0,10 mL, 0,94
mmol). O produto purificado foi obtido como um sélido amarelo claro (83,2%
rendimento). Pf: 157 - 159°C; RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8,21 (d,
2H, J=7,8 Hz, H-2’,6’), 7,69 (d, 1H, J=9,7 Hz, H-4), 7,68 (m, 1H, J=7,8 Hz,
2,6 Hz, H-4"), 7,52 (d, 2H, J=7,8 Hz, H-3’,5), 7,22 (s, 1H, H-8), 7,02 (s, 1H,
H-5), 6,43 (d, 1H, J=9,7 Hz, H-3), 3,86 (s, 3H, 6-OCH3).

p-clorobenzoato de escopoletina [10]: composto [10] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.2, usando uma
solucao de escopoletina (0,150 g, 0,78 mmol) e cloreto de p-clorobenzoila
(0,12 mL, 0,94 mmol). O produto purificado foi obtido como um sélido de cor
branca (86,9% rendimento). Pf: 149 - 153,4°C; IV vmax (KBr) cm™: 30686,
1739, 1572, 1507, 1266, 880, 750; RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8,13
(d, 2H, J=8,4 Hz, H-2'.6’), 7,68 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-4), 7,49 (d, 2H, J=8,4
Hz, H-3',5’), 7,20 (s, 1H, H-8), 7,01 (s, 1H, H-5), 6,43 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-3),
3,85 (s, 3H, 6-OCHg).

p-bromobenzoato de escopoletina [11]: composto [11] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.2, usando uma
solucao de escopoletina (0,149 g, 0,77 mmol) e cloreto de p-bromobenzoila
(0,205 g, 0,93 mmol). O produto purificado foi obtido como um sélido de cor
branca (17,2% rendimento). Pf: 216 - 219°C; IV vimax (KBr) cm™: 3066, 1739,
1572, 1507, 1266, 880, 750; RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8,06 (d,
2H, J=8,4 Hz, H-2'.6’), 7,68 (d, 1H, J=9,2 Hz, H-4), 7,68 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-
3.5, 7,20 (s, 1H, H-8), 7,01 (s, 1H, H-5), 6,43 (d, 1H, J=9,2 Hz, H-3), 3,85
(s, 3H, 6-OCHy).

p-nitrobenzoato de escopoletina [12]: Preparacdo do reagente cloreto de

p-nitrobenzoila: A 0,2 mL de SOCI; (cloreto de tionila) (2,9 mmol) adicionou-

se lentamente uma solucédo contendo 0,5 g de acido p-nitrobenzdico (2,9
mmol) dissolvido em CH.Cl, (diclorometano) anidro e THF (tetraidrofurano).
O sistema foi mantido em refluxo por 30 minutos e entao purificado através
de recristalizacao, obtendo-se o cloreto de p-nitrobenzoila. Composto [12]

foi preparado de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.2,
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usando uma solugédo de escopoletina (0,150 g, 0,78 mmol) e cloreto de p-
nitrobenzoila (0,170 g, 0,94 mmol). O produto purificado foi obtido como
cristais amarelos (30,1% rendimento). Pf: 220 - 223°C; IV viax (KBr) cm™:
3072, 1734, 1524, 1266, 855, 708; RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § (ppm): 8,16
(d, 2H, J=8,4 Hz, H-2',6’), 7,69 (d, 1H, J=9,4 Hz, H-4), 7,68 (d, 2H, J=8,4
Hz, H-3',5"), 7,20 (s, 1H, H-8), 7,00 (s, 1H, H-5), 6,43 (d, 1H, J=9,4 Hz, H-3),
3,88 (s, 3H, 6-OCHj).

e p-aminoacetilbenzoato de escopoletina [13]: Preparacdo do reagente

cloreto de p-aminoacetilbenzoila: A 0,4 mL de SOCI, (5,6 mmol) adicionou-

se lentamente uma solucao contendo 1,0 g do acido p-aminoacetilbenzbico
(5,6 mmol) dissolvido em CH.Cl, seco e THF. A reacédo foi mantida em
refluxo por 30 minutos e o produto obtido purificado através de
recristalizacdo. Composto [13] foi preparado de acordo com o procedimento
geral descrito no item 4.8.2, usando uma solu¢ao de escopoletina (0,149 g,
0,77 mmol) e cloreto de p-aminoacetilbenzoila (0,180 g, 0,93 mmol). O
produto purificado foi obtido como um sélido de cor amarelo claro (36,8%
rendimento). Pf: 224 - 227°C; IV vnax (KBr) cm™: 3313, 1741, 1698, 1535,
1265, 1135; RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,17 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-
2',6), 7,70 (d, 1H, J=9,2 Hz, H-4), 7,68 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-3,5), 7,20 (s,
1H, H-8), 7,00 (s, 1H, H-5), 6,43 (d, 1H, J=9,2 Hz, H-3), 3,85 (s, 3H, 6-
OCHs), 2,24 (s, 3H, CH3).

e p-metoxibenzoato de escopoletina [14]: composto [14] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.2, usando uma
solucdo de escopoletina (0,150 g, 0,78 mmol) e cloreto de p-metoxibenzoila
(0,1 mL, 0,94 mmol). O produto purificado foi obtido como um sdélido de cor
branca (27,5% rendimento). Pf: 150 - 153°C; IV Vimax (KBr) cm™: 3066, 1739,
1572, 1507, 1266, 880, 750; RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8,15 (d,
2H, J=8,4 Hz, H-2’,6’), 7,68 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-4), 7,20 (s, 1H, H-8), 7,00
(d, 2H, J=8,4 Hz, H-3,5), 6,98 (s, 1H, H-5), 6,42 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-3),
3,90 (s, 3H, 4’-OCHj3) e 3,85 (s, 3H, 6-OCHy).

Alquil derivados
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Acetato de escopoletina [15]: Anidrido acético (4,5 mL) e uma quantidade
catalitica de dimetilaminopiridina (DMAP) foram adicionados a 0,120 g de
escopoletina (0,625 mmol) dissolvida em 15 mL de acetato de etila. A
reacao foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 1 hora,
sendo entdo evaporada e extraida com CHCI; em funil de separagédo. O
composto purificado [15] foi obtido como cristais de coloragdo amarelo-clara
(94,0%). Pf: 177 - 179°C; IV vimax (KBr) cm™: 3066, 1739, 1572, 1507, 12686,
880, 750; RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,65 (d, 1H, J=8,0 Hz, H-4),
7,08 (s, 1H, H-8), 6,96 (s, 1H, H-5), 6,40 (d, 1H, J=8,0 Hz, H-3), 3,87 (s, 3H,
6-OCHs), 2,34 (s, 3H, CHy).

Propanoato de escopoletina [16]: composto [16] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.2, usando uma soluc¢ao de
escopoletina (0,150 g, 0,78 mmol) e cloreto de propanoila (0,09 mL, 0,94
mmol). O produto purificado foi obtido como um sélido de coloragdo marrom
(80,5% rendimento). Pf: 103 — 105°C; IV vimax (KBr) cm™: 2934, 1718, 1567,
1137; RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,65 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-4), 7,06
(s, 1H, H-8), 6,96 (s, 1H, H-5), 6,39 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-3), 3,85 (s, 3H, 6-
OCHy), 2,64 (q, 2H, H-1°), 1,27 (t, 3H, H-2)).

Butanoato de escopoletina [17]: composto [17] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.2, usando uma solugcao de
escopoletina (0,150 g, 0,78 mmol) e cloreto de butanoila (0,1 mL, 0,94
mmol). O produto purificado foi obtido como um solido de coloragdo marrom
(71,9% rendimento). Pf: 105 - 107°C; IV vmax (KBr) cm™: 2969, 1730, 1569,
1502, 1133; RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,64 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-
4), 7,05 (s, 1H, H-8), 6,95 (s, 1H, H-5), 6,39 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-3), 3,85 (s,
3H, 6-OCHg), 2,58 (t, 2H, H-1°), 1,79 (m, 2H, H-2"), 1,04 (i, 3H, H-3").
Hexanoato de escopoletina [18]: composto [18] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.2, usando uma solu¢ao de
escopoletina (0,150 g, 0,78 mmol) e cloreto de hexanoila (0,12 mL, 0,94
mmol). O produto purificado foi obtido como um sélido de coloragdo marrom
claro (70,1% rendimento). Pf: 110 - 112°C; IV vmax (KBr) cm™: 2969, 1730,
1569, 1502, 1133; RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,65 (d, 1H, J=9,4
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Hz, H-4), 7,01 (s, 1H, H-8), 6,93 (s, 1H, H-5), 6,40 (d, 1H, J=9,4 Hz, H-3),
3,86 (s, 3H, 6-OCHs), 2,60 (t, 2H, H-1°), 1,78 (m, 2H, H-2’), 1,40 (m, 4H, H-
3,4°), 0,94 (t, 3H, H-5).

e Decanoato de escopoletina [19]: Composto [19] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.2, usando uma soluc¢ao de
escopoletina (0,150 g, 0,78 mmol) e cloreto de decanoila (0,19 mL, 0,94
mmol). O produto purificado foi obtido como um soélido de coloragdo marrom
claro (18,0% rendimento). IV vmax (KBr) cm™: 2969, 1730, 1569, 1502, 1133;
RMN "H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,65 (d, 1H, J=9,4 Hz, H-4), 7,07 (s, 1H,
H-8), 6,96 (s, 1H, H-5), 6,41 (d, 1H, J=9,4 Hz, H-3), 3,86 (s, 3H, 6-OCH3),
2,6 (t, 2H, H-1’), 1,8 (m, 10H, H-2’,3",4’,5°,6’), 1,4 (m, 4H, H-7°,8’), 0,8 (t, 3H,
H-9%).

Sintese de cumarinas

Este trabalho fez parte da etapa de Doutorado sanduiche, realizada no
“Dipartimento di Chimica e Tecnologia del Farmaco”, na Universita degli Studi di
Perugia, Italia, sob orientagdo do Prof. Dr. Massimo Curini e co-orientagdo do Prof.
Dr. Ornelio Rosati.

4.8.3- Procedimento geral para obtencao de cumarinas através da
reacao de von Pechmann
A mistura do fenol (1 mmol) e acetoacetato de etila (2 mmol) ou 4-Cl-
acetoacetato de etila (1 mmol) ou 2-carboximetil-cicloexanona (1 mmol) adicionou-
se 50 mg/mol do catalisador a-Zr-PSOsH. A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo em temperatura de 80°C em banho de 6leo sendo monitorada por CCD.
Ap6s completa, adicionou-se uma mistura de CH.Cl.:MeOH (1:1), sendo
imediatamente filtrada. O solvente foi evaporado e o residuo obtido lavado com
éter etilico e recristalizado em etanol quando possivel, obtendo-se assim as
respectivas cumarinas.
e 7-hidroxi-4-metilcumarina [20]: composto [20] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma mistura de
resorcinol (0,20 g, 1,80 mmol), acetoacetato de etila (0,47 mL, 3,60 mmol) e

90 mg do catalisador a-Zr-PSO3sH. O produto purificado foi obtido como um
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sélido de coloracdo branca (88,3% rendimento). Pf: 185 - 187°C; RMN 'H
(200 MHz, DMSO + CDCl3) 8 (ppm): 9,81 (s, 1H, OH), 7,37 (d, 1H, J=6,3
Hz, H-5), 6,81 (dd, 1H, J=6,3 Hz, 2,4 Hz, H-6), 6,76 (d, 1H, J=2,4 Hz, H-8),
5,99 (s, 1H, H-3), 2,31 (s, 3H, 4-CHj3).

5,7-diidroxi-4-metilcumarina [21]: composto [21] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma mistura de
floroglucinol (0,20 g, 1,23 mmol), acetoacetato de etila (0,31 mL, 2,46 mmol)
e 61 mg do catalisador a-Zr-PSOzH. O produto purificado foi obtido como
um sélido de coloragdo bege (99,0% rendimento). Pf: 280 - 283°C; RMN 'H
(200 MHz, DMSOQO) & (ppm): 10,46 (s, 1H, OH), 10,2 (s, 1H, OH), 6,13 (d,
1H, J=2,2 Hz, H-8), 6,04 (d, 1H, J=2,2 Hz, H-6), 5,73 (s, 1H, H-3), 2,38 (s,
3H, 4-CHjs).

7,8-diidroxi-4-metilcumarina [22]: composto [22] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma mistura de
pirogalol (0,20 g, 1,58 mmol), acetoacetato de etila (0,40 mL, 3,16 mmol) e
79 mg do catalisador a-Zr-PSO3zH. O produto purificado foi obtido como um
solido de coloragdo cinza (81,4% rendimento). Pf: 237 - 239°C; RMN 'H
(200 MHz, DMSO + CDClg) 6 (ppm): 9,4 (1H, OH), 6,97 (d, 1H, J=8,6 Hz, H-
6), 6,77 (d, 1H, J=8,6 Hz, H-5), 5,98 (s, 1H, H-3), 2,33 (s, 3H, 4-CHs).
7-hidroxi-6-etil-4-metilcumarina [23]: composto [23] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura de 4-etilresorcinol (0,20 g, 1,45 mmol), acetoacetato de etila (0,36
mg, 2,90 mmol) e 72 mg do catalisador a-Zr-PSO3zH. O produto purificado
foi obtido como um sélido de coloragao bege (75,5% rendimento). Pf: 217 -
219°C; RMN "H (200 MHz, DMSO + CDCl3) & (ppm): 7,40 (s, 1H, H-8), 6,89
(s, 1H, H-5), 6,08 (s, 1H, H-3), 2,72 (q, CH2CHs), 2,48 (s, 4-CH3), 1,30 {(t,
CH>CHg).

7-hidroxi-8-metil-4-metilcumarina [24]: composto [24] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura de 2-metilresorcinol (0,20 g, 1,61 mmol), acetoacetato de etila (0,41
mL, 3,22 mmol) e 82 mg do catalisador a-Zr-PSOzH. O produto purificado

foi obtido como um sdélido de coloracédo bege (70,0% rendimento). EM: 190
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[M*], 162 (100%); Pf: 242 - 245°C; RMN 'H (200 MHz, DMSO) & (ppm):
10,35 (s, 1H, OH), 7,33 (d, 1H, J=8,6 Hz, H-5), 6,74 (d, 1H, J=8,6 Hz, H-6),
6,00 (s, 1H, H-3), 2,23 (s, 3H, 4-CHs), 2,02 (s, 3H, 8-CH3).
7-metoxi-4-metilcumarina [25]: composto [25] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma mistura de 3-
metoxifenol (0,20 g, 1,56 mmol), acetoacetato de etila (0,42 mL, 3,12 mmol)
e 78 mg do catalisador a-Zr-PSO3H. O produto purificado foi obtido como
cristais de coloragdo bege (90,2% rendimento). Pf: 153 - 154°C; RMN 'H
(200 MHz, CDClg) 6 (ppm): 7,54 (d, 1H, J= 8,6 Hz, H-5), 6,93 (dd, 1H, J= 8,6
Hz, 2,5 Hz, H-6), 6,86 (s, 1H, J= 2,5 Hz, H-8), 6,18 (s, 1H, H-3), 3,91 (s, 3H,
OCHj3), 2,44 (s, 3H, 4-CHj3).

7,8-dimetoxi-4-metilcumarina [26]: composto [26] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma mistura de
2,3-dimetoxifenol (0,20 g, 1,29 mmol), acetoacetato de etila (0,33 mL, 2,58
mmol) e 64,5 mg do catalisador a-Zr-PSO3H. O produto purificado foi obtido
como cristais de coloracao cinza (10,4% rendimento). Pf: 209 - 210°C; RMN
'H (200 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,20 (d, 1H, J=8,7 Hz, H-6), 6,80 (d, 1H, J=
8,7 Hz, H-5), 6,04 (s, 1H, H-3), 3,87 (s, 3H, OCHj3), 3,85 (s, 3H, OCHg), 2,29
(s, 3H, 4-CHg).

7,8-benzo-4-metilcumarina [27]: composto [27] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma mistura de a-
naftol (0,20 g, 1,38 mmol), acetoacetato de etila (0,35 mL, 2,76 mmol) e
69,3 mg do catalisador a-Zr-PSO3H. O produto purificado foi obtido como
um sélido de coloragéo branca (19,9% rendimento). EM: 210 [M*] (100%);
Pf: 155 - 158°C; RMN 'H (200 MHz, CDCls) & (ppm): 8,47 (m, 1H, H-10),
7,77 (m, 1H), 7,53 (m, 4H), 6,28 (s, 1H, H-3), 2,43 (s, 4-CH3).
7-hidroxi-4-clorometilenocumarina [28]: composto [28] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura de resorcinol (0,20 g, 1,80 mmol), 4-cloro acetoacetato de etila
(0,23 mL, 1,60 mmol) e 80,5 mg do catalisador o-Zr-PSOsH. O produto
purificado foi obtido como um sdélido de coloragcdo creme (35,0%
rendimento). Pf: 180 - 182°C; EM: 210 [M*], 147 (100%); RMN 'H (200
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MHz, CDCls) & (ppm): 9,95 (s, 1H, OH), 7,29 (d, 1H, J= 6,7 Hz, H-5), 6,80
(dd, 1H, J= 6,7 Hz, 2,2 Hz, H-6), 6,79 (d, 1H, J= 2,2 Hz, H-8), 6,21 (s, 1H,
H-3), 4,83 (s, 2H, 4-CH,CI).

5,7-diidroxi-4-clorometilenocumarina [29]: composto [29] foi preparado
de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura de floroglucinol (0,20 mg, 1,58 mmol), 4-cloro acetoacetato de etila
(0,21 mL, 1,58 mmol) e 79,2 mg do catalisador o-Zr-PSO3sH. O produto
purificado foi obtido como um sélido de coloracdao amarela escura (68,5%
rendimento). Pf: 242 - 244°C; EM: 222 [M*], 162 (100%); RMN "H (200 MHz,
DMSO) 6 (ppm): 10,79 (s, 1H, OH), 10,32 (s, 1H, OH), 6,20 (s, 1H, H-6),
6,18 (s, 1H, H-8), 6,10 (s, 1H, H-3), 4,91 (s, 2H, 4-CH,CI).
7-hidroxi-6-etil-4-clorometilenocumarina [30]: composto [30] foi
preparado de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3,
usando uma mistura de 4-etilresorcinol (0,20 mg, 1,45 mmol), 4-cloro
acetoacetato de etila (0,19 mL, 1,45 mmol) e 72,0 mg do catalisador a-Zr-
PSOsH. O produto purificado foi obtido como um sdlido de coloragéo branca
(31,3% rendimento). Pf: 214 - 216°C; EM: 238 [M*] (100%); RMN 'H (200
MHz, DMSO) & (ppm): 10,53 (s, 1H, OH), 7,52 (s, 1H, H-8), 6,65 (s, 1H, H-
5), 6,27 (s, 1H, H-3), 4,85 (s, 2H, 4-CH.CI), 2,40 (q, 2H, CH.CHj3), 1,02 {t,
3H, CH.CHs).

7-hidroxi-8-metil-4-clorometilenocumarina [31]: composto [31] foi
preparado de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3,
usando uma mistura de 2-metilresorcinol (0,20 mg, 1,61 mmol), 4-cloro
acetoacetato de etila (0,21 mL, 1,61 mmol) e 78,0 mg do catalisador o-Zr-
PSOsH. O produto purificado foi obtido como um sélido de coloracéao
marrom (28,0% rendimento). Pf: 284 - 286°C; EM: 224 [M*] (100%); RMN
'H (200 MHz, DMSO) & (ppm): 10,44 (s, 1H, OH), 7,42 (d, 1H, J=8,7 Hz, H-
5), 6,77 (d, 1H, J=8,7 Hz, H-6), 6,30 (s, 1H, H-3), 4,83 (s, 2H, 4-CH,CI),
2,04 (s, 3H, CHg).

7-metoxi-4-clorometilenocumarina [32]: composto [32] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma

mistura de 3-metoxifenol (0,18 mL, 1,60 mmol), 4-cloro acetoacetato de etila
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(0,22 mL, 1,60 mmol) e 80,5 mg do catalisador o-Zr-PSOsH. O produto
purificado foi obtido como um sélido de coloragdo marrom (35,0%
rendimento). Pf: 194 - 195°C; EM: 224 [M*] (100%); RMN 'H (200 MHz,
CDCl3) & (ppm): 7,46 (s, 1H, J=8,6 Hz, H-5), 6,80 (dd, 1H, J= 8,5 Hz, 2,5 Hz,
H-6), 6,75 (d, 1H, J= 2,5, H-8), 6,30 (s, 1H, H-3), 4,52 (s, 2H, 4-CHCI), 3,60
(s, 3H, OCHs).

7,8-dimetoxi-4-clorometilenocumarina [33]: composto [33] foi preparado
de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura de 2,3-dimetoxifenol (0,20 mg, 1,29 mmol), 4-cloro acetoacetato de
etila (0,17 mL, 1,29 mmol) e 65,0 mg do catalisador a-Zr-PSO3zH. O produto
purificado foi obtido como um sélido de coloragdo marrom clara (7,6%
rendimento). Pf: 149 - 151°C; EM: 254 [M*] (100%); RMN 'H (200 MHz,
CDCl3) & (ppm): 7,27 (d, 1H, J=8,9 Hz, H-5), 6,82 (d, 1H, J=8,9 Hz, H-6),
6,32 (s, 1H, H-3), 4,52 (s, 2H, 4-CHCI), 3,88 (s, 3H, OCH3), 3,86 (s, 3H,
OCHa).

7,8-benzo-4-clorometilenocumarina [34]: composto [34] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura de a-naftol (0,20 mg, 1,38 mmol), 4-cloro acetoacetato de etila (0,18
mL, 1,38 mmol) e 69,0 mg do catalisador a-Zr-PSO3H. O produto purificado
foi obtido como um sélido de coloragéo bege (49,6% rendimento). Pf: 176 -
178°C; EM: 244 [M*], 181 (100%); RMN 'H (200 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,48
(m, 1H), 7,78 (m, 1H), 7,55 (m, 4H), 6,55 (s, 1H, H-3), 4,66 (s, 2H, 4-CH,CI).
7-hidroxi-3,4-cicloexenocumarina [35]: composto [35] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura de resorcinol (0,20 mg, 1,81 mmol), 2-carboximetil-cicloexanona
(0,28 mL, 1,81 mmol) e 90,0 mg do catalisador o-Zr-PSOsH. O produto
purificado foi obtido como cristais de coloragdo bege (85,8% rendimento).
Pf: 245 - 246°C; RMN 'H (200 MHz, CDCls) & (ppm): 7,34 (d, 1H, J=8,6 Hz,
H-5), 6,80 (d, 1H, J= 2,4 Hz, H-8), 6,71 (dd, 1H, J=8,6 Hz, 2,4 Hz, H-6), 2,65
(m, 2H), 2,43 (m, 2H), 1,72 (m, 4H).

5,7-diidroxi-3,4-cicloexenocumarina [36]: composto [36] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
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mistura de pirogalol (0,20 mg, 1,58 mmol), 2-carboximetil-cicloexanona
(0,22 mL, 1,58 mmol) e 79,0 mg do catalisador o-Zr-PSOsH. O produto
purificado foi obtido como um sélido de coloragéo bege (59,5% rendimento).
Pf: 251 - 253°C; EM: 230 [M*] (100%); RMN 'H (200 MHz, DMSO) § (ppm):
10,25 (s, OH), 10,00 (s, OH), 6,12 (d, 1H, J=2,2 Hz, H-6), 6,02 (d, 1H, J=2,2
Hz, H-8), 2,91 (m, 2H), 2,22 (m, 2H), 1,52 (m, 4H).
7,8-diidroxi-3,4-cicloexenocumarina [37]: composto [37] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura floroglucinol (0,20 mg, 1,23 mmol), 2-carboximetil-cicloexanona
(0,17 mL, 1,283 mmol) e 61,0 mg do catalisador o-Zr-PSO3sH. O produto
purificado foi obtido como um soélido de coloracdo cinza (80,0%
rendimento). Pf: 256 - 259°C; RMN 'H (200 MHz, DMSO) & (ppm): 9,76 (s,
1H, OH), 9,11 (s, 1H, OH), 6,90 (d, 1H, J=8,5 Hz, H-5), 6,60 (d, 1H, J=8,5
Hz, H-6), 2,59 (m, 2H), 2,26 (m, 2H), 1,60 (m, 4H).
7-hidroxi-6-etil-3,4-cicloexenocumarina [38]: composto [38] foi preparado
de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura 4-etilresorcinol (0,20 mg, 1,56 mmol), 2-carboximetil-cicloexanona
(0,23 mL, 1,56 mmol) e 78,0 mg do catalisador o-Zr-PSO3sH. O produto
purificado foi obtido como um sélido de coloragdo marrom (69,3%
rendimento). Pf: 218 - 220°C; EM: 244 [M*] (100%); RMN 'H (200 MHz,
DMSO) 6 (ppm): 10,22 (s, OH), 7,26 (s, 1H, H-5), 6,59 (s, 1H, H-8), 2,61 (m,
2H), 2,38 (m, 2H), 2,3 (m, 2H, CH>CHj3), 1,59 (m, 2H), 1,05 (t, 3H, CH>-CHs).
7-hidroxi-8-metil-3,4-cicloexenocumarina [39]: composto [39] foi
preparado de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3,
usando uma mistura 2-metilresorcinol (0,20 mg, 1,56 mmol), 2-carboximetil-
cicloexanona (0,23 mL, 1,56 mmol) e 78,0 mg do catalisador a-Zr-PSOzH.
O produto purificado foi obtido como um soélido de coloragdo marrom (69,3%
rendimento). Pf: 242-245°C; EM: 230 [M*] (100%); RMN 'H (200 MHz,
DMSO) & (ppm): 10,11 (s, OH), 7,26 (d, 1H, J=8,7 Hz, H-6), 6,71 (d, 1H,
J=8,7 Hz, H-5), 2,60 (m, 2H), 2,26 (m, 2H), 2,02 (s, 3H, CHs), 1,61 (m, 4H).
7-metoxi-3,4-cicloexenocumarina [40]: composto [40] foi preparado de

acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
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mistura de 3-metoxifenol (0,18 mL, 1,56 mmol), 2-carboximetil-cicloexanona
(0,22 mL, 1,56 mmol) e 78,0 mg do catalisador o-Zr-PSOsH. O produto
purificado foi obtido como cristais de coloragéo branca (80,5% rendimento).
Pf: 117 - 119°C; EM: 230 [M*] (100%); RMN 'H (200 MHz, DMSO) § (ppm):
7,50 (d, 1H, J=8,1 Hz, 1,8 Hz, H-6), 6,81 (d, 1H, J=8,1 Hz, H-5), 6,78 (d, 1H,
J= 1,8 Hz H-8), 3,71 (s, 3H, OCHs), 2,63 (m, 2H), 2,27 (m, 2H), 1,62 (m,
4H).

7,8-benzo-3,4-cicloexenocumarina [41]: composto [41] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.3, usando uma
mistura a-naftol (0,20 mg, 1,38 mmol), 2-carboximetil-cicloexanona (0,20
mL, 1,38 mmol) e 69,0 mg do catalisador a-Zr-PSO3H. O produto purificado
foi obtido como cristais de coloragéo laranja claro (2,9% rendimento). Pf:
187-189°C; EM: 250 [M*] (100%); RMN 'H (200 MHz, CDCls) & (ppm): 8,46
(m, 1H), 7,74 (m, 1H), 7,49 (m, 4H), 2,77 (m, 2H), 2,55 (m, 2H), 1,77 (m,
4H).

4.8.4- Procedimento geral para obtencao de cumarinas através da

reacao de Knoevenagel

A uma mistura do respectivo salicilaldeido (1 mmol) e dietiimalonato (1

mmol) adicionou-se 50 mg/mol do catalisador basico a-Zr(KPQs).. A reacéo foi

mantida em agitagdo e temperatura de 120°C em banho de 6leo, sendo

monitorada por CCD utilizando como sistema de eluente éter de petréleo:AcOEt

(8:2, viv). A mistura foi refluxada até que todo substrato fosse consumido. Entéo,

adicionou-se a reacdo uma mistura de CH.Cl>:MeOH (1:1, v:v), sendo filtrada e

evaporada em rotaevaporador. O produto bruto obtido foi lavado com éter etilico,

sendo seco com auxilio do vacuo, para obter as respectivas cumarinas.

3-carboxietilcumarina [42]: composto [42] foi preparado de acordo com o
procedimento geral descrito no item 4.8.4, usando uma mistura de
salicilaldeido (0,40 g, 3,28 mmol), dietiimalonato (0,50 mL, 3,28 mmol) e
164 mg do catalisador a-Zr(KPQ4).. O produto purificado foi obtido como
cristais de coloragdo branca (42,2% rendimento). Pf: 93 - 94°C; RMN 'H
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(200 MHz, DMSO) 6 (ppm): 8,82 (s, 1H, H-4), 8,01 (m), 7,78 (m), 7,43 (m),
4,31 (q, 2H, OCH2CHs3), 1,48 (t, 3H, OCH>CHjs).
6-metil-3-carboxietilcumarina [43]: composto [43] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.4, usando uma mistura de 5-
metilsalicilaldeido (0,40 g, 2,93 mmol), dietilmalonato (0,45 mL, 2,93 mmol)
e 146 mg do catalisador a-Zr(KPQs).. O produto purificado foi obtido como
cristais de coloracdo branca (32,7% rendimento). Pf: 96 - 98°C; EM: 232
[M*], 160 (100%); RMN "H (200 MHz, CDCls) & (ppm): 8,4 (s, 1H, H-4), 7,3
(dd, J=8,2 Hz, 2,0 Hz, H-7), 7,2 (d, 1H, J=2,0 Hz, H-5), 7,1 (d, 1H, J=8,2 Hz,
H-8) 4,3 (q, 2H, OCHCHj3), 2,3 (s, 3H, CHj3), 1,3 (t, 3H, OCH.CHy).
7-metoxi-3-carboxietiicumarina [44]: composto [44] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.4, usando uma
mistura de 4-metoxisalicilaldeido (0,40 g, 2,62 mmol), dietiimalonato (0,20
mL, 2,62 mmol) e 131 mg do catalisador a-Zr(KPQOy).. O produto purificado
foi obtido como um sélido de coloragao branca (35,5% rendimento). Pf: 117-
119°C; EM: 248 [M*], 203 100%; RMN 'H (200 MHz, CDCls) & (ppm): 8,4 (s,
1H, H-4), 7,5 (d, 1H, J=8,7 Hz, H-5), 6,8 (d, 1H, J=8,7 Hz, H-6), 6,7 (s, 1H,
H-8), 4,3 (q, 2H, OCH,CHs), 3,8 (s, 3H, OCHs), 1,3 (t, 3H, OCH>CHjs).
5,7-dimetoxi-3-carboxietilcumarina [45]: composto [45] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.4, usando uma
mistura de 4,6-dimetoxisalicilaldeido (0,40 g, 2,20 mmol), dietilmalonato
(0,33 mL, 2,20 mmol) e 110 mg do catalisador a-Zr(KPO4)2. O produto
purificado foi obtido como um sélido de coloracdo branca (21,0%
rendimento). Pf: 159 - 162°C; EM: 278 [M*]; RMN 'H (200 MHz, CDCls) &
(ppm): 8,4 (s, 1H, H-4), 6,78 (sl, 1H, H-6), 6,65 (s, 1H, H-8), 4,32 (q, 2H,
OCH,CHg), 3,83 (s, 3H, OCHj3), 3,77 (s, 3H, OCHj3), 1,35 (t, 3H, OCH.CHs).
6-bromo-3-carboxietilcumarina [46]: composto [46] foi preparado de
acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.4, usando uma
mistura de 5-bromosalicilaldeido (0,40 g, 1,98 mmol), dietiimalonato (0,60
mL, 1,98 mmol) e 99 mg do catalisador a-Zr(KPQy4).. O produto purificado
foi obtido como cristais de coloracdo amarela clara (69,5% rendimento). Pf:
165 -166°C; EM: 297 [M*]; RMN 'H (200 MHz, CDCl) & (ppm): 8,42 (s, 1H,
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H-4), 7,73 (dd, 1H, J=7,9 Hz, 1,9 Hz, H-7), 7,69 (d, 1H, J=1,9 Hz, H-5), 7,23
(d, 1H, J=7,9 Hz, H-8), 4,45 (q, 2H, OCH,CHs), 1,39 (t, 3H, OCH.CHg).

e 6-bromo-8-metoxi-3-carboxietilicumarina [47]: composto [47] foi
preparado de acordo com o procedimento geral descrito no item 4.8.4,
usando uma mistura de 5-bromo-3-metoxisalicilaldeido (0,40 g, 1,73 mmol),
dietiimalonato (0,26 mL, 1,73 mmol) e 86 mg do catalisador a-Zr(KPQy).. O
produto purificado foi obtido como um sélido de coloracdo marrom claro
(65,7% rendimento). Pf: 157 - 159°C; EM: 297 [M*]; RMN 'H (200 MHz,
CDCl3) 6 (ppm): 8,39 (s, 1H, H-4), 7,89 (sl, 1H, H-7), 7,69 (sl, 1H, H-5), 4,36
(9, 2H, OCH,CHj3), 3,87 (s, 3H, OCHs), 1,33 (t, 3H, OCH,CHj).

e 6-cloro-3-carboxietilcumarina [48]: composto [48] foi preparado de acordo
com o procedimento geral descrito no item 4.8.4, usando uma mistura de 5-
clorosalicilaldeido (0,40 g, 2,56 mmol), dietilmalonato (0,39 mL, 2,56 mmol)
e 128 mg do catalisador a-Zr(KPQOg4).. O produto purificado foi obtido como
um solido amorfo de coloragao branca (64,8% rendimento). Pf: 150 - 153°C;
EM: [M*]; RMN "H (200 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,72 (s, 1H, H-4), 8,05 (d, 1H,
J=2,2 Hz, H-5), 7,78 (dd, 1H, J=8,1 Hz, 2,2 Hz, H-7), 7,45 (d, 1H, J=8,1 Hz,
H-8), 4,32 (q, 2H, OCH.CHj3), 1,37 (t, 3H, OCH>CHys).

4.8.5- Atividade citotoxica
4.8.5.1- Atividade toxica frente a larvas de Artemia salina

Para testar a toxicidade das cumarinas, utilizou-se a metodologia de Meyer
e colaboradores (1982) com pequenas modificagdes. Cistos de Artemia salina
foram incubados em agua salgada artificial (3,8 g de sal marinho/L de agua) em
temperatura de 27°C por 48 horas para a eclosao. Decorrido este tempo, de 5 a
10 larvas foram transferidas para pocos individuais em uma placa com 24 pogos
contendo agua salgada e as substancias a serem testadas em quatro diferentes
concentragdes (25, 50, 100 e 200 ug/mL). Os testes foram realizados em triplicata
e a contagem das larvas vivas e mortas realizada apds 24 horas. Dicromato de
potassio (KoCroO7, DLsyp = 20 - 40 pg/mL) e o solvente utilizado para fazer as
solugcdes dos compostos (etanol) foram usados como controle positivo e negativo
respectivamente. A dose letal para ocorrer mortalidade de 50% (DLso) apds 24
horas de exposicdo foi obtida através do grafico da % de animais mortos em
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funcdo do logaritmo da dose testada. Valores de DLsy maior que 200 png/mL foram
considerados inativos. Os resultados foram analisados estatisticamente através do
método de probitos.

4.8.5.2- Ensaio de viabilidade de células tumorais

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada no Laboratério de Produtos
Naturais, Departamento de Farmacologia, Universidade Federal de Santa
Catarina, pela aluna Andreza Campos coordenado pelo Pés-doc Jarbas Motta
Siqueira Junior e pela Prof. Dra. Rosa Maria Ribeiro do Valle.

O ensaio foi baseado na reducdo do brometo 3-[4,4-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio (MTT) pela desidrogenase presente na mitocondria de células
vivas, formando um composto violeta insollvel, o formasana. Para isto, células de
melanoma murino B16F10 em meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de
soro fetal bovino, L-glutamina (2 mM), glicose (4,5 g/L), bicarbonato de sédio (1,5
g/L), penicilina/estreptomicina, foram plaqueadas numa placa de 96 pocgos (2,5 x
10° células/poco). A placa foi entdo incubada por 24 horas a 37°C. Decorrido o
periodo, removeu-se 0 meio (células ficam aderidas no fundo da placa) e
adicionou-se 100 pL de uma solugdo contendo a cumarina (50 uM) em DMEM.
Apoés incubar as placas a 37°C por 48 horas, o meio foi removido e, entdo,
adicionou-se 100 uL do MTT 0,5 mg/mL em DMEM. Novamente as placas foram
incubadas a 37°C por 2 horas e 30 min. e, em seguida, o MTT foi removido e 200
uL de DMSO adicionados para dissolver os cristais de formasana produzidos. As
placas foram entdo avaliadas por meio de leitor ELISA, em 40 nm, para
estabelecer a relacdo linear do numero médio de células por poco (adaptado de
MOSMANN, 1983).

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como meédia * erro padrdo da meédia das porcentagens em relacdo ao grupo
controle. * P<0,05 e ** P<0,01 representam diferengas significativas em relacao ao
controle (ANOVA/Dunnet).
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4.8.5.3- Ensaio de atividade antiproliferativa de células tumorais

Os ensaios de atividade antiproliferativa foram realizados no Centro de
Pesquisas René Rachou/CPgRR - FIOCRUZ em Minas Gerais pela Po6s-doc
Susana Johann sob orientacdo do Prof. Dr. Carlos Leomar Zani.

O efeito das cumarinas sobre a proliferacéo celular foi avaliado utilizando as
linhagens tumorais MCF-7 (glandula mamaria) e TK10 (renal) (MONKS et al.,
1991). De forma geral, as suspensodes celulares foram diluidas de acordo com a
linhagem de modo que em 100 L, adicionados em cada pog¢o de uma placa de 96
pocos, contenha: 10.000 células MCF-7 e 15.000 células TK10. Os in6culos foram
incubados por 24 horas a 37°C, em atmosfera de 5% CO, para estabilizagdo. Em
cada poco foi adicionado a respectiva cumarina de modo a atingir a concentracao
final de 20 pg/mL. As células foram incubadas na presencga dos compostos por 48
horas, a 37°C, em atmosfera de 5% CO,. A multiplicacao celular foi medida pelo
método colorimétrico, empregando-se a sulforrodamina B. Este corante liga-se aos
aminodcidos bdasicos das proteinas celulares e pode ser utilizado para quantificar
a proliferagao celular. A leitura espectrofotométrica da absorvancia foi realizada
em 560 nm em leitor de microplacas Os testes foram realizados em triplicata
utilizando como controles positivos farmacos citotoxicos colchicina e etoposideo.

Os resultados foram analisados da seguinte maneira: calcularam-se as
médias das absorvancias descontadas de seus respectivos brancos e, através das
férmulas descritas a seguir, determinou-se a inibicdo de crescimento (IG) de cada
amostra testada (MONKS et al., 1991).

e T > C asubstancia estimulou o crescimento (n&o apresenta 1G);

e Se T =T0 mas < C, a substancia foi citostatica e a férmula utilizada é 100 X
[(T-TO)/(C-TO)];

e Se T< T0 a substancia é citocida e a formula utilizada é 100 X [(T-T0)/(C)],
sendo T a média da absorvancia da célula tratada, C a absorvancia controle
de célula e TO a absorvancia das células no dia da adicdo da substancia
teste. O resultado obtido foi subtraido de 100% obtendo-se entdo a
porcentagem de inibicdo de crescimento.
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4.8.6- Atividade antimicrobiana
4.8.6.1- Atividade antibacteriana
A atividade antibacteriana foi realizada conforme a metodologia descrita no
item 4.6.2 (p. 35) para 6leos volateis, utilizando-se além das bactérias citadas (P.
aeruginosa, E. coli e S. aureus), cepa de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, conhecida como MRSA.

4.8.6.2- Atividade antifungica

Os ensaios de atividade antifungica foram realizados no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) pela doutoranda
Susana Johann sob orientag&do da Prof. Dra. Maria Aparecida de Rezende.

Os microrganismos utilizados foram: Candida albicans (ATCC 18804), C.
glabrata (ATCC 2001), C. krusei (ATCC 200298), C. parapsilosis (ATCC 22019) e
C. tropicalis (ATCC 22019). O inéculo foi preparado de acordo com o documento
NCCLS M27-A (1995). Para o teste de microdiluigdo, as amostras foram
ressuspensas em solucao fisioldgica esterilizada e homogeneizadas em vortex,
ajustando-se a turbidez de 0,5 da escala de McFarland, equivalente a 1 x 10°—5 x
10° UFC/mL. A partir deste inéculo foram feitas diluiches 1:50 e 1:20,
correspondendo a um inéculo de 1 x 10° — 5 x 10° UFC/mL.

As substancias foram dissolvidas em 200 uL de dimetilsulfoxido (DMSO)
sendo adicionadas a 1800 uL do meio RPMI. Posteriormente, foram realizadas
diluicbes seriadas usando como diluente o préprio RPMI, mantendo-se o volume
constante de 1000 pL em cada tubo. Assim, as substancias foram testadas em 3
concentragdes: 500, 250 e 125 pg/mL. De cada diluicdo, aliquotas de 100 uL
foram distribuidas em orificios da placa de microdiluicdo. Ap6s a montagem das
placas, cada orificio teste e controle de crescimento recebeu 100 pL do inéculo
microbiano. As placas foram incubadas por 48 horas a temperatura de 35°C,
sendo realizada a leitura apds este periodo.

A CIM foi considerada como a menor concentragdo do composto que inibiu
totalmente o crescimento do microrganismo, em relacdo ao controle de
crescimento, sendo expressas em ug/mL. Como controle de crescimento e de
esterilidade foi usado somente o RPMI sem a adigdo do composto e solvente.
Como controle de toxicidade do DMSO foi usado o meio de cultura juntamente
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com o mesmo. Como controle positivo utilizou-se o RPMI adicionado de
anfotericina B. Os testes foram realizados em triplicata.

4.9- Avaliacao do potencial antioxidante e analise dos constituintes fendlicos
em extratos e fracoes

4.9.1- Determinacéao do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais no extrato bruto hidroalcodlico (EBH) e
nas fracbes hexano (HEX), acetato de etila (FAE) e aquosa (FA) foi realizado
baseado no método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (WU et al., 2005; KUJALA et
al., 2000). A 0,5 mL de cada amostra (solucdo com concentragcdo de 1000 ppm)
foram adicionados 5,0 mL de agua destilada e 0,25 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau. Apds 3 minutos, acrescentou-se 1,0 mL de uma solugdo saturada de
carbonato de sédio (NaxCQOg3). Decorrido 1 hora de incubagcdo em temperatura
ambiente, a absorvancia foi mensurada em espectrofotometro a 725 nm. Como
branco, utilizou-se uma solugdo preparada conforme descrita acima, porém
adicionando 0,5 mL de metanol no lugar da amostra. Acido galico (25 a 50
mg/mL), dissolvido em agua destilada, foi usado para elaboragdo da curva de
concentragdo padrdo, sendo os valores de fendlicos totais expressos como mg de
acido galico/g de extrato ou fracao seca. Os testes foram realizados em triplicata.

4.9.2- Determinacao do teor de flavondides totais

A concentracao de flavonoides totais presentes no EBH, HEX, FAE e FA foi
avaliada de acordo com o método descrito por Woisky e Salatino (1998). A uma
solugcdo de 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de cloreto de aluminio (AlCls) 2% (em
metanol) foram adicionados 0,5 mL das solucdes testes (diluidas em metanol com
concentracdo de 1000 ppm). Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente
por 1 hora e decorrido este tempo, a absorvancia foi determinada a 415 nm.
Utilizou-se etanol como branco. Foi construida uma curva de calibracdo com uma
solucdo padrao de quercetina nas concentragdes de 1 a 400 ug/mL (em metanol).
Todos os testes foram realizados em triplicata. O teor de flavondides totais foi

expresso em mg de quercetina/g de extrato ou fragcao seca.
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4.9.3- Acao sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH)

A atividade sequestrante de radicais DPPH foi determinada de acordo com
o método de Cavin e colaboradores (1998), com algumas modificagdes.

Uma solucdo de DPPH 0,004% foi adicionada as solucbes testes nas
concentracdes de 5 a 200 ppm. Apos 30 minutos, mediu-se a absorvancia em 517
nm da solu¢cdo de DPPH (2 mL de solucdo 0,004%), acrescentado de 1 mL de
MeOH, obtendo-se assim a absorvancia no tempo inicial (A;). A cada uma das
concentracdes da amostra em analise (1 mL), adicionou-se 2 mL da solugédo de
DPPH, obtendo-se a absorvancia de cada amostra nas diferentes concentracoes.
A absorvancia de uma solucdo da amostra (1 mL) em metanol (2 mL) foi subtraida
da absorvancia das amostras analisadas, a fim de minimizar a possivel
interferéncia da cor ou turbidez presente no extrato ou fragdes. Os valores obtidos
foram plotados na forma de % de decréscimo da absorvancia de DPPH em fungéo
da concentracdo da amostra teste, determinando-se a concentracdo da amostra
necessaria para diminuir a concentragdo do DPPH em 50% (ICso). As andlises
foram feitas em triplicata.

4.9.4- Determinacao do potencial redutor

A metodologia utilizada na determinagdo do potencial redutor foi baseada
no método proposto por Waterman e Mole (1994), com adaptacoes.

A 100 uL das amostras (EBH e fracbes na concentracdo de 1000 ppm)
foram adicionados 8,5 mL de agua deionizada. Adicionou-se, entdo, 1,0 mL da
solucao de cloreto férrico (FeCls) 0,1 M, e apds 3 minutos, 1,0 mL da solucéo de
ferricianeto de potassio 0,08 M. Apds 15 minutos, realizou-se a leitura da
absorvancia da solugdo a 720 nm. Como branco, utilizou-se uma solucao
preparada conforme o procedimento descrito acima, sem a adicdo da amostra.
Realizou-se uma curva de calibracdo utilizando solucbes padrdes de &cido
ascérbico. O potencial redutor das amostras foi expresso em mg de &cido
ascorbico/g de extrato ou fragdo seca. As analises foram feitas em triplicata.
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4.9.5- Analise dos compostos fenolicos por eletroforese capilar (EC).

A andlise por EC foi realizada no Laboratério de Eletroforese Capilar, pela
aluna de mestrado Melina Heller, sob responsabilidade do Prof. Dr. Gustavo de
Amadeu Micke do Departamento de Quimica (UFSC). Utilizaram-se os EBH
obtidos dos galhos, folhas e flores separadamente com a amostra coletada em
novembro/2007, conforme descrito no item 4.3 (p. 28). As solucdes dos extratos
foram preparadas na concentracao de 1000 ppm.

As condigcbes utilizadas foram: injecdo hidrodinamica (50 mbar, 4s), a
tensdo aplicada foi de 25 kV e a temperatura de 25°C, com detecgédo direta em
390 nm. O capilar utilizado apresentava diametro interno de 50 um, com
comprimento total 48,5 cm, sendo que o comprimento até o detector foi de 40 cm.
Utilizou-se um eletrélito composto por 20 mmol/L de tetraborato de sodio (TBS) em
agua e metanol (10%), com valor final de pH 9,3.

Na sequéncia, uma aliquota de cada extrato foi submetida a hidrélise acida
para avaliacao da possivel presenca de compostos heterosidicos. Assim, colocou-
se 300 pL de cada amostra em tubos de ensaio com tampas, adicionando-se 60
uL de HCI 6,0 mol/L. Os tubos de ensaio foram fechados e aquecidos a 95°C por
uma hora. A mistura foi seca sob fluxo de N> e em seguida ressuspensa em 300
uL de etanol e novamente analisada.

A analise qualitativa foi realizada através da comparagdo dos tempos de
migracdo dos padrbes conhecidos, presentes na base de dados do préprio
equipamento, com os tempos de migragdo das substancias presentes na amostra
e através dos respectivos espectros de UV/Vis (detector por arranjo de diodos).
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5- Resudtados e Discussio-
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O escopo deste trabalho foi a obtengdo dos principais constituintes de P.
sabulosa, o preparo de moléculas analogas e ensaios de atividades bioldgicas.
Assim, o trabalho foi divido em: analise dos éleos volateis de partes aéreas e
raizes com avaliagdo da atividade antibacteriana; isolamento e caracterizacdo das
estirilpironas, avaliacdo das propriedades no sistema nervoso central e andlise do
conteudo destes compostos em diferentes coletas; isolamento e caracterizagao de
cumarinas e obtencdo de moléculas andlogas através de sintese e semi-sintese
com avaliagdo das atividades citotoxica e antimicrobiana; e finalmente, avaliacao
do potencial antioxidante e do teor de componentes fendlicos em extratos e
fracOes de P. sabulosa.

5.1- Analise dos componentes volateis

Oleos volateis sdo, em sua maioria, misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, obtidas principalmente a
partir de plantas aromaticas (SIMOES; SPITZER, 1999). A composicdo quimica
destes 6leos é diferente em cada espécie ou subespécie e é sempre caracteristica
na espécie em questdo. A identificacdo dos componentes individuais presentes
nos Oleos volateis requer o uso de diferentes técnicas. Um dos métodos mais
populares para este estudo é a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM), que permite a identificacdo dos componentes individuais
encontrados na mistura através da comparacdo de seus respectivos indices de
retencao e espectros de massas com bancos de dados e literatura (YAYLI et al.,
2006).

Neste trabalho, o 6leo volatil obtido das raizes e partes aéreas frescas de P.
sabulosa foi analisado por CG-EM, sendo posteriormente submetido ao teste de

atividade antimicrobiana.

5.1.1- Analise do 6leo volatil

O oleo volétil das partes aéreas e raizes de P. sabulosa, obtido por
hidrodestilacdo, apresentou rendimento de 0,3 mL e < 0,1 mL por 100 g do
material fresco utilizado, respectivamente.

Através da analise por CG-EM do éleo volatil das raizes de P. sabulosa,

pdde-se identificar 9 compostos que representaram 89,2% do total. Os principais
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componentes volateis caracterizados foram: salicilato de metila (83,8%), linalol
(2,5%), 4-metoxi-salicilato de metila (1,5%), m-hidroxi-benzoato de metila (0,9%),
2-hidroxi-benzoato de etila (0,4%), p-hidroxi-benzoato de metila (0,2%). No éleo
volatil das partes aéreas, 11 compostos foram identificados, representando 89,0%
do total. Os componentes majoritarios foram uma &-pentil lactona (47,0%) e
salicilato de metila (31,5%), além de outros componentes minoritarios como 2,6-
ditercbutil p-cresol (3,8%), geraniol (2,5%), 4-metoxi-salicilato de metila (2,4%),
eugenol (0,8%), aromadendreno (0,5%) e salicilato de benzila (0,5%).

O tipico aroma das raizes da espécie em estudo pode ser atribuido a
significante quantidade de salicilato de metila e, em menor extensdo, de seus
derivados. Salicilato de metila € um éster aromatico formado na via do chiquimato,
sendo derivado do &cido salicilico (DEWICK, 1997). E um importante sinalizador
molecular que induz a defesa das plantas contra insetos herbivoros e outros
patdbgenos (Bl et al, 2007), apresentando propriedades antifungica e
antibacteriana (PAPANDREOU et al., 2002). E utilizado em linimentos, pomadas,
pastas de dente, e amplamente empregado na industria devido ao seu sabor e
aroma (CLARK, 1999).

A ocorréncia de salicilato de metila foi previamente reportada nas raizes de
alguns géneros pertencentes a familia Polygalaceae, tais como Polygala e
Securidaca, diferindo das espécies pertencentes ao género Carpolobia, que néo
contém este composto no cortex de suas raizes (DELAUDE, 1975).

Securidaca longepedunculata Fres. € uma espécie do género Securidaca,
pertencente a familia Polygalaceae, comum em muitos paises do Oeste da Africa
e amplamente usada na medicina popular (AJALI; CHUKWURAH, 2004). Nébié e
colaboradores (2004) relataram que o salicilato de metila compreende mais de
90,0% da fracao volatil das raizes de S. longepedunculata, juntamente com outros
componentes minoritarios. Este € o principal composto responsavel pelas
propriedades repelente, toxica e fumegante desta planta contra algumas espécies
de insetos que contaminam graos estocados, tais como Rhyzopertha dominica,
Sitophilus zeamais e Prostephanus truncatus (JAYASEKARA et al., 2005;
BELMAIN et al., 2001).

Varias espécies de Polygala, tais como Polygala chamaebuxus, P.
nambalensis, P. usafuensis, P. macrostigma, P. persicariaefolia, P. pygmaea, P.
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exelliana, P. paniculata e P. cyparissias também apresentam grande concentragéo
deste composto em suas raizes (WHERRY, 1927; PIZZOLATTI et al., 2008). Para
P. senega L. var. latifolia, os principais componentes encontrados no oOleo
essencial das raizes foram 4acido hexandico (33,6%), salicilato de metila (26,5%),
hexanal (5,3%) e o-cresol (3,5%) (HAYASHI; KAMEOKA, 1995). Estudos por CCD
demonstraram que no O6leo volatil das raizes de Polygala microphylla nao foi
detectado salicilato de metila, podendo ser uma exce¢édo nas especies de Polygala
(ACCAME; GARCIA, 1984).

Neste estudo, apesar de ter sido encontrado uma concentracao de 31,5%
de salicilato de metila nas partes aéreas de P. sabulosa, suas caracteristicas
organolépticas sao distintas daquelas observadas nas raizes que possuem 83,8%
do mesmo. Essa diferenca pode ser atribuida a &-pentil lactona identificada no
Oleo volatil das partes aéreas em uma concentracdao de 47,0% e tempo de
retencao de 31,9 min.

A proposta estrutural para este constituinte volatil foi baseada no estudo da
fragmentacao de seu espectro de massas e comparacao de dados da literatura,
sendo observado que seu padrdo de fragmentagcao é muito similar ao da 4-metoxi-
6-metil-pirona. No espectro de massas [M]* [(m/z) 196 (25%), 168 (8%), 153 (5%),
140 (25%), 125 (100%), 112 (23%), 98 (27%), 69 (53%), 0 ion m/z 140 indicou que
a fragmentacao do ion molecular foi acompanhada de um rearranjo de hidrogénio.
Analisando estas fragmentagdées juntamente com a hipdtese de que este
composto tenha uma metade estrutural da 4-metoxi-6-metil-pirona, propusemos
gue 0 mesmo possui uma cadeia lateral linear de 5 atomos de carbono, ligada ao
C-6. Assim a proposta estrutural para o composto majoritario do 6leo volatil das
partes aéreas de P. sabulosa foi a 6-pentil-4-metoxi-2-pirona [49]. A figura 11

apresenta um esquema de fragmentagéo proposto para este composto.
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Figura 11: Estrutura proposta para o componente majoritario do 6leo volatil das
partes aéreas de P. sabulosa 6-pentil-4-metoxi-2-pirona [49] e esquema de
fragmentacdes proposta para a mesma.

Analisando as fragmentag¢des dos outros componentes néo identificados do
Oleo essencial das partes aéreas, observou-se que o composto com tempo de
retencédo de 35,5 min (0,3%). apresentou o padrao de fragmentacdao semelhante a
6-pentil-4-metoxi-2-pirona [49] (Figura 12A), porém com ion molecular contendo 28
u.m.a a mais: [M]" m/z 224 u.m.a (14%), 168 (8%), 153 (32%), 140 (31%), 125
(100%), 112 (17%), 98 (33%), 69 (60%) (Figura 9B). Essa diferenca de 28 u.m.a
foi atribuida a presenca de uma unidade etilénica adicional a cadeia lateral, o que
nos permitiu propor a estrutura da 6-heptil-4-metoxi-2-pirona [50] para este
constituinte do 6leo volatil das partes aéreas de P. sabulosa.
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Adicionalmente, a andlise por CG-EM da fragao acetato de etila (FAE) de P.
sabulosa, revelou a presenca de 6-pentil-4-metoxi-2-pirona [49] (m/z 196 u.m.a) e
de 6-heptil-4-metoxi-2-pirona (m/z 224 u.m.a.) [50] em quantidades apreciaveis.

A 6-pentil-4-metoxi-2-pirona [49] foi anteriormente isolada da espécie de
fungo Galiella rufa (Sarcosomataceae, Ascomycota) (KOPCKE et al., 2002) e do
ascomiceto A111-95 (JOHANSSON et al., 2002).
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5.1.2- Atividade antibacteriana do oleo volatil

Varios estudos tém apontado importantes propriedades terapéuticas
relacionadas aos Oleos volateis, destacando-se as atividades antiviral,
antiespasmddica, analgésica, antibacteriana, antifungica, expectorante, relaxante,
anti-séptica das vias respiratérias, antioxidante, antiinflamatéria dentre outras
(OYEDJI; AFOLAYAN, 2006; SOUZA et al., 2007; HALCON; MILKUS, 2004). Além
do uso na medicina tradicional, os Oleos volateis possuem uso bastante difundido
na industria farmacéutica, de alimentos e fragrancias (DEBA et al., 2008).

Seguindo este interesse da industria por Oleos volateis, em 2005, o
laboratério Aché lancou o Acheflan®. Este fitofarmaco, produzido a partir do 6leo
volatil da espécie Cordia verbenacea DC. (Boraginaceae) (erva-baleeira), tem
como principios ativos o alfa-humuleno e o transcariofileno. A estes compostos
foram atribuidas as propriedades antiinflamatorias apresentadas pelo
medicamento, sendo seu uso indicado no tratamento da tendinite cronica e dores

miofasciais (musculares) (Fernandes et al., 2007) (http://www.ache.com.br

/arquivo/institucional/phytomedica_jornal/numero6.pdf).

O dleo volatil de P. sabulosa obtido atraveés da hidrodestilagdo das partes
aéreas foi testado contra as espécies Staphylococcus aureus, um coco Gram
positivo, e as bactérias Gram negativas Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. A classificacdo para a atividade antimicrobiana foi baseada nos
valores de CIM: forte inibicao — CIM até 0,5 uL/mL; moderada inibicdo — CIM entre
0,6 — 1,5 uL/mL; fraca inibicdo — CIM maior que 1,6 uL/mL (ALIGIANNIS et al.,
2001).

O dleo volatil mostrou uma forte inibigdo contra a bactéria Gram positiva S.
aureus, com valores de CIM de 0,15 uL/mL. Staphylococcus aureus é um
microrganismo patogénico classico, reconhecido como agente etiolégico de
infecgbes comunitarias e hospitalares apresentando a capacidade de colonizar
diferentes tecidos e érgaos, causando uma grande variedade de patologias, desde
as leves/moderadas — como as superficiais, de pele/partes moles — até aquelas
envolvendo elevada morbidade e mortalidade, como a infeccdo de corrente
sanguinea e a pneumonia (LOPES, 2005).

Para a bactéria Gram negativa E. coli a inibicao foi moderada, com um valor

de CIM= 0,63 puL/mL. Porém, uma forte inibicdo foi observado para P. aeruginosa
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(CIM= 0,15 puL/mL), outra espécie de bactéria Gram negativa. Este achado é
interessante, pois a grande maioria de extratos de plantas, em geral, € mais ativa
contra bactérias Gram positivas. A maior resisténcia de bactérias Gram negativas
a extratos foi previamente relatada por Salvador e colaboradores (2004). Esta
resisténcia pode estar relacionada ao fato de que a parede celular de bactérias
gram negativas apresenta-se como uma barreira para muitas substancias. Além
disso, 0 espaco periplasmatico contém enzimas que sdo Uteis na quebra de
moléculas estranhas ao organismo. Adicionalmente, bactérias Gram negativas
possuem bombas de efluxo que reduzem o nivel intracelular de antibidticos
(PALOMBO; SEMPLE, 2001).

A atividade antibacteriana do salicilato de metila isoladamente foi
anteriormente descrita, apresentando moderada atividade contra diferentes
bactérias, com CIMs variando de 141 pg/mL a 562 pg/mL. O maior efeito inibitério
foi observado contra S. aureus e a espécie P. aeruginosa foi a bactéria que
apresentou maior resisténcia a este composto (RADULOVIC et al., 2007).

Como a 6-pentil-4-metoxi-2-pirona nao apresenta atividade antibacteriana
descrita na literatura, € dificil inferir que este composto seja o principal responsavel
pela atividade observada para o 6leo das partes aéreas de P. sabulosa. Além
disso, a atividade observada para o éleo pode ser atribuida ao efeito sinérgico dos
dois compostos majoritarios, 6-pentil-4-metoxi-2-pirona + salicilato de metila, ou

mesmo, aos componentes minoritarios presentes no mesmo.

5.2- Estirilpironas

As estirilpironas ou estiril-lactonas sao consideradas um grupo de
metabdlitos relativamente incomum em produtos naturais. No entanto, as estiril-
lactonas que ganharam bastante destaque no meio cientifico e vém sendo
estudadas intensamente ao longo dos anos sdo aquelas isoladas da kava-kava,
como abordado anteriormente.

A espécie P. sabulosa foi selecionada a partir de estudos fitoquimicos
prévios realizados em nosso laboratério, nos quais revelaram a presenca de
substancias com estrutura quimica similar as kavalactonas presentes na kava-
kava, motivo pelo qual investimos no estudo das agbes no sistema nervoso central

de roedores.
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5.2.1- Identificacao das estirilpironas isoladas

As estirilpironas foram identificadas por comparacao dos seus espectros de
RMN 'H e "3C com dados da literatura (PIZZOLATTI et al., 2000), pelos indices de
retencdo em CG e fragmentacdo de seus respectivos espectros de massas.

A distincdo espectroscopica entre as estiril e diidroestirilpironas é
prontamente realizada pelos deslocamentos quimicos nos espectros de RMN 'H e
'3C para os 4tomos de hidrogénio e carbono da ponte etilénica (C-7 e C-8). Nas
diidroestirilpironas observa-se a presenca de um par de tripletos na regidao de &
2,60 - 2,90 ppm (J= 7,6 Hz) (no espectro de 'H) e de dois CH> na regido de & 20 -
35 ppm (no espectro de '3C), referentes aos atomos de hidrogénios da ponte
etilénica (7-CH, e 8-CH. respectivamente). Para as estirilpironas, os
correspondentes 'H e *C sdo observados na forma de um par de dupletos na
regido de & 6,40 - 7,80 ppm (J= 16 Hz) para os hidrogénios trans (no 'H) e dois
sinais de CH sp® na regido de § 115 - 136 ppm (no '*C). Ambas as classes
apresentam o mesmo perfil para o anel pirona, dado pelos dois singletos largos
entre 6 5,4 - 6,0 ppm referentes aos hidrogénios H-3 e H-5. As demais diferencas
entre cada composto ficam por conta do padrao de substituicdo do anel aromatico
da unidade estiril, ou seja, dos atomos de hidrogénio aromaticos, dos sinais das
metoxilas ligadas ao C-10 e C-14 e do metilenodioxi ligado ao C-11 e C-12.

Desta forma, através das andlises dos espectros de 'H e *C e da
comparacdo com os tempos de retencdo (CG), pode-se identificar a 4-metoxi-6-
(11,12-metilenodioxi-diidroestiril)-2-pirona [1], 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-
metoxi-diidroestiril)-2-pirona [2], 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-10,14-dimetoxi-
diidroestiril)-2-pirona [3], 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-estiril)-2-pirona [4], 4-
metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-metoxi-estiril)-2-pirona  [5], 4-metoxi-6-(11,12-

dimetoxi-estiril)-2-pirona [6] (Tabela 3).
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Tabela 3: Estrutura das diidroestirilpironas [1], [2], [3] e das estirilpironas [4], [5] e
[6].

Estirilpironas R, R2 Rs R4 CCs
Diidroestirilpirona [1] - DST 1 OCH>0O
Diidroestirilpirona [2] - DST 2 OCHg; OCH0O
Diidroestirilpirona [3] - DST 3 OCHjs OCHjs OCH>0O

Estirilpirona [4] - STY 4 OCH>0O =
Estirilpirona [5] - STY 5 OCHg; OCH20 =
Estirilpirona [6] - STY 6 OCH; OCHjs =

A sequir, sera descrita a elucidacao estrutural para uma diidroestirilpirona,
DST 1, e duas estirilpironas, STY 5 e 6.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) (Figura 13) da
diidroestirilpirona [1] apresentou além dos sinais referentes ao anel pirona, H-5 (8
5,70 ppm, sl, 1H) e H-3 (6 5,40 ppm, sl, 1H), & 3,77 ppm (s, 3H) referente a
metoxila ligada ao C-4, e sinais da ponte etilénica, H-8 (6 2,87 ppm, t, 2H, J= 7,6
Hz) e H-7 (8 2,70 ppm, t, J= 7,6 Hz), sinais de atomos de hidrogénios orto, meta
relacionados referente ao anel aromatico tri-substituido, definido pelo sistema de
spins compostos por dois dupletos em & 6,72 ppm (1H, J= 7,2 Hz, H-13), 4 6,65
ppm (1H, J= 1,8 Hz, H-10), e um duplo dupleto em & 6,60 ppm (1H, J= 7,2 Hz, 1,8
Hz, H-14). O singleto em & 5,90 ppm, com integracdo para dois atomos de
hidrogénio, foi atribuido ao grupo metilenodioxi ligado ao C-11 e C-12 da porgéo

aromatica.
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Figura 13: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da diidroestirilpirona [1] (DST
1).

Para a estirilpirona [5], o espectro de 'H (200 MHz, CDCls) (Figura 14)
apresentou um par de dupletos centrados em & 7,70 e 6,40 ppm com J= 16 Hz
indicando a presenca de dois atomos de hidrogénio olefinicos com configuracéo
trans sendo atribuidos aos H-8 e H-7 respectivamente. O padrao dos sinais
restantes diferiu daqueles observados para o composto [1] somente na regiao dos
hidrogénios aromaticos e nos sinais referentes as metoxilas. Observou-se para o
composto [5] a presenca de dois singletos em 6 6,90 e 6,50 ppm atribuidos aos
atomos de hidrogénio H-10 e H-13. Além disso, na regido entre 6 3,80 e 3,70 ppm
observaram-se dois singletos onde a integracdo indicou a presenca de seis
atomos de hidrogénio, dois grupos metoxila ligados ao C-4 e C-14

respectivamente.
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Figura 14: Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) da estirilpirona [5] (STY 5).

A estirilpirona [6], STY 6, apresentou um espectro muito semelhante a
estirilpirona [4] (STY 4), diferindo pela presenca de duas metoxilas ligadas aos
atomos de carbono C-11 e C-12 no lugar do metilenodioxi ligado aos respectivos
carbonos. Assim, seu espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) (Figura 15)
apresentou dois sinais relacionados ao anel pirona, H-5 (6 5,92 ppm, sl, 1H) e H-3
(0 5,48 ppm, sl, 1H), um par de dupletos em 6,45 e 7,45 ppm com J= 16 Hz
indicando a presenca de dois atomos de hidrogénio olefinicos com configuracéo
trans (H-7 e H-8 respectivamente), além dos sinais referentes aos atomos de
hidrogénio aromaticos, mostrando um par de dupletos orto relacionados em & 7,09
ppm (1H, J= 8 Hz, H-14) e 6 6,87 ppm (1H, J= 8 Hz, H-13) e um singleto largo em
o 7,08 ppm (1H, H-10). Na regido entre 6 3,95 — 3,80 ppm trés singletos foram
observados, com integracdo para 3 atomos de hidrogénio cada, referentes as trés
metoxilas ligadas aos carbonos C-4, C-11 e C-12.

92



l ) | “1‘ , L
! il

| et |
[ N
| ! 'N ‘ | ! Y
;'( | .I Yot | | iy

b
M u\ o M”‘“"“'f*'-""wwmm;rm:uu«:vm, |

'f ﬂ"\!‘n)h }} | [} il vy,
fnmr,wlmu,w..w-#l-‘uevh‘-i'vl‘w r' V \AM}\ ﬂmw Vw‘\q«f "lwmw, Y mm\w m iyl

Timsnsea 1

Figura 15: Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) da estirilpirona [6] (STY 6).

5.2.2- Analise mistura de estirilpironas por CG-EM

A obtencdo das estirilpironas na forma pura através dos tradicionais
métodos cromatograficos em gel de silica € um trabalho arduo que requer
sucessivas purificagdes por CC e recristalizagdo. A dificuldade no isolamento
destas diidro- e estirilpironas reside na sua baixissima resolugdo (ARf < 0,1)
devido as suas semelhancas estruturais. Desta forma, a analise das fracdes
muitas vezes foi conduzida por CG e a identificacdo das estirilpironas presentes
nas misturas realizada pela comparacao dos respectivos tempos de retencdo com
o de padrodes (estirilpironas ja isoladas e identificadas).

Os cromatogramas destas fragdes obtidos por CG revelaram a presenca de
componentes minoritdrios com tempo de retencdo muito proximo daqueles
observados para as estirilpironas até entao conhecidas.

A figura 16 apresenta o cromatograma de ions totais da mistura em analise,
onde se observou cinco compostos majoritarios juntamente com quatro

minoritarios com tempos de retengéo entre 30 — 35 min. Os compostos conhecidos
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foram identificados basicamente por seus respectivos ions moleculares e

fragmentacdes caracteristicas.

L4

Figura 16: Cromatograma de ions totais dos componentes presentes na mistura de
estirilpironas. Equipamento CGMS-QP 5050 A Shimadzu 17A utilizando coluna
DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um). A taxa de aquecimento foi de 80 - 300°C
(10°C/min). A temperatura do injetor e detector foram 300 e 310°C,
respectivamente sendo Hélio (He) usado como gas de arraste (1,0 mL/min).

Dos nove picos selecionados a partir do cromatograma, foi possivel propor a

estrutura para oito deles, baseado nas seguintes andlises:

e Pico A (tr = 30,27 min.): o espectro de massas (Figura 17) apresentou o
ion molecular [M]* a m/z 274 u.m.a (9%). O pico base m/z 135 u.m.a
(100%) [M — C7H;O3]" atribuiu-se ao ion tropilio proveniente da clivagem da
ligacdo C-C entre os dois grupos metilenos que constituem a ponte etilénica
que é uma caracteristica das diidroestirilpironas, conforme esquema
mostrado a seguir. Assim, este composto foi identificado como a
diidroestirilpirona [1] (DST 1);
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Figura 17: Esquema de formagédo do ion tropilio (m/z 135 u.m.a.) a partir da
diidroestirilpirona [1] (DST 1) e seu respectivo espectro de massas.

Pico B (tr = 30,91 min.): o composto apresentou ion molecular [M]" a m/z
304 u.m.a (9%) e pico base a m/z 165 u.m.a (100%), referente ao ion
tropilio caracteristico das diidroestirilpironas, sendo o padrdao de
fragmentacdo muito semelhante a DST 1, com a perda de [M — C;H;Os]".
Com este incremento de 30 u.m.a tanto no ion molecular como no pico
base, pode-se identificar este composto como a diidroestirilpirona [2] (DST
2) (Figura 18);
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Figura 18: Espectro de massas da diidroestirilpirona [2] (DST 2).
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e Pico C (tr = 31,72 min.): este composto apresentou o ion molecular
altamente estavel a [M]" m/z 302 u.m.a (100%) e um padrdao de
fragmentacao caracteristico de estirilpironas (Cunha Junior, 2002). O ion
molecular perde uma molécula de CO, m/z 274 (5%) [M - COJ*, o fragmento
ibnico resultante perde um "CHs, m/z 259 (15%) [M - CO - CH3]" e na
seqgliéncia mais uma molécula de CO m/z 231 (26%) [M - 2CO - CH3]*

(Figura 19A e 19B). Assim, o composto foi identificado como sendo a

estirilpirona [5] (STY 5). +o
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Figura 19: A- Esquema de formacgdo dos ions m/z 274, 259 e 231 a partir da
estirilpirona [5] (STY 5) e B- seu respectivo espectro de massas.
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e Pico D (tr = 32,32 min.): 0 espectro de massas apresentou um padréo de
fragmentacdo semelhante ao da estirilpirona [5], tendo o ion molecular
bastante estavel em [M]"* m/z 332 u.m.a (100%)*. Em seguida, o composto
sofreu perdas sucessivas de CO, CHj; radicalar e novamente CO para dar
origem respectivamente aos fragmentos idnicos m/z 304 (14%), 289 (9%),
261 (18%) (Figura 20). Com este conjunto de dados e principalmente o
aumento de 30 u.m.a., que confirma a presenca de uma metoxila adicional,
0 composto pode ser identificado como a 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
10,14-dimetoxi-estiril)-2-pirona [51]. Esta estirilpirona foi identificada
anteriormente na espécie em estudo (Pizzolatti et al., 2003), porém neste
trabalho néo foi possivel obté-la isoladamente devido a baixa concentracéo

na planta.
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Figura 20: Espectro de massas da 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-10,14-
dimetoxi-estiril)-2-pirona [51] (STY 51).

e Pico E (ir = 32,55 min.): com base no conhecimento dos padrdes de
fragmentacao caracteristicas de diidroestirilpironas e estirilpironas, uma
analise mais acurada do espectro de massas revelou a sobreposi¢cdo de

duas pironas (uma diidro e outra estiril) (Figura 21).

* O ion m/z 248 que aparece como ion molecular neste espectro foi atribuido a um artefato oriundo
da coluna, detectado em todos os espectros de massas com maior ou menor intensidade.
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O primeiro ion molecular, [M]" m/z= 334 u.m.a (4%), esta relacionado
com uma estrutura do tipo diidroestiril devido a sua baixa estabilidade e a
perda do fragmento C;sH;O3; dando origem ao fragmento a m/z 195 (73%)
atribuido ao respectivo ion tropilio. O aumento de 60 u.m.a em relacdo a
DST [1] equivale a duas metoxilas adicionais. Estes dados de
fragmentacgao, juntamente com o respectivo tempo de retencdo comparado
aos demais membros da série nos permitiram propor a identificacdo deste
composto como a diidroestirilpirona [3] (DST 3).

O ion molecular em [M]" m/z 272 u.m.a., equivalente a 100%, esta
relacionado com moléculas do tipo estirilpironas, em que a insaturacéo
confere a este ion uma maior estabilidade. Como o padrao de fragmentacéo
(IM]" m/z 272 (100%), 244 (18%) [M-COJ*, 229 (15%) [M — COCHjs]*, 201
(58%) [M — 2CO — CHj3)) foi muito semelhante a STY 5 (m/z 302 u.m.a.),
com apenas 30 u.m.a. a menos (auséncia de uma metoxila), a estrutura

proposta foi da estirilpirona [4] (STY 4).
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Figura 21: Espectro de massas referente a sobreposi¢cao da estirilpirona [4] +
diidroestirilpirona [3].

Pico F (tr = 33,25 min.): o composto apresentou ion molecular bem estavel
a [M]" m/z 288 u.m.a. (100%), seguido das fragmentacdes m/z 260 (13%)
[M — COJ", m/z 245 (19%) [M — CO — CHg3]", m/z 217 (42%) [M — 2CO —
CHs]" (Figura 22), tipicas para compostos da classe das estirilpironas.
Desta maneira, atribuiu-se a este composto a estrutura da estirilpirona [6]
(STY 6).
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Figura 22: Espectro de massas da estirilpirona [6] (STY 6).

Pico G (tr = 34,81 min.): o EM deste composto apresentou 0 mesmo ion
molecular [M]* m/z 302 u.m.a (100%) e o mesmo padrao de fragmentagao
da estirilpirona [5], que possui duas metoxilas ligadas ao C-4 e ao C-14,
sugerindo assim, tratar-se de uma estrutura isomérica. Considerando que
todas as estirilpironas ja identificadas na espécie P. sabulosa apresentam
uma metoxila no anel pirona ligada ao C-4 e que o grupo metilenodioxi da
metade estiril esta ligado aos atomos de carbono C-11 e C-12, é razoavel
inferir que a segunda metoxila desta estrutura isomérica esteja em C-10 ou
C-13 da metade estiril. De acordo com o padrdo de substituicdo no anel
aromatico das estirilpironas ja identificadas, a metoxila pode estar ligada de
duas maneiras distintas: somente ao C-14 (como na STY 5) e ao C-14 e C-

10 (como na STY 51). Baseado nisto, sup6s-se que uma metoxila ligada ao
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C-13 seria menos provavel por nao manter os padrdes verificados. Porém,
uma consideravel diferenga nos tempos de retengédo entre a STY 5 (ir =
31,72 min) e este composto (ir = 34,81 min) nos orientou a propor que a
estrutura isomérica possui a metoxila ligada ao C-13, o que deixaria a
ligacdo dupla livre para interagir com a fase estacionaria da coluna utilizada.
Assim, uma metoxila em C-14, como na STY 5, aumentaria o impedimento
estérico proximo a ligacdo dupla, diminuindo sua interagdo com a fase
estacionaria. Portanto, explicamos a maior retencdo deste composto como
sendo um efeito do aumento da interagcdo da dupla ligacdo com a fase
estacionaria decorrente na posicdo da metoxila em C-13 nao causar
impedimento estérico. Baseados nesta andlise propusemos a estrutura 4-
metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-13-metoxi-estiril)-2H-piran-2-ona  [52] para
uma nova estirilpirona de P. sabulosa (Figura 23).
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Figura 23: Espectro de massas para a estrutura proposta — 4-metoxi-6-(11,12-
metilenodioxi-13-metoxi-estiril)-2H-piran-2-ona [52]

Pico H (tr = 30,91 min): o EM deste composto mostrou o pico
correspondente ao ion molecular a [M]" m/z 288 (100%). A presencga dos
picos m/z 273 (79%) e m/z 258 (42%) pode ser relacionada a fragmentos
ibnicos resultante da perda de um [M* — CHj3] e dois radicais metilas [M" —
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2CHpg] respectivamente, como pode ser observado no espectro de massas
(Figura 24).
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Figura 24: Espectro de massas do composto com tempo de retengao 30,91
min (Pico H).

O padrédo de fragmentacdo observado para este composto é distinto
daqueles observados para diidro- e estirilpironas. Uma busca em trabalhos
com espécies do género Polygala revelou que o padrdo de fragmentacao
deste composto € muito semelhante ao de algumas xantonas. A
fragmentacdo de xantonas metoxiladas é caracterizada pela presencga do
fragmento [M - 15]" referente a perda de um radical metila (BASHIR et al.,
1992; FUJITA et al, 1992; IKEYA et al., 1991), tal como foi observado no
EM deste composto. Esta busca na literatura mostrou que o ion molecular
m/z 288 u.m.a pode ser atribuido a uma xantona diidroxilada e
dimetoxilada, sendo que o seu EM possui grande semelhanca ao EM das
xantonas 1,7-diidroxi-2,3-dimetoxixantona e 1,5-diidroxi-2,3-
dimetoxixantona, isoladas de P. cyparissias (PINHEIRO et al., 1998) e P.
paniculata (CRISTIANO et al., 2003) respectivamente (Tabela 4).

101



HO OCHj, OCHj
‘ 0 ! OCH; ‘ 0 !

OCHs
OH
1,7-diidroxi-2,3-dimetoxixantona 1,5-diidroxi-2,3-dimetoxixantona
P. cyparissias P. paniculata

Tabela 4: Fragmentacbes do composto em andlise e das duas xantonas
selecionadas

1,7-diidroxi-2,3- 1,5-diidroxi-2,3-
Composto

dimetoxixantona dimetoxixantona
288 (100%) [M]* 288 (100%) [M]* 288 (90%) [M]*
273 (79%) [M - CH3]* 273 (100%) [M - CH3]" 273 (100%) [M — CH3]"
258 (42%) [M - 2CHg]" 259 (15%) [M - 29]* nd
245 (25%) [M - CH; - CO]* 245 (65%) [M - CH3 - CO]" 245 (70%) [M - CH3 - COJ*
229 (20%) [M - CO - COH]* nd 229 (80%) [M - CO - COH]*
202 (72%) 202 (23%) nd
174 (17%) 174 (20%) nd
no 136 (18%) nd

no: nao observado; nd: nao descrito na literatura

Para confirmacdo da proposta estrutural como sendo uma xantona, uma
analise por CG foi realizada, mostrando que a amostra padrao da 1,5-
diidroxi-2,3-dimetoxixantona apresentou o mesmo tempo de retengdo do
composto em andlise. Assim, procedeu-se a co-injecdo em CG da fracao
estirilpironas com a xantona 1,5-diidroxi-2,3-dimetoxixantona [53],
observando-se a co-eluicdo de ambos (Figura 25), indicando a presencga da

referida xantona na mistura de estirilpironas.
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Figura 25: Cromatograma dos ions totais da A)- Mistura de estirilpironas, B)- 1,5-
diidroxi-2,3-dimetoxixantona [53], C)- Co-injecao da mistura de estirilpironas + 1,5-
diidroxi-2,3-dimetoxixantona [53]. A coluna utilizada foi DB-1 (30 m X 0,25 mm X
0,25 um) na seguinte programacdo: para a coluna, a temperatura foi de 80°C -
265°C (10°C/min) e para o injetor (on column) utilizou-se gradiente de temperatura
de 200 - 280°C (10°C/min). A temperatura do detector foi 300°C.
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Em conclusado, a analise por CG-EM da mistura de estirilpironas levou a
identificacdo de uma nova estirilpirona [52] e uma xantona [53] em P. sabulosa.
Este resultado tem uma alta relevancia principalmente do ponto de vista
quimiotaxondmico, pois até o momento, postulava-se que P. sabulosa era a unica
espécie do género Polygala cuja rota bioquimica produzia diidro- e estirilpironas

no lugar de xantonas.

5.2.3- Estudo da acao no sistema nervoso central (SNC)

Sandford e colaboradores (2000) descrevem a ansiedade patolégica nao
como um fenémeno unitario, mas sim um grupo de condi¢cdes clinicas distintas,
tais como o transtorno do panico, da ansiedade generalizada, de estresse poés-
traumatico e fobia social. Ressalta-se, porém, que todos estes transtornos de
ansiedade sao tratados com medicagdes distintas (LEVELEKE et al., 2006;
ARGYROPOULQOS; SANDFORD; NUTT, 2000).

Os farmacos ansioliticos estdo entre as classes farmacolégicas prescritas
com maior frequéncia (RANG; DALE; RITTER, 1997). Estudos realizados em
paises desenvolvidos mostraram que a propor¢dao da populacdo que utiliza estes
farmacos regularmente era de 10% (SHADER; GREENBLATT, 1993).
Benzodiazepinicos (BZP) sdo a classe de medicamentos mais prescritos no
tratamento da ansiedade, sendo que, em 1992, Woods e colaboradores estimaram
que esta classe seria a responsavel por 83% das prescricbes mundiais de
ansioliticos. No entanto, a administragdo cronica de benzodiazepinicos pode
resultar em dependéncia fisiolégica, prejuizo cognitivo e sindrome de abstinéncia
apoés a interrupgao do tratamento (MACKINNON; PARKER, 1982).

Assim, o desenvolvimento de novos medicamentos possuindo efeitos
ansioliticos sem as complicacdes dos benzodiazepinicos € de grande importancia
para o tratamento de disturbios de ansiedade. E neste contexto que esta inserido
o potencial uso de plantas medicinais como ferramenta alternativa na pesquisa de
novos medicamentos para o tratamento destas desordens (BEAUBRUN; GRAY,
2000; CARLINI, 2003).

E estimado que 43% dos pacientes que sofrem de ansiedade usam alguma
forma de terapia complementar, sendo o0 uso de plantas medicinais 0 mais popular
(ERNST, 2006). Varias plantas sao utilizadas para o tratamento de desordens
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psiquicas em diversas partes do mundo. Recentemente, em um trabalho sobre a
utilizacdo de fitoterapicos na regido da grande Florian6polis, Alexandre (2004)
verificou que dentre os fitoterapicos mais utilizados pela populacdo desta regiao a
kava-kava (Piper methysticum F.), utilizada como ansiolitico, e o hipérico
(Hypericum perforatum L.), utilizado como antidepressivo, ocupavam o 2° e 0 4°
lugar respectivamente.

A semelhanca estrutural das estirilpironas da espécie P. sabulosa com as
kavalactonas da kava-kava sugere ser promissora a investigagdo das ac¢des desta
planta no sistema nervoso central (SNC) de roedores. Assim, esta parte do
trabalho objetivou analisar os efeitos no SNC do extrato bruto hidroalcodlico
(EBH), fracées hexano (HEX), acetato de etila (FAE) e aquosa (FA), bem como
das substancias isoladas 6-metoxi-7-preniloxicumarina (6-MC) [7], DST 1, 2, 3 e
STY 4, 5 e 6 em modelos de atividade ansiolitica. Em uma segunda etapa,
realizaram-se estudos de binding com os compostos DST 1,2, 3 e STY 4,5 e 6.
Para complementar, avaliou-se a toxicidade da fracdo acetato de etila em

camundongos.

5.2.3.1- Efeito do tratamento com extrato bruto hidroalcodlico (EBH) de

Polygala sabulosa
e Labirinto de cruz elevado (LCE)

Drogas com atividade tipo ansiolitica usualmente aumentam o tempo de
permanéncia e/ou a frequéncia de entradas nos bragos abertos, enquanto o
contrario é relacionado a drogas tipo ansiogénicas (RODGERS; DALVI, 1997).

O tratamento oral com o EBH (250, 500 e 1.000 mg/kg) aumentou todos os
parametros de exploracdo dos bracos abertos do LCE, como a porcentagem de
tempo e freqUéncia de entradas nos bragos abertos (Figura 26A 26B), imersdes
desprotegidas de cabeca e uma redugédo dos estiramentos protegidos corporais.
Este conjunto de alteracbes comportamentais indicou uma elevada atividade
exploratéria de areas ditas potencialmente perigosas (COLE; RODGERS, 1993),
efeito similar ao observado com diazepam (DZP) (0,75 mg/kg, i.p.), BDZ padrao
utilizado como controle positivo, sugerindo uma propriedade do tipo-ansiolitica
para a planta em estudo.
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Figura 26: Efeito do tratamento oral com o EBH (250 — 1.000 mg/kg, v.0.) de P. sabulosa no
comportamento de camundongos avaliados no LCE. DZP (0,75 mg/kg, i.p.) foi utilizado como droga
ansiolitica padrao. (A) Porcentagem de tempo de permanéncia e (B) Freqiiéncia de entradas nos
bragcos abertos. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais
indicam os E.P.M. O nimero de animais utilizados em cada tratamento variou entre 8 - 9 animais.
*P<0,05 e **P<0,01, quando comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste
de Dunnett).

e Sono barbitarico

Complementando a investigacdo de uma possivel atividade tipo-ansiolitica,
investigou-se a atividade hipno-sedativa do EBH, utilizando o teste de sono
induzido por pentobarbital sédico. Neste estudo, o tratamento oral com EBH (250
— 1.000 mg/kg), 1 h antes da injegcdo de pentobarbital sddico, ndo foi capaz de
modificar a laténcia para a indugdo do sono (Figura 27A). Entretanto, o EBH
aumentou significativamente a duragao total do sono nas doses de 500 e 1.000
mg/kg (Figura 27B), um efeito hipno-sedativo similar ao do DZP, o BDZ padréao
utilizado.
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Figura 27: Efeito do tratamento oral com o EBH (250 — 1.000 mg/kg, v.0.) no sono induzido pelo
pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.). (A) laténcia para indugédo e (B) duracdo do sono induzido.
DZP (0,75 mg/kg, i.p.) foi utilizado como padrdo. Cada coluna representa a média dos resultados
obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O numero de animais utilizados em cada
tratamento variou entre 9-10 animais. *P<0,05 e **P<0,01, quando comparado ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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e Conwulsdo induzida pelo pentilenotetrazol (PTZ)

Outro teste também utilizado durante o screening pré-clinico de drogas
ansioliticas é o teste de convulsées induzidas por PTZ, embora sua sensibilidade
seja focalizada particularmente em drogas com mecanismos BDZ.

Neste trabalho, o pré-tratamento com o EBH ndo modificou a laténcia para
o primeiro episédio convulsivo (Figura 28A). No entanto, o EBH nas doses de 500
e 1.000 mg/kg reduziu significativamente a duragcé&o da primeira convulsédo (Figura
28B), sugerindo que, possivelmente, mecanismos GABAérgicos possam estar
envolvidos na modulagao dos efeitos induzidos pelo EBH.
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Figura 28: Efeito do tratamento oral com o EBH (250 — 1.000 mg/kg, v.0.) na convulsdo induzida
pelo PTZ. (A) laténcia para o primeiro episédio convulsivo e (B) duracdo da primeira convulsao.
DZP (0,75 - 1 mg/kg, i.p.) foi utilizado como farmaco anticonvulsivante padrdo. Cada coluna
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O nimero de
animais utilizados em cada tratamento variou entre 5-14 animais.*P<0,05 e **P<0,01, quando
comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).

Considerando que extratos de plantas sédo constituidos por uma grande
variedade de substancias, a etapa seguinte foi identificar qual(is) a(s) fragao(s)
seria(m) responsavel(is) por estas a¢des centrais observadas com o uso do EBH
de P. sabulosa. Assim, as fragdes hexano (HEX), acetato de etila (FAE) e aquosa

(FA) foram avaliadas quanto a atividade no SNC através do teste do sono etéreo.

e Hipnose induzida pelo éter etilico
No teste do sono etéreo, a dose de 500 mg/kg v.o. do EBH (dose ansiolitica
encontrada previamente no LCE) nao foi capaz de modificar a laténcia para
inducédo do sono, mas aumentou significativamente a hipnose induzida pelo éter
etilico. Como mostra a figura 29A, nenhuma fragdo de P. sabulosa modificou a
laténcia para inducao ou a duracédo do sono, exceto a FAE (500 — 1.000 mg/kg)

que aumentou de modo significativo este ultimo parametro (Figura 29B).
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Figura 29: Efeito da 6-metoxi-7-preniloxicumarina (6-MC), fracdo aquosa (FA), fracdo hexano
(HEX) (250 — 1.000 mg/kg, v.0.) e a fragéo acetato de etila (FAE) (125 — 1.000 mg/kg, v.0.) no sono
etéreo. (A) laténcia para indugao do sono e (B) duragao do sono. DZP (0,75 mg/kg, i.p.) foi utilizado
como farmaco hipno-sedativo padrao. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as
barras verticais indicam os E.P.M. O nimero de animais utilizados em cada tratamento variou entre
6-11 animais. *P<0,05 e **P<0,01, quando comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Dunnett).

Estes dados sugerem, primeiramente, uma atividade hipno-sedativa do
EBH, confirmando as observagdes do teste de sono induzido por barbitdrico, uma
vez que a influéncia de interagdes farmacocinéticas é eliminada com o uso do éter
etilico como indutor do sono. Em segundo lugar, este teste também indicou que
a(s) substancia(s) responsavel(is) pelas acdes centrais de P. sabulosa estao

presentes na FAE, direcionando os testes posteriores para esta fracao.

5.2.3.2- Efeito do tratamento com a fracao acetato de etila de Polygala
sabulosa

Nesta etapa, as possiveis agdes centrais da FAE de P. sabulosa foram
investigadas nos varios modelos experimentais que avaliam atividades
relacionadas a um perfil de acdo BDZ: o LCE, o sono barbiturico e as convulsées
induzidas por PTZ.

No teste do LCE, a administragdo oral da FAE (250, 500 e 1.000 mg/kg)
induziu um aumento significativo na porcentagem de tempo e na freqiéncia de
entradas nos bracos abertos do LCE (Figura 30A e 30B). Além disso, a FAE foi
capaz de promover um aumento significativo no numero de imersdes
desprotegidas de cabeca e na atividade exploratoria do final dos bragos abertos,
nas doses de 500 ou 1.000 mg/kg. Este conjunto de alteragcbes comportamentais
foi similar aquele promovido pelo DZP (0,75 mg/kg).
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Figura 30: Efeito do tratamento oral com a fragao acetato de etila (FAE) (250 - 1.000 mg/kg, v.0.)
no comportamento de camundongos avaliados no LCE. (A) porcentagem de tempo de
permanéncia e (B) freqiéncia de entradas nos bracos abertos. DZP (0,75 mg/kg) - BZP padréo.
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O
namero de animais utilizados em cada tratamento variou entre 6-10 animais. *P<0,05 e **P<0,01,
quando comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).

No teste da hipnose induzida por pentobarbital, o pré-tratamento (1 h antes)
com FAE (1.000 mg/kg) reduziu a laténcia para indugdo do sono, enquanto as
doses de 500 ou 1.000 mg/kg foram capazes de potencializar a duracao total do
sono. Nas convulsdes induzidas por PTZ, o pré-tratamento com a FAE (500 e
1.000 mg/kg) aumentou a laténcia para indu¢ao do primeiro episddio convulsivo.
Ambas as doses também reduziram a duragdo da primeira convulsdo, bem como
sua severidade.

Estes resultados mostraram que as propriedades do tipo-ansiolitica, hipno-
sedativa e anticonvulsiva de P. sabulosa apresentaram maior poténcia para a FAE
em relacdo ao EBH, sugerindo que esta fracdo contenha os compostos
responsaveis pelos efeitos bioldgicos observados.

No primeiro trabalho realizado com a espécie P. sabulosa (PIZZOLATTI et
al., 2000), todas as estirilpironas foram isoladas da fracdao acetato de etila. Neste
trabalho, como descrito no item 4.5 (p. 29), as seis estirilpironas (DST 1, 2, 3 e
STY 4, 5, 6) foram obtidas através do fracionamento de diferentes extratos brutos.
Desta forma, para comprovar a identidade da FAE utilizada nos ensaios de
atividade central, esta fracdo foi submetida a andlise por CG. O perffil
cromatografico da fragdo bem como a identificagdo de cada estirilpirona é

mostrado na figura 31.
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Figura 31: Cromatograma de ions totais da FAE de P. sabulosa utilizada nos
ensaios de acdo sob o sistema nervoso central. As setas indicam as
diidroestirilpironas (DST) 1, 2, 3 e as estirilpironas (STY) 4, 5, 6 e 51. A coluna
utilizada foi DB-1 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um) na seguinte programacao: para a
coluna, a temperatura foi de 80°C -265°C (10°C/min) e para o injetor (on column)
utilizou-se gradiente de temperatura de 200 - 280°C (10°C/min). A temperatura do
detector foi 300°C.

5.2.3.3- Efeito das estirilpironas isoladas de Polygala sabulosa

Nesta etapa do trabalho, os compostos isolados DST 1,2, 3 e STY 4,5, 6
foram estudados através da administracdo intracerebroventricular (i.c.v) em
camundongos e avaliados no modelo do LCE, com o intuito de correlacionar as
possiveis acbes centrais destes compostos com aquelas observadas
anteriormente para o EBH e a FAE de P. sabulosa.

O tratamento i.c.v. com as estirilpironas apresentou diferentes perfis de
poténcia frente aos parametros avaliados no teste do LCE. Aqui, selecionou-se
apenas um destes parametros para analisar os efeitos das estirilpironas, conforme
mostrado na figura 32. Através da analise destes dados, observou-se que os
tratamentos i.c.v com a DST 1 e a STY 4 promoveu um aumento significativo na
porcentagem do tempo gasto nos bracos abertos, na concentracao de 5 pmol.
Para o composto STY 6, o efeito significativo foi observado na concentracao de

0,2 pmol. Ja para a DST 3, o mesmo efeito foi observado nas doses de 0,3 fmol.
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Figura 32: Efeito da DST 1 (0,2 — 25 pmol, i.c.v.), DST 3 (0,3 fmol — 25 pmol, i.c.v.), STY 4 (1 -25
pmol, i.c.v.) e STY 6 (8 fmol — 25 pmol, i.c.v.) no modelo do LCE no parametro “Porcentagem do
tempo gasto nos bragos abertos”. DZP (7 nmol, i.c.v.) — BZP padrdo. Cada coluna representa a
média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O nimero de animais
utilizados em cada tratamento variou entre 5-12 animais. *P<0,05 e **P<0,01, quando comparado
ao grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).

De maneira geral, os compostos DST 1, DST 3, STY 4 e STY 6,
promoveram um aumento significativo nos parametros classicos espaco-
temporais, como porcentagem de tempo despendido e freqliéncia de entradas nos
bragos abertos no LCE, caracterizando uma atividade tipo-ansiolitica similar
aquela induzida pelo DZP. Em contraste, os compostos DST 2 e STY 5 ndo foram
capazes de modificar nenhum dos parametros comportamentais avaliados no LCE
nas doses aqui estudadas.

Deve-se considerar que os efeitos induzidos pelo tratamento com extratos
de plantas sdo, muitas vezes, resultantes de uma atividade sinérgica ou aditiva
entre os diferentes constituintes quimicos que compdem a preparagdo. Como
exemplo podemos citar a auséncia de efeito do tipo-antidepressivo das
naftodiantronas, constituintes ativos da espécie Hypericum perforatum, quando

administradas isoladamente, em contraposicdo as propriedades tipo-
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antidepressivas bem caracterizadas para extratos padronizados (BUTTERWECK
et al., 1998). Outro exemplo séo os efeitos do tipo ansioliticos caracterizados para
extratos padronizados de kava-kava (REX; MORGENSTERN; FINK, 2002;
GARRETT et al., 2003), em que grande parte dos constituintes, quando estudados
isoladamente, ndo demonstrou as mesmas propriedades (SMITH et al., 2001). Nos
resultados obtidos neste trabalho, dos seis compostos testados isoladamente,
quatro deles apresentaram propriedades do tipo-ansiolitica, sugerindo que os
efeitos observados para P. sabulosa podem ser resultantes de um efeito sinérgico
ou aditivo destes constituintes.

A partir destes resultados, tornou-se evidente a participacdo das
estirilpironas no efeito tipo-ansiolitico observado para o EBH e FAE de P.
sabulosa. Assim, a etapa subsequente deste estudo foi realizada a fim de

investigar o (s) possivel (is) mecanismo (s) de acao (6es) destes compostos.

5.2.3.4- Ensaios de binding

Varios metabdlitos secundarios obtidos de plantas sdo capazes de se
ligarem a receptores GABA,, tais como a crisina isolada da espécie Passiflora
coerulea (MEDINA et al., 1990), apigenina de Matricaria chamomilla (AVALLONE
et al., 2000), 6-metilapigenina e hesperidina de Valeriana officinalis (MARDER et
al., 2003; WASOWSKI et al., 2002) e hispidulina de Salvia officinales (KAVVADIAS
et al., 2004).

Entre os diferentes sitios alostéricos presentes neste receptor, um dos mais
estudados e que apresenta maior importancia clinica € o sitio BDZ. Face ao
conjunto de dados comportamentais indicativos de uma agéo do tipo BDZ para o
EBH e fracbes obtidos a partir da espécie P. sabulosa, e com o intuito de
caracterizar 0 mecanismo de acao das estirilpironas isoladas, experimentos de
binding como a inibicdo da ligacdo do [°*H]-flunitrazepam (FNZ) por estes
compostos foram realizados in vitro. Assim, as DST 1, 2 e 3, bem como as STY 4,
5 e 6 foram estudadas em membranas sinaptossomais de cortex de ratos, a fim de
testar suas a¢cdes como moduladores do sitio BZP do receptor GABAA.

Concentracdes crescentes de cada DST ou STY foram empregadas para
realizar as curvas de deslocamento da ligacdo do [*H]-FNZ em membranas
sinaptossomais. Os resultados mostraram que todas as estirilpironas foram
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capazes de inibir a ligacdo do [*H]-FNZ ao sitio BDZ, com diferentes poténcias,
confirmando a afinidade destes compostos pelo sitio de ligacdo BDZ. Entretanto,
na maior concentracdo testada, a DST 1 inibiu a ligagdo do [*H]-FNZ em apenas
49% (Ki superior a 100 uM), sugerindo baixa afinidade pelo sitio BDZ. Por outro
lado, as DST 2 e 3 inibiram a ligagdo do [°H]-FNZ com valores de Ki (ICgs,) de
41,7 uM e 35,8 uM, respectivamente, enquanto que a STY 4, 5 e 6 inibiram a
ligacdo do [*H]-FNZ com Ki (ICgss) de 90,3 pM, 31,0 yM e 70,0 M,
respectivamente, confirmando a atividade do tipo BDZ destes compostos (Figura
33).
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Figura 33: Curvas de competicao entre a DST 1,2, 3 e STY 4, 5,6 (0,1 - 600 yM)
e o [3H]-flunitrazepam (0,42 nM) em membranas sinaptossomais de cortex
cerebral de ratos. Os dados representam a média + E.P.M. de 2 a 5 experimentos
independentes realizados em duplicatas.

Os resultados in vitro mostraram que as diidro- e estirilpironas isoladas de
P. sabulosa inibiram a ligagdo do [*H]-FNZ em sinaptossomas com afinidade em
ordem de magnitude de uM. Entretanto, dados da literatura mostram que o DZP
inibe o binding de radioligantes com afinidade em nM (YASAR et al., 2003). Por
outro lado, os resultados obtidos através da injecao i.c.v. das DST e STY
mostraram que estes compostos promovem efeitos do tipo ansiolitico, no LCE, na
faixa de dose de fmol a pmol, sugerindo maior poténcia in vivo quando
comparados ao DZP (nmol). Esta aparente discrepancia pode estar relacionada ao
fato de que as preparacdes sinaptossomais utilizadas neste trabalho foram obtidas
de cortex de ratos, em que os receptores GABAx sdo constituidos por
aproximadamente 60% de subunidades ay (responsaveis por mediar os efeitos
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sedativos) e somente 15 - 20% consistem de subunidades a, (responsaveis por
mediar as propriedades ansioliticas) (MOHLER et al., 2006). Além disso, os
resultados in vitro ndo eliminam a possibilidade do envolvimento de outros
sistemas de neurotransmissores nos efeitos centrais do extrato, fragbes e
constituintes da espécie P. sabulosa.

Através da analise comparativa dos resultados obtidos nos testes in vivo e
in vitro realizados com as diidro- e estirilpironas, detectou-se diferencas
significativas, além de uma variagdo nas poténcias de atividade dos compostos
isolados. Por exemplo, a DST 2 e a STY 5 ndo apresentaram efeitos ansioliticos
no modelo no modelo do LCE (in vivo), porém, apresentaram alta afinidade pelos
receptores benzodiazepinicos (31,0 e 41,7 uM respectivamente). O contrario foi
observado para a STY 6 em que os resultados para a atividade in vivo foram mais
significativos do que aqueles obtidos no ensaio in vitro (ensaio de binding). Para a
DST 1 e STY 4, os efeitos ndo foram muito evidentes em ambos os testes.
Entretanto, a DST 3 apresentou tanto efeito in vivo (na faixa de 0,3 fmol) quanto in
vitro (Ki - ICgse- 35,8 UM).

E evidente que, apesar da similaridade estrutural entre as diidro- e
estirilpironas de P. sabulosa, a poténcia na atividade central esta intimamente
relacionada a natureza estrutural destes compostos. Deste modo, qualquer
variagdo sazonal no conteudo de estirilpironas em P. sabulosa poderia afetar
sobremaneira a atividade de seus extratos e fracbes. Neste sentido, torna-se de
fundamental importdncia uma analise do conteudo destes compostos na FAE de
P. sabulosa.

5.2.4- Avaliacao do teor de diidro- e estirilpironas em diferentes coletas
de P. sabulosa

Para a avaliagdo do conteudo total e individual de estirilpironas, quatro
coletas foram realizadas em diferentes épocas do ano: setembro (2002), fevereiro
(2003), novembro (2003) e margo (2004). De cada coleta foram obtidos os extratos
brutos hidroalcoodlicos (EBH) e destes as respectivas fracdes sollveis em acetato
de etila (FAE) (item 4.3 e 4.4, p. 28 e 29). Solucdes (40 ug/uL) das diferentes FAE

foram preparadas e analisadas por cromatografia gasosa. A identificacdo das
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estirilpironas foi realizada através dos tempos de retencdo em comparacao com 0s
respectivos padrdes utilizados (estirilpironas previamente isoladas).

Os dados obtidos com estes cromatogramas foram analisados com
ressalvas, pois como foi utilizada a técnica de cromatografia gasosa, o conteudo
de compostos detectados é restrito aos compostos com maior volatilidade e baixo
peso molecular, além da ndo deteccdo de compostos mais polares, como
flavondides, por exemplo. Porém, os dados obtidos a partir da analise dos
cromatogramas puderam ser comparados entre si, obtendo-se assim os valores
relativos do conteudo de estirilpironas.

Através destas analises, foi possivel observar que o conteudo total de
estirilpironas apresentou variacao nas diferentes coletas (Figura 34). Os meses
que apresentaram maior quantidade relativa destes compostos foram novembro
(20038) e marco (2004) com 19,6 e 19,4% respectivamente. A amostra que
apresentou menor conteudo relativo de estirilpironas foi obtida no més de fevereiro
de 2003, com apenas 9,4%. Lebot e colaboradores (1999) descreveram que o
conteudo de kavapironas na kava-kava é influenciado por fatores ambientais,
sendo demonstrado que o0s niveis destes compostos aumentam com a irrigacao e
através da suplementagdo com nutrientes minerais, e diminuem com o
sombreamento. Esses fatores extrinsecos poderiam explicar a diferenca no
conteudo relativo de estirilpironas nas coletas em épocas semelhantes como
setembro e novembro (primavera) e fevereiro e margo (verdo). Apesar dos
periodos serem muito proximos houve diferengas significativas, onde as duas
ultimas coletas apresentaram o maior conteudo total, com o dobro daqueles
observados nas duas primeiras coletas (setembro e fevereiro). Para a espécie
Equisetum arvense L., também produtora de estirilpironas, observou-se que o
acumulo destes compostos depende do estagio de desenvolvimento e de
estimulos indutores (HUTZLER et al., 1998). Estes fatores também podem ter
influenciado no conteudo de estirilpironas na espécie P. sabulosa.
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Conteudo relativo de estirilpironas
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Figura 34: Conteudo relativo de estirilpironas nos diferentes meses de coleta:
setembro (2002), fevereiro (2003), novembro (2003) e marco (2004).

Na segunda parte deste estudo, avaliaram-se as varia¢gdes do conteudo

individual de cada estirilpirona. Analisando a figura 35, pode-se constatar que

houve variagoes neste conteudo durante as quatro coletas realizadas. Analisando

individualmente cada estirilpirona, observou-se que as variagées da DST 1 e STY

5, 6, 51 foram muito pequenas, ao contrario da DST 2, 3 e STY 4 em que o perfil

variou bastante durante as coletas.

Variacao do teor de estirilpironas
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Figura 35: Variagdo do conteudo individual das diidro- e estirilpironas

diferentes coletas.
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De uma maneira geral, a presenca das diidroestirilpironas (DST 1, 2 e 3) foi
superior em relacdo as estirilpironas (STY 4, 5, 6 e 51) em todas as coletas.
Apenas para a amostra coletada em margo (2004) o conteudo individual de uma
estirilpirona (STY 4) foi superior aquele das diidro. De acordo com Dewick (2002),
as estirilpironas sao biossintetisadas através da via do acido chiquimico, onde o
acido cinamico, em sua forma ativa (cinamoil-CoA) e sob acdo da enzima
estirilpirona-sintase, incorpora duas unidades de  malonil-CoA e
subsequentemente o derivado policetideo sofre lactonizacdo para resultar na
correspondente estirilpirona (esquema mostrado na figura 4, p. 15). Acredita-se
assim, que esta espécie quimica seja o material de partida para processos
secundarios que levam a formagéo das outras formas de estiril-lactonas, tais como
as diidroestirilpironas (HERDERICH; BECKERT; VEIT; 1997). Essa informacao
poderia justificar a baixa quantidade das estirilpironas 5, 6 e 51, pois estes
compostos poderiam ser os precursores das diidroestirilpironas 1, 2 e 3 que séo
encontradas em maior quantidade na espécie.

A tabela 5 correlaciona o conteudo de cada diidro- e estirilpirona com os
resultados obtidos nas atividades in vivo (LCE) e in vitro (binding).

Tabela 5: Relacao entre os valores das atividades in vivo (LCE) e in vitro (binding)
e as quantidades individuais de cada estirilpirona nas respectivas coletas.

Estirilpirona Atividades Coletas

in vivo in vitro set/02 fev/03 nov/03 mar/04
DST 1 5pmol  100,0 uM 4,88% 3,67% 3,87% 4,76%
DST 2 na* 41,7 uM 3,28% 1,71% 5,52% 3,83%
DST 3 0,3fmol 35,8 uM 1,37% 1,60% 4,15% 3,06%
STY 4 5 pmol 90,3 uM 0,81% 2,89% 4,10% 5,17%
STY 5 na 31,0 uM 0,46% 0,42% 1,30% 0,88%
STY 6 0,2pmol 70,0 uM 0,26% 0,31% 0,69% 0,67%
STY 51 nt** nt 0,06% 0,23% 0,62% 0,41%

*na: nao ativa; **nt: ndo testada

Como se pode observar, das seis estirilpironas testadas, apenas a DST 3

manteve uma poténcia significativa em ambos os testes. Fazendo a relagéo entre
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estes resultados e o teor deste composto nas diferentes coletas, a melhor
atividade ansiolitica seria obtida da planta coletada nos meses de novembro, com
um conteudo de 4,15% de DST 3. O segundo composto que apresentou maior
atividade nos testes do LCE e de binding foi a STY 6 cuja concentragao foi baixa
em todas as coletas. Apesar disso, as coletas dos meses de novembro (2003) e
marco (2004) apresentaram mais que o dobro da quantidade em relagdo as duas
primeiras coletas.

Analisando o valor médio da quantidade individual das diidro- e
estirilpironas nas diferentes coletas pode-se observar que os compostos presentes
em maiores concentragdes foram a DST 1 e STY 4 com concentragdes relativas
médias de 4,29 e 3,24% respectivamente. Ambos os compostos ndo foram muito
ativos no teste do LCE (efeito ansiolitico observado na concentragédo de 5 pmol)
além de apresentarem baixa afinidade pelos sitios de ligacdo BZD do GABAa. A
DST 3 que apresentou atividade tanto in vivo quanto in vitro é a terceira
estirilpirona presente em maior concentragéo (valor médio de 2,54%). Para as STY
5, 6 e 51, os valores medios ficaram abaixo de 1,0%. A baixa concentragdo na
STY 51 (valor médio de 0,33%) justificou a dificuldade de seu isolamento durante
este trabalho.

Outra observacao que deve ser realizada é o fato de que todos os ensaios
de atividade central foram realizados com o EBH e fracbes da coleta de
fevereiro/2003. Através das analises, foi possivel observar que esta amostra
apresentou 0 menor conteudo de estirilpironas (9,4%), metade da quantidade
detectada para o més de novembro (19,6%). Assim, acredita-se que o perfil de
atividade ansiolitica possa ser aumentado quando utilizado o EBH ou FAE obtidos
a partir das amostras em que a concentragéo das estirilpironas foi superior (nov/03
e mar/04). Além disso, deve-se considerar a possibilidade destes compostos
apresentarem uma acao sinérgica e/ou aditiva, que poderia ser favorecida com

extratos ou fragdes obtidos a partir destas coletas.

5.2.5- Ensaios de toxicidade
De acordo com Lapa e colaboradores (2003) “plantas medicinais utilizadas
como medicamentos sao xenobiodticos, isto é, sdo produtos estranhos ao

organismo, nele introduzidos com finalidades terapéuticas. Assim, como todo
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corpo estranho, os produtos de sua biotransformagdo podem ser potencialmente
toxicos, devendo ser encarados como tal até que se prove o contrario”. Do ponto
de vista toxicoldgico, € importante considerar que as plantas medicinais ou mesmo
os fitoterdpicos podem apresentar ndo apenas efeitos benéficos na sintomatologia
de uma determinada patologia, mas principalmente, efeitos que se instalam em
longo prazo e, muitas vezes, de forma assintomética, como os carcinogénicos,
hepatotoxicos e nefrotoxicos.

Como ja descrito, a seguranca de produtos a base de kava tem sido
questionada devido a efeitos hepatotoxicos, incluindo cirrose, hepatite e
insuficiéncia hepatica (STICKEL et al., 2003). Dois possiveis mecanismos para o
efeito hepatotoxico da kava s&o postulados: a inibicdo do sistema citocromo P450
(ANKE; RAMZAN, 2004; UNGER et al.,, 2002) e a reducdo do conteudo de
glutationa hepatica (WHITTON et al., 2003).

Porém, questiona-se que a suposta hepatotoxicidade seja decorrente da
forma com que o extrato de kava é preparado, ou seja, pelo uso de solventes
organicos no processo extrativo (ESCHER et al., 2001), somado ao uso das partes
aéreas da planta que contém um alcalbide citotoxico (pipermetisticina), bem como
pela adicdo de uma mistura racémica da kavaina sintética (COTE et al., 2004).

A exemplo da kava-kava, € imperativa a avaliacao da toxicidade da FAE de
P. sabulosa, sobretudo pela presenca das estirilpironas. Neste sentido, a FAE foi
submetida a avaliacdo de efeitos toxicos em camundongos submetidos ao
tratamento agudo e subcrbnico através, da medicdo de parametros bioquimicos e
hematoldgicos.

Os resultados deste estudo revelaram sinais de toxicidade somente em
altas doses, a partir de 2.000 mg/kg para via i.p. e 3.500 mg/kg para v.o. Assim, a
triagem farmacolégica inicial da FAE identificou os seguintes sinais indicativos de
toxicidade aguda: cianose, sialorréia e uma aparente redugdo da frequéncia
respiratéria. No entanto, ndo foram observados os demais sinais de toxicidade em
nenhuma das doses utilizadas, o que refor¢a a boa tolerabilidade da administragéo
oral da FAE. E importante lembrar, contudo, que estas observacdes foram
qualitativas, servindo apenas para demonstrar um perfil preliminar da FAE e

orientar a escolha das doses para o estudo toxicoldgico subsequente.
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Nao foi possivel obter a DLso oral da FAE, uma vez que a administracao
desta fracdo em camundongos machos induziu de 10 e 30% de mortes nas doses
de 3.500 e 5.000 mg/kg, respectivamente, enquanto que em fémeas, o tratamento
oral promoveu 10, 30 e 40% de mortes, nas doses de 2.500, 3.500 e 5.000 mg/kg,
respectivamente. Esses resultados indicaram que a DLsy oral da FAE, em
camundongos, deve ser superior a maior dose empregada neste estudo (DLsg oral
> 5.000 mg/kg).

Os demais sinais observados em altas doses indicativos de toxicidade, tais
como ptose palpebral, ataxia, perda do reflexo de endireitamento, bem como
resposta diminuida a pressao da cauda, podem ser resultantes de uma atividade
do tipo benzodiazepinica, pois estes sinais sdo comuns a esta classe de
medicamentos.

Os resultados obtidos que demonstraram uma baixa toxicidade aguda do
tratamento com a FAE de P. sabulosa foram semelhantes aqueles encontrados
em diversos estudos realizados com kavalactonas isoladamente bem como com
extratos de kava, que também mostraram uma baixa toxicidade em testes
realizados com animais (SORRENTINO; CAPASSO; SCHMIDT, 2006).

No tratamento subcrénico, as doses selecionadas foram determinadas
conforme os resultados obtidos preliminarmente na toxicidade aguda de acordo
com o preconizado pela Resolugdo n° 90 de 16 de margco de 2004, na sua
publicacdo: “Guia na realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinica de
fitoterapicos”. Nesta etapa experimental, todos os animais tratados (ambos os
sexos) por 32 dias sobreviveram e nao apresentaram qualquer sinal indicativo de
toxicidade. A evolugdo do peso corporal (em machos e fémeas) nao foi afetada
pelo tratamento subcrénico. O peso absoluto e relativo dos 6rgaos vitais, nas
menores doses (250 e 500 mg/kg) nao foi modificado pelo tratamento, entretanto,
a dose de 1.000 mg/kg promoveu, em camundongos machos, um aumento do
peso absoluto e relativo do figado em 30 e 34%, respectivamente, enquanto que
em fémeas o aumento foi de 14 e 18%, respectivamente. Além disso, a maior dose
utilizada (1.000 mg/kg) promoveu um aumento significativo nos niveis séricos da
aspartato aminotransferase (AST) em camundongos machos, sem modificacao
dos demais parametros bioquimicos e hematoldgicos. Em fémeas, observou-se
uma diminuicdo da creatinina nas doses de 250 e 500 mg/kg e um aumento do
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volume corpuscular médio (VCM), bem como de neutréfilos segmentados na
menor dose, sem quaisquer alteracoes nos demais parametros bioquimicos e
hematoldgicos (Tabela 6). No entanto, estas alteragbes nédo apresentaram um
padrao dose ou sexo-dependente, uma vez que ocorreram em carater esporadico,
eventualmente em machos ou em fémeas. Embora tenham ocorrido diferencas
significativas em alguns parémetros bioquimicos e hematolégicos entre animais
controle e experimentais, estes valores ndo excederam os valores normais para
camundongos conforme a literatura (BURGER et al., 2005). Assim, estes dados
sugerem uma boa tolerabilidade e baixa toxicidade da FAE de P. sabulosa.

Em um estudo de toxicidade crbnica utilizando um extrato comercial
padronizado de kavalactonas (Kavasedon®), Sorrentino e colaboradores (2006)
nao observaram diferengas significativas no desenvolvimento do peso corporal,
nos parametros bioquimicos (glicemia, proteinas totais, AST, ALT- alanina
aminotransferase- e colesterol total) e hematoldgicos (contagem e diferenciacao
celular), bem como no peso dos 6rgaos. Para o grupo de ratos machos que
receberam 0,1% de kavalactonas, os valores de AST e ALT e colesterol total
foram ligeiramente elevados quando comparado ao controle, porém ainda dentro
do intervalo de normalidade.

Em linhas gerais, estes resultados sugerem que o tratamento em
camundongos com a FAE de P. sabulosa em regime agudo e subcrénico nao
promoveu comprometimento hematologico nem nas fung¢des hepatica e renal dos
animais, ndo caracterizando, portanto, toxicidade. Porém, estudos
complementares devem ser realizados para garantir a seguranca de seu uso em

seres humanos.
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Tabela 6: Efeito do tratamento sub-cronico (32 dias) com a fracdo acetato de etila (FAE) de Polygala sabulosa nos parametros

bioquimicos e hematol6gicos em camundongos machos e fémeas.

A Machos Fémeas
PARAMETROS Controle FAE (mg/kg) Controle FAE (mg/kg)
0 250 500 1000 0 250 500 1000
Bioquimicos n=5 n=5 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Creatinina (mg/dL) 0,45+0,02 0,46+0,03 0,39+0,01 0,40+0,04 0,21+0,02 0,15+0,01* 0,13+0,01* 0,17+0,02
Uréia (mg/dL) 47,5444 17 46,22+2,40 50,13+2,02 53,05+1,90 48,28+2,39 50,28+1,38 45,80+1,11 42,68+2,68
Fosfatase alcalina (U/L) 155,00+15,80 142,00£15,60 148,17+14,50 137,67+21,40 116,50+9,66 112,17+12,63 152,17+15,42 134,83%£14,10
v-GT (U/L) 1,20+0,20 1,4010,40 1,17+0,17 1,33+0,21 1,17£0,17 1,00£0,00 1,00+0,00 1,00£0,00
AST (U/L) 49,00£3,56 60,4+4,76 58,6715,11 74,83+£10,34 60,17£3,24 54,67+2,89 63,67+2,78 64,83+4,08
ALT (U/L) 36,00+3,73 42,80+3,76 37,17+3,99 51,1743,28* 43,50+3,35 35,67+1,89 40,33%1,45 45,3345,29
Proteinas totais(g/dL) 5,70+0,16 5,48+0,08 5,90+0,07 6,08+0,10 5,53+0,08 5,60+0,10 5,78+0,11 5,70+0,16
Albumina (g/dL) 1,70+0,05 1,74£0,04 1,70+0,03 1,68+0,07 1,68+0,03 1,75+0,03 1,78+0,04 1,72+0,07
Globulina (g/dL) 4,06+0,12 4,10+0,08 4,20+0,08 4,40+0,09 3,85+0,06 3,85+0,11 4,00+0,10 3,98+0,11
Hematologicos n=10 n=10 n=11 n=11 n=11 n=11 n=11 n=10
Eritrécitos (10%/mm°) 8,79+0,24 8,31+0,27 8,06+0,12 8,23+0,16 8,28+0,18 8,31+0,12 8,55+0,12 8,10+0,21
Hematdcrito (%) 40,97+1,17 42,35+1,63 39,90+0,50 40,67+0,87 38,74+0,99 40,81+0,82 39,90+0,65 38,49+0,71
Hemoglobina (g/dL) 14,00£0,41 13,31+0,41 12,93+0,18 13,24+0,33 13,43+0,30 13,45+0,20 13,81+0,22 13,41+0,23
VCM (um°) 46,60+0,54 48,88+1,40 49,54+0,37 49,45+0,80 46,64+0,34 49,00£0,57* 46,64+0,43 47,80+0,68
Leucécitos (10%/mm?) 7,57+0,51 5,04+0,68 5,31+0,91 5,56+0,62 5,65+0,56 4,78+0,44 5,42+0,31 6,26+0,55
Neutrofilos segment.(%)  4,60+0,40 4,70+0,58 6,45+1,14 4,09+0,71 3,54+0,37 6,39+0,73" 4,18+0,57 4,60+0,62
Linfécitos (%) 94,00+0,47 91,90+0,89 90,36+1,52 92,54+1,35 94,82+0,57 92,27+8,10 94,27+0,95 94,10+0,71
Mondcitos (%) 2,10+0,76 3,40+0,76 2,73+0,36 3,27+1,10 1,45+0,47 2,73+0,66 1,36+0,34 1,20+0,20
Eosindfilos (%) 0,10+0,10 0,00+0,00 0,36+0,20 0,09+0,09 0,00+0,00 0,09+0,09 0,18+0,18 0,10+0,10

Plaquetas (10%/mm?®)

678,80+65,34 874,30+61,25 855,82+36,80 817,36+60,13

703,64+17,10  702,18+35,00

638,36+27,20 629,60+23,13

Dados sao expressos como a média + E.P.M. dos parametros bioquimicos (n= 5 - 6) e hematoldgicos (n= 10 - 11) de camundongos machos e fémeas. Dados
analisados por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett. *P < 0,05 ou **P < 0,01 quando comparado aos respectivos grupos controle. Abreviagdes: y-GT= y-
glutamil aminotransferase; ALT = Alanina aminotransferase, AST = Aspartato aminotransferase, VCM= Volume Corpuscular Médio.



5.3- Cumarinas

No género Polygala, pelo menos cinco espécies produzem estes
compostos, sado elas: P. senega (ROOSEMONT, 1957), P. paniculata
(HAMBURGER; GUPTA; HOSTETTMANN, 1985), P. fruticosa (DI PAOLO et al.,
1989), P. sabulosa (PIZZOLATTI et al.,, 2000) e P. hongkongensis (WU et al.,
2007).

Para dar seguimento ao trabalho com as cumarinas identificadas na
espécie P. sabulosa, este trabalho foi iniciado com o isolamento da cumarina
majoritaria a partir de diferentes extratos brutos, seguido pelas reacbes de
modificacdo estrutural e por ultimo a obtengcdo de cumarinas sintéticas.
Paralelamente a estas etapas, avaliagbes de atividades biologicas foram

realizadas, dentre elas a atividade antitumoral e antimicrobiana.

6.3.1- Identificacao das cumarinas isoladas

Estudos realizados anteriormente com P. sabulosa, revelaram a ocorréncia
de duas cumarinas: 6-metoxi-7-preniloxicumarina e escopoletina.

A cumarina 6-metoxi-7-preniloxicumarina [7] (Figura 36), isolada diversas
vezes do extrato bruto (M= 2,87 g), foi caracterizada através do ponto de fuséo,
analises espectroscépicas e comparacdao com dados da literatura (PIZZOLATTI et
al, 2000; CUNHA JUNIOR, 2002). Sao caracteristicas no espectro de IV (KBr) a
banda de absor¢do em vma 3050 cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo C-H
aromatico, vmax 2974 cm” (C-H alifatico) e vmax 1713 cm™ (C=0O lactona o,p
insaturada). No espectro de RMN 'H, observou-se um par de dupletos centrados
em o 7,64 e 6,25 ppm, ambos com integragdo para 1 atomo de hidrogénio e J= 9,3
Hz, tipicos de dupla ligagdo endociclica, sendo referentes aos atomos de
hidrogénio H-4 e H-3 respectivamente (anel lacténico). Os dois singletos em 6 6,86
e 6,82 ppm, com integracdo para 1 atomo de hidrogénio cada, foram atribuidos
aos hidrogénios aromaticos (H-8 e H-5 respectivamente). A metade oxiprenilica foi
caracterizada pelo tripleto em & 5,49 ppm (J= 6,1 Hz, 1H, H-2") mostrando o
hidrogénio olefinico acoplado ao metileno carbinélico em & 4,66 ppm (J= 6,1 Hz,
2H, H-1’). O singleto largo em & 1,78 ppm, com integracdo para 6 atomos de

hidrogénio, foi atribuido a presenca de duas metilas ligadas ao mesmo carbono



olefinico. Finalmente, a metoxila em C-6 foi identificada pelo singleto em 6 3,90

ppem.

4' 5' [7]

Figura 36: Estrutura da 6-metoxi-7-preniloxicumarina obtida através do
fracionamento do EBH de P. sabulosa [7].

A outra cumarina obtida, identificada como sendo a escopoletina (m= 27
mgq) [8] (Figura 37), foi caracterizada através de seu ponto de fuséo, IV, espectros
de RMN de 'H e '3C além de comparacdo com dados da literatura (RAZDAN et al.,
1987). No espectro de IV (KBr), a banda de absorcdo em vmax 3340 cm™ foi
atribuida a ligagdo O-H, vmax 2972 cm™ (C-H alifatico) e vmax 1709 cm™ (C=0
lactona o, insaturada). Através da andlise de seu espectro de 'H, observou-se
um par de dupletos em & 7,60 ppm (1H, J= 9,6 Hz) e 6 6,27 ppm (1H, J= 9,6 Hz)
relacionados respectivamente aos atomos de hidrogénio H-4 e H-3 da dupla
endociclica. Os dois singletos centrados em 6 6,91 ppm (1H, H-8) e 6 6,85 (1H, H-
5) séo relacionados aos atomos de hidrogénio aromaticos e o singleto em 6 3,95,

com integragéo para 3 atomos de hidrogénio, referente a metoxila ligada ao C-6.

HO™ 7 : 0 20 [8]

Figura 37: Estrutura da escopoletina (6-metoxi-7-hidroxicumarina) [8] obtida
através do fracionamento do extrato do caule de P. sabulosa.

Estudos precedentes a este trabalho demonstraram que a escopoletina
possui uma potente inibigdo na dor visceral induzida pelo acido acético em
camundongos. No entanto, este efeito ndo foi observado com a preniloxicumarina.
Além disso, dois derivados obtidos a partir da escopoletina, benzoato de

escopoletina e acetato de escopoletina, também foram efetivos na diminui¢cdo da
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resposta a dor. Observou-se que a adicdo do grupo benzoil aumentou as
propriedades antinociceptivas, sendo mais potente que a escopoletina. No
entanto, a adicdo do grupo acil, como no acetato de escopoletina, diminuiu as
propriedades antinociceptivas, sendo menos potente que a cumarina original
(MEOTTI et al., 2006).

Embora exista certa similaridade entre estas moléculas, a retirada da
cadeia lateral ligada ao C-7 foi suficiente para alterar a resposta biologica no
modelo utilizado. Estas pequenas mudancgas estruturais podem inibir ou diminuir a
eficacia, uma vez que a modificagdo na estrutura molecular pode alterar a
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de um composto (aspectos
farmacocinéticos), bem como alterar a especificidade da molécula na ligacdo em
seus alvos biolégicos (aspectos farmacodinamicos) (SOLDI et al, 2008).

Estas observagbes nos impulsionaram na busca de outros derivados
cumarinicos a fim de se iniciar estudos de correlacdo estrutura versus atividade
frente a diferentes modelos de atividades bioldgicas. Devido a presenca de uma
hidroxila ligada ao C-7, a escopoletina revelou-se como um bom modelo para o
preparo de analogos através de simples reacdes de acilagdo, permitindo a
obtencdo de derivados com variacbes hidrofobicas, eletrbnicas e estéricas,
essenciais para estudos de estrutura versus atividade. Porém, a pequena
quantidade de escopoletina isolada inviabilizaria um trabalho deste tipo. Como a
preniloxicumarina é um dos metabolitos secundarios majoritario nesta espécie e
possui sua cadeia lateral em C-7 oxiprenilada, tomou-se como alternativa obter a

escopoletina a partir desta cumarina.

5.3.2- Obtencao de escopoletina a partir da 6-metoxi-7-
preniloxicumarina

A ligacao C-O do grupo preniloxi ligado ao C-7 da preniloxicumarina [7] foi
clivada na presenca HoSO4 em temperatura ambiente (TA) conforme mostra o
esquema da figura 38. A possibilidade de um mecanismo de clivagem via
carbocétion possibilitou a regiosseletividade da reacdo devido ao grupo prenil
estabilizar o carbocétion formado. Através desta reacao, obteve-se a escopoletina

[8] com um rendimento entre 75 - 80%.
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Figura 38: Obtencao de escopoletina [8] a partir da 6-metoxi-7-preniloxicumarina
[7].

A partir da analise de IV (KBr) do produto da reacdo pode-se observar
principalmente o aparecimento de uma banda em Vs 3340 cm™, prépria do grupo
hidroxila. Pelo espectro de RMN 'H, observou-se uma mudanca consideravel
quando comparado ao espectro da 6-metoxi-7-preniloxicumarina, principalmente
pela auséncia de sinais na regiao entre 6 4,0 e 6,0 ppm, referentes aos atomos de
hidrogénio da porcao oxiprenilica. Aléem disso, o desaparecimento do singleto em &
1,78 ppm referente a duas metilas ligadas ao mesmo carbono sp? contribuiu para a

evidéncia de alteracdo da molécula na posi¢ao 7, resultando na escopoletina [8].

5.3.3- ModificacoOes estruturais na escopoletina

A maioria dos farmacos age em um sitio especifico, tal como uma enzima
ou um receptor. Freqlentemente os compostos com estruturas semelhantes
tendem a possuir a mesma atividade farmacoldgica. Porém, geralmente exibem
diferengas de poténcia e de efeitos colaterais e, muitas vezes, atividades distintas.
Um estudo de relacdo estrutura versus atividade de um composto—protétipo e de
seus analogos pode ser usado para determinar as partes da estrutura do protétipo
qgue sao responsaveis por sua atividade bioldgica (grupo farmacoférico), e também
por seus efeitos adversos. Estas alteracdes estruturais podem ser classificadas
como: (1) a dimensao e a conformacgédo do esqueleto carbonado, (2) a natureza e
o grau de substituicdo e (3) a estereoquimica do protétipo (THOMAS, 2003).

Para a proposta de estudos das correlagcdes estrutura X atividade com
derivados da escopoletina, elegeu-se duas alteragdes estruturais relacionadas ao
tamanho da cadeia alquilica e a introdugdo de um anel aromatico para avaliar
respectivamente os:

e Efeitos hidrofébicos: aumentando o niumero de grupamentos metileno numa

cadeia, aumenta-se o tamanho e a natureza lipidica da molécula, ou seja, a
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lipofilicidade do composto. Inversamente, o aumento do numero de
grupamentos metileno reduz a solubilidade dos analogos em agua. Assim, 0s
efeitos associados com o aumento da cadeia podem assumir varias formas, ou
seja, aumento ou diminuigdo da atividade (THOMAS, 2003);

e Efeitos eletrdnicos: a distribuicdo de elétrons na molécula de um farmaco tera

uma influéncia consideravel sobre sua distribuicdo e a atividade. Com o
objetivo de atingir seu alvo, o farmaco normalmente tem que passar por varias
membranas biolégicas. Como regra geral, os farmacos apolares e os polares
na sua forma nao-ionizada sao transportados mais prontamente através das
membranas do que os farmacos polares ou na sua forma ionizada. Além disso,
quando o farmaco atinge seu sitio-alvo, a distribuicdo de elétrons em sua
estrutura ditara o tipo de interacdes que serdao formadas com o alvo. As forgas
que promovem a interacdo dos ligantes aos alvos biol6gicos podem ser:
ligagbes covalentes, ligagdes ibnicas e interagcdes dipolo-dipolo de todos os
tipos, incluindo pontes de hidrogénio, interagdes de transferéncia de carga,
interacdes hidrofdbicas e forgas de van der Waals (THOMAS, 2003);

e [Efeitos estéricos: a conformacdo de uma molécula é um dos fatores mais

importantes que afetam a atividade do farmaco. Algumas caracteristicas
estruturais impéem um grau de rigidez consideravel a estrutura, ao passo que
outros tornam a estrutura mais flexivel. Assim, a topologia do farmacéforo do
farmaco deve ser complementar aquela do sitio-alvo (THOMAS, 2003).

Assim, para avaliacdo de tais efeitos foram preparadas duas séries de
derivados da escopoletina: uma delas composta de ésteres alquilicos com cadeias
lineares de diferentes tamanhos e o outra de ésteres benzoilicos com substituintes
retiradores e doadores de elétrons, ambos ligados ao C-7, conforme apresentado

no esquema da figura 39.
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Figura 39: Modificagdes estruturais propostas para a escopoletina.

5.3.3.1- Obtencao de ésteres benzoilicos derivados da escopoletina

A primeira série de derivados da cumarina escopoletina foi composta por
derivados benzoilados (9 — 14). A esterificacdo do grupo OH livre no C-7 ocorreu
sob agitacao e refluxo entre a escopoletina e os respectivos cloretos de benzoila
em piridina. Diferentes cloretos de p-benzoila com substituintes retiradores e
doadores de elétrons foram utilizados, seguindo o esquema mostrado na figura 40.

Os rendimentos obtidos nestas reagdes variaram de 17,2 a 86,9%.

|
@)
2 L
Ri
[9]- Ri: H
[10]- Ry: CI
[11]- Ry: Br
[1 2]- R1: N02

[13]- R;: NHCOCH;
[14]- R;: OCHs

(e}

| jos
HO o~ 0 Py

Figura 40: Reacdo geral para a sintese dos ésteres benzoilicos derivados da
escopoletina.

A identificacdo dos produtos destas reacOes foi realizada observando as

seguintes mudancgas espectroscopicas:
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a)- No espectro de IV, o desaparecimento da banda de absor¢cdo da
hidroxila em vmax 3340 cm™ e o aparecimento de uma banda de absorgéo para
carbonila de éster em Vs 1735 cm™;

b)- No espectro de RMN 'H, o aparecimento de sinais de atomos de
hidrogénio na regido de aromaticos.

Por exemplo, no espectro de RMN 'H do composto p-clorobenzoilato de
escopoletina [10], a porcdo benzoilica ligada ao C-7 foi caracterizada pela
presenca de dois pares de dupletos em & 8,13 e 7,49 ppm, com integragcédo para
dois atomos de hidrogénio cada e constantes de acoplamento orto relacionadas
(J= 8,4 Hz), referentes aos atomos de hidrogénio 2.6’ e 3’,5’ respectivamente. Os
demais sinais referentes ao esqueleto cumarinico foram observados: o par de
dupletos em o 7,68 (J= 9,6 Hz, 1H, H-4) e 6,43 ppm (J= 9,6 Hz, 1H, H-3), dois
singletos em 6 7,20 (1H) e 7,01 ppm (1H) referentes aos atomos de hidrogénio H-8

e H-5. Finalmente, o singleto em & 3,85 ppm foi atribuido a metoxila ligada ao C-6

(Figura 41).
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Figura 41: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do p-clorobenzoilato de
escopoletina [10].
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Estes derivados foram preparados na tentativa de avaliar as influéncias
eletrénicas e estéricas de grupos inseridos no anel aromatico, e correlacionar a
atividade bioldgica com os valores das constantes de Hammett dos substituintes.
Essa correlacdo pode fornecer valiosas informacdes a respeito das interacées do
composto com seu alvo biol6gico (TAVARES, 2004).

5.3.3.2- Obtencao de ésteres alquilicos derivados da escopoletina

O segundo grupo de compostos derivados da escopoletina foi uma série de
ésteres de cadeia alquilica linear 15 - 19 (Figura 42). Sob as mesmas condi¢cdes
das reacOes anteriores, os derivados acilados da escopoletina foram preparados
com os respectivos cloretos de acila em piridina. Os rendimentos obtidos nestas
reacoes variaram de 68,0 a 94,0%.

| 0 |
HO 0”0 a Rz/ko 0”0
[1 5]- Rao: CH3
[1 6]- Rgi CH3CH2
[17]- R2: CH3(CH>)2

[1 8]- Rgi CH3(CH2)4
[1 9]- Rgi CH3(CH2)3

Figura 42: Reacdo geral para obtencdo dos ésteres alquilicos derivados da
escopoletina. a) anidrido acético, DMAP, AcOEt para composto [15], € o respectivo
cloreto de acila, piridina para o restante dos compostos (16 — 19).

A identificacdo dos produtos destas reagdes foi realizada observando as
seguintes mudancgas espectroscopicas:

a)- No espectro de IV destes derivados, observou-se principalmente o
desaparecimento da banda referente a ligagdo O-H em vmax 3340 cm™ e o
aparecimento da banda referente a carbonila de éster em torno de vina 1735 cm™;

b)- No espectro de RMN 'H, o aparecimento de sinais adicionais abaixo de
0 3,0 ppm referente a cadeia alquilica.

Para o derivado butanoato de escopoletina [17] observaram-se o

aparecimento de trés sinais na regido abaixo de 6 2,70 ppm, caracteristicos dos
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atomos de hidrogénio da cadeia alquilica. Assim, o tripleto em & 2,58 ppm, com
integracado para dois atomos de hidrogénio, foi atribuido ao metileno vizinho a
carbonila (H-1’), o multipleto em & 1,79 ppm (2H) ao H-2' e o tripleto em 6 1,04
ppm, com integracdo para trés atomos de hidrogénio, referente a metila terminal
(H-3’). O restante do espectro foi semelhante ao composto de partida, mostrando o
par de dupletos em 6 7,64 (1H, J= 9,6 Hz, H-4) € 6,39 ppm (1H, J= 9,6 Hz, H-3), 0s
dois singletos em 6 7,05 (1H, H-8) e 6,95 (1H, H-5) e, finalmente, a metoxila em &
3,85 ppm (3H) (Figura 43).
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Figura 43: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do butanoato de escopoletina
[17].

Os derivados 7-acil de cadeia linear foram sintetizados para avaliar o
parametro hidrofobico sobre as diferentes atividades bioldgicas.

5.3.4- Sintese de cumarinas

Existem muitas metodologias utilizadas para a sintese de cumarinas, todas
elas centradas na possibilidade da construgéo do anel pirona a partir de derivados
benzénicos adequados. No entanto, algumas destas metodologias ganharam
significativa importancia, dentre elas a reagdo de Perkin, Pechmann, Pechmann-
Duisburg, Knoevenagel, Reformatsky e Wittig (DONG et al., 2008).
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O esforco para se obter uma “tecnologia limpa” tem encorajado a aplicacao
de novos catalisadores bem como em condig¢oes livres de solventes em algumas
destas reacgdes. A nao utilizagdo de solventes tem conduzido, em alguns casos, a
uma melhora nos resultados e num procedimento sintético mais “limpo”, causando
menores danos ao meio ambiente. Assim, adotando os principios da “Quimica
Verde”, empregamos condigdes livres de solventes na sintese de cumarinas.

Os compostos sintetizados neste trabalho sdo simples do ponto de vista da
quimica organica sintética. Porém, ha um interesse da industria farmacéutica em
investir na busca de moléculas pequenas e simples, com potencial terapéutico
elevado e que possam ser obtidas a partir de processos rapidos, de baixo custo e
sem complica¢des nas etapas de preparacao e purificagao.

Neste trabalho, duas metodologias distintas foram utilizadas para a
obtencao de cumarinas: a condensacdo de Pechmann e a de Knoevenagel. Em
ambas as reacles, realizou-se a substituicdo de seus respectivos catalisadores

por dois diferentes catalisadores sélidos em um procedimento livre de solventes.

5.3.4.1- Obtencao de cumarinas através da reacao de Pechmann

A reacdo de Pechmann € amplamente utilizada na sintese de cumarinas,
pois seu procedimento envolve materiais de partida simples, obtendo-se bons
rendimentos destes compostos e com varios padrées de substituicdo. Para isso,
diferentes fendis sdo condensados com [-ceto ésteres na presenga de uma
grande variedade de catalisadores acidos para se obter 4-R-cumarinas (POTDAR
et al., 2005). Classicamente, a reacdo de Pechmann emprega H.SO, como agente
ciclizante, porém outros catalisadores tém sido usados nesta reacao, dentre eles:
P>Os, FeCls, ZnCls, POCI3, AICI3, HCI, acido fosférico, acido trifluoracético dentre
outros (MAHESWARA et al., 2006). No entanto, estes métodos nao sao atrativos,
pois requerem um excesso de catalisador como, por exemplo, 10 - 12 equivalentes
de H2SO, ou 3 - 4 equivalentes de acido trifluoracético (HEGEDUS; HELL, 2006);
além disso, estes catalisadores nao podem ser recuperados e reutilizados. Em
alguns casos, diversas horas ou até mesmo dias sdo necessarios para completar
a reacao, além de temperaturas que podem chegar até 150°C e de baixos
rendimentos. Produtos ndo desejados, tais como cromonas, muitas vezes podem
ser formados juntamente com as cumarinas (BOSE; RUDRADAS; BABU, 2002).
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Por estas razbes, varias pesquisas tém sido realizadas no intuito de
encontrar uma alternativa “ambientalmente correta” para esta metodologia de
sintese. Muitos sistemas de catalisadores alternativos foram empregados neste
propdsito, tais como: VCl; (cloreto de vanadio) (KUMAR et al., 2006), TiCl4 (cloreto
de titanio 1V) (VALIZADEH; SHOCKRAVI, 2005), ZnCl, (cloreto de zircbnio)
(SHARMA et al., 2005), InCl; (cloreto de indio) (BOSE; RUDRADAS; BABU, 2004),
HCIO4.SiO4 (MAHESWARA et al., 2006), Sm(NO3)3.6H.O (BAHEKAR; SHINDE,
2004), SnCl,.2H,O (UPADHYAY; MISHRA; KUMAR, 2007), zeolita (HEGEDUS;
HELL, 2006), Amberlyst (SABOU et al., 2005), liquidos i6nicos (DONG et al.,
2008), dentre outros. Adicionalmente, alguns trabalhos foram realizados utilizando
irradiacdo de microondas para acelerar a reagao (SINGH et al., 2005).

O grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Massimo Curini, da
Universita degli Studi di Perugia, ha mais de uma década pesquisa o emprego de
catalisadores heterogéneos na sintese organica. Muitos trabalhos ja foram
realizados com esta finalidade, destacando-se aqueles que utilizam o sulfofenil
fosfonato de zirconio, Zr(CH3zPO3)12(0OsPCeH4SO3H)ps, como catalisador acido
(ROSATI et al., 2007; CURINI et al., 2005; 2003, 2002; 2001a; 2001b; 2000; 1999;
1998; 1997; 1996; CURINI; ROSATI; COSTANTINO, 2004). Assim, dando
continuidade a avaliacdo do emprego deste catalisador na sintese organica,
realizou-se pela primeira vez a reagdo de condensacédo de Pechmann utilizando o
Zr(CH3PO3)1 2(O3PCeHsSO3sH)p 5. Para simplificar, o catalisador sera abreviado
para a-Zr-PSO3H.

Para tal propdsito, procurou-se verificar quais parametros poderiam
comportar possiveis economias do tipo energética e de materiais, além de um
melhoramento do rendimento, respeitando ao mesmo tempo o conceito ja
mencionado da “quimica verde”. Assim, para estabelecer as melhores condi¢es
de reacdo, diferentes concentracbes de resorcinol e dos p-ceto ésteres
(acetoacetato de etila, 4-cloro-acetoacetato de etila e 2-carboximetilcicloexanona)
foram tratadas com diferentes quantidades do catalisador o-Zr-PSOsH em

temperatura de 80°C, (Figura 44), sendo todas as rea¢des monitoradas por CCD.
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Figura 44: Esquema geral da obtengcédo de cumarinas através da condensagéo de
Pechmann utilizando o a-Zr-PSO3H como catalisador acido em condicdes livres de
solventes.

Através dos resultados preliminares dos testes realizados, pode-se
observar que para as reag¢oes do resorcinol com 4-cloro-acetoacetato de etila e 2-
carboximetilcicloexanona as quantidades foram equimolares, diferente do
observado para a reacdo com acetoacetato de etila, em que os melhores
resultados foram aqueles utilizando a propor¢céo de 1 mol de fenol para 2 mol do B-
ceto éster. Em relacédo a quantidade de catalisador, bons resultados foram obtidos
usando a proporcao de 50 mg/mol do respectivo fenol.

Assim, o protocolo geral para a preparagdo das cumarinas foi uma mistura
de 1 mol do respectivo fenol, 1 mol do B-ceto éster (2 mol no caso do acetoacetato
de etila) e 50 mg/mol de a-Zr-PSOzH. A reagao foi em etapa unica, sob condi¢des
livres de solventes em temperatura de 80°C. O sistema foi mantido em agitagao,
monitorando-se por CCD, até que todo o substrato fosse consumido.

Diferentes fendis foram utilizados, totalizando a sintese de 22 cumarinas
(Tabela 7) que foram caracterizadas pelos respectivos pontos de fuséo, analises
por CG-EM e RMN de 'H.
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Tabela 7: Sintese de cumarinas a partir de fendis com diferentes B-ceto ésteres
catalisada pelo a-Zr-PSOzH.

N2. Fenol Produto Tempo Rendimento Pf
[20] J@\ m 3 h 30 min 88,3 % 185-187°C
HO OH Xy
HO 0”0
OH OH
[21] /@\ /@%j 5 h 30 min 99,0 % 280 - 283°C
HO OH HO o) \O
x
[22] HO OH S 7h 81,4 % 237 - 239°C
HO o~ o
OH
OH
[23] A/@L m 6h 755%  217-219°C
HO OH X
HO oo
[24] h 18 h 70,0 % 242 - 244°C
HO OH HO o o ’
[25] J@\ S 24 h 90,2 % 153 - 154°C
° o o Yo
A
[26] o OH q 30 h 10,4 % 209 - 210°C
o 0 0”0
[27] 30 h 19,9 % 155 -158°C
cl
[28] ©\ 4 h 85,5% 180 - 182°C
HO OH

8
o/

HO
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Continuacao da Tabela 7

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

OH

P

HO

5

H OH

HO

P

C

OH

0]

T

P

HO

OH

HO f OH

HO

’e

OH

AN 7 h

4 h 30 min

30 h

24 h

3 h 30 min

6 h

3 h 30 min

88,1 %

31,3 %

28,0 %

35,0 %

7,6 %

49,6 %

85,8 %

80,5 %

59,5 %

242 - 244°C

214 -216°C

284 - 286°C

194 - 195°C

149 -151°C

176 -178°C

245 - 246°C

251 -253°C

256 —259°C
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Continuacdo da Tabela 7

[38]

24 h 693%  215-218°C

HO OH
[39] Ho@w 24 h 69,3%  242-245C
HO 0
[40] \J@L 22 h 805%  117-119°C
o) OH -
o)
[41] 30 h 29%  187-189°C
OH

Dentre os inumeros trabalhos ja realizados na busca de novos catalisadores
para a condensacao de Pechmann, a reacao classica adotada em grande maioria
€ aquela em que se utiliza o resorcinol e o acetoacetato de etila. Em nosso
trabalho, empregando-se a proporcao de 1:2 (fenol:p-ceto éster) e 50 mg/mol do
catalisador, esta reagéo transcorreu no tempo de 3 horas e 30 minutos, obtendo-
se a 7-hidroxi-4-metilcumarina [20] com rendimento de 88,3%. Comparando-se
este resultado com outros trabalhos (Tabela 8), pode-se observar que o
rendimento obtido esteve dentro da média, que variou de 76 - 98%, porém o
tempo da reacéo foi relativamente superior aos outros trabalhos. Analisando o uso
dos catalisadores nestes trabalhos selecionados, pode-se perceber que a maioria
deles utilizou a quantidade de 10 mol%. Em nosso trabalho, a concentragdo de
catalisador utilizada foi 50 mg/mol, sendo quase o dobro daquela citada
anteriormente. Para a reacado utilizando o catalisador heterogéneo HCIO4.SiO; a
quantidade relativa do mesmo foi semelhante aquela utilizada em nossas reacgdes,

porém com diferenga na temperatura do sistema reacional.

137



Tabela 8: Comparacgéo de algumas reagdes entre o resorcinol (A) e 0 acetoacetato
de etila (B) empregando diferentes catalisadores.

[Catalisador] A:B (mmol) Tempo T(°C) Solvente % Ref.
Sm(NO3)3.6H.0 ] BAHEKAR;
1:1 20 min 80 - 98
10 mol % SHINDE, 2004
VCl, KUMAR et al.,
1:1 2h 50-55 - 92
10 mol % 2006
ZrCl, . SHARMA et al.,
1:1 5 min ta - 92
10 mol % 2005
BOSE;
|nC|3 .
1:1 30 min 65 - 98 RUDRADAS;
10 mol %
BABU, 2004
VALIZADEH,;
TiCly .
1:1,5 50 seg ta - 97 SHOCKRAVI,
10 mmol
2005
HCIO,.SiO, MAHESWARA et
1:1,1 35 min 130 - 95
50 mg al., 2006
Amberlyst™* 11 oh 100- tolueno+ 85- SABOU et al,,
500 mg ' 120 acetona 100 2005
Zeolite HEGEDUS; HELL,
1:1 3h 110 tolueno 76
500 mg 2006
a-Zr-PSO;H .
1:2 3h 30 min 80 - 88,3 x
50 mg/mol

* ta: temperatura ambiente; **Foram utilizadas 5 tipos diferentes de Amberlyst (resina de troca
idnica); *** dados obtidos neste trabalho.

O catalisador utilizado neste trabalho na obtencédo de cumarinas através da
condensacao de Pechmann faz parte da categoria dos fosfonatos de metais de
transicao tetravalente (Zr), uma classe de compostos inorganico-organicos muito
extensa, no qual as propriedades, estrutura e emprego vem sendo estudada pelo
grupo do Prof. Massimo Curini (CURINI; ROSATI; COSTANTINO, 2004). Estes
soOlidos apresentam uma estrutura lamelar, em que as lamelas séo constituidas de
um plano de atomos de zirconio ligados a um grupo tetraédrico R-PSO3 dispostos
alternativamente em cima e em baixo do plano da lamela. Uma particular atencao
foi reservada aos catalisadores heterogéneos do tipo lamelar, pois se acredita que
a superficie de uma lamela possa ser mais eficaz que uma superficie porosa para
a atividade catalitica (CURINI et al., 2002).
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Este catalisador sélido apresenta-se na forma de um p6 microcristalino e
satisfaz muitos dos requisitos requeridos para um catalisador heterogéneo do tipo
acido (segundo Brdnsted), dentre eles:

Uma grande area superficial (21 m?/g);

Uma acidez superior, ou mesmo equiparavel, aquela do acido sulfurico;

Grande insolubilidade no meio reacional;

Resisténcia quimica e térmica (até 180°C) (CURINI et al., 1997).

A presenca do grupo funcional SOsH, ancorado a superficie das lamelas,
justifica a atividade catalitica, aumentada também pelo fato de que os grupos
organicos, ancorados a matriz inorganica, tornam o espaco interlamelar também
acessivel aos reagentes, aumentando assim a superficie catalitica (CURINI;
ROSATI; COSTANTINO, 2004). A figura 45 mostra a estrutura tridimensional do

sulfofenil fosfonato de zirconio.

Figura 45: Estrura do catalisador acido a-Zr(CH3POg3)1.2(0O3PCsH4SO3H)o 8.

Do ponto de vista quimico, pode-se dizer que a catalise heterogénea deve
algumas de suas peculiaridades, sobretudo ao fato de que as moléculas estao
presentes em uma fase diferente (em geral liquida) daquela do catalisador,
permitindo uma facil recuperacao dos produtos das reacdes e a reciclagem dos
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catalisadores. Esta vantagem, unida a possibilidade de realizar rea¢des quimicas
em condicbes brandas em relacdo aos métodos tradicionais e, geralmente, com
bons rendimentos, boa seletividade e especificidade, rende aos processos do tipo
heterogéneo uma ampla versatilidade (CURINI; ROSATII; COSTANTINO, 2004).

O emprego deste catalisador também foi utilizado para avaliar os efeitos
dos substituintes na reatividade frente a reacdo de Pechmann. Para isso, uma
grande variedade estrutural de fendis foi utilizada. Como regra geral, substratos
contendo grupos elétron-doadores na posicdo para ao sitio de substituicao
eletrofilica apresentaram melhores resultados em um tempo relativamente menor
quando comparados a substratos com essa posicao menos ativada.

Utilizando o acetoacetato de etila como p-ceto éster, obtiveram-se bons
rendimentos na obtengdo das cumarinas utilizando diferentes fendis, por exemplo,
floroglucinol [21] (99,0%), 3-metoxifenol [25] (90,2%). Porém, efeitos significativos
dos substituintes foram observados nas reagdes, sendo que em muitos casos as
cumarinas foram obtidas em baixos rendimentos, como por exemplo, a 7,8-
dimetoxi-4-metilcumarina [26] (10,4%). Similarmente, a reagcdo com naftol [27]
necessitou um longo tempo de reagdo e um baixo rendimento (19,9%) devido a
presenca de uma fenila adicional. Assim, para muitos dos substratos, o tempo de
reacao foi drasticamente superior nas condi¢ées adotadas quando comparado a
outros trabalhos.

5.3.4.2- Obtencao de cumarinas através da reacao de Knoevenagel

Outra metodologia importante para a sintese de cumarinas é a reacao de
Knoevenagel, realizada através da condensacdo do dietilmalonato com orto-
hidroxiarildeidos e catalisada por bases fracas como a piperidina (WATSON;
CHRISTIANSEN, 1998). Recentemente, trabalhos relataram o uso de novos
catalisadores para esta reacado, tais como ZnCl,, BiCls, Cdl,, liquidos ibnicos,
hidrocalcitas Mg-Al (RAMANI et al.,, 1999) além do uso de microondas para
acelerar a reacao (SHANMUGASUNDARAM; MANIKANDAN; RAGHUNATHAN,
2002). Em geral, a catalise heterogénea do tipo basica tem recebido menos
atencao em relacdo a catalise acida (MARTINS; CARDOSO, 2006).

O grupo de pesquisa coordenado pelo grupo do Prof. Dr. Massimo Curini

vem estudando o emprego de catalisadores heterogéneo basicos, dentre eles o o-
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Zr(KPQ,).. Este catalisador ja foi utilizado com sucesso na reagéo de Michael e de
Henry (COSTANTINO et al., 1993). Assim, considerando o papel fundamental que
muitas reacbes catalisadas por bases tem na quimica organica e na area
farmacéutica, e com o objetivo de ampliar o campo de aplicacao, utilizamos o o-
Zr(KPQy4), como catalisador béasico na obtencdo de cumarinas através da
condensacao de Knoevenagel.

Para a sintese de cumarinas, primeiramente foram avaliadas as melhores
condicdes reacionais. Para estes testes preliminares, utilizaram-se diferentes
quantidades do o-hidroxibenzaldeido e dietiimalonato, bem como do catalisador o-
Zr(KPQy4)2. A reacéo foi conduzida em temperatura de 120°C e em condigdes livres
de solventes, conforme o esquema mostrado na figura 46. Todas as reacdes
foram monitoradas por CCD.

COH
+ EEm—
OH CO,C,Hs A o~ 0
Figura 46: Esquema geral da obtencdo de cumarinas através da reacdo de

Knoevenagel utilizando o a-Zr(KPO4)> como catalisador basico em condicdes livres
de solventes.

Nesta etapa preliminar, observou-se que mesmo variando as quantidades
dos reagentes bem como do catalisador, os rendimentos nao foram bons. De
todas as condicbes testadas, aquela em que se utilizavam quantidades
equimolares do o-hidroxibenzaldeido e de dietilmalonato foi a que mostrou melhor
rendimento. A quantidade de catalisador foi novamente de 50 mg/mol do
respectivo salicilaldeido. Diferentes o-hidroxibenzaldeidos foram utilizados,
somando-se a sintese de 7 cumarinas com padrdo de substituigdo distinto no

nucleo aromatico (Tabela 9).
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Tabela 9: Obtencdo de cumarinas a partir de o-hidroxibenzaldeidos com
dietiimalonato catalisada pelo o-Zr(KPQOy)s.

N Salicilaldeido Produto Tempo Rendimento Pf
CHO Q
[42] @ M 0 25 h 42.2 % 93 - 94°C
OH 0 \O
CHO Q
[43] \@ \@\/ﬁko/\ 30 h 32,7 % 96 - 97°C
OH 0 \O
CHO Q
[44] @[ N o7 30h 35.0 % 117 - 119°C
o OH ~
(@) O O
e
] CHO O/ T
[45] /@[ @fiﬁ%/\ 48 h 21,0 % 159 - 162°C
o OH o o Yo
Br CHO
[46] \@ 24 h 69.5% 165 - 166°C
OH
Br CHO
[47] \@OH 23 h 65.7 % 157 - 159°C
O\
Cl CHO
[48] \@[ 24 h 64.8 % 150 - 153°C
OH

Apesar da reacdo de Knoevenagel ser uma metodologia tradicional para

obtencdo de cumarinas, poucos trabalhos foram realizados com intuito de

pesquisar 0 uso de catalisadores heterogéneos basicos. A sintese de 3-

carboxietiicumarinas através da reacdo do dietiimalonato com diferentes o-

hidroxibenzaldeidos empregando liquidos iénicos como catalisador mostrou
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resultados que variaram de 78 — 92% de rendimento (HARJANI; NARA;
SALUNKHE, 2001).

Como pode ser observado na tabela 9, os rendimentos obtidos nestas
reagdes foram relativamente baixos (21 — 69,5%) e o tempo de reacao também foi
prolongado. De uma maneira geral, salicilaldeidos que possuiam grupos elétron-
retiradores na posicdo para a hidroxila apresentaram maior rendimento, como
pode ser observado para os compostos [46], [47] e [48]. A presenca de grupos
elétron-doadores nos respectivos salicilaldeidos (44 e 45) diminuiu o0s
rendimentos, como bem como elevou o tempo de reagdo, fato anteriormente
relatado por Harjani e colaboradores (2001).

O catalisador a-Zr(KPQy). (Figura 47) apresenta as mesmas caracteristicas
do a-Zr-PSOsH, sendo um sélido lamelar, com elevada insolubilidade e boa
estabilidade quimica e térmica. Quimicamente, este catalisador possui forca
basica o suficiente para interagir com grupos metileno ativados formando
carbanions que irdo realizar um ataque nucleofilico a uma carbonila, no caso da

reagao de Knoevenagel.

Figura 47: Estrutura tridimensional do catalisador basico o-Zr(KPQ4)»

Atividades biolégicas
Cumarinas compreendem uma grande classe de compostos encontrados
em todo reino vegetal. Suas estruturas sdo extremamente variaveis, devido aos

varios padrbes de substituicdo em seu nucleo basico, o qual influencia diretamente
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em suas propriedades bioldgicas. Os efeitos biolégicos sdo diversos conforme ja
apresentado no item 2.3 (pg. 22).
Como um primeiro screening de atividade biolégica das cumarinas obtidas

neste trabalho, realizou-se a avaliacdo das atividades citotoxica e antimicrobiana.

5.3.5- Atividade citotoxica

O céancer configura-se como um grande problema de saude publica tanto
nos paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento. As estatisticas
mundiais mostram que no ano 2000, ocorreram 5,3 milhdes de novos casos de
cancer em homens e 4,7 milhdes em mulheres, sendo responsavel por mais de
seis milhdes de oObitos, representando cerca de 12% de todas as causas de morte
no mundo (WHO, 2002). O cancer de pulmdo é o mais comum no mundo,
somando cerca de 1,2 milhdes de novos casos anualmente, seguido pelo cancer
de mama feminina, com aproximadamente 1 milhdo de novos casos por ano

(www.inca.qgov.br/regpop/2003/index.asp?link=conteudo view.asp&ID=11).

A despeito do avancgo cientifico e tecnoldgico para o tratamento dos mais
diversos tipos de céncer, a cada dia, novos compostos naturais ou sintéticos
farmacologicamente ativos s&o descritos. Mesmo que a grande maioria destes
compostos nao se torne um farmaco eles podem ser considerados protétipos de
novas entidades moleculares terapeuticamente uteis. Assim, utilizando estes
compostos como ponto de partida e por meio de modificagdes moleculares em
suas estruturas quimicas, pode-se chegar a novos agentes antitumorais passiveis
de utilizacdo na quimioterapia ou quimioprevencao do cancer (LIMA NETO et al.,
2006).

Entre as diversas classes de compostos descritas na literatura que
apresentam atividade antitumoral, in vitro e in vivo, encontram-se as cumarinas.
Varios trabalhos demonstram que esta classe de compostos, seja natural ou
sintético, apresenta atividades antitumoral e antiproliferativa. Por exemplo
podemos citar a cumarina per se e a 7-hidroxicumarina, que inibem a proliferagao
de determinadas linhagem celulares de céancer maligno de humanos in vitro
(KOSTOVA, 2005) e apresentam atividade contra véarios tipos de tumores em
culturas de células animal (FINN et al., 2002). Estes compostos também foram
utilizados em ensaios clinicos, demonstrando atividade contra cancer de préstata,
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melanoma maligno e carcinoma metastatico de células renais (FINN, CREAVEN,
EGAN, 2001).

Assim, de acordo com evidéncias de atividade antitumoral de cumarinas
contra diversos tipos de céancer, realizaram-se estudos para avaliar o potencial
citotoxico e antiproliferativo das cumarinas obtidas neste trabalho. Primeiramente,
realizou-se um screening através do teste de letalidade de larvas de Artemia
salina, e apbs esta etapa, os compostos foram submetidos a avaliacdo da
atividade antitumoral frente a trés linhagens de células tumorais: B16F10
(melanoma murino), TK10 (tumor renal) e MCF-7 (tumor de mama).

5.3.5.1- Atividade toxica frente a larvas de Artemia salina Leach

O screening inicial da atividade citotoxica foi realizado através do bioensaio
de letalidade de larvas de Artemia salina L. Este ensaio caracteriza-se por
apresentar baixo custo, ser rapido e ndo exigir técnicas assépticas. Artemia salina
€ um microcrustaceo componente da fauna aquatica salina e de ecossistemas
marinhos, utilizado como alimento vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente
encontrados em lojas de aquaristas. (SILVA et al., 2007; PARRA et al., 2001).

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina
com atividades como antifungica, viruscida, antibacteriana, parasiticida,
tripanocida, entre outras. McLaughlin e colaboradores (1991) utilizam
sistematicamente este bioensaio na avaliagdo prévia de extratos de plantas
conhecidas como antitumorais. As fracbes e substancias isoladas sao
posteriormente testadas em diferentes culturas de células tumorais, obtendo-se
uma boa correlagédo. O teste também pode ser utilizado para triagem de atividade
antitumoral de substéncias obtidas por sintese organica.

As cumarinas obtidas através do isolamento, das modificacdes estruturais e
as sintéticas foram submetidas ao teste em diferentes concentracées (200, 100, 50
e 25 pug/mL). A DLsp foi calculada graficamente pela porcentagem de animais
mortos em funcao do logaritmo da dose testada. Os compostos com DLsp > 200
ug/mL foram considerados inativos e os compostos com DLsy < 200 pg/mL foram
considerados ativos. A tabela 10 apresenta os valores de DLsy expressos em

pmol/mL.
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Tabela 10: Dose letal (DLso) das diferentes cumarinas frente a larvas de Artemia
salina.

Cumarina DLsg Cumarina DLsg

[7] 0,35 umol/mL* [28] > 200 pug/mL
[8] > 200 ug/mL** [29] > 200 pug/mL
[9] > 200 ug/mL [30] > 200 ug/mL
[10] 0,31umol/mL [31] 0,90 umol/mL
[11] > 200 pg/mL [32] 0,90 umol/mL
[12] > 200 pug/mL [33] 0,70 wmol/mL
[13] > 200 pug/mL [34] > 200 pug/mL
[14] > 200 pug/mL [35] > 200 pug/mL
[15] > 200 pg/mL [36] 0,54 umol/mL
[16] 0,74 umol/mL [37] > 200 pug/mL
[17] > 200 ug/mL [38] > 200 ug/mL
[18] > 200 pg/mL [39] 0,51 umol/mL
[19] 0,35 umol/mL [40] > 200 pg/mL
[20] 1,24 umol/mL [41] nt

[21] nt*** [42] > 200 ug/mL
[22] > 200 pg/mL [43] 0,58 umol/mL
[23] > 200 pg/mL [44] 0,50 umol/mL
[24] > 200 pug/mL [45] 0,61 umol/mL
[25] > 200 pug/mL [46] > 200 pug/mL
[26] 0,53 umol/mL [47] > 200 pg/mL
[27] > 200 pg/mL [48] > 200 pg/mL

K>Cr,07 0,084 umol/mL

*para os compostos ativos a DLg, foi expressa em pumol/mL; ** os compostos com DLgy, > 200
ug/mL foram considerados inativos; *** nt: ndo testado.

Das 46 cumarinas testadas, apenas 13 delas exibiram atividade toxica para
larvas de Artemia salina. A preniloxicumarina [7] apresentou atividade citotoxica
com uma DLsy de 0,35 uwmol/mL, ao contrario da escopoletina [8] que foi
considerada inativa (DLso > 200 nug/mL). Este resultado indica que a presenca da
cadeia oxiprenilica ligada ao C-7 exerce influéncia na atividade citotoxica.

Dentre os derivados benzoilados da escopoletina ([9] a [14]), somente o0 p-
clorobenzoilato de escopoletina [10] apresentou atividade citotoxica com uma
DLso= 0,31 umol/mL. Os demais derivados mostraram-se inativos, sugerindo a
importancia do atomo de cloro nesta parte da molécula para atividade citotoxica
neste modelo experimental.

Para os derivados ésteres alquilicos lineares ([15] a [19]), somente o

propanoato de escopoletina [16] (DLso= 0,74 umol/mL) e o decanoato de
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escopoletina [19] (DLso= 0,35 umol/mL) foram ativos e nenhuma correlagao direta
com a hidrofobicidade foi observada.

Analisando os resultados obtidos com as cumarinas sintéticas, observa-se
que os compostos contendo dois grupos metoxi ligados ao C-7 e C-8 como na 7,8-
dimetoxi-4-metilcumarina [26] e a 7,8-dimetoxi-4-clorometilenocumarina [33]
apresentaram DLsy significativa de 0,53 e 0,70 umol/mL respectivamente. A
presenca da metoxila também influenciou na atividade dos compostos 7-metoxi-3-
carboxietiicumarina [44] e 5,7-dimetoxi-3-carboxietiicumarina [45] com DLs, de
0,50 e 0,61 umol/mL respectivamente (Figura 48). De maneira geral, estes
compostos demonstraram maior atividade quando comparado aqueles que
apresentam hidroxilas ligadas nas mesmas posi¢cdes, como nas cumarinas [20]
(DLso= 1,24 umol/mL), [22] (DLso > 200 ug/mL) e [28] (DLso > 200 ug/mL).

cl
N N
~o o~ Yo ~o o~ o
O\ O\

26 33
v
o) 0 0
/@f\/iko/\ /@f\/ﬁko/\
~o o~ o ~o0 o~ 0
44 45

Figura 48: Principais cumarinas com atividade citotoxica frente a larvas de Artemia
salina.

Analisando os efeitos da 7-hidroxi-8-metil-4-metilcumarina [24], 7-hidroxi-8-
metil-4-clorometilenocumarina [31] e da 7-hidroxi-8-metil-3,4-cicloexenocumarina
[39], pode-se observar que a mudanga no substituinte ligado ao C-4 afetou
diretamente a atividade citotoxica, com variagées na DLy (> 200 pg/mL, 0,90

pmol/mL, 0,51 umol/mL respectivamente).
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Os dados obtidos no screening inicial da atividade citotoxica demonstraram
que apesar das cumarinas apresentarem semelhangas estruturais, pequenas

modificacées exerceram efeitos significativos na atividade estudada.

5.3.5.2- Ensaio de viabilidade de células tumorais

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (Inca), estima-se que, no
Brasil, para 2008 sdo esperados 2.950/100.000 novos casos de melanoma
maligno para o sexo masculino e 2.970/100.000 no sexo feminino, sendo que a
maior incidéncia sera em Santa Catarina, com uma taxa estimada de 8,61 novos
casos para 100.000 homens e 8,08 novos casos para 100.000 mulheres
(www.inca.gov.br/estimativa/2008/index.asp?link=conteudo view.asp&ID=2).

O melanoma maligno origina nos melandcitos, células que produzem a
melanina, responsaveis pela coloracdo da pele, cabelos e olhos. A remocgéao
cirurgica continua ser a principal forma de tratamento para a doencga localizada, ja
a radioterapia e a quimioterapia também podem ser utilizadas dependendo do
estagio do cancer. Quando ha metastase, 0 melanoma € incuravel na maioria dos
casos (SILVA et al., 2003).

A cumarina per se foi avaliada clinicamente como um agente capaz de
prevenir a recorréncia do melanoma maligno. Esta agédo foi principalmente
relacionada com a habilidade da cumarina em mobilizar o sistema imune (EGAN et
al, 1997). Finn e colaboradores (2001) compararam a capacidade antiproliferativa
de uma série de cumarinas naturais e sintéticas contra uma linhagem celular de
melandcitos malignos, demonstrando que o tratamento com cumarinas nitradas e
hidroxiladas, no anel aromatico, causou uma significante redug¢do na viabilidade
celular.

Assim, de acordo com as evidéncias de atividade antitumoral das
cumarinas contra 0 melanoma maligno, avaliou-se o potencial citotoxico in vitro de
todas as cumarinas obtidas previamente, utilizando uma linhagem celular de
melanoma murino (B16F10) através do ensaio de reducao do MTT. Este teste esta
baseado na reducdo do sal de tetrazdlio (soluvel) pelas mitocéndrias de células
viaveis. O produto formado, formasana (insoluvel), é entdo dissolvido em DMSO e
mensurado espectrofotometricamente a 570 nm. A quantidade de formasana é

proporcional ao niumero de células viaveis.
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Os resultados da atividade citotoxica das cumarinas, avaliadas na
concentracao de 50 uM, estao apresentados na tabela 11.

Tabela 11: Efeito das cumarinas (50 uM) sobre a viabilidade de células de
melanoma murino (B16F10) pelo teste de reducao do MTT.

% viabilidade % viabilidade

Cumarina Cumarina

celular celular
[7] 97,82 [28] 14,46
[8] 103,46 [29] nt
[9] nt* [30] 13,84
[10] 85,86 [31] nt
[11] nt [32] 14,18
[12] nt [33] nt
[13] 70,38 [34] 14,56
[14] 86,05 [35] nt
[15] 96,28 [36] nt
[16] 50,45 [37] 31,42
[17] 52,94 [38] nt
[18] nt [39] 68,62
[19] 73,13 [40] 82,73
[20] 98,08 [41] nt
[21] 64,99 [42] 63,52
[22] nt [43] 76,46
[23] nt [44] nt
[24] 90,88 [45] 84,30
[25] 92,17 [46] 78,65
[26] 101,81 [47] nt
[27] nt [48] 71,99
Controle 100%

nt*: ndo testado

Os resultados obtidos indicam que de todas as cumarinas testadas, duas
delas (8 e 26) ndo apresentaram efeitos citotoxicos frente a linhagem celular de
melanoma murino. O restante dos compostos produziu efeitos com variacao na
taxa de viabilidade celular de 13,84 - 98,08%.

Um dos objetivos principais deste estudo foi, além de avaliar a atividade
citotoxica, explorar a possibilidade de existéncia de uma relacao estrutura versus
citotoxicidade. Assim, os resultados presentes na tabela 11 indicaram que o
nuamero, a posicao relativa e a natureza dos substituintes no nucleo cumarinico
afetaram diretamente a capacidade citotoxica de cada cumarina. Isso € evidente
quando comparamos a porcentagem de viabilidade celular obtida com as
cumarinas [25] (92,17%), [28] (14,46%) e [40] (82,73%), que possuem cOmo
diferenca estrutural o substituinte ligado ao C-4, sendo respectivamente o 4-
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clorometileno, 3,4-cicloexeno e 4-metil. Da mesma maneira, quando comparamos
a atividade de cumarinas com o mesmo substituinte em C-4 (neste caso o 3,4-
cicloexeno), mas com um distinto padréo de substituicdo no anel aromatico, como
nos compostos [37] (7,8-diidroxi), [39] (7-hidroxi-8-metil) e [40] (7-metoxi), os
resultados variaram significativamente, sendo o valor da viabilidade celular
respectivamente de 31,42%, 68,62% e 82,73%.

Kolodziej e colaboradores (1997) demonstraram que a citotoxicidade das
cumarinas € aumentada quando dois ou mais substituintes polares sao
posicionados na regido aromatica do nucleo cumarinico, principalmente quando
ligados aos carbonos 6,7 ou 7,8. Em nosso trabalho, observou-se que embora
algumas cumarinas cumpram o pré-requisito de possuir substituintes ligados a
estes carbonos, a natureza do substituinte € determinante para o potencial
citotoxico de cada composto. Por exemplo, a 7-metoxi-4-metilcumarina [25] exibe
uma taxa de viabilidade celular de 92,17%; quando o hidrogénio do C-8 é
substituido por outro grupamento metoxi, como na 7,8-dimetoxi-4-metilcumarina
[26], foi constatado perda total de atividade. Em contrapartida, se compararmos o
efeito da 7-hidroxi-4-metilcumarina [20] (98,08%) com a 5,7-diidroxi-4-
metilcumarina [21] (64,99%) podemos verificar que com a insercdo de uma
hidroxila ao C-5 o composto exibe um aumento da poténcia, observado através da
diminuigcédo da viabilidade celular.

Além disso, foi possivel observar em nossos resultados que a atividade
citotoxica também sofreu efeito pelo padrao de substituicdo no C-4. Cumarinas
com o0 substituinte 4-clorometileno apresentaram atividade superior quando
comparadas com os derivados 4-metil e 3,4-cicloexeno. Isso foi evidente a partir
dos valores da porcentagem de viabilidade celular obtidos para a 7-hidroxi-4-
clorometilenocumarina [28] (14,46%), 7-hidroxi-6-etil-4-clorometilenocumarina [30]
(13,84%), 7-metoxi-4-clorometilenocumarina [32] (14,18%) e 7,8-benzo-4-
clorometilenocumarina [34] (14,56%), sendo os compostos mais ativos contra a
linhagem celular testada. Para estes compostos determinou-se a 1Csy, conforme
apresentado na figura 49.
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Figura 49: Efeito das cumarinas [28], [30], [32] e [34] (10 — 50 uM) sobre a
viabilidade de células de melanoma murino (B16F10) pelo teste de redugédo do
MTT. * P<0,05e ™ P<0,01.

Observa-se uma aparente tendéncia de aumento da atividade citotoxica
com aumento da hidrofobicidade em C-7. O composto [28], com um grupo OH em
C-7, apresentou uma ICso de 19,68 uM, substituindo este grupo por uma OCHjs;
(composto 32) verifica-se um aumento na poténcia citotoxica (ICso= 16,25 uM). No
composto [34], que contém um substituinte 7,8-benzo, observa-se um aumento na
atividade contra células de melanoma murino, com ICs, de 8,66 uM.

De acordo ainda com a figura 49, o efeito citotoxico para esta série de
cumarinas mostrou nao ser dose-dependente, ndo havendo aumento da

toxicidade quando as células foram expostas a concentragdes maiores que 40 uM.
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5.3.5.3- Ensaio de atividade antiproliferativa de células tumorais
e Células de cancer de mama
Em virtude de ser uma das mais importantes causas de morte em mulheres,
0 cancer da mama é uma das neoplasias mais extensivamente estudadas. Ocorre
em ambos 0s sexos, mas com uma prevaléncia 100 vezes maior nas mulheres
sendo que no Brasil € o cancer que mais causa mortes nesta populacao
(http://www.inca.gov.br/estimativa/2008/index.asp?link=mapa.asp&lD=13).

Recentemente, alguns trabalhos relataram promissoras propriedades de
cumarinas sintéticas contra a proliferacdo de células carcinoma mamario MCF-7
(JACQUOT et al., 2007) e interessante atividade antioxidante e estrogénica, com
efeitos em células HepG2 e MCF-7 respectivamente (REFOUVELE et al., 2004;
JACQUOT et al., 2001). A psoralidina, um analogo do coumestrol, isolado das
sementes de Psoralea coryfolia L., também demonstrou importante acéo citotoxica
contra células MCF-7, com uma ICsp de 0,4 pg/mL (KOSTOVA, 2005).

De acordo com os dados expostos e com a possibilidade das cumarinas
apresentarem atividade contra linhagens celulares de cancer de mama,
submetemos as cumarinas obtidas neste trabalho a testes de atividade
antiproliferativa contra a linhagem de células de tumor de mama MCF-7 através do
método da sulforrodamina. Neste teste, o parametro utilizado para o célculo da
atividade foi a porcentagem de inibicdo do crescimento. Uma classificacdo da
atividade foi realizada, onde a inibicdo < 100% significa que o composto é
citostatico e quando a inibicao é > 100% significa que o composto além de inibir o
crescimento € considerado citocida. As amostras foram consideradas ativas
quando apresentaram inibicdo de crescimento maior que 50%. Os resultados
obtidos neste estudo s&do mostrados na tabela 12.
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Tabela 12: Atividade antiproliferativa das cumarinas (20 ng/mL) frente a linhagem
celular de cancer de mama (MCF-7).

Cumarina Atividade % inibicao Cumarina  Atividade % inibicao

[7] nt* nt [28] citostatico 31
[8] citostatico 18 [29] nt nt
[9] nt nt [30] citostatico 25
[10] citostatico 28 [31] citocida 101
[11] nt nt [32] citostatico 73
[12] nt nt [33] nt nt
[13] nt nt [34] citostatico 78
[14] citostatico 11 [35] citostatico 6
[15] citostatico 29 [36] citostatico 18
[16] citostatico 19 [37] nt nt
[17] citostatico 20 [38] citostatico 26
[18] nt nt [39] citostatico 24
[19] nt nt [40] citostatico 28
[20] citostatico 20 [41] nt nt
[21] nt nt [42] citostatico 0
[22] citostatico 35 [43] citostatico 15
[23] citostatico 18 [44] citostatico 11
[24] citostatico 10 [45] citostatico 6
[25] Citostatico 24 [46] citostatico 20
[26] citostatico 29 [47] citostatico 12
[27] nt nt [48] citostatico 12
Etoposideo  citostatico 89 DMSO estimula 0
Colchicina citostatico 81

nt*: ndo testado

Avaliando o perfil de atividade foi possivel observar que apesar de muitas
cumarinas apresentarem inibicdo da proliferagéo celular na concentracéo testada,
apenas os compostos [31] (7-hidroxi-8-metil-4-clorometilenocumarina), [32] (7-
metoxi-4-clorometilenocumarina) e [34] (7,8-benzo-4-clorometilenocumarina) foram
considerados ativos (Figura 50). Aqui também foi observado que a posigéo, o grau
e a natureza da substituicdo no ndcleo cumarinico esta diretamente relacionada
com a capacidade de inibir o crescimento de células tumorais, sugerindo a mesma
tendéncia ja detectada para a viabilidade celular contra a linhagem celular de
melanoma murino (B16F10).
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Figura 50: Principais cumarinas com atividade antiproliferativa frente a linhagem
de células de carcinoma mamario MCF-7.

Analisando-se o efeito dos compostos [22] (7,8-diidroxi-4-metilcumarina),
[26] (7,8-dimetoxi-4-metilcumarina) e [24] (7-hidroxi-8-metil-4-metilcumarina),
pode-se observar que o padrao de substituicdo no anel aromatico das cumarinas
exerceu significativo efeito na atividade. Para o composto [22], que apresenta dois
OH ligados em C-7 e C-8, a atividade inibitéria foi de 35%. Substituindo-se essas
duas hidroxilas por duas metoxilas, como no composto [26], observou-se uma
reducéo da poténcia inibitéria para 29%. E ainda, com a substituicdo do OH ligado
ao C-8 por um grupamento metila, como no composto [24], ocorreu uma reducao
ainda maior na atividade para 10%.

A diferenga na atividade foi mais evidente quando comparamos as
cumarinas com o mesmo padrdo de substituicdo no anel aromatico e diferentes
substituintes ligados ao C-4. Avaliando-se o perfil de atividades dos compostos
[24] (7-hidroxi-8-metil-4-metilcumarina), [31] (7-hidroxi-8-metil-4-
clorometilenocumarina) e [39] (7-hidroxi-8-metil-4,3-cicloexenocumarina), pode-se
observar que a poténcia inibitéria foi diversa, sendo respectivamente 10%, 101% e
24%. Através destes resultados observou-se que o maior efeito foi para o
composto que apresenta o grupo CH.CI ligado ao C-4. Porém, este efeito nao foi
tdo evidente para os compostos [28] (7-hidroxi-4-clorometilenocumarina) e [30] (6-
etil-7-hidroxil-4-clorometilenocumarina), que apresentaram acao inibitéria de 31 e

25% respectivamente.

e Células de cancer renal
Desde o final dos anos 1980’, alguns estudos in vivo investigaram o
possivel uso da cumarina no tratamento de carcinoma de células renais. Os

efeitos in vitro no crescimento de linhagens celulares de carcinoma renal
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mostraram que a cumarina e a 7-hidroxicumarina sdo potentes agentes citotoxicos
e citostaticos (FINN et al., 2001).

De acordo com estes resultados, avaliou-se a atividade antiproliferativa das
cumarinas obtidas previamente utilizando uma linhagem celular de tumor renal
(TK10) através do método da sulfodorramina. Neste teste, o parametro utilizado
para o calculo da atividade foi a porcentagem de inibi¢do do crescimento, sendo a
classificacdo adotada semelhante a descrita anteriormente para células MCF-7. As
amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibicdo de crescimento

maior que 50%. Os resultados obtidos sdo mostrados na tabela 13.

Tabela 13: Atividade antiproliferativa das cumarinas (20 ug/mL) frente a linhagem
celular de cancer de rim (TK10).

Cumarina  Atividade % inibicao Cumarina  Atividade % inibicao

[7] nt* nt [28] estimula 0
[8] estimula 0 [29] nt nt
[9] nt nt [30] estimula 0
[10] estimula 0 [31] citostatico 1
[11] nt nt [32] citostatico 30
[12] nt nt [33] nt nt
[13] nt nt [34] citostatico 11
[14] estimula 0 [35] estimula 0
[15] estimula 0 [36] estimula 0
[16] estimula 0 [37] nt nt
[17] estimula 0 [38] estimula 0
[18] nt nt [39] estimula 0
[19] nt nt [40] estimula 0
[20] estimula 0 [41] nt nt
[21] nt nt [42] estimula 0
[22] estimula 0 [43] estimula 0
[23] estimula 0 [44] estimula 0
[24] estimula 0 [45] estimula 0
[25] estimula 0 [46] estimula 0
[26] estimula 0 [47] estimula 0
[27] nt nt [48] estimula 0
Colchicina citostatico 76 DMSO estimula 0

nt*: ndo testado

Como pode ser observado na tabela 13, somente o composto [32] (7-
metoxi-4-clorometilenocumarina) apresentou atividade citotoxica frente a células
de céancer renal, porém abaixo de 50%. Este composto ja havia apresentado

atividade contra linhagens celulares de melanoma murino e de cancer de mama.
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Apesar do composto [32] (7-metoxi-4-clorometilenocumarina) ter
apresentado uma atividade citostatica contra a linhagem celular de cancer renal,
os resultados obtidos até 0 momento ndo foram promissores, considerando que a
inibicdo maxima do crescimento foi de apenas 31%. Porém, este dado quando
analisado em conjunto com os demais resultados obtidos, torna-se importante
devido a evidéncia de que a presenca do grupamento clorometileno em C-4 é de

fundamental importancia para atividade antineoplésica.

5.3.6- Atividade antimicrobiana

5.3.6.1- Atividade antibacteriana

A resisténcia bacteriana esta se tornando um sério problema de saude
publica, sendo citada para quase todos os antibacterianos disponiveis
(SCHAECHTER et al.,, 2002). A industria farmacéutica e as companhias de
biotecnologia estdo respondendo a ameaga da resisténcia antibidtica com
esforcos na descoberta de novos antibacterianos. Estratégias em curto prazo
estdo focadas na bioprospecgao de novos agentes ativos contra microrganismos
multirresistentes especificos e, em longo prazo, o uso de técnicas de
sequenciamento gendmico direcionado para a descoberta de novos agentes ativos
(BAX; MULLAN; VERHOEF, 2000).

Neste contexto, esta investigagdo objetivou avaliar o potencial
antibacteriano das cumarinas obtidas no fracionamento, seus derivados estruturais
bem como as obtidas por sintese contra as espécies P. aeruginosa, E. coli, S.
aureus e S. aureus meticilina-resistente (MRSA), utilizando o método de
microdiluicdo.

A CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) foi considerada como a menor
concentragdo da substancia que inibiu o crescimento bacteriano apés incubacao.
Os compostos em que os valores da CIM ficaram acima de 3,0 umol/mL foram
considerados inativos. Os compostos considerados ativos apresentaram CIM < 3,0
umol/mL, sendo os resultados mais promissores aqueles que apresentam CIM <

1,0 umol/mL. A tabela 14 apresenta as CIM obtidas (umol/mL).
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Tabela 14: Atividade antibacteriana das cumarinas expressa com CIM (umol/mL).

Microorganismos

Cumarina CIM (umol/mL)
P. aeruginosa E. coli S. aureus MRSA***
[7] nt* 7,69 7,69 nt
[8] 5,20 5,20 5,20 nt
[9] 0,93 0,93 1,87 nt
[10] 0,93 0,93 1,87 nt
[11] 0,43 0,43 0,86 nt
[12] 0,96 0,96 1,92 nt
[13] 0,55 0,55 1,11 nt
[14] 1,32 1,32 2,64 nt
[15] 1,27 1,27 2,55 nt
[16] 2,02 2,02 4,04 nt
[17] 1,25 1,25 2,50 nt
[18] 1,27 1,27 2,54 nt
[19] 1,36 1,36 2,72 nt
[20] 3,75 3,75 7,50 7,50
[21] 1,70 1,70 1,70 13,60
[22] 3,17 6,35 12,70 12,70
[23] 3,33 6,66 13,33 13,33
[24] 3,21 25,78 12,89 12,89
[25] 3,68 7,36 14,73 14,73
[26] na** na na nt
[27] 2,85 5,71 5,71 11,42
[28] 1,49 2,98 1,49 0,74
[29] na 6,07 12,14 nt
[30] 2,83 15,67 11,35 nt
[31] 2,94 1,42 0,71 0,36
[32] 2,97 5,94 11,89 nt
[33] na na na nt
[34] 2,66 5,32 10,65 nt
[35] 2,82 5,64 2,82 2,82
[36] 2,84 5,68 5,68 nt
[37] 2,75 2,75 0,68 0,68
[38] 2,70 5,40 10,80 nt
[39] 2,95 5,91 11,82 nt
[40] 5,43 5,43 10,86 nt
[41] 1,56 3,13 6,27 nt
[42] 3,02 6,04 12,08 nt
[43] 2,79 5,58 11,17 nt
[44] 3,36 6,72 13,44 nt
[45] 4,96 4,96 9,92 nt
[46] 2,30 4,60 9,20 nt
[47] 2,39 9,57 19,14 nt
[48] 2,47 9,91 9,91 nt
Gentamicina - 0,27 pg/mL 2 ug/mL 0,54 pg/mL >0,14 mg/mL

nt*: ndo testado; na**: ndo ativo; *** MRSA: S. aureus meticilina-resistente.
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Entre as 42 cumarinas testadas, os melhores resultados foram obtidos
principalmente contra P. aeruginosa e MRSA sendo apenas a 7,8-dimetoxi-4-
metilcumarina [26] e 7,8-dimetoxi-4-clorometilenocumarina [33] consideradas
inativas. A bactéria Gram negativa P. aeruginosa foi a espécie mais sensivel frente
aos compostos testados. Esta observacao contraria o comumente descrito na
literatura, em que as bactérias Gram positivas apresentam maior sensibilidade
devido as suas diferengcas morfoldgicas em relacdo as Gram negativas. Bactérias
Gram negativas possuem do lado externo uma membrana fosfolipidica que
carrega lipopolissacarideos fazendo com que a parede celular seja impermeavel a
solutos mais lipofilicos (SALVADOR et al., 2004).

Os derivados benzoilados da escopoletina exibiram importante atividade
antibacteriana, principalmente contra as espécies Gram negativas P. aeruginosa e
E. coli. O derivado p-bromobenzoilato de escopoletina [11] foi o composto mais
ativo desta série, com uma CIM de 0,43 umol/mL para as duas bactérias Gram
negativas, além da inibicdo do crescimento da Gram positiva S. aureus (CIM= 0,86
umol/mL). Desta série de compostos, apenas o derivado p-metoxibenzoilato de
escopoletina [14] apresentou atividade moderada, com CIM entre 1,32 — 2,64
umol/mL. Estes dados sugerem que a introdugdo de grupamentos elétron-
retiradores na posi¢cao para da benzoato de escopoletina [9] favorece a atividade
antibacteriana quando comparado a substituintes doadores de densidade
eletrbnica, como no composto [14]. Além disso, a presenca de substituintes
volumosos na posigdo para, como no p-bromobenzoilato de escopoletina [11],
parece ter influéncia na atividade.

Para os ésteres lineares derivados da escopoletina, os melhores resultados
foram novamente contra bactérias Gram negativas, sendo observado que o
tamanho da cadeia alquilica n&o influenciou na atividade antibacteriana, pois a
CIM para a acetil escopoletina [15] (1,27 umol/mL) foi muito semelhante aquela
observada para o decanoato de escopoletina [19] (1,36 umol/mL).

Os compostos [20] — [27] (cumarinas com 4-metil) ndo apresentaram
atividade antibacteriana importante tanto para bactérias Gram negativas e Gram
positivas.

A introducdo de um cloro ligado ao 4-metil do composto [20], como no

composto [28] (7-hidroxi-4-clorometilenocumarina), conferiu a molécula um
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incremento na atividade antimicrobiana, principalmente contra MRSA (CIM= 0,74
umol/mL). A inclusdo de um radical menos polar no C-8 do composto [28],
resultando na 7-hidroxi-8-metil-4-clorometilenocumarina [31], confere ao composto
um acréscimo na atividade antimicrobiana, com uma CIM de 0,71 e 0,36 umol/mL
para S. aureus e MRSA respectivamente.

Na 7,8-diidroxi-3,4-cicloexenocumarina [37], a presenc¢a de hidroxilas nas
posicoes C-7 e C-8, pode ter facilitado a passagem da substéncia através do
peptideoglicano, aumentando a atividade (CIM= 0,68 umol/mL) para as bactérias
gram positivas (S. aureus e MRSA) quando comparados ao composto com apenas
uma hidroxila ligada em C-7 (7-diidroxi-3,4-cicloexenocumarina) [35] que
apresentou CIM= 2,82 umol/mL para as mesmas bactérias.

Estes resultados sdo muito interessantes, pois a bactéria MRSA é uma
variagao resistente da espécie S. aureus, sendo uma das principais espécies

causadoras de infecgdes hospitalares em todo mundo (YASUNAKA et al., 2005).

5.3.6.2- Atividade antifungica

Recentemente, infecgbes fungicas tém emergido como uma das principais
causas de doencas e mortalidade principalmente devido ao crescimento da
populacdo de imunocomprometidos tais como pacientes com HIV, recebendo
quimioterapia, tratados com farmacos imunossupressores, submetidos a
tratamento prolongado com costicosterdides e ainda devido ao uso indiscriminado
de antibidticos (NAM et al., 2004).

Produtos naturais podem ser uma nova fonte de agentes antimicrobianos,
possivelmente com novos mecanismos de agado. Substancias que podem inibir ou
o crescimento dos patdégenos ou mata-los tendo pouca ou nenhuma toxicidade as
células hospedeiras sdo considerados bons candidatos ao desenvolvimento de
farmacos antifungicos (MONTHANA; LINDEQUIST, 2005).

Neste trabalho, as cumarinas isoladas da espécie P. sabulosa, seus
derivados bem como aquelas obtidas por sintese foram avaliadas quanto ao seu
potencial antifiUngico contra as espécies Candida albicans, C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis e C. tropicalis através do método de microdiluicao.

Os resultados obtidos revelaram que apenas quatro cumarinas

apresentaram alguma atividade antifungica com CIM < 125 pg/mL, sdo elas: 6-
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metoxi-7-preniloxicumarina [7], hexanoato de escopoletina [18], 7,8-dimetoxi-4-
clorometilenocumarina [33] e 3-carboxietilcumarina [42].

Em estudo realizado com cumarinas naturais, observou-se que um grupo
hidroxila ligado ao anel aromatico e/ou um grupo funcional oxigenado extra (éter
ou éster) ligado ao C-6 ou C-7 sdo necessarios para a atividade antifungica
(SARDARI et al., 1999). Além disso, derivados alquilados da 7-hidroxicumarina
podem mostrar propriedades antifungicas e antibacterianas (SARDARI et al.,
1999). Apesar de muitas cumarinas estudadas neste trabalho apresentarem estes
grupos funcionais necessarios a atividade, a maioria dos compostos aqui testados

apresentaram CIM superior a 500 ug/mL.

5.4- Avaliacao do potencial antioxidante do extrato e fracoes de P. sabulosa
e analise dos constituintes fendlicos

Os efeitos de espécies oxidantes sobre o organismo tornaram-se alvo de
interesse e intensa investigacdo cientifica, uma vez que exercem um papel
importante em doengas graves, como disturbios neurodegenerativos, céancer,
cirrose hepatica, aterosclerose, catarata, inflamacgéo e diabetes (LIU et al., 2008).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) na forma de anion superoxido (O2™),
peroxido de hidrogénio (H-O,) e radical hidroxil (HO®) sdo subprodutos naturais do
nosso corpo. Eles sdo perigosos, pois quando presentes em excesso atacam
moléculas biologicas tais como lipidios, proteinas, enzimas, DNA e RNA,
conduzindo a injaria celular ou tecidual (AMAROWICZ et al., 2004). Evidéncias
epidemiologicas indicam que o consumo de alimentos que contenham
antioxidantes naturais como flavonoides e outros polifendlicos é vantajoso para
nossa saude (PULIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000). Além disso, muitas das
fungcbes biolégicas, tais como atividade antimutagénica, anticarcinogénica e
antienvelhecimento, dentre outras, sdo originadas a partir desta propriedade.

Muitas pesquisas vém sendo realizadas com vistas a caracterizagdo do
potencial antioxidante de muitas plantas. No entanto, poucas espécies do género
Polygala tiveram seu potencial avaliado. Assim, a ultima parte deste trabalho
realizado com a espécie P. sabulosa refere-se a avaliagdo do seu potencial
antioxidante. A atividade antioxidante do extrato e fragdes foi avaliada através de
dois meétodos distintos: ensaio com o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-
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hidrazila) e a medida do potencial redutor. Primeiramente fez-se a avaliagcao do
conteudo fendlico bem como de flavondides totais para correlacdo destes
resultados com aqueles da atividade antioxidante.

5.4.1- Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

A determinacao do teor de fendis totais foi baseada no método de Folin-
Ciocalteau (TRUONG et al., 2007). Este método baseia-se na formagdo de um
complexo inorganico insoluvel, de estrutura ainda ndo esclarecida, formado
quando o ion fenolato é oxidado em condicées bésicas, reduzindo o complexo
fosfotungstico-fosfomolibdico, que proporciona uma coloragao azul para a solucéao
(WATERMAN; MOLE, 1994).

A tabela 15 (pg 144) apresenta os resultados obtidos na determinagéo do
teor de compostos fendlicos totais no extrato e fragcdes da espécie P. sabulosa.

Como pode ser observado, o conteudo de fendlicos totais foi baixo tanto para
o extrato bruto quanto para as fragbes. Apesar da pouca quantidade, a fracao
aquosa apresentou o equivalente a concentracao de 1,68 + 0,01 mg de acido
galico por grama de fracdo seca. O extrato bruto apresentou a segunda maior
concentracao de fendlicos totais, com o equivalente a 1,64 £ 0,01 mg de acido
galico por grama de extrato seco.

Estes resultados que demonstram baixa quantidade de compostos fendlicos
vem de acordo com a fitoquimica da espécie em estudo que apresenta como
componentes majoritarios diidro- e estirilpironas e uma cumarina do tipo
preniloxicumarina. Os compostos que contribuem para a presenga de fenodlicos no
extrato bruto, fracbes acetato de etila e aquosa sdo a escopoletina e trés

flavondides que sdo encontrados na espécie como metabdlitos minoritarios.

5.4.2- Determinacao de flavondides totais
Os efeitos protetores dos flavonoides em sistemas biolégicos provém de
sua capacidade de transferir elétrons aos radicais livres, estabilizando-os, além de
possuirem acao quelante de ions metdlicos, ativarem enzimas antioxidantes,
reduzirem radicais livres derivados do tocoferol e de inibir as oxidases
(HALLIWELL, 2007; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).
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Assim, a determinacdo do conteudo de flavondides na espécie P.
sabulosa foi realizada através do método da complexagdo com o reagente AlCls.
Este agente complexante forma um quelato com as hidroxilas fendlicas e com o
grupo cetbénico nos flavondides, proporcionando um deslocamento batocrémico
das bandas de absorvéancias do espectro de UV/vis (WOISKY; SALATINO, 1998).
A tabela 15 (pg 144) mostra os resultados obtidos no teste.

Os resultados mostraram baixa concentracdo de flavondides tanto nos
extrato quanto nas fragbes. A maior quantidade foi detectada no extrato bruto
hidroalcodlico, com conteudo equivalente a 0,16 mg de quercetina por g do extrato
seco. Este conteddo equivale a aproximadamente 10% daquele encontrado para
os fendlicos totais, desta forma, este conteudo no EBH é decorrente da presenca
de outros componentes fendlicos. A fracdo acetato de etila apresentou a segunda
maior quantidade, com 0,14 mg de quercetina por g do extrato seco.

Estudos anteriores realizados com a espécie P. sabulosa revelaram a
presenca de pequenas quantidades de trés flavondides: quercetina, apigenina e
uma quercetina glicosilada. A presenca da quercetina foi descrita anteriormente
para outras espécies do género Polygala, tais como P. caudata (LI et al., 1999) e
P. paniculata. Ja4 a ocorréncia dos outros flavonoides isolados em P. sabulosa foi
descrita pela primeira vez no género (PIZZOLATTI et al., 2008). O potencial

antioxidante destes compostos ja estd bem relatado na literatura.

5.4.3- Acao seqliestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH)

O método de sequestro do radical livre DPPH pela amostra é utilizado para
avaliar a atividade antioxidante de extratos e compostos especificos, sendo uma
ferramenta util para avaliar o potencial antioxidante de plantas e vegetais em geral
(LEONG; SHUI, 2002).

Assim, o EBH e fragdes de P. sabulosa foram submetidos ao ensaio de
atividade sequestrante do radical livre DPPH sendo os resultados da capacidade
apresentados na tabela 15 (pg 144), expressos em ICso (ug/mL).

De acordo com a tabela, observa-se que o extrato que apresentou a maior
capacidade de sequestro de radicais livres foi o EBH, com 1Csy = 63,76 pg/mL,

seguida da fragdo aquosa, com ICsy = 77,78 ug/mL. Os resultados obtidos para o
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extrato bruto coincidem em relagdo aos teores de flavonoides e fendlicos totais,
pois 0 mesmo apresentou a maior quantidade de flavondides e a segunda maior
de compostos fendlicos.

Em estudos com o extrato hidroalcodlico de P. paniculata e com a rutina
isolada previamente do mesmo extrato, Lapa e colaboradores (2007)
demonstraram uma atividade antioxidante com 1Cso de 61,2 mg/mL e 4 pg/mL
respectivamente. Estes resultados sugerem que o efeito antioxidante pode ser
atribuido a presenca do flavondide rutina e que estes efeitos podem estar
relacionados ao efeito gastroprotetivo observado para esta espécie. A propriedade
antioxidante do extrato também estd relacionada ao efeito protetivo contra a
neurotoxicidade induzida pelo metil-mercurio (FARINA et al., 2005).

Apesar do valor de ICsy para o extrato hidroalcodlico de P. paniculata ser
bastante superior ao encontrado para P. sabulosa (ICsp= 63,76 ug/mL),
importantes efeitos biolégicos foram atribuidos ao potencial antioxidante de seus
extratos. Desta forma, mesmo que a capacidade sequestrante do radical livre
DPPH pelo extrato e fragbes de P. sabulosa nao seja tao elevada, € possivel que
a atividade observada possa contribuir em importantes efeitos farmacoldgicos, ja
que a producdo de radicais livres esta diretamente envolvida em muitas

patologias.

5.4.4- Determinacao do potencial redutor

O potencial redutor indica a presenga de compostos elétron-doadores que
podem reduzir os intermedidrios oxidativos do processo de peroxidagao lipidica
(YEN; CHEN, 1995). Neste ensaio, a presenca destes redutores causa a reducao
do complexo Fe*/ferrocianeto a forma ferrosa. Assim, a forma Fe®** pode ser
monitorada medindo a formagao de um complexo azul (Fes[Fe(CN)g]s) a 720 nm.

A tabela 15 apresenta os resultados obtidos, sendo os valores expressos
em equivalentes de miligramas de &cido ascorbico por grama de extrato ou fragéo.
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Tabela 15: Teor de fendis totais, flavonoides totais, capacidade sequestrante do
radical livre DPPH e potencial redutor do EBH e fragdes de P. sabulosa.

Extrato/fracoes
EBH HEX FAE FA

Fenois totais* 1,64+0,02 1,43+£0,001 1,60+0,006 1,68+0,01
Flavondides 0,16+0,01 0,11+0,007 0,14+£0,01 0,12+0,007

totais™*

DPPH 63,76 > 200 110,50 77,78
Potencial 148,3 72,0 217,6 146,0
redutor**

*0 teor de fendis totais foi expresso em mg de &cido galico/g de extrato ou fracdo seca da planta.
**0 teor de flavonoides totais foi expresso em mg de quercetina/g de extrato ou fragao seca.

***0 potencial redutor foi expresso em equivalentes de mg de acido ascorbico/ g de extrato ou
fragéo seca da planta.

Através dos resultados obtidos, pode-se observar que a fracdo acetato de
etila apresentou maior capacidade redutora sobre ions férricos, mostrando valores
de atividade equivalentes a 217,66 mg de acido ascorbico/g de extrato. O extrato
bruto e a fragcdo aquosa apresentaram capacidade redutora muito proxima de
148,3 mg e 146,0 mg de &cido ascdrbico/g de extrato.

Estes dados ndo correlacionaram diretamente com o conteudo de fendlicos
totais, em que a fracdo aquosa apresentou o maior conteudo destes compostos e
aqui somente a terceira maior capacidade redutora de ions férricos. O contrario foi
observado para a fracdo acetato de etila, que apresentou 0 menor conteudo
fendlico e o maior potencial redutor.

Em geral, a atividade antioxidante observada para a espécie P. sabulosa foi
regular, podendo este fato estar relacionado diretamente com a baixa
concentracdo de componentes fendlicos. Assim, para uma melhor caracterizacao

destes componentes, realizou-se uma analise por eletroforese capilar do EBH.

5.4.5- Analise por eletroforese capilar do conteudo fendlico em
extratos hidroalcodlicos de diferentes partes de P. sabulosa

Eletroforese capilar (EC) é utilizada como método alternativo para analise
de compostos fendlicos, apresentando boa resolu¢do, sendo um processo mais
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simples, eficaz e menos dispendioso quando comparado a outros métodos
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).

Para analise dos constituintes fendlicos em P. sabulosa, foram utilizados
extratos brutos hidroalcodlicos obtidos através da maceracao de diferentes 6rgéaos
da planta separadamente (caule, folhas e flores) ainda frescos. A figura 51 mostra
um tipico eletroferograma do extrato hidroalcodlico das folhas de P. sabulosa. Os
picos foram identificados baseados na comparacao de seus respectivos espectros
de UV com o de padrbes presentes no equipamento.

mA 1C
10 ]

200 250 300 350 400 nm

Figura 51: Eletroferograma do extrato hidroalcodlico das folhas de P. sabulosa e
espectro de UV dos trés compostos detectados no extrato (1A, 1B e 1C).

Os eletroferogramas de todos os extratos apresentaram trés picos
semelhantes na regido entre 5 a 8 minutos, semelhantes aqueles observados na
figura 51. A anélise dos espectros de UV destes trés picos (1A, 1B e 1C) mostrou
grande similaridade com espectros referentes a flavonodides heterosideos.
Comparando os espectros de UV detectados com o de padrdes, foi possivel
identificar os trés compostos como sendo trés diferentes flavondides heterosideos
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Figura 52: Eletroferograma dos extratos hidroalcodlicos das folhas, flores e caules
de P. sabulosa. Em azul — pré-hidrélise e em vermelho — pdés-hidrélise. Abaixo,

espectro de UV dos dois compostos detectados no extrato apds hidrdlise: 2-
escopoletina e 3-quercetina.
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tendo a quercetina como aglicona.

Para confirmacdo, os extratos foram submetidos a uma hidrélise acida,
sendo analisados nas mesmas condicbes anteriores. Avaliando o0s
eletroferogramas obtidos apds a hidrdlise (Figura 52), pode-se confirmar a
presenga de flavondides livres, todos tendo a quercetina como aglicona. Além
disso observou-se 0 aparecimento de um pico de grande intensidade entre 5 e 6
minutos. Analisando o seu espectro de UV pode-se observar a presenca de
absorgdes caracteristicas que através da comparacédo com padrdes o composto foi
identificado como sendo a cumarina escopoletina. Sabe-se que a escopoletina
esta presente em baixa quantidade na espécie. Assim, o aparecimento deste pico
de grande intensidade € decorrente da hidrélise do grupamento éter da cadeia
oxiprenilica da 6-metoxi-7-preniloxicumarina, presente em grande quantidade em
P. sabulosa.

Através da andlise dos resultados obtidos, o que mais chama atencgao é o
fato de que anteriormente trés flavonodides haviam sido isolados na espécie P.
sabulosa: apigenina, quercetina e uma 3-O-glicopiranosilquercetina. Nas analises
realizadas por EC, apenas quercetinas heterosideos foram detectadas nos trés

extratos, contrariando os dados anteriores.
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6 - Conclusdes
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Oleos volateis:

e A anadlise dos componentes do 6leo volatil das raizes permitiu identificar o
salicilato de metila como principal componente (83,8%). Nas partes aéreas
0s componentes majoritarios foram 6-pentil-4-metoxi-pirona (47,0%), inédita
em plantas, e salicilato de metila (31,5%);

e A avaliagdo da atividade antibacteriana do 6leo das partes aéreas revelou
uma importante agdo, principalmente contra a bactéria gram positiva
Staphylococcus aureus e a gram negativa Pseudomonas aeruginosa,
ambas com CIM= 0,15 pL/mL.

Estirilpironas:

e Através do fracionamento dos extratos de flores, folhas e caules, seis
estirilpironas foram isoladas: DST 1, DST 2, DST 3, STY 4, STY 5 e STY 6.
A analise por CG da mistura de estirilpironas revelou a presenca de outras
duas estirilpironas, a STY [51] e a 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-13-
metoxi-estiril)-2H-piran-2-ona [52], inédita na espécie. Além disso, a
xantona 1,5-diidroxi-2,3-dimetoxixantona [54] foi identificada nesta mistura,
sendo um importante resultado do ponto de vista quimiotaxonémico;

e O EBH e a FAE promoveram um efeito do tipo ansiolitico, anticonvulsivante
e hipno-sedativo, sendo estas acdes mais evidentes para a FAE. Os
experimentos in vitro mostraram que as diidro- e estirilpironas apresentam
afinidade pelo sitio benzodiazepinico do receptor GABAa. Os estudos
preliminares de toxicologia aguda e sub-crbnica revelaram que a
administragao oral da FAE em camundongos mostrou boa tolerabilidade e
baixa toxicidade;

e (Os estudos das variacbes dos teores de estirilpironas revelaram que
existem diferencas sazonais, sendo que as DST 1 e STY 4 apresentaram o

maior valor médio nas quatro coletas.

Cumarinas:
e A escopoletina [8] foi obtida com sucesso a partir da hidrolise acida da 6-
metoxi-7-preniloxicumarina [7], isolada em grande quantidade na espécie
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estudada. A partir da escopoletina, obtiveram-se seis ésteres benzoilicos e
cinco ésteres alquilicos derivados. Vinte e duas cumarinas foram
sintetizadas através da reacdo de Pechmann e outras sete através da
reacdo de Knoevenagel;

e As cumarinas apresentaram bons resultados de atividade citotoxica contra
as diferentes células tumorais, sendo a atividade mais evidente obtida com
as cumarinas sintéticas que possuem o grupamento 4-clorometileno ligado
ao C-4;

e A atividade antibacteriana foi observada principalmente para os ésteres
benzoilicos derivados da escopoletina, sendo mais evidente contra a
bactéria P. aeruginosa, com uma CIM= 0,43 umol/mL para o p-bromo
benzoilato de escopoletina [11];

e As cumarinas nao apresentaram atividade antifungica, sendo que apenas
quatro cumarinas apresentaram agao contra a espécie Candida parapsilosis
(CIM <125 pug/mL).

Atividade antioxidante
e Extratos e fracdes de P. sabulosa apresentaram atividade antioxidante
regular. A andlise dos componentes fendélicos por EC mostrou a presenca
de trés quercetinas heterosideos.
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