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RESUMO

Este trabalho apresenta o estudo fitoquimico sistemético da espécie vegetal
Polygala sabuosa A. W. Bennett (Polygalaceag, uma pequena eva mmumente chamada
de “timuto-pinheirinho” que se desenvolve no Planalto Meridional Sul e que tém sido
utilizada na medicina popular como anestésico local e expectorante.

A aplicac® de métodos convencionais de separacdo as fragdes do extrato bruto de
P. sabuosa soluveis em diclorometano, acdato de dila e ¢anol conduziu ao isolamento de
treze compostos, identificados como 24-etil-5a-colesta-7,22-dien-3B3-ol (1), 7-(3,3'-
dimetilaliloxi)-6-metoxicumarina (2), 4-metoxi-6-(11,12-metil enodioxi-dihidroestiril)-2H-
piran-2-ona (3), 4-metoxi-6-(11,12-metil enodioxi-14-metoxi-dihidroestiril)-2H-piran-2-ona
(4), 4-metoxi-6-(11,12-metil enodioxi-10,14-dimetoxi-dihidroestiril)-2H-piran-2-ona (5), 4-
metoxi-6-(11,12-metil enodioxi-estiril )-2H-piran-2-ona (6), 4-metoxi-6-(11,12-
metil enodioxi-14-metoxi-estiril)-2H-piran-2-ona  (7), 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
10,14-dimetoxi-estiril)-2H-piran-2-ona (8), 4-metoxi-6-(11,12-dimetoxi-estiril)-2H-piran-
2-ona (9), protohipericina (10), 5,7,4-trihidroxiflavona  (11), 35,7,3,4-
pentahidroxiflavona (12) e 3-O-(B-D-glicopiranosil)-5,7,3 4’ -tetrahidroxiflavona (13). A
determinac® estrutural destas substancias, realizada apartir dos sus dados espedrais de
infravermelho, massas e resonancia magnética nuclea de hidrogénio e de cabono-13, é
discutida. A estiril-ladona 8, previamente caaderizada por CGAR-EM, foi identificada em
mistura @mM o0 composto 7 e esta sendo descrita mo um novo produto natural. O esterol 1
e osflavonbides 11, 12 e 13 s0 descritos pela primeira vez @mo constituintes quimicos de
Polygala sabu osa.

A avaliac® das atividades tripanomicida e atinociceptiva do extrato bruto, fragdes
soliveis e mpostos puros de Polygala sabuosa, conduzidas respedivamente por
bioensaio em meio de ailtura contra @& formas epimastigota e tripomastigota de

Trypanasoma cruz e pelo modelo de dor induzida com &cido acéico, também é informada.
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ABSTRACT

This work presents the sistematic phytochemical study of Polygala sabuosa A. W.
Bennett (Polygalaceag a small herbal commonly cdled “timuto-pinheirinho” that grows
on Southern Meridional Hightlands, wich has been used in popular medicine & local
anestesic and expedorant.

Conventional separation methods of solubles fradions of crude extrad from P.
sabuosa in dichloromethane, ethyl acetate and ethanol led to an isolation of thirteen
compounds, identified as 24-ethyl-5a-cholesta-7,22-dien-3B-ol (1), 7-(3,3-
dimethylall yloxy)-6-methoxycoumarin 2, 4-methoxy-6-(11,12-methylenedioxy-
dihydrostyryl)-2H-pyran-2-one  (3), 4-methoxy-6-(11,12-methylenedioxy-14-methoxy-
dihydrostyryl)-2H-pyran-2-one (4), 4-methoxy-6-(11,12-methylenedioxy-10,14-dimethoxy-
dihydrostyryl)-2H-pyran-2-one (5), 4-methoxy-6-(11,12-methylenedioxystyryl)-2H-pyran-
2-one (6), 4-methoxy-6-(11,12-methylenedioxy-14-methoxy-styryl)-2H-pyran-2-one (7), 4-
methoxy-6-(11,12-methylenedioxy-10,14-dimethoxy-styryl)-2H-pyran-2-one  (8), 4-
methoxy-6-(11,12-dimethoxy-styryl)-2H-pyran-2-one (9), protohypericin (10), 5,7,4-
trihydroxyflavone (11), 3,5,7,3 ,4'-pentahydroxyflavone (12) e 3-O-(3-D-glicopiranosil)-
5,7,3 4 -pentahydroxyflavone (13). The styryl-ladone 8, previosly characterized by
HRGC-MS, was identified in mixture with the compound 7 and is described as a new
natural product. The sterol 1 and the flavonoids 11, 12 e 13 are described as chemical
constituints of Polygala sabuosa at first time.

An evaluation of trypanocidal and antinociceptive activities of crude extrad,
solubles fradions and pue @mpounds, performed respectively by bioassays in medium
culture against epimastigote and trypomastigote forms of Trypanosoma cruz and by acdic

acid induced pain model, is also reported.

Xiv
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1. INTRODUCAO

As células dos organismos vivos — badérias, liquens, fungos, plantas, insetos e
animais superiores — sd0 extraordinérios sitios de mmplexa aividade biossntética que
resulta na producdo de compostos organicos com os mais variados arranjos moleaulares®.
Essas sibstancias naturais contribuem diretamente para a manutencéo e o desenvolvimento
da vida e podem ser classificadas de aordo com alguns critérios como metabdlitos
primarios ou seaundarios.

Seria, entdo, um desperdicio ndo se beneficiar da incrivel capacidade de producdo
dos laboratérios vivos celulares. De fato, 0 estudo dessas biomoléaulas, com o propdsito de
compreender suas origens, funcdes e utilidades para a humanidade, constitui-se em uma
fascinante epromissora @eade investigacéo cientifica

O texto a seguir ira @ncentrar-se no estudo dos produtos do metabolismo
seaundario de espécies vegetais, tendo a preocupacgdo de enfatizar as suas funcdes nos
sistemas biologicos, 0s us principais aspedos emlogicos e hiogenéticos e & as
aplicacdes. Outrora, seria inconveniente iniciar tal explanagéo sem antes apresentar uma
breve descricéo aceca de algumas das principais transformagdes ao nivel do metabolismo
primario em plantas, tendo em vista a intima relac® biossintéica entre metabdlitos

primarios e seaundarios.

1.1. Um pouco do metabolismo primario em plantas

Como em toda equalquer forma de vida, 0 metabolismo primério de plantas é um
complexo, dindmico e equilibrado ciclo de transformagdes bioquimicas que utilizam
componentes abundantes na natureza tais como a &ua, o didxido de cabono, o nitrogénio,
0s compostos de fosforo e os sais inorganicos, para obtencéo de substancias necessirias as
diversas atividades fisioldgicas. Os produtos do metabolismo priméario estdo distribuidos

em todos os organismos do Reino Vegetal e gresentam moléculas relativamente simples.



S80 eles os pigmentos, carboidratos e derivados, lipidios, acidos organicos de baixo peso
moleaular e derivados, aminoacidos, amidas, proteinas e &idos nucleicos. Nas plantas,
cada um desses metabolitos posaui funcdes especificas, destacando-se a @&uagd nos
proces0s de cgptacdo de radiacéo, assimilaca e transporte de nutrientes, protecd® externa,
respiracé@® e reproducéo. Além disso, alguns £ goresentam como materiais de partida das
rotas biossintéticas que levam aos produtos do metabolismo secundario.

A etapa inicial do metabolismo primério € a fotosdntese, um surpreendente
proces pelo qual os vegetais produzem os carboidratos a partir da reducdo do didxido de
carbono e oxidagdo da agua. Em sua primeira fase, chamada de d@apa luminosa, atuam em
cooperacd um grande nimero de pigmentos e proteinas transportadoras de elétrons para a
absorcéo da radiac® eletromagnética e onducéo desta energia &é os centros reaionais,
onde seré neaessaria para modulacd dos equilibrios entre @ espécies NADP'/NADPH e
ADP/ATP, que sdo participantes ativos na dapa seguinte. Dando seqiiéncia, amntece a
etapa sem luz, onde ocorrem inUmeras rea@es quimicas de complexidade e epecificidade
extraordinarias.

A seqiénciareecional que rege a ¢apa escura da fotossintese € tiamada de Ciclo de
Calvin (Fig. 1). Este ciclo encerra trés pass. carboxilacéo, reducéo e regeneracd. A
carboxilac®, também chamada de fixagcdo do carbono, ocorre através da incorporacd® de
CO, pela ribulose-1,5-difosfato (Rib-1,5-PP catalisada pela enzima ribulose-difosfato-
carboxilase. Como resultado € gerado o 2-carboxi-3-cetoarabinitol, um intermediério
instével que sofre hidrolise efornece duas moléaulas de &ido 3-fosfoglicérico (3-PGA).
Em seguida, sucede-se a reducép, onde este Ultimo é&cido organico € convertido a
gliceraldeido-3-fosfato por acggo da ATP, do NADPH e da enzima gli ceraldeido-3-fosfato-
deidrogenase. Para que afixac@® do carbono sga um processo continuo é necessrio a
regenerac® da Rib-1,5-PP, que aconteceaa como etapa complementar da via de Calvin. A
partir da ewolizac® do diceraldeido-3-fosfato é obtido a 3-fosfohidroxicetona, que sofre
condensac® alddlica @m uma outra moléaula do aldeido para dar afrutose-1,6-difosfato, a
gual na sequéncia é hidrolisada a frutose-6-fosfato. Com a mediagcédp da ezima
transcetolase, uma unidade de dois carbonos é transferida da frutose-6-fosfato para uma
tercara moléaula de gliceraldeido-3-fosfato resultando em eritrose-4-fosfato e xilulose-5-

fosfato. A eritrose-4-fosfato combinase @m 3-fosfohidroxicetona para produzir



sedoheptulose-7-fosfato, que por sua vez doa uma unidade de dois cabonos a uma
moléaula de gli ceraldeido-3-fosfato resultando na formaca de ribose-5-fosfato e xilulose-
5-fosfato. As duas moléaulas de xilulose-5-fosfato ddo origem a ribulose-5-fosfato por
epimerizac® e uma outra molécula de ribulose-5-fosfato € formada por isomerizacé da
ribose-5-fosfato. Finalmente, ribulose-5-fosfato é fosforilada com ATP para regenerar o
aceptor de CO,, no caso aRib-1,5-PP%?.
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Figura 1 Sequénciareacional que ongtitui o Ciclo de Calvin.



O dliceraldeido-3-fosfato gerado em excesso na via de Calvin serve também como
material de partida para biossntese da glicose-6-fosfato, que pode sofrer tanto hidrolise
caali sada pela enzima gli cose-6-fosfatase para produzir a glicose, quanto isomerizaga por
acd da enzima fosfoglicomutase para originar a glicose-1-fosfato. Esta Ultima hexose é
vista @mo preaursor biossintético do amido, o principal produto do proces® de
fotosdntese, que ser4 amazenado em células e teddos vegetais espedalizados (Fig. 2). E
sempre interessante lembrar que aglicose-6-fosfato e a frutose-6-fosfato serdo convertidas
por enolizagcd enzimética amuitos outros carboidratos smples, 0s quais rgem como

NOVoS Mondmeros para composicad de outros indimeros polissacaideos™.
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H O, -fosfatase H 0O,
3-fosfohidroxi- -
cetona
OH OH OH OH
OH OH
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glicose-fosfato-
-mutase
CH,0H CH,OH CH,0H CH,OH
0 ¢} 0, 7O,
H H H enzma
<
o o OH oP
OH OH OH - OH
glicose-1-P

amido

Figura 2 Biossintese do amido a partir do diceraldeido-3-fosfato.

Através da viaglicolitica(seqiénciareecional inversa do processo de fotossntese) o
amido estocado pode ser degradado sob condigbes agobicas a &ido fosfoenolpirdvico e em

seqléncia estatriose € onvertida a &ido pirdvico por acd® da enzima piruvato-quinase. A



descarboxilacéo oxidativa do addo pirtvico leva aformagdo da aetil coenzima-A (Fig. 3),

necessaria ainimeros processos primarios.
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Figura 3 O process de glicolise e abiogénese da acdil coenzima-A.

Das rea@es bioquimicas primérias apresentadas até ajui, trés produtos <o
considerados fundamentais para a biogénese dos metabdlitos aundérios. a eitrose-4-

fosfato, o acido fosfoenolpiravico e a acel coenzima-A.



1.2. Osprodutos do metabolismo secundario de plantas

1.2.1. Conceto e Funcdes biol 6gicas

Ao longo do proces evolutivo as plantas tiveram que desenvolver mecanismos de
defesa @ntra os inlUmeros tipos de predadores. Essas formas de prote¢do adquiridas pelos
vegetais foram tanto fisicas, como por exemplo, a presenca de espinhos, pélos e folhas
rigidas que evitam a sua ingestdo por animais superiores, quanto quimicas, como a
formacéo de uma camada epicuticular constituida por ceras paraimpedir a perda excessiva
de &gua e gudar abloquear a entrada de agentes patogénicos e o0 desenvolvimento de rotas
biossntéticas para producdo de substancias téxicas ou nocivas a parasitas e predadores @2,

Por um longo tempo esses compostos téxicos oriundos de procesos alternativos
foram considerados apenas simples residuos do metabolismo e asua importancia para os
vegetais era ompletamente desconhecida. Hoje, esta definido que & principais funcdes
dessas substancias organicas micromoleaulares, denominadas de produtos do metabolismo
seaundario, sdo: @ atuar como agentes de defesa para repelir e @é mesmo matar possiveis
organismos patogénicos, insetos fitdéfagos e herbivoros predadores, b) ou atuar como
agentes de @mmpeticéo, agindo como modificadores do comportamento germinativo e do
crescimento de espécies vegetais estranhas quando de sua liberac® por exsudacd®
radicular, lixiviagédo ou volatilizac@®, acdando por garantir, muitas vezes, a ocupacé®
territorial por uma populacé®. Além de aividades inibitérias, destaque também deve ser
dado a cagpacidade estimulatoria, visto que podem servir como atraentes de aimais
polinizadores e dispersores de sementes promovendo assim a perpetuacé de uma espécie.

Em suma, os produtos do metabolismo seaundério sdo substancias evolutivamente
selecionadas para @nferir vantagens adaptativas as espécies produtoras. A efetiva
participacd nas interagdes bioquimicas de mnvivéncia e ©omunicaga entre & plantas e 0s
outros varios organismos Vvivos no sistema ambiental evidencia claramente o papel

fundamental desempenhado por eles em process emlogicos naturais e aricolas.



1.2.2. Biogénese'*>®

A partir da andlise asidadosa das estruturas de um grande niumero de produtos
naturais e de estudos com marcacdo isotopica foram elaboradas varias hipoteses aceca de
como se processa 0 metabolismo seaundario em plantas. Basicamente, existem trés rotas
biogenéticas que cnduzem a formac@® de produtos aundérios. a via do acdato-malonato,

aviado addo mevalonico e aviado addo shiquimico.

1.2.2.1. A viado acegato-malonato

A via do actato-malonato é uma das fqléncias readonais que mnduz a producdo
de substancias com estruturas moleaulares contendo anéis aromaticos. Em sua primeira
etapa a aetil-CoA aceita anidrido carbbnico para formar a malonil-CoA. Esta reage com
outra moléaula de ac#l-CoA resultando em acdilmalonil-CoA, a qual sofre
descarboxilagéo para produzir acdoacdil-CoA. Entdo, a formacdo dos poli cetideos procede
a medida que ocorrem sucessvas condensagdes entre a actwacetil-CoA e amalonil-CoA
seguidas da perda de dioxido de cabono e da hidrélise dos diferentes poli-B-ceo ésteres
(Fig. 4).

Como conseqiiéncia da reaividade dos grupos metilenos, os policetideos, por sua
vez, podem experimentar condensacao intramoleaular, 0 que ira proporcionar a biossintese
de oompostos fendlicos conhecidos como acdogeninas e @m estruturas moleculares
diretamente dependentes do nimero de unidades de acé¢ato conedadas. Alguns exemplos
tipicos s80: os addos benzoicos (Cs-C,), as acdofenonas (Cs-C,), 0s cromanos (Cs-Cs3) e &

qguinonas (Fig. 5).
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Figura 4. Expressio da génese dos poli cetideos.
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1.2.2.2. A viado acido mevalbnico

A viado &ddo mevalbnico € o caminho reacional para biosdntese de todos os tipos
de a@mpostos terpendides. O &cido mevaldnico, um produto da condensacdo de trés
moléaulas de &ido acdico, é obtido a partir da reducéo da [-hidroxi-B-metilglutaril
coenzima-A, um intermedid&rio formado exclusivamente pela cndensac@® aldolica da
acdoacdil-CoA com a aceil-CoA. As sucessvas etapas de fosforilizacdo do addo
mevalonico levam a formagcd do addo 5-pirofosfato-mevaldnico, que guarece como
progenitor daguele que é onsiderado o “building Hock’ dos compostos terpénicos, o

pirofosfato de isopentila. A isomerizac@® enzimética deste hemiterpeno resultara no reativo

pirofosfato de 3,3-dimetilalila (Fig. 6).
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Das rea@es entre o pirofosfato de isopentila wm pirofosfato de 3,3-dimetialila e
com os substratos intermediérios gerados o formados os esqueletos carbonicos basicos
gue vao originar os diversos tipos de estruturas terpendides, apos sofrerem ciclizacé e/ou
oxidac@® (Fig. 7). Definitivamente, 0 suces® da biossintese dos terpenos aravés de
sucesdvas rea@es de subgtituicdo nucleofilica alifatica, onde aontece aformacé® de
ligagdes carbono-carbono para unido de unidades isoprénicas, deve-se a significaiva
nucleofilicidade da dupla terminal do pirofosfato de isopentila, a excepcional habilidade de
alquilac® dos égeres de fosfato concedida pelo sistema alilico e pela presenca de um

excdente grupo de saida para rea@es de substituicéo.
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Figura 7. Biossintese dos compostos terpendides.
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1.2.2.3. A viado acido shiquimico

O &cido shiquimico é remnhecido como uma espécie quimica esencial para o
metabolismo secundario dos vegetais, pois a partir dele sdo sintetizados a grande maioria
dos constituintes com nucleos benzénicos, posalidores de unidades dos tipos Cs-Cy, Cs-Co,
C6-C3, Cs-C3-(Cy)x, Cs-Ci- Cs € Cs-C3-Cs. A sua formacéo ocorre dravés de cinco etapas e
€ iniciada pela reac® entre a eitrose-4-fosfato e o addo fosfoenolpiravico, conforme

ilustra aFigura 8.
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&ddo qunico

Figura 8 Expressio da génese do &ddo shiquimico.
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Em primeira instancia, arota do shiquimato leva aproducéo de agdo fenilpiravico,
apresentando como etapa-chave a descarboxilagdo e desidratac@® concertadas do addo
prefénico para formacdo do grupo substituinte fenila. Através da aminagéo redutiva do
acido fenilpirivico obtém-se a fenilalanina, um importante amino-acido aromatico
constituinte de varias proteinas que @mm auxilio do componente cdalitico adequado sofre

eliminacd® de amdnia pararesultar em acido cinamico (Fig. 9).

COOH COOH o COOH
@\ ATP ADP @\ )\ @\ CH
COOH 2
L~ —e o UK
HO" Y OH PO" Y OH PO" Y o COOH
OH oH OH
&ddo shiquimico
COOH

Y o)
OH
addo prefénico addo fenilpiravico
aminac® L-fenilalanina-
redutlva amonla—llase
fenilalanina &ddo cindmico

Figura 9. Expressio da génese do addo fenilpiravico, dafenilalanina

e do addo cinamico.

O proprio acido cindamico ao sofrer seguidas derivatizages vai dar origem a uma
serie de outros addos 3-fenil-propandicos (p.e. os acidos o-hidroxicinamico, cumérico,
cafeico, felarico, singpico, etc.). Os integrantes dessa familia de @mpostos <0

considerados intermediarios-chave na rota do shiquimato e mereeem destaque por
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ocuparem esta posicdo estratégica dentro do metabolismo secundario de plantas. Essas
espécies mediadoras podem, ent&o, sofrer:

a) ciclizagd intramoleaular, favorecida pela presenca de uma hidroxila localizada em
posicéo orto a calela cabdnicaaberta, paragerar os cumarinoides;

b) oxidacé para producédo dos [3-ceto-derivados, 0s quais vao dar origem a cmpostos
das classes Cs-C; (derivados do addo benzoico), Cs-C, (derivados da ac¢ofena) e
Cs-C1- Cs (xantondides);

c) reducd aos respedivos fenilpropandides (compostos do tipo Cs-C; que se
apresentam na forma de aldeidos, alcoois e alcenos); os produtos da dimerizacé
oxidativa dos fenilpropandides sdo os lignbides;

d) reagir com diferentes equivalentes de malonil-CoA para gerar poli-B-ceto ésteres,
gue de modo similar aos policetideos 50 susceiveis a ciclizac®, resultando em
compostos das classes Cs-C3-(Cy)x (a-pironas e estilbendides) e Cs-Cs-Co

(flavonoides). A Figura 10 ilustratodas essas transformagdes.

1.2.2.5. Metabdlitos aundéarios contendo oNitrogénio ou Enxofre

As plantas €0 cgpazes de produzir compostos contendo em suas estruturas
moleaulares os elementos nitrogénio e enxofre.

Um dos tipos de metabodlitos mais comentados s0 os alcaloides, isto devido as suas
marcadas atividades fisiologicas. Essas substancias naturais constituem um enorme e
heterogéneo grupo de bases nitrogenadas que derivam de aminoécidos como a ornitina,

lisina, &cido nicotinico, fenilalanina, tirosina, triptofano e aedo antranilico (Fig. 11).
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Figura 11  Aminoacidos que participam da biossintese dos alcalides.

As aminas, compostos nitrogenados que também podem ocorrer em vegetais,
por sua vez ndo podem ser classficadas como alcdoides, pois ndo apresentam em suas
estruturas unidades ciclicas e porqué sd mais laveis em agua do que em solventes
organicos. Elas sdo formadas pela descarboxilac@® de aminoacidos ou pela
transaminacéo de ddeidos. Nitrilas e nitro-compostos ja foram encontrados em espécies
vegetais; provavelmente, eles 50 produtos da hidrdli se de gli cosideos cianogénicos e da
oxida¢& de aminas, respedivamente.

Os compostos contendo o elemento enxofre, tais como tiois (RSH), sulfetos
(RSR’), disulfetos (RSR’), polisulfetos (RSR’), sulféxidos (RS(O)R’) e compostos
caionicos ((CHs),S'R), s30 espécies quimicas voléteis, de rara ocorréncia em vegetais e
gque caaderizam-se pelo odor ofensivo. Acredita-se que biogeneticamente des sjam

produzidos a partir de aminoacidos.
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1.2.3. Importancia

A grande diversidade e afantastica @mplexidade das estruturas moleaulares
apresentadas pelos metabolitos ssaundarios, considerados por alguns como metabolitos
especiais, sio cgpazes de goontalos como modelos de potencialidade e versatilidade
indescritiveis. Por este motivo, percebeu-se, indubitavelmente, que a exploracé®
racional desses compostos micromoleaulares biossntetizados pelas plantas poderia
providenciar significaivos avangos cientificos. Para atender esta eaminente necessidade
aparece aFitoquimica 0 mais importante segmento da Quimica de Produtos Naturais
gue tem como objetivo supremo conjugar 0 conhedmento adquirido sobre essas
substancias com aimportancia e apotencial aplicabilidade em outros campos cientificos
correlatos.

Ha muito tempo o0 homem faz uso dos vegetais para diferentes fins e, portanto, o
estudo cientifico das plantas tornou-se necessrio e imprescindivel. O motivo
fundamental cgpaz de sustentar e impulsionar as pesquisas obre o contelido quimico
dos referidos organismos € asua utilizagd® milenar e empirica no tratamento dos mais
diferentes tipos de doencas e moléstias que a®metem o ser humano. Em sua grande
maioria, 0os estudos quimicos que awvolvem vegetais, iniciados ja no séaulo XIX, tém
como objetivo primario o isolamento e a elucidac@® das estruturas moleculares de
possiveis substancias farmamlogicamente ou biologicamente divas presentes em
extratos de plantas amplamente empregadas na medicina popular, visando desta forma,
a descoberta de drogas ou protétipos que possam dar suporte para 0 planejamento de
novos farmacos ou a formulag® de mmposicdes medicamentosas naturais’ Y.
Trabalhos desse tipo, onde prevaleceo carater multidisciplinar, vém demonstrando que
dentre todos os constituintes quimicos 0 os metabolitos seaundarios os principais
responsaveis pelas propriedades terapéuticas apresentadas pelas chamadas plantas
medicinais.

Os 0Oleos de es€ncias de plantas €0 misturas constituidas por um ndmero
variado de substancias organicas onde 0s principais componentes 80 provenientes das
rotas eaundarias, no caso monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides. Estas
composicdes naturais 0 dotadas de propriedades bioldgicas, farmamldgicas e
organolépticas. Devido a essas caaderisticas 0s 0Oleos vegetais tornaram-se um

conveniente drativo para & industrias alimenticia ede @msméticos e perfumaria, visto

16



gue estariam aptos a0 uso como aditivos, aromatizantes, corantes, pigmentos,
fragrancias ou principios ativos em produtos emnomicamente importantes.

N&o ha duvidas que sempre foi grande o interesee em reduzir as infestagdes de
culturas e lavouras por plantas consideradas invasoras, pois elas representam um dos
principais problemas da producdo agricola. Uma das lugdes encontradas foi o
emprego de defensivos agricolas sintéticos, porém, o uso indiscriminado e excessvo de
agrotéxicos foi a caisa do aumento da resisténcia de pragas, microorganismos
fitopatogénicos e evas daninha, da propagacd de problemas de mntamina¢do do meio
ambiente e da intoxicagdo de animais em geral. Na sec@® anterior foi visto que 0s
metabolitos seaundarios $0 os responsaveis pela interacé alelopaticaentre & espécies
vegetais, isto porque, atraves de algum mecanismo podem contemporizar 0 crescimento
de outras plantas. Fundamentada nestes fatos e respeitando os ideais da ayricultura
sustentavel, a qual defende o uso radonal de reaursos naturais, a Fitoquimicatambém é
norteada pela prospecc® de aeloquimicos cagpazes de retardar significaivamente o
desenvolvimento de plantas invasoras e com potencial suficiente para serem utilizados
em substituicd aos defensivos agricolas convencionais™®!®. Resslta-se ainda que
muitas das informagdes obtidas com estudos deste tipo s80 necessarios para O
entendimento dos mecanismos de alaptacé e esolucéo das plantas em seus respedivos
habitats e, consequientemente, da relacé desses individuos dentro do eaossistema.

Com o passar dos anos, as pesquisas no ambito da Fitoquimica, realizadas com o
insistente propdsito de descobrir principios ativos, proporcionaram o adimulo de
informagdes a respeito da composicéo quimica de um grande nimero de plantas. A
analise dos dados levantados indicou que os produtos do metabolismo seaundério
apresentavam distribuicéo restrita aconjuntos especificos de organismos, ou sgja, eram
caaderisticos de grupos taxondmicos, tais como Familia e Género. Logo, estava
revelado que eses caaderes quimicos poderiam ser utilizados diretamente @mo
marcadores para determinacdo da posicdo hierérquica evolutiva dos sres do Reino
Vegeta e quando compatibilizados com dados morfoldégicos permitiriam o
estabelecimento de sistemas modernos de classficagd vegetal®’!®. Com essas
finalidades, surge aQuimiotaxonomia (também chamada de Sisteméatica Quimica) como
contribuinte as estudos botanicos.

Os metabolitos aundarios estdo situados, também, como interessantes modelos

pararea@es quimicas. Aqui estdo incluidas as Jas utili dades como:
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a) substratos parao desenvolvimento de novas metodologias de sintese organica;

b) substratos para procedimentos de biotransformagdes (microbiolégicas e
enzimaticas) que buscam atingir bons niveis de régio- e enantiosletividades;

C) substratos para estudos fisico-quimicos que visam a descricdo do
comportamento e desempenho de ctali sadores metdli cos e organometali cos;

d) substratos para estudos eletroquimicos que tém como objetivos a andlise do
comportamento eletroquimico e a possivel apresentac® de mecanismos para o
proces desenvolvido;

€) substratos para redizacdo de transformagdes biomimeéticas que possam subsidiar
a elaboracd dasrotas biogenéticas; e

f) como materiais de partida para sintese de produtos Uteis, alguns até de grande
consumo e @mm alto valor econémico, e de inviavel obtencdo por métodos sntéticos
laboratoriais e process industriais conhecidos.

Neste mntexto fica nitidamente evidenciado que os resultados advindos das
investigacdes de substancias naturais produzidas a partir do metabolismo seaundério de
organismos vegetais assumem importancia e interese interdisciplinar em funcéo das
inUmeras contribuicdes, principalmente, para os ramos da Medicina, Farmamlogia,
Agrondmia, Botanica, Ecologia eda prépria Quimica®?.

Ainda que um substancial nUmero de produtos naturais ja tenha sido encontrado
em organismos Vivos, muito de relevante permanece por ser explorado. Quanto as
perspedivas, a Fitoquimica mais do que nunca se mostra otimista devido aos
constantes avangcos e gerfeicoamentos das témicas analiticas e dos métodos
espedroscopicos, ao estabeledmento de novas interfaces com outras éreas que auxiliam
na superacdo dos inlmeros desafios e, sobretudo, pela gigantesca biodiversidade da
flora terrestre que engloba, de a®rdo com as estimativas dos taxonomistas, cerca de
500000 espécies de plantas superiores e cetamente constitui um dos mais valiosos e
promitentes acevos de novas e potenciais substancias. Assim, 0 plangjamento de
programas nesta &ea do saber vem sendo uma aescente, tanto no meio acalémico
guanto nos stores industrias, e 0s novos rumos e tendéncias tomados por ela seréo
frutos exclusivos das necessidades do homem. Finalmente, € necessrio lembrar que
muitos dos espédmes dos repositorios naturais poderdo se extinguir em razéd® da

destruicdo desgovernada de emssistemas e se providéncias imediatas ndo surgirem, a
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humanidade deixara de usufruir de possiveis beneficios indispensaveis a0 seu

desenvolvimento e até mesmo sua sobrevivéncia

1.3. Consideracdes gerais bre a espeéde vegetal Polygala sabulosa

(Polygalaceae)

Segundo Zomlefer, a familia Polygalaceae € onstituida por aproximadamente
800 espécies que estdo reunidas em 15 géneros e podem ser encontradas por todo o
planeta cm excecd da Nova Zelandia edo Artico. Os géneros Polygala e Monrina s3o
0s maiores representantes, incluindo cercade 600 e 150 espécies, respedivamente'?.

As espécies do género Polygala sdo ervas, subarbustos e raras vezes arvores com
folhas normalmente alternas e ocasionalmente opostas ou verticiladas, flores brancas,
esverdeadas, cor de rosa ou roxas, hermafroditas e zigomorfas, frutos cgpsulares,
drupacens ou samaroides e sementes com corpo gabro, pubérulo e globoso. Wurdadk e
Smith®? relataram a ocorréncia de 19 dessas espédes, incluindo Polygala sabuosa, em
territorio catarinense e & descreveram de a®rdo com suas caraderisticas morfologicas
e eoldgicas.

Polygala sabudosa A. W. Bennett, conhedda vulgarmente @mo
“timuto-pinheirinho”, é uma eva glabra, algo lenhosa na base, com ramos compridos,
folhas alternas, numerosas e laminares, flores brancas até de @r de rosa eroxas que
estdo presentes no periodo de outubro a marco, frutos capsulares e sementes elipsoides
(Fig. 12). Ela éhigrdfita ehelidfita, caraderistica eexclusiva da “Zona dos campos’ do
planalto meridional, onde gresenta vasta e &pressiva dispersdo preferencialmente nos
campos umidos e nas beiras de regatos junto a vegetac® graminacea alta ou a
vegetac® arbustiva®?.

Como muitas das espédes de seu género, P. sabuosa também tem sua glicacé
na medicina tradicional; o caracteristico odor de sdlicilato de metila em suas raizes
indwz 0 uso desta planta Mo anestésico local e expedorante. A seguir apresenta-se a

sua posicéo sistematica
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Posicao sistematica da espéde Polygaa sabulosa (Polygalaceae)

Diviséo: Angiospermae
Classe: Dicotyledoneae
Sub-classe: Rosidae

Super-ordem: Geranianae

Ordem: Polygalales

Familia: Polygalaceae

Tribo: Polygalae

Género: Polygala

Espécie: Polygala sabuosa A. W. Bennet

Sinonimia vulgar:“ Timuto-pinheirinho”

Figura 12  Polygala sabuosa A. W. Bennett (a. ramo basal, b. flor, c. semente)®?.
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1.4. Constituintes quimicos do géner o Polygala (Polygalaceae)

As investigagdes fitoquimicas realizadas nas Ultimas trés décalas revelaram a
ocorréncia de um vasto espectro de metabdlitos em espédes de Polygala, que inclui:
saponinas (78-88)%*%), esterdides (89-91)*>?, flavondides livres e glicosilados
(92-100%*29,  cumarinas (101-105%%3Y, égteres de &ddos cindmicos com
oligossacaideos (106-131)%*®*" e polissacaideos (133156)3*39, dihidroestiril-2-
pironas e estiril-2-pironas (157-162)®Y. Contudo, as xantonas $0 0s COMPOStoS Mais
freqlientemente excontrados e por iSO podem ser consideradas os verdadeiros
marcadores quimiotaxondmicos do género.

As poligalaxantonas, como sd0 chamadas, caraderizam-se pela variacéd do
padréo e da quantidade de O-substituicdo dos sistemas arométicos, onde 0s grupos
fenolicos aparecem livres, na forma de éeres metilicos, como grupos metilenodioxi ou
ainda como acedais de glicosideos. Alguns casos de C-substituicdo dos anéis benzénicos
também ja foram reportados. Na Tabela 1 sdo listadas um total de 77 xantonas relatadas

na literatura para o género Polygala.

Tabela 1 Xantonas isoladas de espédes do género Polygala (Polygalaceasd.

O
8 1
7 2
6 3
O
5 4

Nucleo xantondide

Espéde Composto Lit.

P. arillata 1-hidroxi-2,3-dimetoxixantona (1) 38
1,2,3-trimetoxixantona (2)
1-hidroxi-2,3-metil enodioxixantona (3)
1-metoxi-2,3-metil enodioxixantona (4)
1,3,4-trimetoxixantona (5)

1,2,3,4,7-pentametoxixantona (6)

P. caudda 1,7-dihidroxixantona (euxantona) (7) 26
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P. caudda

7-hidroxi-1-metoxixantona (8)

1,2,8-trihidroxixantona (9)

1,3, 7-trihidroxixantona (gentiseisa) (10)
1,3-dihidroxi-2-metoxixantona (11)
1-hidroxi-7-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)-3-D-
glicopiranosil]|xantona (polycaudosida A) (12)
1,3,6,7-tetrahidroxi-2-C-[ 3-D-(2’ -benzoil )-gli copiranosi] Ixantona
(2’ -benzoilmangiferina) (13)

1-hidroxi-7-O-[ 3-D-apiofuranosil -(1-2)-3-D-
glicopiranosil]|xantona (wubangzisida A) (14)

1-hidroxi-7-O-[ 3-D-glicopiranosil | xantona  (wubangzisida B)
(19

1,3, 7-trihidroxi-2,4-C-di-[ 3-D-gli copiranosil | xantona
(wubangzisida C) (16)

1,3, 7-trihidroxi-4-C-[ 3-D-gli copiranosil ] xantona (lancerina) (17)
1,3, 7-trihidroxi-2-C-[ 3-D-glicopiranosil| xantona  (neolancerina)
(18)

1,3,6,7-tetrahidroxi-2-C-[ 3-D-gli copiranosil | xantona
(mangiferina) (19)

26

P. cyparisgas

1,3-hidroxi-7-metoxixantona (20)
1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (21)

1,3, 7-trihidroxi-2-metoxixantona (22)
1,3,6-trihidroxi-2, 7-dimetoxixantona (23)
1,3,6,8-tetrahidroxi-2, 7-dimetoxixantona (24)
1,7-dihidroxi-2,3metlenodioxixantona (25)

39

P. macradenia

1,2,3-trimetoxixantona (26)
1,2,4-trimetoxixantona (27)
1-hidroxi-2,3,4-trimetoxixantona (28)
1,2,3,4-tetrametoxixantona (29)
1-hidroxi-2,3,6,7-di-metilenodioxixantona (30)
1-metoxi-2,3,6,7-di-metilenodioxixantona (31)

1,6, 7-trimetoxi-2,3-metil enodioxixantona (32)

38
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P. macradenia 7-hidroxi-1,2,3,4-tetrametoxixantona (33) 38
1-hidroxi-2,3,4,7-tetrametoxixantona (34)
1,2,3,4,7-pentametoxixantona (35)

P. nyikensis 1,7-dihidroxi-4-metoxixantona (36) 40
1,8-dimetoxi-2,3-metil enodioxixantona (37)
3,8-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona (38)
1,7-dihidroxi-3,5,6-trimetoxixantona (39)

P. paenaea 1-hidroxi-2,3,4,7-tetrametoxixantona (34) 38
1,2,3,4,7-pentametoxixantona (35)
1-hidroxi-2,4-dimetoxi-6, 7-metil enodioxixantona (40)
1,2,4-trimetoxi-6, 7-metil enodioxixantona (41)

P. paniculata 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (42) 41
1-hidroxi-5metoxi-2,3-metil enodioxixantona (43)

P. spedabilis 2-hidroxi-1,3-dimetoxi-6, 7-metil enodioxixantona (44) 38
1,2,3,6,7-pentametoxixantona (45)
1,2,3-trimetoxi-6, 7-metil enodioxixantona (46)

P. tenuifolia 1,7-dihidroxixantona (euxantona) (7) 38
1,7-dimetoxixantona (47) 42
1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (48) 43
3-hidroxi-2,8-dimetoxixantona (49) 44

1,7-dihidroxi-3-metoxixantona (50)
2,3,8-trimetoxixantona (51)
1-hidroxi-3,6, 7-trimetoxixantona (52)
7-hidroxi-1,2,3-trimetoxixantona (43)
3-hidroxi-1,2,7-trimetoxixantona (54)
1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (55)
1,6-dihidroxi-3,7-dimetoxixantona (56)
1,3,6,7-tetrametoxixantona (57)
1,2,3,7-tetrametoxixantona (58)
1,7-dimetoxi-2,3-metil enodioxixantona (59)
1,3,6-trihidroxi-2, 7-dimetoxixantona (60)
6,8-dihidroxi-1,2,3-trimetoxixantona (61)
1,6-dihidroxi-3,5,7-trimetoxixantona (62)
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P. tenuifolia

6-hidroxi-1,2,3,7-tetrametoxixantona (63)
1,2,3,4,7-pentametoxixantona (64)
1,2,3,6,7-pentametoxixantona (65)

1,2,3-trimetoxi-6, 7-metil enodioxixantona (66)
6-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)-B-D-glucopiranosil]- 1,3-
dihidroxi-7-metoxixantona (67)
6-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)-B-D-glucopiranosil]- 1- hidroxi-
3,7-dimetoxixantona (68)

6-O-[B-D-glucopiranosil]-1,2,3, 7-tetrametoxixantona (69)
3-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)-B-D-glucopiranosil]- 1,6-
dihidroxi-2,7-dimetoxixantona (70)

38
42
43
44

P. triphylla

1-hidroxi-2,3-dimetoxixantona (1)
1,2,3-trimetoxixantona (2)

1-hidroxi-2,3-metil enodioxixantona (3)
1-metoxi-2,3-metil enodioxixantona (4)
2-hidroxi-3-metoxi-1-O-[ 3-D-gli copiranosil] xantona (71)
2,3-metilenodioxi-1-O-[ 3-D-gli copiranosil ] xantona (72)
1-metoxi-2,3,6, 7-di-metilenodioxixantona (73)

38

P. virgata

1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxixantona (veratrilogenina) (74)
1,7-dihidroxi-2,3,4-trimetoxixantona (75)

28

P. watter i

1-metoxi-7-O-[3-D-apiofuranosil-(1-6)--D-
glicopiranosil]xantona (wattersiixantona A) (76)
1-metoxi-7-O-[3-D-glicopiranosil | xantona (wattersiixantona B)
(77)

wubangzisida B (15)

36
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2. ESTIRIL-LACTONAS

2.1. Introducéo™

Sistemas heterociclicos de cinco e seis membros 80 unidades que ocupam lugar
nas estruturas moleaulares de grande parte dos metabdlitos saundarios de organismos
do Reino Vegetal.

Historicamente, o isolamento efetivo da primeira estiril-lactona, obtida de quatro
espécies diferentes do género Goniothalamus (Annonaceag, foi publicado em 1972 por
Jewers e @l., sendo ela denominada de goniotalamina (Fig. 13). Entretanto, Hlubucek e
Robertson, em publicacéo datada do ano de 1967, haviam reportado a identificac® da
mesma substéncia na espéde vegetal Cryptocarva caloneura (Lauraceag nesta
ocasido, os autores descreveram-na cmo uma nova (+)-(59)- Q-Iadona derivada do

acido 5-hidroxi-7-fenilhepta-2,6-diendico.

Figura 13  Goniotalamina: a primeira estiril-ladona isolada de fonte natural.

Desde entdo, foram vérias as publicagdes que se ocuparam em descrever o
isolamento e/ou a identificac®, a sintese, as propriedades bioldgicas (p.e. atividades
anti-tumoral, citotoxica, teratogénica, embriotdxica e pesticida) e & origens
biosgntéticas de compostos com estes blocos estruturais presentes em fontes naturais,
como plantas e fungos. Atualmente, as ediril-lactonas €0 consideradas como uma
classe de produtos naturais bioativos e calavezmais s tornam importantes do ponto de

vista farmacolégico.
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Para a quimiotaxonomia & estiril-ladonas também tém sua importancia. No
Reino Vegeta elas ocorrem em familias de Angiospermas primitivas, tais como
Laureacee, Piperaceae Ranunculacese, Zingiberacese e Equisetaceae Ja na familia
Annonaceae que se caaderiza pela freqliente presenca de alcaldides quinolinicos, as
estiril-lactonas também sdo constantemente encontradas, principalmente no género
Goniothalamus, onde estdo tomando lugar como verdadeiros marcadores taxondémicos.

Alguns exemplos sio encontrados na figura 1469,

OCHg3 OCHg3
X A
~ o~ Yo ~ o~ Yo
CH30
yangonin kawain
(Piper methysticum) (Piper methysticum)

estiril -lactona glicosideo
(Equisetum arvense)

epoxido de goniothalamin goniodiol
(Goniothalamus macrophyll us) (Goniothalamus amuyon)

Figura 14  Exemplos representativos de estiril-ladonas isoladas de espécies

vegetais.
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2.2. Conceito e Classficacao™?

As edtiril-ladonas 0 consideradas um grupo homogéneo e relativamente raro
de produtos naturais que, de maneira formal, podem ser definidas como um conjunto de
metabolitos ssaundarios que goresentam estruturas moleaulares contendo um anel y-, &
ou (-ladona mnedado a um fragmento egtiril ou pseudo-edtiril. De a®rdo com seus
equeletos fundamentais elas podem ser classificadas como: egtiril-pironas,
dihidroestiril-pironas, furano-pironas, furano-furonas, pirano-pironas, butenolidas e
heptolidas (Fig. 15).

Ta
o 5

12 13 3 % 0O 40

dihidroestiril-pironas furano-pironas

13 14 7 6 o

furano-furonas butenoli das

heptoli das

Figura 15  Classificagéo das estiril-ladonas.
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2.3. Biogénese

Acredita-se que tais compostos sjam bioproduzidos através da rota do addo
shiquimico. Na primeira d@apa do poces, ja& @nfirmada por Herderich e @l.®?
através de estudos que envolveram células livres de extratos obtidos de gametofitos da
espécie vegetal Equisetum arvense (Equisetaceag, o apropriado &cido cindmico, em sua
forma diva e sob ac® da enzima estirilpironasintase, incorpora duas unidades de
malonil-CoA e subseqlientemente o derivado policeideo sofre ladonizacéo para
resultar na correspondente estiril-pirona. Postula-se, entdo, que eta espécie quimica
sgja 0 material de partida para process aundarios que levem a formagéo das outras
formas de estiril-lactonas (Fig. 16).

2 malonil-CoA,
estirilpirona-
N pi

SCoA sintase N o o
P —
R -2C0, R estiril-pirona
O
o
o O.
O o
- e
R R O o
R
furano-furona dihidroestiril-pirona furano-pirona

o)
— O
O —
(e} R O o)
R

pirano-pirona butenolida

heptolida

Figura 16  Hipodtese sobre abiossintese das estiril-ladonas.
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2.4. O heterociclo 2H-piran-2-ona®?

2.4.1. Introducéo

De todos as variagdes estruturais de estiril-ladonas, s8o0 destaque neste texto
aquelas posaiidoras do anel 2H-piran-2-ona. Num mesmo corpo, algo sobre este
sistema heteroatdbmico deve ser ressltado, visto que € dée quem confere muitas das

propriedades quimicas as respedivas estiril-pironas.

2.4.2. Estrutura, Estabilidade ePropriedades espedroscépicas

O heterociclo 2H-piran-2-ona éconsiderado, basicamente, como um anel furano
expandido pela insercéo de um grupo carbonila que posali duas formas resonantes, (1)
e (I1) (Fig. 17). Ele é visto como uma espécie potencialmente aomatica; o grau de

aromaticidade desenvolvido por este sistema édependente da contribuicdo da estrutura

dipolar (II).
4 4
5 X 3 5 X 3
| -~ |
6 6 pZ
2 -0 2 O
) (1

Figura 17.  Formas resonantes do heterociclo 2H-piran-2-ona.

A determinacéd dos parametros geométricos (comprimentos de ligacdo e

angulos) desta Oc-pirona foi realizada @m estudos de microondas (Tabela 2)®?.
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Tabela2  Estimativas para @ distancias (A) e angulos de ligagZo (°) do heterociclo

2H-piran-2-ona.

Distancia (A) Angulos (°)
01-C2=1.390 C6-01-C2=1128
C2=0=1.239 01-C2-C3=1195
C2-C3=1.478 C2-C3-C4=1235
: 4\ , C3-C4=1.333 C3-C4-C5=1165
C4-C5=1.470 C4-C5-C6=1155
° 20 C5-C6=1.344 C5-C6-01=1322
' C6-01 = 1.350 01-C2=0=1040
C-H=1.080 C2-C3-H3=1160
C3-C4-H4=1218
H5-C5-C6 = 1215
H6-C6-0O1 =1060
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As propriedades espedroscopicas, mostradas na tabela aseguir, sGo consistentes

com o cardter aromético do anel heteroatdmico.

Tabela 3. Propriedades espectroscopicas do heterociclo 2H-piran-2-ona.

RMN 3C em acetona-ds RMN 'H em CDCl;
C | fcemppm (Nen, H2) | H 9+ em ppm CIun, H2)
2 1620 3 6.38(Js4 = 9.4)
. 3 1167 (170) 4 | 7.56(Js4=94; Jys=6.3)
57 Xy 3 4 1443 (163) 5 | 6.43(Js5=6.3; J56 = 5.0)
6 o 5 1068 (173) 6 7.77 (Js6 = 5.0)
2
1 6 1533 (200)
Infravermelho Ultravioleta
Principal banda 216 M
17401720cm™ (Ve-o) 289 rm
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O Esquema | ilustra o modelo de fragmentac@® para o heterociclo 2H-piran-2-

ona.
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3. OBJETIVOS EJUSTIFICATIVAS

3.1. Objetivos

3.1.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo principal o estudo fitoquimico

sistemético da espécie vegetal Polygala sabuosa A. W. Bennett (Polygalaceag

3.1.2. Objetivos espedficos

a) Dar continuidade a isolamento e identificacdo dos constituintes micromoleaulares
desta espécie vegetal como contribuicéo aos estudos quimiotaxondmicos da familia

Polygalaceae;

b) Proceder a prospecca fitoquimica mm biomonitoramento por ensaios bioldgicos de
atividade tripanomicida wm vigtas a identificacdo de novos modelos para agentes

antichagésicos;
c) Introduzir esta mesma espécie vegetal em um novo programa de verificac® das

propriedades terapéuticas, agora para avaliacd® da atividade antinociceptiva do

extrato bruto, fragdes lUveis e Mpostos puros.
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3.2. Justificativas

Em raz& do amplo uso na medicina popular, principalmente no tratamento de
doencas parasitarias, muitas das espécies do género Polygala (Polygalaceag ja foram
alvos de estudos quimicos e biolégicos. As pesquisas revelaram uma grande variedade
de metabdlitos saundérios e também confirmaram que tais plantas 8o fontes potenciais
de substancias farmacologicamente ativas. Portanto, a continuidade de trabalhos
voltados a prospecc®d fitoquimica e avaliacd® das propriedades terapéuticas que
envolvam espédes do referido género distribuidas na flora cdarinense éde fundamental

importancia.

3.2.1. Contribuicéo quimiotaxonémica

Em geral, os estudos fitoquimicos sisteméticos de espécies vegetais forneeem
uma relacéo dos constituintes micromoleaulares da planta-alvo, os quais S0 utili zados
como caraderes pelataxonomia vegetal. Sendo assm, o primeiro critério que justificao
estudo qumico de Polygala sabuosa A. W. Bennett é a contribuicd aos aspedos

guimiotaxonémicos da familia Polygalaceae

3.2.2. A busca por novos modelos de agentes antichagésicos

Doengas causadas por protozoaios, tails como as tripanosomoses e
leishmanioses, sG0 uma @nstante ameaca especiadmente em regides tropicais do
planeta, onde sdo responsaveis por consideravel morbidade emortali dade.

A tripanossomose americana ou Doenca de Chagas é uma zoonose tipica do
Continente Americano que se estende do sul dos Estados Unidos até a Argentina e o
Chile, com forte incidéncia no Brasil e tem como agente diologico o flagelado
Trypansoma cruzi. Esa enfermidade determina no homem quadros clinicos com
caaderisticas e mnsequéncias muito variadas, sendo observadas alteragdes anatomo- e
fisiopatoldgicas inicialmente nas imediagdes dos olhos e mais tarde no sangue, no

corag@o, no sistema digestivo e no sistema nervoso®™?.
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Do ponto de vista epidemiologico, 0 desenvolvimento da endemia depende da
circulac® do T. cruzi nos ecssistemas silvestres, paradomésticos e domésticos (Fig.
13). O ciclo de propagacé@® desse parasito tem como ponto de partida muitos mamiferos
silvestres (por exemplo, os gambés, os tatus, etc.) que hospedam-no, servindo como
“reservatorios’ naturais do protozoario. Eventualmente, esses vertebrados podem ter seu
sangue sugado por triatomineos (grandes insetos conhecidos popularmente @mo
“barbeiro”, “chupanca”, “chupéo”, etc.) com habitos silvestres que seguramente iréo
contrair 0 parasito e mais tarde, devido aos fus deslocamentos no nicho ewmldgico,
repassalo do mesmo modo a mamiferos que circulam nas imediagdes de vilargjos. Os
triatomineos domiciliares (principalmente Triatoma infestans), que eixcontram em
habitagdes de barro, ainda hoje preservadas em algumas comunidades, um eadtopo
propicio a0 seu desenvolvimento, recéerdo o parasito dos hospedeiros vertebrados
intermedidrios e os transmitirdo aos animais domésticos. Ainda que ndo bastase a
disseminac® do perasita dentre os animais paradomeésticos e domésticos, 0s humanos
sdo também mais uma vitima a espreita da inoculac@® pelos “barbeiros’. As formas
infedantes do T. cruz (tripomastigotas metaciclicas), que estdo contidas nas fezes dos
insetos vetores, invadem o corpo humano através das mucosas e @njuntivas ou
gualquer solucéo de continuidade da pele. Na maioria dos casos a infeazdo em humanos
€ deoorrente da picada dos insetos para sua dimentacd. Neste ou em um momento
seguinte, 0os hemipteros costumam defecar e quando portadores do T. cruzi acdam por
lancar o protozoario sobre apele, que a encontrar feridas e escoriagdes, causadas pelo
ato de mcar motivado pela reac® alérgica asaliva do triatomideo, poderéo penetrar
facilmente no corpo humano. A cadeia de transmissdo da parasitose infelizmente ndo
acba por aqui. Em regides endémicas ou em centros para onde afluem individuos
contaminados, as transfusdes de sangue cnstituem um sério fator de risco, quando ndo
se realiza aselec@o dos doadores ou a esterilizac@® das amostras. A infeccd por leite

materno e pelo coito acontecem raramente®®?.
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Figura 18 Ciclos que asseguram acirculagcé do protozoario Trypanacsoma cruzi

nos ecssistemas®.

A Medicina ainda ndo prescreve tratamento espedfico e eficaz para a ondicéo
do mal de Chagas. Isto significa que nenhuma droga submetida aensaios clinicos até
hoje @resentou capaddade airativa m isencd ou niveis reduzidos de deitos
colaterais e que ndo existem, também, process de imunizagdo para os individuos
suscetiveis ao parasito. Por este motivo sdo inimeros 0s grupos de pesquisa brasileiros,
principalmente ajueles de Quimica de Produtos Naturais e de Sintese Organica
asociados com os de Parasitologia, que trabalham exaustivamente na obtencéo de
informagdes e reaursos necessarios ao descobrimento de moléaulas Uteis na terapéutica
desta endemia. Enquanto is, 0 controle da tripanossomose americana esta baseado na
interrupgéo do ciclo parasitério atraves das seguintes medidas preventivas. combate com
agentes quimicos aos triatomineos em seus sitios de desenvolvimento dentro da area
endémica; promocd da melhoria do saneamento ambiental pela @nstrucdo de
habitagdes com condi¢des minimas de higiene para extingédo do kiétopo necessrio ao
surgimento de focos dos insetos vetores, educaca das populagdes em zonas endémicas
para esclarecimento sobre & causas e mnseqiéncias da doenca; e profilaxia em bancos
de sangue.

Em recente trabalho Pizzolatti e l.®® destacaam, com base em evidéncias
forneddas por bioensaios contra aforma de altura gimastigotade T. cruz, as fragdes
soluveis do extrato bruto de Polygala sabuosa como fontes potenciais de substancias

ativas contra o referido parasito. Iso foi suficiente para coloca a epécie em
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significativa posi¢céo na busca por novos modelos de ayentes antichagasicos, tornando-

se &sim um interessante dvo para outros estudos quimicos e biolégicos.

3.2.3. A busca por novos model os de far macos anal gésicos

Em varios casos, embora ndo em todos, a dor é uma experiéncia subjetiva
asociada a aividade elétrica em fibras aferentes primérias de pequeno didametro de
nervos periféricos. Esses nervos apresentam finas terminacdes sensoriais ramificadas
nos teddos periféricos e sdo aivados por estimulos de varios tipos (mecanicos,
térmicos, quimicos). Nem sempre asociada ador esta a nocicepgdo, conceituada cmo
0 meanismo pelo qual estimulos periféricos nocivos s transmitidos a0 sistema
nervoso central®®,

Ha muito se sabe que substancias quimicas, muitas até de origem natural, podem
servir como agentes de wntrole da dor, sendo, portanto, denominadas drogas
analgésicas. Devido a tal aplicac®, a descoberta de novos candidatos a modelos de

farmaaos analgésicos € um tema de mnstante interesx.
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4. SECAO EXPERIMENTAL

4.1. Estudo fitoquimico sistematico

4.1.1. M ateriais e M étodos

Todos os lventes utilizados foram de grau P.A., sendo adquiridos de fontes
comerciais. Os Dlventes ndo sofreram qualquer tipo de purificacd® prévia. Nos
fradonamentos e separagdes por cromatografia em coluna foi utilizado silica gel Merck
de granulacd® 70-230 mesh (0,0630,2 mm). Para redizecdo das andlises por
cromatografia em camada delgada foram utilizadas cromatofolhas de silica gel Merck
com espesaura de 0,2 mm. A revelac® das substancias nas placas cromatogréficas foi
realizada por irradiacéo ultravioleta cm comprimentos de onda de 254 e 365 nm, €/ou
por exposicéo a vapores de iodo, e/ou imersdo em solugéo aquosa de doreto férrico e/ou
imersdo em solucéo de anisaldeido sulfdrico seguida de aquecimento a 110°C. Todas as
misturas de solventes empregadas como eluentes foram preparadas a volume por
volume (v/v).

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho Microquimica APF-301
e ndo sofreram corregdes.

Os espedros de absorc2p na regido do infravermelho, entre 4000 e 400 cm?,
foram registrados em um espectrofotdbmetro Perkin-Elmer FT 16PC utilizando-se
pastil has compadas de brometo de potéssio (KBr) de grau analitico. Os comprimentos
de onda das absorcdes foram medidos em centimetros redprocos (cm™).

Os espedros de resnancia magnética nuclea de hidrogénio foram obtidos a
200 MHz em um espedrémetro Brucker AC-200 F, sendo os deslocamentos quimicos
medidos em unidades adimensionais & (ppm) e tendo tetrametilsilano (TMS) como
padréo interno. As areas relativas dos picos foram obtidas por integrac@ eletrénica e
suas multiplicidades 80 descritas como: s (singleto), d (dupeto), t (tripleto), dd (dudo
dupleto), d (singleto largo), dI (dudeto largo) e m (multipleto).

Os espedros de resonancia magnética nuclea de cabono-13 foram obtidos a
50 MHz e 75 MHz an espedrometros Brucker AC-200 F e Varian Gemini 300,
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respedivamente, sendo os deslocamentos quimicos medidos em unidades adimensionais
0 (ppm) e tendo tetrametilsilano (TMS) como padr&o interno. Os mesmos equipamentos
foram utili zados na aquisicéo dos espedros de DEPT-135,

Os espedros de massas foram adquiridos em um aparelho Shimadzu QP-2000
sob impado de feixe eletrdnico a 70 eV. Os cromatogramas de ions totais e 0s
respedivos espedros de massas foram obtidos em um aparelho Shimadzu CG-MS-QP-
2000 (coluna apolar CBP1, 25 m x 0,25 mm. Ti = 80 °C [4 min.], taxa 5°C/min., Tf =
300°C[30 min.]).

4.1.2. Coleta e | dentificacao da planta

A espéde vegetal Polygala sabudosa A. W. Bennet foi coletada no municipio de
Rancho Queimado, pertencente ao estado de Santa Catarina (Brasil), em Novembro de
1997 A planta foi identificada pelo Prof. Dr. Olavo de Aradjo Guimardes e uma
excicata da espécie foi depositada no Herbario do Departamento de Botanica da

Universidade Federal do Parand sob o nlimero 1964030,

4.1.3. Procedimento padr&o de aomatografia por adsor¢éo em coluna

O empamtamento das colunas cromatogréficas foi realizado de acordo com o
procedimento descrito na literatura®”. O contelido s fragdes submetidas &
cromatografia em coluna de silica gel era inicialmente dislvido em acdona e
transferido para um baldo. Em seguida, adicionava-se silica gel na proporcéo 1:2 (m/m)
e evaporava-se widadosamente o solvente sob vaao a 50°C em rotavapor até se obter
uma mistura seca ehomogénea, que posteriormente ga glicada no topo de uma @luna
ja empamtada com a fase estacionaria. A eluicdo erarealizada pelo modo gadiente de
polaridade aescente am eluentes de proporgdes definidas preparados a v/v. As fragdes
coletadas eram evaporadas em rotavapor sob vaao a 50°C até 1/10 de seus volumes

iniciais, estocadas em frascos adequados e imediatamente analisadas por CCD.
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4.1.4. Procedimento padr&o de isolamento

As fragdes resultantes de processos cromatograficos que cntinham solidos eram
lavadas com um pequeno volume de um solvente goropriado (geramente acéona ou
misturas de hexano e aceato de etila) sob leve aguecimento. Apds alguns minutos em
repouso o sobrenadante @a removido cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta
Pasteur. Este procedimento era repetido até que o solido apresentava-se livre de
pigmentos e Oleos. Quando necessrio, em seguida realizava-se uma efetiva
reaistalizacdo do material em solvente alequado. O sdlido isolado era mantido em
dessecador a vaauo contendo cloreto de cdcio anidro por vinte e quatro horas.
Finalmente, determinava-se 0 ponto de fusdo da anostra e posteriormente asubmetia &

analises espedromeétricas.

4.1.5. Preparacao do extrato bruto de P. sabulosa

O material vegetal seco e triturado (todas as partes da planta, 623 g) foi extraido
por maceracd® exaustiva @m etanol-agua (4:1) a temperatura anbiente. A solugéo
hidroalcodlica resultante foi filtrada e evaporada sob pressio reduzida a 50°C em

rotavapor parafornece o extrato bruto hidroalcodlico (210 9®?.

4.1.6. Preparacéo das fracdes de P. sabulosa (pré-fracionamento A)

Uma suspensdo aquosa (200 mL) do extrato bruto (40 g foi submetida a
particionamento sucessivo com n-hexano (3 x 100 mL), diclorometano (3 x 100 mL),
acdato de etila (3 x 100 mL) e n-butanol (3 x 100 mL). O solvente de cala fase
organica foi destilado sob vaauo a 50°C para obtencéo das respedivas fragdes luveis
do extrato bruto (Fluxograma 1). (frac@® em hexano: 7 g fracd® em CH,Cl,: 120 g
fracéo em AcOEt: 7,3 g; fracd® em n-BuOH: 8 g)
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4.1.7. Preparacao das fracdes de P. sabulosa (pré-fracionamento B)

O extrato bruto (169 g) foi dislvido em acdona, adicionou-se silicagel (300 9
€ e/aporou-se 0 lvente em rotavapor sob pressio reduzida a50°C até se obter uma
mistura seca ehomogénea A pastilha obtida foi aplicada em uma @luna com didmetro
de 5,0 cm e eluida exaustivamente com n-hexano, diclorometano, acdato de etila e
etanol, nesta seqiéncia. Os lventes das fases organicas foram evaporados sob vaauo a
50°C pararesultar nas respectivas fragdes luveis do extrato bruto (Fluxograma 1, pag.
49). (frac@® em hexano: 16 g; fracdo em CH,Cl,: 14,2 g frac® em AcOEt: 139 g
frago em EtOH: 15g.)®Y

4.1.8. Isolamento dos constituintes quimicos da fracdo solivel em

diclorometano obtida no pré-fracionamento A.

A frac@® soluvel em diclorometano (11,3 g) foi cromatografada em coluna de
silica gel (h = 30 cm; @ = 3 cm) usando-se wmo eluente misturas de n-CgH14:ACOEL.
Um total de 127 fragdes de 50 mL foram coletadas e tiveram seus volumes reduzidos.
Em seguida a mesmas foram combinadas com base na andlise por CCD, e entéo:

a) afracdo 14 fornecau o composto 1 (15 mg) apds redizacdo do procedimento padréo
de isolamento e reaistalizagé com aceona;

b) o combinado das fragdes 45-48 foi dislvido em AcOEt (50 mL) e a solugéo
resultante foi tratada com carvéo ativo (1 g) sob agitacd® mecanica e guecimento
brando; a solucdo foi filtrada, secaem sulfato de sbdio anidro e evaporada para
render o composto 2 (400 mg);

c) afragdo 50 fornecas o composto 5 (23 mg) apos redizagdo do procedimento padréo
de isolamento;

d) o combinado das fragdes 52-56 foi reaomatografado em coluna de silicagel (h =20
cm; @ = 2 cm) usando-se cmo eluente misturas de n-CgH14:ACOEL; 0s compostos 3
(15 mg) e 6 (5 mg) foram obtidos das frs. 7 e 1517, respedivamente, apos
realizacéo do procedimento padréo de isolamento;

€) o combinado das fragdes 80-97 foi reacomatografada em coluna de silicagel (h =25

cm; ¢ = 3 cm) com 0 mesmo eluente dtado no item anterior; apos a redizac@® do
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procedimento descrito na se¢c@® 4.1.4 obteve-se: o composto 4 (400 mg) do
combinado das frs. 11-12; uma mistura dos compostos 7 e 8 dafr. 13; 0 composto 7
da fr. 14 (15 mg); o composto 9 (185 mg) da unido das frs.15-16; e asubstancia 10
(4 mg) dasfrs. 18-19.

O Fuxograma 2 (pag. 50) apresenta a seqiéncia experimental seguida para o

isolamento dos constituintes quimicos dessa fracé.

4.1.9. Isolamento dos constituintes quimicos da fracdo solivel em

acetato de dila adbtida no pré-fracionamento A.

A frac® do extrato bruto solvel em acetato de eila (7,3 g) foi cromatografada
em coluna de silica gel (h =25 cm; @ = 3 cm) utilizando-se como eluente misturas de n-
CeH14:ACOEt:MeOH. Foram coletadas 36 fragdes de 50 mL que tiveram seus volumes
reduzidos e logo apos foram reunidas com base na andlise por CCD. Enté&o:
a) o combinado das fragdes 15-17 rendeu o composto 11 (4 mg) apos aplicacdo do
procedimento padrdo de isolamento; e
b) o combinado das fragdes 18-19 foi filtrado em coluna de Sephadex LH-20 usando
metanol como eluente; 12 fragdes de 10 mL foram coletadas e da cmbinacd® das
subfragdes 9-11 o composto 12 (25 mg) foi obtido apds a evaporagdo do solvente.
O Fuxograma 3 (pag. 51) apresenta a seqiéncia experimental seguida para o

isolamento dos constituintes quimicos dessa fracé.

4.1.10. Isolamento dos constituintes quimicos da fracdo soluvel em

etanol obtida no pré-fracionamento B.

A frac@® do extrato bruto solivel em etanol (15 ¢ foi dissolvida em acetona,
adicionou-se silica gel e evaporou-se 0 solvente sob pressio reduzida a 50°C em
rotavapor até se obter uma mistura seca ehomogénea A pastilha resultante foi aplicada
em uma ®luna @m didmetro de 5,0 cm e eluida com diclorometano e misturas de
ACcOEt:EtOH:AcOH com polaridade aescente, sendo obtidas 20 fragdes de 200 mL

cada que tiveram seus volumes reduzidos.
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A fracd 15 foi cromatografada em coluna de silicagel (h =25 cm; ¢ = 2 cm)
utilizando-se @mo €eluente misturas de n-CgH14AcOEL:EtOH. Foram coletadas 63
fragbes de 50 mL que tiveram seus volumes reduzidos e foram agrupadas com base na
analise por CCD. Entéo:

a) o combinado das fragdes 40-43 foi reacomatografada em coluna de silicagel (h =20
cm; @ = 2 cm) usando-se misturas de AcOEt:EtOH; o composto 13 (32 mg) foi
obtido da combinac& das fragdes 8-9 ap0s evaporacé do solvente.

O Fuxograma 4 (pag. 51) apresenta a seqiéncia experimental seguida para o

isolamento do dlicosideo 13.
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Fluxograma 1

Materid vegetal sem
etriturado (623 9

Extrato br

uto (40 g)

Particionamento sucessvo ¢/
Nn-CgH14, CH,Cl,, ACOEt e n-BuOH.

Extrato bruto (209 g

Fr. solGvel em
N-CgHi4 (A)

Fr. solivd em
CH,CI, (A)

Fr. solivd em
ACOEt (A)

Fr. solGvel em
n-BuOH (A)

Extrato bruto (169 g

Filtragdo solbre SO, ¢/
n-CgH14, CH,Cl,, ACOEt e n-EtOH.

Fr. solvel em
n-CgHi4 (B)

Fr. solivd em
CH,Cl, (B)

Fr. solivdl em
AcOEt (AB)

Fr. solivd em
EtOH (B)

Fluxograma que apresenta 0 modo de preparacdo das fragbes lUvels do extrato bruto de P. sabuosa.




Fluxograma 2

Fr. solivel em CH,Cl, (A)

a
Fr. 14 Frs. 45-48 Frs. 50 Frs. 52-56 Frs. 80-7
b b b a
Comp. 1 Comp. 2 Comp. 5
Fr.7 Frs. 15-17 Frs. 11-12 Fr. 13 Fr.14 Frs. 15-16 Frs. 18-19
b b b b b b b
Comp. 3 Comp. 6 Comp. 4 Comp. 7+8 Comp. 7 Comp. 9 Comp. 10

Fluxograma que gpresenta a sequiéncia de isolamento dos constitui ntes quimicos presentes na fragio do extrato bruto solivel em CH,CI, (A).

a: cromatografia em coluna de SiO, usando-se como eluente misturas de n-C;H, ,;AcOEt; b: procedimento padréo de isolamento (se¢éo 4.1.4).

50



Fluxograma 3

Fracé soltivd em AcOEt (A)

frs. 15-17 frs.18-19
b
c
Comp. 11
frs. 9-11
Comp. 12

Fluxograma que gresenta aseqiéncia de isolamento
dos congtituintes quimicos presentes na frac® do
extrato bruto solivel em AcOEt (B). a: cromatografia
em coluna de SiO, usando-se cmo eluente misturas
de n-CgHi4ACOEL; b: procedimento padrdo de
isolamento (se¢@® 4.1.4); c: filtrag® em Sephadex
LH-20 com metanol
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Fluxograma 4

Fracé soltvd em EtOH (B)

fr. 15

fr. 40-43

frs. 89

Comp. 13

Fluxograma que gresenta aseqiéncia de isolamento
dos congtituintes quimicos presentes na frac® do
extrato bruto solivel em EtOH (A). a: filtracd® sob
SiO, com CH,Cl; e misturas de AcOEt:EtOH:AcOH,;
b: CC de SIO, usando-se como eluente misturas de n-
CeH14:ACOEL:EtOH; c: CC de SIO, usando-se ®mo
eluente misturas de AcOEt:EtOH



4.1.11. Caracterizacao dos constituintes quimicos

24etiI-5&-colecta—7,22—dien-?ﬁ-ol (@0}

PF: 167-16F°C. I.V.(KBr) vmx cm': 3424 2936, 2868, 145, 1380, 1040, 970.
RMN *H (200 MHz, CDCls) & ppm: 5.14 (m, 3H, H-7, H-22 e H-23), 3.60 (m, H-3),
1.03(d, J = 6.6, 21-CH3), 0.85 (d, J = 6.0, 26-CH3), 0.80 (s, 19-CHs), 0.80 (d, J = 6.3,
27-CHa3), 0.79 (t, J = 6.2, 29-CH3), 0.55 (s, 18-CH3). RMN **C (50 MHz, CDCls) &
ppm: 1403 (C-8), 138.9 (C-22), 130.1 (C-23), 1181 (C-7), 71.8 (C-3), 56.6 (C-17),
55.8 (C-14), 51.9 (C-24), 50.1 (C-9), 43.9 (C-13), 41.5 (C-20), 40.9 (C-5), 40.2 (C-12),
38.7 (C-4), 37.8 (C-1), 34.9 (C-10), 32.6 (C-25), 32.1 (C-2), 30.3 (C-6), 29.2 (C-16),
26.1 (C-28), 23.7 (C-15), 22.2 (C-11), 22.1 (C-21), 21.8 (C-26), 19.7 (C-27), 13.8 (C-
19), 12.9 (C-29), 12.7 (C-18). EMIE (probe) 70 eV, m/z (int. rel.): 412 [M]* (11), 397
(5), 369(6), 351(3), 300 (10), 271 (68), 255(33), 107 (47), 81 (100), 69 (61).

7-(3,3-dimetilaliloxi)-6-metoxicumarina (2)

PF: 79,5-82°C. |.V.(KBr) v cm™: 3054 3008 2974 2936 1714 1614 1562 1514
1448 1426, 1382, 1280, 1248, 1198, 1172, 1142, 1026. RMN *H (200 MHz, aceona-
ds) & ppm: 7.86 (1H, d, J = 9.47 Hz, H-4), 7.16 (1H, s, H-8), 6.94 (1H, s, H-5), 6.20
(1H, d, J=9.55Hz, H-3), 5.52 (1H, 1, J = 6.65 Hz, H-2"), 4.69(2H, d, J = 6.64 Hz, H-
1), 3.85 (3H, s, 6-OCHs), 1.79 (6H, s, H-4 e H-5). RMN **C (50 MHz, CDCls) &
ppm: 1617  (C-2), 1522 (C-7), 1499 (C-10), 146.7 (C-6), 143.4 (C-4), 1391 (C-3),
1186 (C-2), 113.3 (C-3), 1113 (C-9), 107.9 (C-5), 101,1 (C-8), 66.3 (C-1), 56.4
(OCHs), 25.9 (C-4'), 18.4 (C-5'). EMIE (probe) 70 eV, miz (int. rel.): 260 [M]™ (2),
192(100), 177 (33), 164 (22), 69(89).

4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-dihidroestiril)-2H-piran-2-ona (3)
PF: 137-140°C. |.V.(KBr) Vima '™ 3106 2926, 1710, 1648, 1568, 1490, 1458, 1442,
1412 13%4, 1322, 1270, 1242, 1146, 102, 922, 870, 824. RMN *H (200 MHz, CDCls)
& ppm: ver Tabela 4, pdg. 74. RMN °C (75 MHz, CDCls) & ppm: ver Tabela 4, pag. 74.
EMIE (probe) 70eV, m/z (int. rel.): 274[M]™ (9), 135 (100), 69 (13).
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4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-metoxi-dihidroestiril)-2H-piran-2-ona (4)

PF:. 148151°C. |.V.(KBr) Vi cm™: 3078 2950, 2900, 2848, 1726, 1646, 1568, 1508,
1454 1408, 125, 1194, 1160, 1134, 1036, 996, 934, 856, 838. RMN *H (200 MHz,
CDCls) & ppm: ver Tabela 4, pag. 74. RMN °C (75 MHz, CDCls) & ppm: ver Tabela 4,
péag. 74. EMIE (probe) 70 eV, mvz (int. rel.): 304 [M]* (10), 165 (100), 135 (15), 69
(23).

4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-10,14-dimetoxi-dihidroestiril)-2H-piran-2-ona (5)
PF. 1655-168C. 1.V.(KBr) Vmax cm™ 308Q 2952 1726 1648 1572 150Q 1478
1416 1330, 1254, 1224, 12, 1158, 1118, 1074, 1036, 1006, 933. RMN *H (200MHz,
CDCls) & ppm: ver Tabela 4, pag. 74. RMN °C (75 MHz, CDCls) & ppm: ver Tabela 4,
pég. 74. EMIE (probe) 70 eV, m/z (int. rel.): 334[M]* (4), 195 (100), 165 (9), 69 (12).

4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-estiril)-2H-piran-2-ona (6)

PF: 198-201°C. |.V.(KBr) Vs cmit: 3076 2922 2852 1722 1634 161Q 1552 1496
145Q 1412, 1364, 1312, 1253, 1198, 1158, 1104, 1030, 1004, 960, 924, 828, 812. RMN
'H (200 MHz, aceona-ds) & ppm: ver Tabela 5, pag. 83. RMN **C (75 MHz, CDCl3) &
ppm: ver Tabela 5, pag. 83. EMIE (probe) 70 eV, m/z (int. rel.): 272 [M]™ (100), 244
(27), 201(87), 115(36), 89 (57), 69 (95).

4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-metoxi-estiril)-2H-piran-2-ona (7)

PF: 186-189°C. |.V.(KBr) Vima cm'™: 3078 2954, 2898, 1728, 1630, 1616, 1556, 144,
145Q 1414, 1356, 1324, 1254, 1224, 1198, 1144, 1112, 1075, 1052, 1038, 102, 958,
936, 842, 810. RMN *H (200MHz, CDCls) & ppm: ver Tabela 5, pag. 83. RMN *3C (75
MHz, CDCI3) d ppm: ver Tabela 5, pag. 83. EMIE (probe) 70 eV, m/z (int. rel.): 302
[M]™ (100), 271 (20), 229(29), 125(38), 69 (83).

4-metoxi-6-(11,12-dimetoxi-estiril)-2H-piran-2-ona (9)

PF: 147-149°C. |.V.(KBr) v cm': 3078 2942, 2836, 172, 1638, 15%, 1552, 1516,
145Q 1408, 1254, 1152, 1018, 956, 818, 754. RMN 'H (200 MHz, CDCls) & ppm: ver
Tabela 5, pag. 83. RMN *3C (75 MHz, CDCl5) & ppm: ver Tabela 5, pag. 83. EMIE
(probe) 70V, miz (int. rel.): 288[M]** (100), 245(25), 217 (57), 69 (58).
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5,7,4 -trihidroxi-flavona (11)

PF: 344-345°C. |.V.(KBr) Vimax M 3412 1652, 1614, 1568, 1518, 15, 1426, 13%4,
136Q 1310, 1274, 1258, 1204, 1178, 1144, 1042, 912, 884, 840, 818. RMN H (200
MHz, acdona-ds) & ppm: ver Tabela 6, pag. 93. EMIE (probe) 70 eV, m/z (int. rel.): 270
[M]*™* (100), 153 (55), 152 (27), 118(22), 69 (13).

3,5,7,3 ,4- pentahidroxi-flavona (12)

PF: 312-313°C. |.V.(KBr) Vima cm'™: 3408 1666, 1610, 1562, 1522, 1452, 1382, 13,
1264 1200, 1168, 1014, 822. RMN *H (200MHz, DMSO-dg) & ppm: ver Tabela 6, pag.
93. EMIE (probe) 70 eV, m/z (int. rel.): 302 [M]* (100), 301 (33), 153 (16), 137 (27),
69 (40).

3-0—(§-D-glicopiranosi 1)-5,7,3 ,4 -pentahidroxi-flavona (13)

PF: 247-249C. |.V.(KBr) v cm*332Q 1658 1606 1562 1506 1452 1364 1262
1204 1172, 112, 1084. RMN H (200 MHz, DMSO-dg) & ppm: ver Tabela 6, pag. 93.
RMN *C (75 MHz, DMSO-ds) & ppm: compativeis com valores descritos na
literatura®®. EMIE (probe) 70 eV, m/z (int. rel.): 302 [M]™ (100), 301 (27), 153 (12),
137(17), 69 (34).
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4.2. Ensaios biologicos

4.2.1. Atividade tripanomicida

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Protozoologia (Departamento de
Microbiologia eParasitologia) da UFSC.

Solucbes estoque do extrato bruto, ou fragdes, ou compostos puros foram
preparadas em DM SO na concentrac@ de 20 mg/mL e filtradas em membrana de 0.45
pm.

As formas epimastigotas de Trypancsoma cruz foram cultivadas em meio LIT
suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os parasitas foram lavados em salina
estéril fosfato tamponada (PBS — pH 7,2) e sua ncentracé® ajustada para 5x10°
parasitassmL no mesmo meio. Os bioensaios foram realizados em triplicata en placas
contendo 96 pogos. Nos pocos foram colocados 200 pl da suspensdo de parasita
juntamente com solugdes do extrato bruto ou fragdes a 500, 250, 100, 50 e 10 pg/mL.
Como controle, epimastigotas foram incubados com solugéo de DM SO a 5% contendo
10 pg/mL de benzidazol (Rochagan™) ou em meio LIT somente. Apés a incubacio a
27°C por 72 horas, a atividade tripanomicida foi avaliada pela determinacé do numero
de parasitas vivos em camara de Neubauer.

O extrato bruto e fragdes luveis foram ensaiados em triplicata contra a forma
sanglineatripomastigota de Trypanaoma cruz. As formas tripomastigotas sangliineas
foram obtidas de ratos Swiss infedados, no sétimo dia de infeazd com T. cruz (Y
cepa). Apos a coleta do sangue, o nimero de parasitas foi determinado em camara de
Neubauer e aconcentracé® gjustada para 5x10° parasitas’mL em meio LIT. Em seguida,
200 ul da suspenséo de parasitas foram incubados com solugdes do extrato bruto (100 e
500 pg/mL) ou fragdes (250 e 500 pug/mL) a 4°C por 48 horas. Paralelamente como
controle, 0 mesmo numero de parasitas foi incubado com solugdo de DMSO a 5%
contendo violeta de genciana (250 pg/mL) ou com meio LIT somente. A atividade
tripanomicida foi avaliada pela determinac@® do nimero de formas tripomastigotas

vivas. A atividade foi expressa ammo percentagem de reducéo do nimero de parasitas.
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4.2.2. Atividade antinociceptiva

Os ensaios foram reali zados no Departamento de Ciéncias Bioldgicas e da Salde
da UNISUL.

Foram utilizados camundongos suicos machos (25-35 g, n = 6-8 por grupo). A
resposta nociceptiva foi induzida pela injecéo intraperitoneal (i.p.) de acdo acéico a
0,6%. As respostas consistem em contragdes do musculo abdominal do animal.

Os animais, excluidos os individuos que @nstituem o grupo controle, foram
tratados 30 minutos antes da injec@® de &ido acéico com o extrato bruto, fragdes
solUveis e cmpostos puros pela via intraperitoneal nas doses de 10, 30 e 100 mg/Kg,
respedivamente.

Apbs a injecd® da substancia irritante, pares de animais foram separados em
caixas de observacd® e a contor¢des abdominais indicativas de dor foram contadas
cumulativamente durante um periodo de 20 minutos. A atividade antinociceptiva foi
demonstrada pela diminuicdo do nimero de contor¢bes nos animais pré-tratados em
relacé aos animais usados como controle, sendo expressa ha forma de porcentagem de

inibicdo do nimero de contorgdes e Dlso (mg/Kg).
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. Estudo fitoguimico sistematico de P. sabulosa (Polygalaceae)

O estudo fitoquimico sistemético da espécie vegetal Polygala sabuosa A. W.
Bennet (Polygalaceag foi realizado de aordo com a metodologia tradicional. Os
constituintes micromoleaulares foram isolados através da @licacdo da témica de
cromatografia por adsorcéo em coluna afragdes laveis do extrato bruto obtidas tanto
por extracgo liquido-liquido quanto por sdlido-liquido. Procedeu-se com eluicéo pelo
modo gradiente eposterior monitoramento das subfragdes resultantes por cromatografia
em camada delgada.

Os constituintes quimicos isolados tiveram suas estruturas estabelecidas com
base em evidéncias espedroscopicas (espedrometria de massas por impado eletrénico,
espedrometria no infravermelho e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de
carbono-13), envolvendo inclusive mmparac® com dados relatados na literatura. E
importante ressaltar que o composto 8 apresentou-se como constituinte minoritario e foi
previamente caaderizado por CGAR-EM.

Os sucessvos fracionamentos cromatograficos bre silica gel da fracd do
extrato bruto de P. sabuosa soltvel em diclorometano levaram ao isolamento de dez
substancias naturais, que foram identificados como 24etiI-50c-cole£taf7,22-dien-3b-ol
(D), 7-(3,3-dimetilaliloxi)-6-metoxicumarina (2), 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
dihidroestiril)-2H-piran-2-ona 3, 4-metoxi-6-(11,12-metil enodioxi-14-metoxi-
dihidroestiril)-2H-piran-2-ona  (4), 4-metoxi-6-(11,12-metil enodioxi-10,14-dimetoxi-
dihidroestiril)-2H-piran-2-ona (5), 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-estiril)-2H-piran-2-
ona (6), 4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-metoxi-estiril)-2H-piran-2-ona (7), 4-
metoxi-6-(11,12-metil enodioxi-10,14-dimetoxi-estiril)-2H-piran-2-ona (8), 4-metoxi-6-
(11,12-dimetoxi-estiril)-2H-piran-2-ona (9) e protohypericin (10. Os flavonoides 5,7,4 -
trihidroxiflavona (11) e 3,5,7,3 ,4’ -pentahidroxiflavona (12) foram obtidos a partir dos
conseautivos fracionamentos cromatograficos da porcéo do extrato bruto hidroalcodlico
de P. sabuosa soliveis em acdato de etila Da mesma maneira o glicosideo
flavonoidico 3-0—(D-D-glicopiranosil)-5,7,3' 4 -tetrahidroxiflavona (13) foi isolado da

fracéo soltvel em etanol.
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A seguir € gresentada uma discussdo detalhada de como cada @nstituinte

guimico foi devidamente identificac® e caaderizado.

5.1.1. 24EtiI—5&—colesta—7,22—dien—3§—ol (1)

O produto natural 24-etil-5a-colesta-7,22-dien-33-ol (1), mais conhecido como
o-espinasterol, foi obtido na forma de pequenas agulhas brancas com ponto de fusdo
167°C-169°C e esta sendo descrito pela primeira vez como constituinte quimico de P.
sabuosa (Polygalacese). Contudo, trabalhos anteriores ja reportaram a presenca desse
fitoesterol em outras duas espécies da familia Polygalaceae (P. panculata e P.
cyparissias)®>39,

Os espedros na regido do I.V. e de RMN 'H de 1 apresentaram um perfil
caaderistico de substancia esteroidal. No primeiro, destacaam-se & intensas e
moderadas bandas de asor¢éo em frequéncias de deformagdes axiais e agulares de
grupos metil e metileno (Vmsx 2936 2868 1456 e 1380 cm™). Além disso, foram
observadas absorcdes em 3424 cm®, 1642 cm™ e 1040 cm™ que so préprias de
vibragdes de deformacéo axial de ligacdes O—H, C=C e C—O, respedivamente. No
segundo tipo de espedro notou-se um conjunto de sinais para trés hidrogénios olefinicos
(&4 5.0-5.5 ppm) e para um hidrogénio cabindlico (&4 3.5-4.0 ppm), aém de um
conjunto complexo de sinais na regido de difaticos, onde foi possivel o reamnhecimento
de duas metilas ligadas a cabono quaternario, em &4 0.55 ppm (3H, s) e &, 0.80 ppm
(3H, ), e trés metilas dupletos [1.03 (d, J = 6.6, 21-CHj3), 0.85 (d, J = 6.0, 26-CH3),
0.80(d, J= 6.3, 27-CHy)].

A comparac® dos espectros de RMN **C obtido sem amplamento de
hidrogénio e RMN *°C-DEPT permitiu 0 reconhedmento de vinte e nove sinais
relacionados aos sguintes tipos de &omos de cabono: um sp? quaternario (3¢ 1403
ppm), trés sp? seaundérios (¢ 1389, 130.1 e 1181 ppm), um sp° carbindlico (3¢ 71,8
ppm), dois sp* quaterndrios (3¢ 43.9 e 34.9 ppm) e nove sp° seaundérios (3¢ 40.2, 387,
378,321, 30.3, 29.2, 26.1, 23.7 € 22.2 ppm). Os trezesinais adicionais (dc 56.6, 55.8,
519,501, 415, 40.9, 32.6, 22.1, 21.8, 19.7, 13.8, 129 e 12.7 ppm) corresponderam a

atomos de cabono sp® primérios e tercidrios. Esss informagdes foram suficientes para
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suportar a hipotese de um esgueleto esteroidal que @ntém, segundo a quantidade de
atomos de cabono definicos, duas dupas ligacgoes.

O EMIE de 1 mostrou o pico correspondente a ion moleaular [M]*" em vz 412
u.m.a. (11%), conferindo com a formula moleaular C,gH450. A relagdo entre o nimero
de &omos de cabono e hidrogénio indicou a presenca de seis insaturagdes na molécula.
Os picos em m/z 397 um.a. (5%) e em 369 um.a. (11%) puderam ser relacionados a
fragmentos iOnicos resultantes da perda de radica metil [M-CH3]™" e isopropil [M-
CsHio]* diretamente do ion moleaular, respedivamente, e s30 tipicos de esteréides com
insaturacd® entre C-22 e C-23. O ion fragmentario com m/z 300 um.a. (10%) é
proveniente de um proces retro Diels-Alder que ocorre, seguramente, no anel B do
sistema ciclico e asua presenca no espedro de massas foi decisiva para localizar a
segunda insaturacd® em C-7 e C-8. O modelo de fragmentac@® esta representado no
Esquemall.

Frente a essas informacOes experimentais 0 composto 1 teve sua estrutura
proposta como 24-etil-5a-colesta-7,22-dien-33-o0l. A confirmacd desta deducdo foi
obtida apartir da comparacd® dos deslocamentos quimicos dos &omos de cabono da
amostra com os valores descritos por Kojima e ©l.®?, tendo como consegiiéncia a

correta dribuicéo desses sinais (vide secéo 4.1.11, pag 51).

1
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5.1.2. 7-(3',3-Dimetil alil oxi)-6-metoxicumarina (2)

A ocorréncia natural da 7-(3',3 -dimetilaliloxi)-6-metoxicumarina (2) foi
observada pela primeira vez na espécie vegetal Carduus tenuiflorus (Compositag©?, e
mais recentemente mnstatou-se asua presencaem Polygala sabuosa (Polygalacee)®?.

No atual estudo essa preniloxicumarina foi novamente obtida @mo um
constituinte majoritério da espécie P. sabuosa e poder-se-ia dar como irrelevante tal
registro. Entretanto, dois fatos justificaram a repeticdo do relato e a apresentacé® de
uma descricéo detalhada da identificagdo dessa aumarina hemiterpénica. Primeiramente,
confirmou-se a presenca em quantidades apreciaveis dessa substancia nos teados
vegetais da espécie, indicando que a planta € uma fonte natural do metabolito; em
segundo lugar, informagdes providenciadas por ensaios biologicos, que serdo
apresentadas em paginas posteriores, comprovaram a potencialidade dessa substancia
como agente antichagasico.

Inicialmente, a formula moleaular do composto 2 foi deduzida @wmo CisH1604
(que mnfere com oito insaturagdes) com base nos espedros de massas e de resonancia
magnética nuclea de *H e *C. A informac (til para ese fim contida no EMIE foi a
presenca do pico referente a ion moleaular [M]*s de mVz 260 u.m.a. (2%); no conjunto
dos dados de RMN foram observados sinais relacionados a um total de quinze 4omos
de cabono e dezesseis de hidrogénio.

Em seu espedro de infravermelho foram remnhecidas bandas de asor¢céo em
freqliéncias de deformac@® axial de ligagdo C—H de aomatico ( N 3054 cm?), de
ligacd C—H alifética (Améx 2974e 293% cmY), de ligacd C=0O de lactona (Améx 1714
cm™), de ligagdo C=C de anel aromético ( jmix 1614 1514, 1448 cm?) e em fregiiéncia
de deformacdo axial assmétricade ligacéd C—O—C ( N 1248cm™).

O sistema aimarinico substituido nas posicbes C-6 e C-7 foi inferido apos as
seguintes observagdes no espedro de RMN *H: um par de dupetos centrados em o
6.20 ppm (H-3) e 7.86 ppm (H-4) com constante de acoplamento, J, emtorno de 9.5 Hz
gue sdo tipicos de hidrogénios de dupla ligacd® endociclica mm configuracéo Z
conjugada a uma funcéo cabonila; e um par de singletos reladonados a dois
hidrogénios aromaticos ndo acoplados em o 6.94 ppm (H-5) e 7.16 ppn (H-8).

Foram detectados também no espedro de RMN *H sinais que onfirmaram a

existéncia e o aranjo atdbmico dos upostos grupamentos substituintes do anel
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aromatico. O tripleto largo centrado em &y 5.52 ppn (1H, J = 6.65 Hz) indicou a
presenca de um atomo de hidrogénio olefinico adjacente aum grupo metileno, que por
sua vez ocorreu como um dupleto centrado em &y 4.69 pom (2H, J = 6.64). O sinal
simples em &y 1.79 ppn (6H) sugeriu a presenca de duas metilas ligadas a um mesmo
carbono dotipo sp®. A racionalizaggo deste conjunto de sinais possibilitou a proposicéo
de uma porcdo prenila (—CH,CH=C(CHj3),). Ja 0 singleto em &y 3.85 pom, com
integracé paratrés &omos de hidrogénios, evidenciou o segundo substituinte cmo um
grupo metoxila (—OCH3).

Como citado antes, o espectro de RMN **C mostrou sinais para quinze 4omos
de cabono que puderam ser classificados com o auxilio das informagdes
providenciadas pelo espedro de RMN **C-DEPT como: um carbonilico (8¢ 1617 ppm),
trés carbonos sp” oxigenados (3¢ 1522, 149.9 e 146.7 ppm), dois sp quaternarios (¢
1391 e 111.3 ppm), cinco sp> metinicos (3¢ 1434, 118.6, 1133, 107.9 e 1011 ppm),
um sp> oxigenado de grupo metileno (3¢ 66.3 ppm), um sp* oxigenado de grupo metila
(3c 56.4 ppm) e dois sp° de metilas (3¢ 25.9 e 184 ppm). Como Se esperava, eSS
informagdes espectroscopicas concordaram com um sistema 2H-1-benzopiran-2-ona €
definitivamente, dioxigenado, visto que so trés os carbonos com hibridizacdo sp®
ligados a oxigénio.

Ouitras evidéncias concretas da dioxigenacéo do anel aromético e que garantiram
a funcdb ée com o grupamento prenila (—CH,CH=C(CHs),), foram: o
remnhecimento do @omo de cabono do gupo metileno como oxigenado; e a
localizac®, agora na resnancia magnética nuclea de *H, do sinal relacionado aos
hidrogénios metil énicos em &y 4.69 ppm (2H, J = 6.64), que se revelou ser influenciado
eletronicamente ndo s por uma dupla ligacd® adjacente, mas também por um
heteroatomo.

A par das unidades que cmpdem a estrutura moleaular de 2 (um nicleo
cumarinico 6,7-dioxigenado, uma metoxila eum radical preniloxi) duas estruturas, no

caso 0s isdmeros de posicao 2a e 2b, puderam ser propostas.
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2a 2b

Essas propostas estruturais ainda tiveram o respaldo da espedrometria de massas
por impado eletrénico a 70 eV. O principal pico, de m/z 192 u.m.a. (100%), ao invés de
ser relacionado a dassica perda de CO pelo heterociclo, é proveniente do rearanjo
intramoleaular do tipo McLafferty que ocorre na caleia lateral durante o proceso de
fragmentacé@® (Esquemalll). A etapa subsegiiente a ata, € a perda de radical metila para
dar origem ao fragmento de m/z 177 u.m.a. (33%).

\@H |
) C N CiHg HC N

CHy 0 CHy 0
s N cH, OB AN
| G o HOY o
2 (CH
Mz 260[M*] (2%) Mz 192(100%)
Esquema Il
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Caberia agora excontrar provas para escolher entre @& duas possibilidades
isoméricas. Cardona e ©l.®% concluiram que a melhor maneira de diferenciar os
isdmeros 2a e 2b é a adlise mmparativa dos espedros de RMN 'H registrados em
benzeno-d®, visto que, claramente, percebeu-se diferencas nos deslocamentos quimicos
dos snais relacionados a H-5 e H-8 de cala uma das estruturas (2a: &y 6.37 ppn € 048
6.40 ppm; 2b: &5 6.24 ppm e 6.60 ppm), bem como dos gnais para H-1' (2a: &y 4.30
ppm; 2b: &y 4.18 ppm) e para ametoxila (2a &y 3.12 ppn; 2b: &y 3.35 ppm). Mesmo
sem merece a discussdo dos autores na pubicac@®, uma interessante informacé®
exibida no mesmo artigo foi percebida dentre os dados da ressonancia magnética de °C
adquiridos quando a anostra foi solubilizada em cloroférmio-d: o &omo de cabono C-
5 de 2b (&c 107.8 ppm) € 1.9 ppm mais blindado do que C-5 em 2a (6c 1097 ppm),
enguanto que o carbono C-8 de 2a (¢ 99.9 ppm) &, pois, 1.1 ppm mais blindado do que
C-8 de 2b (&c 1010 ppm) (Fig. 19). Através das ensiveis diferencas no parametro Adc,
gue refletem a influéncia eletronica dos grupamentos substituintes, a distingéo entre &

estruturas isoméricas 2a e 2b foi absolutamente possivel.

2a 2h

Figura 19  Variagdes do deslocamento quimico para os &omos C-5 e C-8
de2ae2b.

Todos os dados discutidos anteriormente @rroboraram para que 0 composto 2

fosse identificado como 7-(3’,3 -dimetil aliloxi)-6-metoxicumarina.
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5.2.3. Trésdihidroestiril-lactonas (3-5)

A aplicaca@ de procedimentos convencionais de isolamento a fracé@ solivel em
diclorometano de P. sabuosa conduziu ao isolamento de trés dihidroestiril-2H-piran-2-
onas como solidos amorfos de r amarela epontos de fusdo 137-140°C (3), 148-151°C
(4), 164168 C (5). Trabalhos anteriores descreveram a identificac@® de 3 na espécie
vegetal Pi perosanctum(el) e de todas elas na prépria espécie em estudo®®?.

Comecemos por descrever a interpretacdo do conjunto de dados espedrais para
determinac® estrutural do constituinte quimico denominado 3. 1o porque, com o pré-
estabelecimento de uma estrutura base, a progressio do proces de identificac® das
outras duas substancias ficara um tanto quanto facilitado. Iniciemos pela deducéo de sua
férmula moleaular. Em seu espedro de massas 0 pico representante do ion molecular
[M*:] aparecas em m/z 274 um.a (9%); dos sinais registrados no espedro de RMN *C
foram contabilizedos quinze &omos de cabono. Diante desses dados instituiu-se aF.M.
C15H1405 e an seguida com o numero de a&omos de cabono e hidrogénio calculou-se
um total de nove insaturagbes paraa estrutura.

Partindo para o espedro de RMN *H, notou-se, claramente aprimeira vista, um
padréo de acoplamento tipico de um sistema ABX, definido pelos sinais centrados em o
6.73 ppm (1H, d, J = 7.82 H2), o 6.65 ppm (1H, d) eg“ 6.61 ppm (1H, dI, J = 7.61
Hz), que caacterizou um anel benzénico do tipo 1,3,4-tri-substituido. Além disso,
observou-se um singleto com integrac@® para dois hidrogénios em o 593 pm que é
proprio de grupo metilenodioxi (—OCH,0—); tal substituinte tomou seu lugar na
estruturamolecular conedando-se & posigoes C-3 e C-4 do anel aromatico, tendo como

resultado aestrutura parcial (1). No mesmo tipo de espedro percebeu-se também um par
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de tripletos com integracé para dois a&omos de hidrogénio cada elocalizados em regido
de alifaticos, [0y 2.89 ppm (t, J = 7.89 Hz) e &y 2.69 ppm (t, J = 7.88 HZ)], que
definiram uma por¢do da moléaula que mntém dois grupos metilenos vicinais e isolados
(—CH2CH>—) (1) eum singleto em &y 3.78 gom com integracd para trés hidrogénios,
tipico de grupo metoxila (—OCHS3) (I11) ligado a anéis aromaticos (Fig. 20).

Antes de avancar, contabilizemos 0s &omos e insaturagdes ja utilizados até aqui
para onstrucdo da moléaula-alvo: um anel benzénico trisubstituido (CgHs) e mais as
por¢bes (—OCH,0—), (—CH,CH,—) e (—OCHj3) que ocuparam dez domos de
carbono, doze de hidrogénio, trés de oxigénio e cinco insaturagdes. Logicamente, resta-
nos uma unidade cm CsH,0, e quatro insaturagdes.

O espedro de RMN *H ficou reduzido a um Gnico par de dupetos na regido de
olefinicos (um centrado em &y 5.72 ppm e outro em &y 541 pom) que possiem
integracé para um aomo de hidrogénio cada e onstante de acoplamento, J = 2 Hz,
caaderistica de hidrogénios que mantém relacédo meta entre si. Deste smples conjunto
de sinais foi inferida aunidade (1) mostrada nafigura 20.

No espedro de infravermelho de 3 a banda mais intensa, agquela em Vs 1710
cm™?, é de fato um indicio decisivo para a ©nstrucio total de sua estrutura moleaular.
Segundo informagdes registradas na literatura®?, absorgdes nesta faixa de fregiéncia
sd0 tipicas de ettiramento de carbonila a,-insaturada de d-ladonas, e desta forma, a
unidade (V) foi indicada, também, como elemento integrante do arranjo moleaular.

A combinacd dos componentes (1V) e (V) convergiu para adeducéo do sistema
heterociclico 2H-piran-2-ona 4,6-disubstituido (VI), que satisfaz exatamente &
condicdes para cmplemento da férmula moleaular descritas no periodo final do

tercaro paragrafo.
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— CH,CH,—
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—OCH;4 o >
() (V)

Figura 20 Unidades que cmmpdem a estrutura moleaular do composto 3.

Com todas as unidades moleaulares em méos (I-VI), o edabelecimento da
conedividade foi a dapa conclusiva da operac@® de identificac® do composto 3.
Analisando-se sobre o prisma do desocamento quimico dos &omos da porcéo
(—CH,CH2>—) observou-se que ambos os pares de hidrogénios equivalentes 50 menos
blindados por cercade 1.4 ppm em relagéo aos correspondentes hidrogénios alifaticos
gue sofrem efeitos eletrénicos menos acantuados. Isto confirmou, em definitivo, que a
referida caleia alifédtica € um efetivo elemento espacalor de dois grupos elétron-
sacalores e, imediatamente, foi possivel posiciona-la entre os sstemas ciclicos (1) e
(VI). Assim sendo, o grupo metoxila (Il) foi clasdficado, indubitavelmente, como o
segundo grupamento substituinte da caleia ciclica heteroatdbmica Neste momento duas
possibilidades estruturais foram estabeleddas, 3a e 3b.
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Em principio, a escolha entre os isomeros ¥ poderia proceder com base em
experimentos de NOE, entretanto, neste cao as razdes biossintéticas excluem quaisguer
alternativas com a naturezamoleaular de 3b. Entdo, prontamente, ao final desta etapa
que mnsiderou as andlises espedroscopicas de 1.V., EMIE e RMN 'H, a estrutura do
composto 3 pdde ser definida amo 4-metoxi-6-(11,12-metil enedioxi-dihidroestiril )-2H-

piran-2-ona.

3

Como ja mencionado em linhas anteriores, notou-se sinais para quinze 4omos

de cabono no espedro de RMN *3C desamplado. Com a @dsténcia paralela do
espedro de RMN *C-DEPT eles foram devidamente remnhecidos como: um
cabonilico (QC 1712 ppm), quatro sp” oxigenados (QC 1648, 164.2, 147.7 e 146.1
ppm), cinco sp® metinicos (QC 1212, 1086, 108.3, 1003 e 87.7 ppm), um sp°
quaternario (QC 1336 ppm), um sp° metilénico dioxigenado (QC 1009 ppm), um sp°
metilico oxigenado (QC 55.8 ppm) e dois sp> metil énicos (QC 357 e 32.6 ppm). Edas
informagdes corroboram, satisfatoriamente, com a proposta estrutural apresentada para

3. Poseriormente, com ajuda de valores resgatados da literatura®® redizou-se,
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inequivocamente, a atribuicd dos sinais de cabono (Tabela 4) e a proposicéo foi
afirmada.

Passemos agora as compostos sguintes. Os perfis espedrais de 4 e 5 naregiéo
do infravermelho foram absolutamente idénticos ao de 3, fato este que sugeriu uma
enorme semelhanca estrutural entre a trés substancias. Em ambos os espedros de 1.V,
a intensa banda de absorc&o indicativa de deformacdo axial de ligacd® C=O foi o
destaque (4: 1726cm™; 5: 1726cm™).

Os modos de fragmentacd de 4 e 5 foram similares ao de 3: poucos fragmentos
iGnicos e ions moleculares instaveis que sofrem clivagem para resultar em fragmentos
de alta estabilidade. Os EMIE de 4 e 5 mostraram 0s picos correspondentes aos ions
moleaulares [M]™" de m/z 34 u.m.a. (10%) e m/'z 334 u.m.a. (4%), respedivamente.
Sabendo que isto significou um incremento de 30 u.m.a. e 60 u.m.a. em relacéo ao valor
274 um.a. foi possivel deduzir que & estruturas de 4 e 5 nada mais 0 do que a
moléaula de 3 aaescida de um e dois grupos —OCHj3, respedivamente. Tanto é
verdadeiro, que quando analisados, 0s ®us espedros de RMN 'H apresentaram,
respedivamente, dois e trés snais representativos para grupos metoxila ligados a
aromaticos [4: &y 3.78 (3H, 5) € 3,71 (3H, 5); 5: &4 3.96 (3H, 9), 3.78 (3H, ) € 3.71 (3H,
9)]. Mas, entdo, onde estéo locali zados esses substituintes?

Na ressonancia magnética nuclea de *H dos compostos 4 e 5 as absorgdes dos
aomos de hidrogénio pertencentes a caleia alifatica (H-7 e H-8), a0 grupamento
metilenodioxi (OCH,0O) e a sistema heterociclico substituido (H-3, H-5 e 4-OCHy)
foram preservadas quando da cmparac® com o0s dados espedroscopicos de 3,
conforme épercebido na Tabela 4. A real diferencafoi encontrada na regido entre oy 6-
7 ppm, onde em detrimento aos snais do sistema de spin ABX de 3, apareceam dois
sinais simples em &y 6.59 ppn e 6.50 ppm (integrando para um aomo de hidrogénio
cada) no espedro de 4 e um singleto em &y 6.22 ppm (integrando para um hidrogénio)
no espedro de 5. Duas $0 as conclusdes. a) a molécula de 4 é dotada de um anel
benzendide tetra-substituido com dois hidrogénios dispostos em posicéo para, logo ela
pbde ser instituida cmo 4-metoxi-6-(11,12-metil enedioxi-14-metoxi-dihidroestiril)-2H-
piran-2-ona pela ligacd da metoxila alicional ao carbono C-14 daestruturade 3; e
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b) 0 mesmo sistema ciclico no agregado atémico de 5 €, portanto, penta-substituido; de
imediato a incorporacd® variada dos grupos (—OCH3) a moléaula de 3 gerou dues

possibilidades estruturais, os isdmeros de posicéo 5a (10,14-OCHg) e 5b (13,14-OCHy).

Apbs a mnsignacd da moléaula de 4, o reconhecimento dos sus dezesseis
sinais de cabono-13 foi realizada @m apoio do espedro de RMN °C-DEPT [um
carbonilico (8¢ 1712 ppm), cinco sp? oxigenados (3¢ 1658, 1651, 152.3, 1466 e 140.7
ppm), quatro sp® metinicos (3c 109.7, 99.9, 94.5 e 87.5 ppm), um sp® quaterndrio (3¢
1202 ppm), um sp® metilénico dioxigenado (5c 1009 ppm), dois sp° metilicos
oxigenados (5c 56.2 e 55.7 ppm) e dois sp® metilénicos (3¢ 341 e 27.2 ppm)]. Em
relac® ao espedro de RMN *°C de 3 observou-se, com nitidez, a @mnversio de um sinal
de cabono sp? metinico (3: 3c 1211 ppm) para um de cabono sp? oxigenado (4: 8¢
1523 ppm) e o aparedmento de um sinal para um carbono sp® oxigenado (4: 3¢ 56.2)
ppm); estes fatos, satisfatoriamente, deram suporte a proposta estrutural apresentada.
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Por fim, operou-se aatribuicdo dos snais com base nos valores de dc descritos para 3
(Tabela 4) e confirmou-se a atrutura pela mwmparacd® dos dados experimentais com
outros encontrados na literatura®?.

De maneira idéntica, a identificaca dos dezesste sinais de **C registrados para
5 foi feita [um carbonilico (8¢ 1712 ppm), seis sp? oxigenados (3¢ 1658, 165.3, 1529,
1477, 1419 e 1301 ppm), trés sp® metinicos (3c 99.6, 88.5 e 87.4 ppm), um sp°
quaterndrio (dc 1120 ppm), um sp°> metilénico dioxigenado (¢ 1006 ppm), trés sp°
metilicos oxigenados (3¢ 59.5, 56.3 e 55.7 ppm) e dois sp® metil énicos (3¢ 33.6 e 20.9
ppm)]. Tal espedro concordou com as formas 5ae 5b e mostrou, quando comparado ao
do composto 3, duas conversdes carbono sp® metinico — carbono sp? oxigenado [(3: 8¢
1212 e 108.6 ppm) — (5: &c 152.9 e 141.9 ppm)] e o surgimento de dois sinais para
carbonos sp® oxigenados (5: 3¢ 59.5 e 56.2 ppm).

As @nsiveis diferencas nos valores de deslocamento quimico dos aomos de
cabono das trés sibstancias merece um consideréavel comentario, visto que, nestes
minuciosos detalhes podem estar refugiadas informacfes providenciais para distingéo
dosisdmeros 5ae 5b. O aaéscimo do grupo (—OCH3) a estrutura de 3 para que 4 fosse
gerado ocasionou, evidentemente, expressivas mudancas na densidade eletrénica de
alguns dos membros que formam o esqueleto carbdnico, principalmente no aomo C-8.
Tal efeito é devido a influéncia da eletronegatividade do novo a@omo de oxigénio
incorporado ao anel citado. Neste momento de andlise, reparou-se nos &c dos aomos de
cabono C-7 e C-8 de 3 e 4. Em ambas as estruturas 0 caso se repetiu: o aomo C-7
estava localizado em campo mais baixo do que C-8. Extrapolando este modelo para o
caso da estrutura ainda néo resolvida, foi possivel atribuir os snais em d¢c 33.6 ppm e &c
20.9 ppm presentes no espedro de RMN *H de 5 aos &omos de cabono C-7 e C-8,
respedivamente. Diante dos trés valores de deslocamento quimico para C-8, observou-
se que na medida em que foram introduzidos os grupamentos metoxila o sinal do aomo
mencionado foi conduzido para canpos mais altos. Ora, se primeiro este fenbmeno
eletronico aoontecau pela ligacédo de (—OCH3) em C-14, entdo a alternativa mais
conveniente para preserva-1o foi posicionar o segundo substituinte no &omo de cabono
C-10 e por iss0 preferiu-se 5aa 5b. Desta forma, o0 composto 5 foi identificado como 4-
metoxi-6-(11,12-metil enedioxi-10,14-dimetoxi-dihidroestiril)-2H-piran-2-ona. No que
tange o0 descarte do isbmero 5b, postulou-se que o efeito sentido pelo aomo C-8, em

raz@® da propria distancia, ndo teria amesma magnitude gresentada pela substituicéo
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em C-10 e C-14 do que quando em C-13 e C-14, 0 que torna & duas estruturas
isoméricas (5ae 5b) perfeitamente identificaveis. O mesmo tipo de deito € notado no

aomo de cabono C-9. A figura 21 ilustra o trecho descrito.

5

Em seguida, cumpriu-se o assnalamento dos demais sinais de cabono-13 ce 5,

previamente remnhecidos pelo espedro de DEPT, com base nos dados dos dois
modelos anteriores (Tabela 4). Neste momento outra evidéncia que @rroborou com a
estrutura isomérica escolhida foi o0 comportamento do desocamento quimico de C-14;
Oc.14 de 5 (152.8 ppm) foi semelhante @ do @omo C-14 ce 4 (1522 ppm) e
caaderistico de cabono oxigenado isolado. A presenca de uma outra metoxila no
carbono adjacente C-13 iria proteger C-14 a ponto de localizalo na faixa de 140-145
ppm. Finalmente, a confirmac&® da estrutura 5 veio, igualmente, da conferéncia com
valores da literatura®®?.

Para dar por completa a caacterizac@ de 3, 4 e 5 relata-se apresencade bandas
de dsorcéo relacionadas a distensbes axiais de ligagdes C—H de aomatico (Vimax 310G
3000cmY), C—H de difético (Vma 29562900 cmt), C=0 a,B-insaturada (Vi 176
cm® para 4 e 5), C=C de anel aromético (Vma 16501450 cm™) e deformacé axial
assimétrica de C—O—C (Vina 12401260 cm™) na espedroscopia de infravermelho.
Com respeito aos espedros de massas, obtidos por impado de elétrons a 70 €V, o pico
de fragmentac@® mais importante an todos (3: m/z 135 u.m.a,, 4: m/z 165 um.a. e 5:
m/z 195 um.a.) foi atribuido ao ion tropilio proveniente da clivagem da ligacédo C—C

entre os dois grupos metilenos que mnstituem a caleia alifatica(Esquemalll) .
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5.
OCH;3
Ry
R X
! *C/H705 ( ©
{ ’ °
R, R,
F.M. miz[M]* m/z[M-C;H;04]"
3 C15H1405 274(9%) 3 135(100%)
4 C16H1606 304 (10%) 4 165(100%)
5 Ci7H1807 334(4%) 5 195(100%)
Esquemall 1|
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Tabela4 ~ Dadosde RMN 'H (200MHz) e RMN **C (75 MHz) dos compostos 3-5.
Deslocamentos quimicos, 6, em ppm e @nstantes de aoplamento, J
(entre parénteses), em Hz.
3 (CDClg) 4 (CDCly) 5 (CDClg)
¢ B RS B RS B RS
2 - 1712 - 1712 - 1712
3 5.41(d, 203 | 87.7 | 540(d, 218 | 875 | 540(d,2.13) | 875
4 - 1648 - 1658 - 1658
5 5.72(d, 202 |1003| 5.71(d, 215 | 999 | 572(d, 221 | 995
6 - 1642 - 1651 - 1653
7 2.69(t,7.88) | 356 | 2.66(t 7.78 | 341 | 2.69(t 7.31); | 336
2.57(t, 7.30)*
8 2.89(t,7.89) | 326 | 2.86(t 7.63) | 27.2 | 2.88(dd, 7.80) | 20.9
9 - 1336 - 1202 - 1120
10 6.65 (d) 1086 6.59(9) 1097 - 1419
11 - 1477 - 1407 - 1301
12 - 1461 - 1466 - 1477
13 6.73(d, 7.82) | 1083 6.50 (9) 945 6.22(s) 885
14 6.61(dl, 7.61) | 1211 - 1522 - 1528
4-OCH3 3.78(9 55.8 3.78(9 55.7 3.78(s) 55.7
10-OCH3 - - - 3.96(9) 59.5
14-OCH; - 3.70(9) 56.2 3.71(s) 56.2
OCH-0 5.93(9) 1009 5.88(9) 1009 5.85(s) 1006

* Os hidrogéni os deste grupo CH, ndo s&o equivalentes.
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5.1.4. Trésestiril-lactonas (6, 7 € 9)

Juntamente com as a-pironas 3-5, foram obtidas da fragcéo solivel em
diclorometano de P. sabuosa (Polygalaceag trés conhecidas estiril-2H-piran-2-onas na
forma de solidos amorfos de @r amarela epontos de fusdo 198201°C (6), 186-:189°C
(7) e 147-149C (9)®+59),

Indiferentemente, os espedros de I.V. das substancias 6, 7 e 9 apresentaram
perfis caraderisticos das dihidroestiril-pironas 3-5; em todos eles foram registradas,
dentre outras, bandas de absorcéo relacionadas a deformagdes axiais de ligacbes C—H
de @omético (Vma 31063050cm™), C—H de difético (Vmsx 2950-2900cm™), C=0 de
ladona (Vms 17501700 cm™), C=C de ael aromético (Vs 1600-1585 cm?) e &
deformac® axial assimétrica de C—O—C (Vs 12501260 cm™). Devido a grande
similaridade entre & propriedades moleaulares na regido do infravermelho, pressupds-
se, de imediato, que os arranjos atbmicos de 6, 7 e 9 seriam semelhantes as estruturas
dos compostos 3-5.

Rapidamente, os compostos 6 e 7 foram identificados como 4-metoxi-6-(11,12-
metil enedioxi-estiril)-2H-piran-2-ona e 4-metoxi-6-(11,12-metil enedioxi-14-metoxi-
estiril)-2H-piran-2-ona, respedivamente. Estas dedugdes foram baseadas na andlise
comparativa dos dados espedroscopicos de ressnancia magnética nuclear de *H e °C

das amostras em quest&o com aqueles descritos para 0s compostos 3 e 4 (Tabela 5).

6 7
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NaRMN *H, ao invés do par detripletos naregido de diféticos descritos para 0s
modelos, foram observados nos espedros de 6 e 7 um par de dupletos entre oy 6-8 ppm
com alta mnstante de aoplamento que caacterizaram a presenca de dois hidrogénios
olefinicos de dupla ligacd® com configuracé@® trans [para 6 centrados em &y 7.19 ppm
(1H, J=15.97 Hz) e &, 6.65 ppm (1H, J = 16.06 Hz); para 7 centrados em &y 7.76 pom
(1H, J=16.21 Hz) €6.45 ppm (1H, J = 16.10 HZz)]. O restante dos snais de hidrogénios
de 6 e 7 tiveram as sJas localizagdes e feicdes conservados em relac@® aos snais dos
compostos 3 e 4, respedivamente.

Com as asociagdes dos espedros de RMN *C desaaoplados e RMN *C-DEPT
de 6 e 7 foram identificados e recnhecidos sinais relacionados a quinze domos de
carbono para o primeiro composto e dezesseis para 0 segundo [6: um carbonilico (dc
1712 ppm), quatro sp® oxigenados (8¢ 1612, 1590, 148.7 e 1484 ppm), sete sp°
metinicos (3c 1355, 116.8, 1087, 105.9, 1235, 100.7 e 88.5 ppm), um sp® quaternario
(dc 1297 ppm), um sp® metilénico dioxigenado (3c 1015 ppm) e um sp° metilico
oxigenado (3¢ 55.9 ppm); 7: um carbonilico (8¢ 1713 ppm), cinco sp? oxigenados (8¢
1644, 1596, 154.4, 1498 e 1416 ppm), seis sp> metinicos (3¢ 1307, 1166, 105.8,
94,5, 1002 e 881 ppm), um sp® queterndrio (5c 1168 ppm), um sp° metilénico
dioxigenado (3¢ 1016 ppm) e dois sp® metilico oxigenado (3¢ 56.3 e 55.8 ppm)]. As
unicas diferencas encontradas em ambos os casos com relagdo aos devidos modelos foi
0 aparecimento de sinais para dois carbonos sp? metinicos (6: 3¢ 1355 e 1168 ppm:; 7:
dc 1307 e 1166 ppm) em detrimento aos snais de dois carbonos sp® diféticos (3: 8¢
356 e 32.6 ppm; 4. & 341 e 27.2 ppm), confirmando que 6 e 7 sdo redmente
homologos insaturados de 3 e 4, respedivamente.

Raciocinio idéntico, agora com relac@® aos snais espedrométricos da estrutura
de 6, foi desenvolvido para identificac® do composto 9. Os sinais e os padrdes de
aoplamento dos hidrogénios que @wmpdem o anel benzénico, a dupa ligac® e o
sistema heterociclo foram preservados quando se realizou a comparacéo dos espedros
RMN 'H de 6 e 9. A diferenca fundamental foi a exting& do singleto em &, 5.93 ppn
(2H) do espedro do composto 6 para dar lugar ao aparedmento de dois sinais simples

naregido entre &y 3.60 a4.00 ppm presentes no espedro de 9. Isto deu a entender que a
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estrutura molecular de 9 era dotada, ndo mais de um grupo metilenodioxi, mas sim, de
dois substituintes (—OCH3) posicionados, evidentemente, um no &omo de cabono
C-1leoutroemC-12

A ressonancia magnética nuclear de cabono-13 ce 9 (espectros desamplado e
DEPT) mostrou sinais para & sguintes espécies de cabono: um carbonilico (oc 1712
ppm), quatro sp® oxigenados (3c 1642, 1590, 150.3 e 1490 ppm), sete sp® metinicos
(5c 1355, 1215, 116.6, 1111, 109.2, 1005 e 88.2 ppm), um sp° quaterndrio (5c 1282
ppm) e trés sp° metilicos oxigenados (3¢ 56.0, 55.9 e 55.8 ppm). A hipétese de troca do
substituinte ciclico de 6 por duas metoxilas foi, igualmente, sustentada pelos valores de
dc. Dentre eles, o sinal para um &omo de cabono sp* metil énico dioxigenado (6: 8¢
1015 ppm) ndo estava presente, porém, mais dois carbonos sp® metilicos oxigenados
haviam sido registrados (9: &c 56.0 e 55.9 ppm). Asdm, o composto 9 foi definido
como 4-metoxi-6-(11,12-dimetoxi-estiril)-2H-piran-2-ona.

9

O éxito de todo este processo de elucidacé foi alcancado quando os espedros

de massas de 6, 7 e 9 apresentaram 0s picos relacionados aos ions molealares em nvz
272 um.a. (100%) (6), m/z 302 u.m.a. (100%) (7) e m/z 283 u.m.a. (100%) (9). Eles
concordaram, satisfatoriamente, com as estruturas inferidas pois expressaram a verdade
sobre & formulas moleaulares de cala um dos compostos (6: CisH120s; 7: C16H1406; 9:
C16H1605). Uma andlise avancada dos EMIE revelou um interessante fato: a smples
introducdo de uma insaturac® na caleia espacadora contida nas moléaulas das
dihidroestiril-pironas conferiu aos derivados insaturados (6, 7 e 9) um nodelo de

fragmentacé particular ao heterociclo 2H-piran-2-ona, onde o0 ion moleaular apresenta-
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se dtamente estével e aprimeira dapa de sua degradac® é a e&pulsdo de CO com
conseqiente mntrac® do sistema heteroatdmico para dar origem ao fragmento
contendo o anel furano. Na seqiéncia, este fragmento idnico perde mnseaitivamente a

espécie radicalar metil (e CH3) e novamente CO (EsquemalV).

o -

OCH,
N
| co I\
N o —Z» N o
R R
[M]* [M-COJ™
I\-CHg
co I\
[M-2CO- AN N o
CHg]
R
[M-CO-CH3]*
FM [M]* [M-CO]">  [M-CO-CH3*  [M-2CO-CH4"
6 CisH10s 272 (100%) 244(28%) 229(19%) 201(87%)
7 C16H1406 302 (100%) 274(13%) 250 (15%) 231(29%)
8 CiH1606 332(100%) 304 (16%) 289(11%) 261(21%)
9 CieH160s 288 (100%) 260 (28%) 245(25%) 217 (56%)

Esquema IV
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Na Tabela 5 encontra-se resumido 0 assinalamento dos sinais de *H e **C que foi
alcancado pela comparacdo dos oy e dc das amostras com valores apresentados na

literatura® ™9,

5.1.5. Uma nova estiril-lactona (8)

Em adicional com as demais substancias isoladas da frac@® solivel em
diclorometano, uma nova estiril-lactona (8) foi identificada @mo congtituinte
minoritério, ocorrendo em mistura @m o composto 7. E interessante resstar que os
maiores estimulos e evidéncias na busca desta atraente estrutura — por ser inédita em
fontes biologicas — foram as acentuadas razdes biossintéticas e @& evidéncias
forneddas por uma analise preliminar por CGAR-EM.

Inicialmente, o combinado das frs. 80-97 (vide sec@® 4.1.8, pag. 52) foi
submetida aanalise por CGAR-EM (Figura 22-A). O pico com T, igual a 23.63 minutos
apresentou espedro de massas que rapidamente caaderizou 0 composto 8 como 4-
metoxi-6-(11,12-metil enedioxi-10,14-metoxi-estiril)-2H-piran-2-ona. O  respedivo
EMIE (Fig. 22-B) evidenciou um nodo de fragmentacd® idéntico ao modelo
apresentado no Esquema 1V (pag. 86), tendo ion moleaular bastante estavel [n/z 332
um.a (100%); FM: Cyi7H1606] que sofre perdas sicessvas de CO, CHj radicalar e,
novamente, CO para dar origem aos fragmentos i6nicos de m/z 304 (16%), m/z 289
(11%), m/z 261 (21%), respedivamente.

8
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Os demais picos do cromatograma foram relacionados de a®rdo com os espedros de
massas com 0s fguintes compostos. 3 (T, = 1826 min.); 4 (T, = 19.00 min.); 5 (T, =
21.00min.); 6 (T,=21.33 min.); 7 (T, = 2276 min.); 9 (T, = 2183 min.).

Total,
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A) Cromatograma do combinado das frs. 80-97 obtido por CGAR,;
B) EMIE relacionado ao pico com T, igual a 23.63 minutos.

Figura 22
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Apbs proceder com a separac@® cromatografica do combinado das frs. 80-97,
isolou-se da 13 subfrac@® um solido amorfo amarelo que de a®rdo com a andlise
preliminar por CCD tratava-se de uma mistura de dois compostos.

A espectrometria de infravermelho ndo deixou qualquer divida sobre anatureza
moleaular dos constituintes da mistura: novamente tratava-se de estruturas smelhantes
a das dihidroestiril- ou edtiril-pironas descritas anteriormente, ja que o perfil espedral
nesta regido era idéntico aos dos respedivos compostos. As principais bandas de
absorcéo foram relacionadas, igualmente, a deformagdes axiais de ligagges C—H de
aromético (Vma 3080 cm), C—H de alifético (Vms 2920 e 2848 cm™), C=0 a,pB-
insaturada (Vmsx 1724cm't), C=C de anel aromético (Vmsx 1634 1560e 1482cm?) e &
deformacé axial assimétricade C—O—C (Vs 1254cm™).

No espedro de resonancia magnética nuclea de 'H da mistura estavam nitidos
0s snais do composto 7, entretanto, foram notados também sinais adicionais (Tabela 5).
Atentando-se para os detalhes (integrac@® e desocamento quimico) percebeu-se que
estes sinais [um par de dupletos centradosem &y 7.74 pom (J = 16.21 Hz) € 6.45 ppm (J
= 16.10 Hz) que caacterizacam uma ligacd dupla trans dissubstituida; um par de
dupletos centrados em &4 5.88 ppm (J = 2.13 Hz) € 5.45 ppm (J = 2.32 HZz) atribuidos
aos hidrogénios H-3 e H-5 do anel piranoladona; um singleto em &4 6.27 om atribuido
a0 domo de hidrogénio aromatico isolado; um singleto representando o grupo
dioximetileno em &4 591 ppn; e trés sngletos, em 4.05 3.83 e 3.81 ppm,
representantes dos trés grupos metoxi] estdo em perfeita harmonia cm uma estrutura
semelhante a7, porém, ndo mais com dois aomos de hidrogénios isolados no anel
benzénico, mas apenas um com deslocamento quimico semelhante a do &omo de
hidrogénio H-13 da estrutura5 [(8: oy 6.27 (9); 5: Oy 6.22 (9)]. Estes dados supataram a
proposta estrutural apresentada para 0 composto 8, que neste texto € descrito como uma
nova estiril-ladona da fracdo solivel em diclorometano de Polygala sabuosa
(Polygalaceag Embora a posicdo do hdrogénio aromético isolado ndo fique
devidamente estabelecida somente pela andlise espectral de RMN 'H, sugerimos a
estrutura 8 em fungéo das amentuadas razbes biogenéticas que favoreeem a @-
ocorréncia de dihidroestiril-pironas (3, 4 e 5) e as correspondentes estiril-pironas (6, 7 e
8).
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Depois de ecluir os snais do composto 7, os espedros de RMN **C
desacmplado e RMN *C/DEPT apresentam dados que permitiram definir a seguinte
composicao: um carbono carbonilico (8¢ 1712 ppm), seis carbonos sp? oxigenados (¢
1646, 160.7, 155.5, 1502, 142.8 e 135.5 ppm), cinco carbonos sp? metinicos (3¢ 127.2,
1198, 99.9, 88.7 e 87.8 ppm), um sp° quaterndrio (5c 1097 ppm), um sp° metil énico
dioxigenado (3c 1011 ppm) e trés sp® metilicos oxigenados (3¢ 59.7, 56.3 e 55.8 ppm)
(Tabela 5).Todos os tipos de &omos de cabono registrados s0 perfeitamente ajustaveis
a estrutura 8. Novamente 0S mesmos comportamentos prognosticaveis nas frequéncias
de @sorcéo dos aomos de cabono C-9 (6: &¢c 1297 ppm; 7: &c 1168 ppm; 8: dc 1097
ppm) e C-14 (6: &c 1235 ppam; 7: d&c 1544 ppm; 8: dc 1555 ppm) foram decisivos para
localizar o tercero grupo metoxila no &omo C-10 e, assim, confirmar a proposicéo

inferida.
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Tabela 5. Dados de RMN *H (200MHz) e RMN *3C (75 MHz) dos compostos 6-9.
Deslocamentos quimicos, 6, em ppm e @nstantes de aoplamento, J
(entre parénteses), em Hz.
6* 7 (CDCly) 8 (CDCly) 9 (CDCly)
c B B B B B B B B
2 - 1712 - 1713 - 1714 - 1712
3 5.38(d, 1.85) | 885 | 5.45(d, 2.32) | 881 | 5.45(d, 2.32) | 87.8 | 5.48(d, 2.00) | 88.2
4 - 1612 - 1644 - 164.6 - 1642
5 5.97(d, 1.83) | 1007 | 5.88(d, 2.13) | 1002 | 5.88(d, 2.12) | 99.9 | 5.92(d, 2.01) | 1005
6 - 1590 - 1596 - 1607 - 1590
7 6.65(d, 16.06) | 1168 |6.45(d, 16.02) | 1166 |6.45(d, 16.10) | 1198 |6.45(d, 15.88) | 1166
8 7.19(d, 15.97)| 1355|7.76(d, 16.01) | 130.7 | 7.74 (d, 16.21) | 127.2 | 7.44 (d, 15.89) | 1355
9 - 1297 - 1168 - 1097 - 1282
10 7.10(d) 1087 7.06 () 1058 - 1428 7.02(d, 1.61) | 1092
11 - 1489 - 1416 - 1355 - 1490
12 - 1484 - 1498 - 1502 - 1503
13 6.76 (d, 8.02) | 1059 6.53(9) 94.5 6.27 () 88.7 | 6.87(d, 8.26) |1111
14 7.02(dl, 8.01) | 1235 - 1544 - 1555|7.08(dd, 1.84, | 1215
8.34)
4-OCH3 3.76 (9 55.9 3.82(9) 55.8 3.83(9) 55.8 3.93(9) 55.8
10-OCH3 - - - - 4.05(s) 59.7 - -
14-OCHs; - - 3.83(9) 56.3 3.81(9 56.3 - -
OCH,O | 593(2H,s |1015 5.95(9) 1016 591(9) 1011 - -
11-OCHs; - - - - - 391(9 56.0
12-OCH3; - - - - - 3.82(9) 55.9

* RMN *H em acetona-ds e RMN “°C em CDCl,.

5.1.6. Protohipericina (10)
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As quinonas €0 um conjunto de pigmentos encontrados em rmuitas fontes
biolégicas (em plantas superiores, fungos e menos freqiientemente em algas, badérias e
em individuos do Reino Animal). Elas derivam da oxidac&® de compostos fendlicos
produzidos pela rota do acdato-malonato e, algumas vezes, da rota do shiquimato. De
aoordo com 0s fus nucleos estruturais basicos, que se caaderizam pela presenca de
um certo tipo especial de dicetona a,B-insaturada, elas podem ser classificadas como
benzoquinonas (1), naftoquinonas (1), antraquinonas (lll) e fenantraquinonas (IV).
Supdem-se que muitas delas tomam parte nos ciclos de oxidagé-reducéo essenciais aos

0rganismos Vivos.

antraguinornas fenantraquinonas

Figura 23  Classificagdo das quinonas.

A bis-antraquinona protohipericina (10) foi novamente isolada de P. sabuosa
(Polygalaceay®? como um sdlido cristalino vermelho. A sua presenca foi reportada,
p.e, em agumas espécies vegetais do género Hypericum (Guttiferag?.
Biogeneticamente, edta dicetona policiclica @ndensada € o©nsiderada o preaursor do
hypericin (10a), um potente agente antiviral®*?. Na Figura 24 sdo ilustradas as etapas
de formac@® natural do protohipericina e hipericina em espécies do género

Hypericum®®.
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Figura 24  Expressio da génese do protohipericina (10) e da hipericina (10a).

Por uma simples verificagd por cromatografia em camada delgada utili zando
padréo auténtico e trés sistemas de eluentes [Hexano/AcOEt (4:1), Tolueno/AcOEt (4:1)
e CHCI3/MeOH (4:1)] o composto 10 foi identificado como protohipericina [Ry: 0,66;
eluente: Tolueno/AcOEt (4:1)]. A espedrometria no infravermelho confirmou a
presenca dos grupos hidroxila (Vo 3466cm™) e das funcdes carbonila (ve-o 1614cm

Y efenol (veo 1254cm™).
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5.1.7. 57,4-Trihidroxiflavona (11)

O composto 11 foi prontamente identificado como [5,7-dihidroxi-2-(4’-
hidroxifenil)]-4H-1-benzopiran-4-ona ou simplesmente 5,7,4 -trihidroxiflavona. Este
flavonoide, denominado apigenina, é freqlientemente encontrado em espécies vegetais e
esta sendo descrita pela primeira vez @mo constituinte quimico do género Polygala.
Tal substancia natural foi isolada da frac@® solUvel em acdato de etila sob a forma de

um sblido amorfo amarelo de ponto de fusdo 344-345 C.
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Primeiramente, em seu espedro de |.V. foram observadas absorcoes
relacionadas aos grupos hidroxilas (Vms 3412 cm™), aos sstemas aromaticos (Vmax
1614 1518 e 1502cm™) e afuncéo carbonila wm alto grau de conjugacio caracteristica
de flavonas (Vmsx 1652cmY).

A unidade flavonoidica fundamental foi caraderizada @mo 5,7,4'-
trihidroxiflavona apartir da andlise do espedro de RMN *H. Nele foram remnhecidos
0s snais de um sistema de spin AB, referente adois aomos de hidrogénios que mantém
entre si relagcéo meta e que foram atribuidos aH-6 (o 6.23 ppm, 1H, d, J = 2.0 HZ) e H-
8 (Oy 6.36 ppm, 1H, d, J = 2.0 Hz), os snais de um padréo de amplamento do tipo
AA XX, tipico de anel benzénico para-dissubstituido, aribuidos a H-2' e H-6' (&4 7.40
ppm, 2H, d, J=85Hz) eaH-3 e H-5 (&4 6.85 ppm, 2H, d, J =85 HZz), eo sinal de
um hidrogénio isolado atribuido a H-3 (o4 8.11 ppm, s). O sinal em &y 1298 ppn é
caaderistico da hidroxila quelatogénica em anel de seis membros e que,
conseqientemente, indicou a presencado grupo —OH no membro C-5. Os snais largos
adicionais em &y 9.73 ppm e 8.52 ppn corresponderam as hidroxilas suportadas pelos
atomos de cabono C-7 e C-4', respectivamente (Tabela 6).

O seu espedro de massas, obtido por impacto eletrénico a 70 eV, revelou o pico
correspondente a ion moleaular de nVz 270 um.a. (100%) como representante da
férmula moleaular C15H100s, que segundo o nimero de aomos de hidrogénio e cabono
conferiu com um total de onze insaturagdes. Os trés outros picos importantes, de nvz
153 um.a. (55%), 152 u.m.a. (27%) e 118 u.m.a. (22%), puderam ser relacionados aos
fragmentos ibnicos 11a 11b, 11c, respedivamente, mostrados no Esquema V, que séo

caaderisticos da deaomposi¢céo de ions moleaulares de aliconas flavonoidicas.
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Esquema V

5.1.8. 3,5,7,3 ,4-Pentahidroxiflavona (12)

A 3,5,7,3 4 -pentahidroxiflavona (12), freqlentemente chamada de querceting,
foi obtida da fracd® solivel em acetato de etila sob a forma de um sdlido amorfo
amarelo com ponto de fusdo 312-313°C. A ocorréncia de tal substancia em espécies
vegetais é bastante comum; sua presenca ja foi constatada em duas espécies do género
Polygala, no caso P. caudaa® e P. pariculata. Algo de interessante aceca deste
flavonol sdo os indmeros trabalhos que descrevem muitas de suas propriedades
terapéuticas, indicando que o composto ainda é onsiderado um eficiente e potencial
agente farmaaologico e bioldgico.

Na analise preliminar do espedro na regido do infravermelho do composto 12
foram notadas, dentre outras, bandas de asorcéo caaderisticas de deformagdes axiais
dostipos O—H (, ma 3408cm™), C=C de anel aromético ( ,mix 1614, 1518 e 1502 cm?)
eC=0 Oc,b-inwturada (,max 1666cm™Y).
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A res®nancia magnéticanuclear de *H revelou um par de dupetos centrados em
Oy 6.42 ppm (1H) e &y 6.19 ppm (1H) com constante de a®plamento de hidrogénios
meta correladonados (J = 2.0 Hz) e sinais para um sistema de spin ABX representado
pelos sinais centrados em &y 7.67 ppm (1H, d, J = 1.98 Hz), 4 7.55 ppn (1H, dd, J =
1.98eJ=28.44Hz) e dy 6.89 ppm (1H, d, J=8.48Hz, H-5'). O sinal singleto adicional
gue ocorreu neste espedro em oy 1249 ppm é caaderistico de hidroxila envolvida em
ligacd® de hidrogénio intramoleaular. Essas informagdes foram compativeis com a
estrutura de um flavonol que gresenta os seguintes padrdes de substituicdo: 5,7-
dihidroxi- parao anel A e 3',4 -dihidroxi parao anel B (Tabela 6).

O dados espedroscopicos descritos anteriormente indwiram a deducéo da
estrutura  [5,7-dihidroxi-2-(3',4’ -dihidroxifenil)]-4H-1-benzopiran-4-ona  (querceting)
para o composto 12.

A proposta estrutural foi reafirmada quando procedeu-se com a interpretacgo do
espedro de massas, o qual exibiu ion moleaular [M]** de m/z 302 um.a. (100%) como
representante de uma férmula moleaular C;5H;007, que imediatamente indicou, segundo
arelaca entre &omos de hidrogénios e cabonos, um total de onze insaturagdes. Como
complemento, observou-se picos de m/z 301 um.a. (33%), 153 um.a. (16%) e 137
uma (27%) que foram associados aos fragmentos ibnicos 12a 12b e 1Z2c,

respedivamente (Esquema V1).
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6.1.9. 3-0-(b-D-in copiranosil)-5,7,3 ,4 -tetrahidr oxiflavona (13)

O flavondide glicosilado 3-O—(D-D-glicopiranosil)-5,7,3' 4 -tetrahidroxiflavona
(13), usuamente chamado de isoquercitrina, foi isolado anteriormente, por exemplo, das
espécies vegetais Hypericum perforatum, Gosspium herbaceum, Byrsonima
variabili S®¥ e Baccharis pseudaentifolia®), e ayora este trabalho relata pela primeira
vez asua ocorréncia no género Polygala.

Na regido espedral do infravermelho o composto 13 apresentou intensa elarga
banda de absorc¢éo relacionada & vibragbes axiais de um conjunto de grupos hidroxilas
( N 3320cmY), o que foi suficiente para evidenciar em primeira instancia anatureza

glicosidica desta substancia. Outras absorgdes importantes aparecagam em freqiéncias
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de estiramentos de ligagBes C=C de anel aromético (Vi 1606 1562 e 1506 cm™) e
C=0 conjugada (Vms 1658cm™Y).

A aglicona deste provavel glicosideo foi caaderizada como 3,3',4,5,7-
pentahidroxiflavona mm base na resonancia magnética nuclear de *H. No espedro
foram observados os sinais de dois a&omos de hidrogénio arométicos que mantém
relacd® meta entre s (& 6.42 ppm, 1H, d, J=1.77Hz e &, 6.21 ppm, 1H, d, J=1.79
Hz) e um padréo de acoplamento caracteristico de sistema tipo ABX identificado pelos
sinais em & 7.67 ppn (1H, dd, J = 1.99 e J = 8.46 Hz, H-6'), 8 7.55 ppm (1H, d, J =
1.98Hz, H-2') e d4 6.83 ppm (1H, d, J = 8.49 Hz, H-5'). Dentre um dos sinais restantes
foi detedado um dupleto em &y 5.38 (1H, d, J = 7.59 HZ) caacteristico de hidrogénio
em carbono anomérico que émembro de residuo glicosideo, que segundo os valores de
deslocamento quimico e @nstante de amplamento esta suportado com configuracdo 3
por um heterodtomo da estrutura ceitral. Até este momento suspeitava-se que o
composto 13 era um derivado monogli cosilado da quercetina.

Com o auxilio do espedro de RMN **C/DEPT, os vinte eum &omos de cabono
contabilizados a partir dos snais da resonancia magnética nuclear de cabono-13 sem
amplamento foram remnhecidos como um carbonilico, sete sp? oxigenados, cinco sp®
metinicos, dois sp? quaterndrios, um sp° dioximetinico, quatro sp® oximetinicos e um
oximetilénico. Eses dados sustentaram a idéia de uma unidade flavonoidica
pentaoxigenada € acima de tudo, confirmaram a sua a&%ciacd, araves de uma
O-substituicéo, com um radicd glicopiranosila. Quando comparados os valores de &c
desta anostra com os da quercetina livre®® percebeu-se que, principalmente, os &omos
de cabono C-2, C-3 e C-4 passaram a sofrer uma significativa influéncia em suas
densidades eletronicas devido a presencado glicosideo (C-2: Ad; = +10 ppm; C-3: Ad; =
- 2 ppm; C-4: Ad; = +2 ppm — valores de Ad. em relagd a quercetina livre). Tal efeito
foi considerado 0 mais importante argumento para localizar o agicar no aomo de
oxigénio sustentado pelo carbono C-3 daaglicona 3,3’ ,4’,5,7-pentahidroxiflavona.

Finalmente, a substancia natural 13 foi definida cmo [3-O-([3-D-gli copiranosil)-
5,7-dihidroxi-2-(3',4’ -dihidroxifenil)]-4H-1-benzopiran-4-ona ou smplesmente 3-O-(3-
D-glicopiranosil)-quercetina. A confirmacdo da estruturafoi obtida apartir do confronto
dos valores de & da amostra com os descritos na literatura®®. Neste cao, a adlise

comparativa por cromatografia em camada delgada com um padréo auténtico do
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glicosideo também foi uma prova decisiva para grovac@® da proposta estrutural
asuumida.

Quando a amostra foi submetida a um feixe eletrénico de energia de 70 eV
obteve-se um espedro de massa que ndo apresentou 0 pico correlacionado ao ion
moleaular [M]*" (m/z 464 u.m.a.), porém exibiu pico base de m/z 302 um.a. como
representante da unidade aglicona quercetina de férmula moleaular C;5H100;. Os outros
picos importantes foram facilmente relacionados aos mesmos fragmentos i6nicos do

composto 12 mostrados no Esquema VI [301 um.a. (27%) (12a), 153 u.m.a. (12%)
(12b), 137u.m.a. (17%%) (12c)].
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Tabela 6. Dados de RMN 'H (200 MHz) dos compostos 11-13. Deslocamentos
guimicos, §, em ppm e mnstantes de aoplamento, J (entre parénteses),
em Hz.

11 (acetona-ds) 12 (DM SO-ds) 13 (DM SO-dk))

H 5 5 5

3 8.11(s) - -

6 6.23(d, 2.06) 6.19 (d, 1.86) 6.21(d, 1.79)
8 6.36 (d, 2.06) 6.42(d, 1.77) 6.42(d, 1.77)
2 7.40(d, 8.54) 7.67(d, 1.99) 7.55(d, 1.98)
3 6.85 (d, 8.56) - -

5 6.85 (d, 8.56) 6.89 (d, 8.48) 6.83(d, 8.49)
6 7.40(d, 8.54) 7.55(dd, 1.98, 8.44) 7.67(dd, 1.99, 8.46)
1 - - 5.38(d, 7.59)
OH B ¥ 5

5 12.98(9) 12.49(9) 12.60

7 8.52(s) - -

4 9.73(s) - -
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5.2. EnsaiosBiologicos

Conjugado aos trabalhos de prospeccd fitoquimica mnvencional, foram
promovidos ensaios bioldgicos para avaliagéo prévia das atividades tripanomicida e
antinociceptiva do extrato bruto, fragdes luveis e compostos da espécie vegetal

Polygala sabuosa (Polygalacese).

5.2.1. Atividadetripanomicida

Como descrito na sec@® experimental 0s ensaios biologicos para avaliagcédo da
atividade tripanomicida procederam em meio de aultura contra & formas epimastigota e
tripomastigota sangtiinea de Trypanaoma cruz. Os resultados mais promisores 0
mostrados nas Tabelas 7, 8 e 9.

Tabela 7. Efeito do extrato bruto e fragdes luveis ensaiados frente a forma

epimastigotade T. cruz.

Amostra* DLso (,/mL)
EB 5
FH 1
FDCM 5
FAE 10
FE Inativa

* EB: extrato bruto; FH: frac¢& soltvel em hexano dbtida no pré-fracionamento B; FDCM: frag&o solvel em CH,Cl,
obtida no pré-fracionamento B; FAE: frac® sollvel em AcOEt obtida no pré-fracionamento B; FE: fragdo em
EtOH obtidano pré-fracionamento A.(Ver Fluxograma 1, pag. 54)
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Tabela 8.

tripomastigota sangliineade T. cruz.

Efeito do extrato bruto e fragdes llUveis ensaiados frente a forma

% dereducao
Amostra* 500 (Hg/mL) 250 (Hg/mL) 100 (Hg/mL) 50 (Hg/mL)
EB 100™ - 100™ 100™
FH 32 16 - -
FDCM 100 100 - -
FAE 63 58 - -
Violeta de 100 100 - -
genciana

DM SO 5% 0 0 - }
LIT 0 0 - -

" baixo rivel de hemélise dos eritrécitos; ' ato rivel de hemdlise dos eritrécitos;
* EB: extrato bruto; FH: frac® sollivel em hexano dcbtida no pré-fracionamento B; FDCM: frac# solGvel em

CH.Cl,

Fluxograma 1, pag. 54)

obtida no pré-fracionamento B; FAE: frac@® solvel em AcOEt obtida no pré-fracionamento B; (Ver

Tabela 9. Efeito dos compostos 1, 2 e 4 isolados de P. sabuosa ensaiados frente a
formade altura pimastigotade T. cruz.
% delInibicao
Composto | 50 h}g/mL 25 h}g/mL 10 h}g/mL 5 h}g/mL 1 h}g/mL DL s h}g/mL
1 100 100 100 68 43 0,37
2 100 100 100 51 35 0,50
4 100 100 100 85 18 0,44
Rochagan® 100 76 - - - -
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Esses numeros revelaram que o extrato bruto e & fragdes lUveis apresentaram
significativa cgacidade de inibicdo do desenvolvimento do potozoario T. cruz,
contudo, alguns casos foram acompanhados por ac&@® hemolitica sobre os eritrocitos.
Satisfatoriamente, condicdo de inibicdo ainda melhor foi oferecida pelo fitoesterol (1),
pela amarina-hemiterpénica (2) e pela dihidroestiril-lactona (4) isolados da fragcéo
solivel em diclorometano, e aora passam a ser vistos como possiveis candidatos a
modelos para agentes antichagasicos; neste cao nada ainda sobre a acéa hemolitica foi

examinado.

5.2.2. Atividade antinociceptiva

A avaliac® da propriedades antinociceptiva do extrato bruto, fragdes llveis e
de quatro compostos isolados (3, 4, 5 e 9) na nocicepcdo quimica induzida pela injecéo
de &ido acéico em camundongos forneceu os resultados apresentados nas Figuras 25 e
26.

Em relac® ao gupo de mntrole, percebeu-se que a aministracd®d pela via
intraperitoneal de todos os elementos testados causou reducéo, de forma significaiva e
dependente da dose, das contor¢gbes abdominais em camundongos induzidas pela
injec@® de &ido acéico a 0,6%, ou sgja, tanto o extrato bruto quanto suas fragdes e
substéncia puras apresentaram um pronunciado efeito analgésico. Ta observacé®
revelou que aespécie vegetal P. sabuosa também é uma fonte potencial de substancias
com acd antinociceptiva e @ontou as edtiril-lactonas 3, 4, 5 e 9 como candidatos a

novos compostos-modelos para farmacos analgeésicos.
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6. CONSIDERACOESFINAIS

Ao final do estudo fitoguimico sistemético de Polygala sabuosa A. W. Bennett
(Polygalaceag algumas informagdes de relevante significado quimiotaxondmico e

biosgntético puderam ser enumeradas.

i) Constatou-se a aiséncia de xantonas nesta espécie vegetal. Por outro lado,
observou-se um grande a@imulo de dihidroestiril- e estiril-pironas, situando P. sabuosa
(até o presente momento) como a unica especie do género que biossintetiza estiril-
ladonas no lugar de xantonas, fato que ndo confirma a sua similaridade quimica eo seu
ainhamento quimiotaxondmico no género. Mas como, entdo, explicar este
comportamento andmalo com respeito a0 metabolismo de seus marcadores
guimiotaxondbmicos? Sabe-se que & Xxantonas 0 biossintetizadas a partir da
condensac@® de derivados do addo benzoico (Ce-Cy) com trés equivalentes de
malonil-CoA (Esquema I-A). Entretanto, ha uma rota alternativa (pouco citada),
formulada por Fugita e Inoue™, que também leva & ©mpostos xantondides. Estes
autores demonstraram com a readlizac® de eperimentos envolvendo marcacd
isotépicaque al,3,6,7-tetrahidroxixantona €biossintetizada apartir da condensacé do
acido p-cumarico com duas moléaulas de malonil-CoA, e a&sim propuseram que &
xantonas podem derivar da condensacd de uma unidade Cs-C3 com duas unidades de
acdato (Esgquema I-B), ao invés de serem produtos da condensac@ de um fragmento
Ce-C, com trés de acéato. Maistarde, Ghosal e l.®®, com o intuito de explicar certos
padrbes de oxigenacd® em xantonas de algumas espécies do género Polygala,
defenderam a tese de que xantonas de Polygalas 80 biossintetizadas através da
condensac@® de fragmentos Cs-C3 com duas unidades de malonil-CoA. Considerando
gue & edtiril-pironas também sdo provenientes da cndensacdo de um preaursor Cs-Cs
com duas unidades de ac¢ato, similarmente a proposta de Fugita e Inoue®® para
xantonas, podemos postular que etiril-pironas e xantonas de Polygala derivam de um
policetideo comum como intermediério-chave, conforme ilustrado no Esquema II.
Portanto, este fato poderia explicar a possibilidade de um fenbmeno de desvio

metabolico em P. sabuosa que resulta na producéo de etiril-lactonas.
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ii) O fitoesterol a-espinasterol (1), menos freqliente em espécies vegetais, desponta

como um congtituinte marcante an plantas do género Polygala distribuidas em territorio

cdarinense, considerando-se que agrande maioria das espécies vegetais apresentam o

100



[-sitosterol como esterol mais comum. O composto a-espinasterol ocorre nas trés

espécies estudadas dafloralocal (P. cyparissias, P. parniculata e P. sabuosa).

i) Além dis®, a espécie P. sabuosa caraderizou-se pela presenca de flavonas, de
onde foram isoladas e identificadas apigenina (11), quercetina (12) e 3-O-(B-D-

glicopiranosil)-quercetina (13).

No que se refere a dividade biologica o extrato bruto, fragdes luveis e
compostos isolados de P. sabuosa foram avaliados através dos modelos de dividade
tripanomicida enocicepgcdo em camundongos. Os ensaios hioldgicos indicaram que esta
espécie vegetal apresenta um potencial efeito tripanomicida quando testado em formas
de altura gimastigota etripomastigota sanguineade Trypanasoma cruzy (Tabelas 7 e
8). Os resultados evidenciaram ainda que 0s compostos puros 1, 2 e 4 sdo, em parte, 0S
responsaveis por tal atividade (DLso de 0,37 pg/mL para 1, 0,50 pg/mL para 2 e 0,44
pg/mL para 4). Também foi observada uma significativa dividade na nocicepcdo
guimica induzida pelo &cido acéico em camundongos por parte do extrato bruto,
fragbes laveis e os compostos 3, 4, 5 e 9 (Fig. 25 e 26). Considerando que dgumas
das substancias ativas identificadas ocorrem em quantidades apreciaveis, a planta
“timuto-pinheirinho” pode ser colocada em posi¢éo de destaque como uma fonte natural
para estudos mais avancados de atividade farmaaldgica @m potencial valor na terapia

aternativa.
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