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Ainda que eu falasse as linguas dos homens e dos anjos, e ndo tivesse amor,
seria como o metal que soa ou como o cimbalo que retine. E ainda que tivesse o dom de
profecia, e conhecesse todos 0s mistérios e toda a ciéncia, e ainda que tivesse toda fé, de

maneira tal que transportasse os montes, e ndo tivesse amor, nada seria. E ainda que
distribuisse todos os meus bens para sustento dos pobres, e ainda que entregasse 0 meu
corpo para ser queimado, e ndo tivesse amor, nada disso me aproveitaria.
O amor é sofredor, é benigno; 0 amor ndo é invejoso; 0 amor ndo se vangloria, ndo se
ensoberbece, n&o se porta inconvenientemente, ndo busca os seus proprios interesses,
nao se irrita, ndo suspeita mal; ndo se regozija com a injustica, mas se regozija com a
verdade; tudo sofre, tudo cré, tudo espera, tudo suporta.
O amor jamais acaba; mas havendo profecias, serdo aniquiladas; havendo linguas,
cessardo; havendo ciéncia, desaparecerd; porque, em parte conhecemos, e em parte
profetizamos; mas, quando vier o que é perfeito, entdo o que é em parte seré
aniquilado. Quando eu era menino, pensava como menino; mas, logo que cheguei a ser
homem, acabei com as coisas de menino. Porque agora vemos como por espelho, em
enigma, mas entdo veremos face a face; agora conhego em parte, mas entéo conhecerei
plenamente, como também sou plenamente conhecido. Agora, pois, permanecem a fé, a
esperanca, 0 amor, estes trés; mas o maior destes é o amor.

1 Corintios Cap.13

Dedico esta tese a minha
familia, meu bem mais precioso.
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RESUMO

No presente trabalho realizou-se o estudo fitoquimico das espécies P.
molluginifolia, P. campestris e P. longicaulis. A fracdo acetato de etila
de P. molluginifolia foi submetida ao fracionamento cromatogréafico
levando ao isolamento de quatro isoflavonas (1-4) da coleta 1, e duas
isoflavonas (7) e (8) da coleta 2, das quais a isoflavona (1) é inédita na
literatura. A fragdo aquosa de P. molluginifolia da coleta 1 forneceu os
compostos isolados rutina (5) e sacarose (6). As diidroestirilpironas (9) e
(10) foram obtidas do fracionamento da fragdo acetato de etila de P.
longicaulis e as xantonas (11) e (12) foram isoladas da fracdo aquosa de
P. campestris. A analise de determinacdo dos componentes volateis de
P. molluginifolia mostrou o salicilato de metila como componente
majoritario na raiz (37,7%), nas folhas o dodecanoato de etila (2,6%),
nos caules o tetradecanoato de etila (9,4%) e nas flores dodecanoato de
isoamila (28,1%). Na determinacdo de atividade antioxidante e inibigéo
da AchE dos extratos, fragbes e compostos isolados (1-4), o extrato
bruto de P. molluginifolia (PMEB), a fragdo acetato de etila (PMFA) e
as isoflavonas (1) e (4) apresentaram os melhores resultados. A xantona
(12) e as diidroestirilpironas (9) e (10) apresentaram as maiores
permeabilidades no ensaio PAMPA. PMEB, PMFA e compostos (1) e
(4) também apresentaram atividade frente a T. cruzi e Leishmania spp.
As isoflavonas (1), (4) e PMEB exibiram atividade antifingica frente a
cepas de Pb18, C. neoformans, C. gattii. Os testes de atividade anti-
inflamatdria no modelo de pleurisia mostraram que PMEB, PMFA e
compostos isolados (4) e (5) inibiram a migracdo de leucocitos,
neutrdfilos e a exsudagdo. PMEB e isoflavona (4) também mostraram
efeitos antinociceptivos e ndo afetaram a atividade locomotora dos
camundongos. Na determinacdo de atividade anti-hiperglicémica
observou-se que PMFA e isoflavonas (1) e (4) reduziram a glicemia de
forma significativa.

Palavras-chave: Polygala; isoflavonas; atividade bioldgica.






ABSTRACT

In the present work, a phytochemical study of the species P.
molluginifolia, P. campestris and P. longicaulis was done. The ethyl
acetate fraction of P. molluginifolia was subjected to silica gel
chromatographic column leading to isolation of isoflavones (1-4)
(collection 1), and two isoflavones (7) and (8) (collection 2), of which
the isoflavone (1) is an unpublished compound. The aqueous fraction of
P. molluginifolia provided the isolated compounds rutin (5) and sucrose
(6). The dihydrostyrylpyrones (9) and (10) were obtained from
chromatographic fractionation of ethyl acetate fraction and the
xanthones (11) e (12) were obtained from the aqueous fraction of P.
campestris. The analyses of volatile components of P. molluginifolia
showed methyl salicylate as the main constituent in the roots (37,7%),
ethyl dodecanoate in the leaves (2,6%), ethyl tetradecanoate (9,4%) in
the stems and isoamyl dodecanoate (28,1%) in the flowers. In the
determination of antioxidant activity and AchE inhibition of extracts,
fractions and isolated compounds (1-4), the crude extract of P.
molluginifolia, ethyl acetate fraction (PMFA) and isoflavones (1) and
(4) showed the best results. The xanthone (12) and dihydrostyrylpyrones
(9) e (10) presented the highest permeabilities in the PAMPA assay.
PMEB, PMFA and compounds (1) and (4) also showed activities agains
T. cruzi e Leishmania spp. The isoflavones (1), (4) and PMEB exhibited
antifungal activity against strains of Pb18, C. neoformans, C. gattii. The
anti-inflamatory activity evaluation on the model of pleurisy showed
that PMEB, PMFA and isolated compounds (4) and rutin (5) of P.
molluginifolia inhibited the migration of leukocytes, neutrophils and
exudation. PMEB and isoflavone (4) also showed antinociceptive effects
and did not affect spontaneous locomotor activity of the mice. In the
determination of antihyperglycemic activity, PMFA and isoflavones (1)
and (4), significantly decreased the glycemia.

Keywords: Polygala; isoflavones; biological activity.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da quimica organica moderna ocorreu de
forma conjunta com o estudo de plantas, principalmente a partir século
XIX onde foram feitos os primeiros registros envolvendo estudos de
plantas sob o ponto de vista cientifico e que levaram ao isolamento de
metabdlitos secundarios de plantas, ja entdo utilizadas como plantas
medicinais (Montanari et al., 2001).

Muitas substancias isoladas de plantas medicinais desta época
como a morfina, quinina, canfora sdo empregadas até hoje no tratamento
de certas doencas e sdo ainda consideradas moléculas altamente eficazes
(Montanari et al., 2001; Viegas et al., 2006). Os produtos naturais
implicam no desenvolvimento de 50% de todos os novos medicamentos
produzidos (Newman et al., 2012).

Atualmente, os produtos naturais continuam a contribuir com
uma variedade de novas estruturas, seja de maneira direta, servindo
como novas fontes de farmacos, ou de maneira indireta por
modificacBes estruturais feitas em suas estruturas obtendo produtos
semissintéticos ou ainda servindo como modelos para o
desenvolvimento de novas drogas na inddstria farmacéutica (Montanari
etal., 2001).

A diversidade estrutural de substancias provenientes do
metabolismo das plantas justifica o crescente interesse quimico e
farmacol6gico por estes compostos (Cordell, 2000). A fantastica
variedade e complexidade de metabolitos especiais biossintetizados
pelas plantas formaram-se devido a mecanismos de defesa desses
vegetais as condi¢cbes ambientais ricas em microrganismos, insetos,
animais e também as condic¢Ges de adaptagdo e regulagdo. Sendo assim,
0 reino vegetal representa um enorme reservatério de moléculas valiosas
farmacologicamente a serem descobertas, fruto de milhdes de anos de
evolugdo e adaptagdo sobre a terra (Montanari et al., 2001).

Em particular, o Brasil devido a sua localizacdo geogréafica
estratégica apresenta uma rica flora e muitas das espécies vegetais
existentes ndo apresentam nenhum tipo de estudo do ponto de vista
fitoquimico e farmacoldgico. Este fato sugere a enorme importancia de
realizar estudos fitoquimicos no Brasil e nos coloca em posicdo de
destaque nestes estudos (Montanari et al., 2001).

Algumas plantas da flora catarinense chamaram nossa atencdo
inicialmente pelo aroma caracteristico de salicilato de metila exalado
pelas suas raizes. Assim, iniciaram-se os estudos com as espécies do
género Polygala no nosso grupo de pesquisa.
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O género Polygala pertencente a familia Polygalaceae é
representado por 98 espécies e 29 variedades no Brasil (Lidtke et al.,
2013). Muitas espécies do género Polygala sdo utilizadas na medicina
popular como anestésicos locais, expectorantes, sedativos e tratamento
de doencas inflamatdrias como asma e bronquite, como por exemplo, as
espécies Polygala sabulosa, Polygala panicula e Polygala cyparissias
(Duarte et al., 2007; Lapa et al., 2009; Pinheiro et al., 1998).

Estudos farmacol6gicos mostraram a potencialidade do género
principalmente em se tratando de atividade anti-inflamatoria,
antinociceptiva, ansiolitica, anticonvulsante e antidepressiva (Borges et
al., 2014; Duarte et al., 2008; Kim et al., 2013; Lapa et al., 2011; Sun et
al., 2013). Estas atividades vém sendo atribuidas & presenca de
metabdlitos como xantonas, flavonoides, cumarinas, saponinas
triterpéncias, oligossacarideos esterificados, diidroestirilpironas e
estilpironas (Lapa et al., 2009; Li et al., 2014; Miyase et al., 1999;
Pinheiro et al., 1998; Pizzolatti et al., 2000; Shi et al., 2013; Zhang et
al., 1995).

Nosso grupo de pesquisa vem investigando os metabolitos
secundarios e a farmacologia de algumas espécies do género, como as
espécies Polygala paniculata, Polygala sabulosa e Polygala
cyparissias, e importantes resultados do ponto de vista quimico e
bioldgico vém sendo obtidos (Duarte et al., 2007; Duarte et al., 2008;
Lapa et al., 2009; Lapa et al., 2011; Pinheiro et al., 1998; Pizzolatti et
al., 2000; Pizzolatti et al., 2008).

Em continuidade aos nossos estudos quimiossistematicos e
investigacdo de atividade biol6gica do género Polygala, o presente
trabalho vem a contribuir com a quimiotaxonomia e bioatividade do
género através da investigacdo de trés espécies: Polygala molluginifolia,
Polygala longicaulis e Polygala campestris.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Familia Polygalaceae

A familia Polygalaceae compreende 19 géneros distribuidos em
torno do globo terrestre e sdo encontradas principalmente em regides de
clima tropical e temperado, com excecdo da Nova Zelandia e das zonas
articas e antéarticas (LUdtke et al., 2013).

Os géneros Acanthocladus, Barnhartia, Bredemeyera,
Diclidanthera, Monnina, Moutabea, Polygala e Securidata representam
a familia Polygalaceae no Brasil. Na regido Sul do Brasil, sdo
encontrados os géneros Acanthocladus, Bredemeyera, Monnina,
Polygala e Securidata (Ludtke et al., 2013).

2.1.1 Género Polygala

O género Polygala sendo o mais abundante da familia
Polygalacae compreende mais de 725 espécies distribuidas amplamente
no planeta (Ludtke et al., 2008; Lidtke et al., 2013)

No Brasil, 0 género é representado por aproximadamente 98
espécies e 29 variedades (Ludtke et al., 2013). A maioria das espécies se
apresentam na forma de ervas delicadas e apresentam pequenas flores
gue variam do branco a purpura (Montanher et al., 2003)

2.1.1.1 Metabdlitos secundarios encontrados no género
Polygala

Estudos fitoquimicos com o género Polygala mostram a presenca
de varios metabdlitos secundarios tais como saponinas triterpénicas
como a polygalasaponina | [1] isolada de Polygala tenuifolia (Zhang et
al., 1995), oligossacarideos esterificados como a tenuifolisida A [2],
sibiricoses A; [3] e As [4] obtidas de P. sibirica (Miyase et al., 1999),
3,6"-disinapoilsacarose [5] (Ling et al., 2013) isolada de P. tenuifolia e
esterdis como o espinasterol [6] encontrado em P. sabulosa (Borges et
al., 2014) (Figura 1). Também sdo encontrados no género Polygala
derivados do &cido cindmico como o &cido 3,4,5-trimetoxicindmico [7]
isolado de Polygala tenuifolia (Ito et al., 1977) e o salicilato de metila
[8], um dos componentes do Gelol® que é encontrado em muitas
espécies do género Polygala, conferindo um aroma bem caracteristico as
raizes destas espécies (Da Rocha et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Metabdlitos secundarios isolados de espécies do género
Polygala.
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Além destes compostos, 0 género também é caracterizado pela
presenca de flavonoides, cumarinas, estirilpironas, diidroestirilpironas e
as xantonas, metabdlitos que daremos enfoque na presente revisao, pois
estes sdo 0s principais metabdlitos estudados pelo nosso grupo de
pesquisa e também pelo fato de terem sido isolados nas espécies
investigadas no presente trabalho.

As Tabelas 1-4 e Figuras 2-5 mostram as principais
diidroestilpironas, estilpironas, cumarinas e flavonoides isolados do
género Polygala. A Tabela 1 mostra as diidroestirilpironas e
estirilpironas isoladas do género Polygala. Como pode ser observado na
Tabela 1 o acumulo destes compostos no género foi observado até a
presente data somente para a espécie P. sabulosa, no entanto o estudo
desta espécie ndo mostrou a presenca de xantonas. Segundo Pizzolatti et
al. (2004), este fendbmeno que ocorre na espécie P. sabulosa pode ser
explicado por um desvio metabdlico na biossintese de xantonas levando
a producao de diidroestirilpironas e estirilpironas.

Tabela 1. Diidroestiril-2-pironas e estiril-2-pironas isoladas do género

Polygala.
Espécie Compostos Referéncia
4-metoxi-6-(11,12metilenodioxi- (Pizzolatti et al
diidroestiril)-2-pirona [9] 2000)
4-metoxi-6-(11,12-
metilenodioxi-14-metoxidiidroestiril)-2- (Pizzolatti et al.,
pirona [10] 2000)
4-metoxi-6-(11,12-
metilenodioxi-10,14- (Pizzolatti et al.,
dimetoxidiidroestiril)-2-pirona [11] 2000)
P.sabulosa

4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-

metoxi-estiril)-2-pirona [12] (Pizzolati etal.,

2000)

4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxiestiril)-

2 pirona [13] (Pizzolatti et al.,

2000)

4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-10,14-

dimetoxiestiril)-2-pirona [14] (Pizzolatti et al.,

2004)

4-metoxi-6-(11,12- (Pizzolatti et al.,
dimetoxiestiril)-2-pirona [15] 2000)
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Figura 2. Diidrostiril-2-pironas [9-11] e estiril-2-pironas [12-15]
isoladas da espécie Polygala sabulosa.
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A presenca de cumarinas no género é mais comum, podendo
ocorrer em espécies como P. paniculata, P. sabulosa e P.
hongkongensis como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Cumarinas isolados do género Polygala.
Espécie Compostos

Referéncias

P. paniculata Aurapteno [16] (Hamburger et al., 1985)

P. sabulosa

Escopoletina [17]

(Capra et al., 2010)

P. paniculata Murrangatina [18] (Cristiano et al., 2003)

(Hamburger et al., 1985)
6-metoxi-7-
P. sabulosa preniloxicumarina (Duarte et al., 2007)
[19]
. . (Pizzolatti et al., 2002)
P. paniculata Febalosina [20] (Hamburger et al., 1985)
P. hongkongensis  Hongkongenina [21] (Wuretal., 2007)
7-metoxi-8-(1,4-

. dihidroxi-3-metil-2-
P. paniculata butenil)cumarina (Hamburger et al., 1985)
[22]
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Figura 3. Cumarinas isoladas do género Polygala.
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Outra classe de compostos que pode ser muito encontrada no
género sdo os flavonoides. Estes compostos podem ser encontradas na
forma livre, como é o caso dos flavonoides [23-26] ou na forma
glicosilada [27-38].
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Tabela 3. Flavonoides isolados de espécies do género Polygala.

Espécie Compostos Referéncias
P. caudata (Li et al., 1999)
P. sabulosa Quercetina [23] (Martins et al., 2009)
P. hongkongensis (Wu et al., 2007)
P. japonica Do etal., 1992; Wu
P.honjgkpongensis Kaempferol [24] ( et al., 2008)
P. caudata Diidroquercetina [25] (Li et al., 1999)

P. hongkongensis

Isoharmetina [26]

(Wu et al., 2007)

P. hongkongensis

Isoquercetina [27]

(Wu et al., 2007)

P. hongkongensis

Kaempferol 3-O-B-D-
glucopiranosideo [28]

(Wu et al., 2007)

P. tenuifolia

Isoharmetina-3-O-B-D-
glucopiranosideo [29]

(Shi et al., 2013)

P. tenuifolia

Isoharmetina-3-O-B-D-
galactopiranosideo [30]

(Shi et al., 2013)

P. japonica

Astragalina [31]

(Do et al., 1992)

P. japonica

Kaempferol 3-O-
(6"-O-acetil)-B-D-
glucopiranosideo [32]

(Do et al., 1992)

P. paniculata
P. hongkongensis

Rutina [33]

(Cristiano et al.,
2003)
(Wu et al., 2007)

P. chinensis

Ombuina-3-B-rutinosideo
[34]

(Rao et al., 2004)

P. hongkongensis

Kaempferol-3-O-o-L-
ramnopiranosil-(1—2)-p-
D-glucopiranosideo [35]

(Wu et al., 2007)

P. japonica

Kaempferol 3,7-di-O-p-
D-glucopiranosideo [36]

(Do et al., 1992)

P. tenuifolia

Quercetina-3-O-B-D-
glucopiranosil (1—2)-f-
D-galactopiranosideo
[37]

(Shi et al., 2013)

P. tenuifolia

Linarina [38]

(Shi et al., 2013)




Figura 4. Flavonoides isolados de espécies do género Polygala.
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Dentro da classe dos flavonoides podemos encontrar as
isoflavonas caracterizadas por apresentarem o anel aromatico B ligado
ao Cj na sua estrutura (Simdes et al., 2010). Estes metabdlitos ocorrem
mais raramente em espécies do género Polygala, sendo que os Unicos
relatos da presenca de isoflavonas no género foram feitos para a espécie
Polygala virgata em que foram isoladas as isoflavonas [39-41] e espécie
Polygala stenopetala onde foi encontrada a isoflavona [42] (Bashir et
al., 1991; Chaudhary et al., 2001).

Figura 5. Estrutura de isoflavonas [39-42] isoladas de espécies
do género Polygala.
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Entre todos os metabdlitos encontrados para no género, as
Xantonas sdo 0s mais frequentes e sdo considerados o0s seus marcadores
guimiotaxondmicos. Estes compostos caracterizam-se por apresentar um
esqueleto base do tipo dibenzo-y-pirona (Li et al., 2014).

As xantonas deste género podem ser encontradas na forma
oxigenada variando quanto ao padrdo de substituicdo podendo estar
hidroxiladas e/ou metoxiladas [43-82] ou ainda podem ser encontradas
na forma de dioximetilenos [105-115]. As xantonas podem também se
apresentar na forma glicosilada [83-104] seja como O-glicosideo ou C-
glicosideos e podem ocorrer mais raramente na forma de
xantanolignoides [116-118] (Li et al., 2014).

As principais xantonas presentes no género Polygala sao
mostradas na Tabela 4:
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Tabela 4. Principais xantonas isoladas do género Polygala.

Espécie Composto isolado Referéncia
P. caudata 7-hidroxi-1-metoxixantona [43] (Lietal., 1999)
P. caudata I . (Naidu et al., 2007)
P. tenuifolia 1,7-dihidroxixantona [44] (Ikeya et al., 1991)
P. tenuifolia 1,7-dimetoxixantona [45] (Fujita et al., 1992)
P. caudata 1-hidroxi-7-metoxixantona [46] (Lietal., 1999)

P. cyparissias

1,3-dihidroxi-7-metoxixantona
[47]

(Pinheiro et al., 1998)
(Klein et al., 2010)

P. caudata 1,2,8-trihidroxixantona [48] (Lietal., 1999)
P. fallax 1,3-dihidroxi-2-metoxixantona (Ma et al., 2003)

P. caudata [49] (Lietal., 1999)
P_ tenuifolia 1,7-d|hldroxp[?é-or?etomxantona (Ikeya et al., 1991)
P tenuifolia 1,7—d|hldroxp[é-lr?etomxantona (Ikeya et al., 1991)

P. arillata 1,3,4-trimetoxixantona [52] (keya et al., 1991)
P. tenuifolia 1'h'dr°X"3’7'[g'3Tet°X'Xa”t°”a (Fujita et al., 1992)
P. tenuifolia 3'“'dr°X"2’8'[g'4Tet°X'X3”t°”a (Fujita et al., 1992)
P. tenuifolia 2,3,8-trimetoxixantona [55] (Fujita et al., 1992)
P. arrilata e 1-hidroxi-2,3-dimetoxixantona

P. triphylla [56] (Ghosal et al., 1981)

P arrilata S-h|drOX|-1,2-[g|7TetOX|xantona (Xiong et al., 2011)
P. triphylla 1,2,3-trimetoxixantona [58] (Ghosal etal., 1981)

. 1,5-dihidroxi-2,3- .

P. paniculata dimetoxixantona [59] (Cristiano et al., 2003)
P. tenuifolia 1,7-dihidroxi-2,3- (Fujita et al., 1992)

P. cyparissias

dimetoxixantona [60]

(Pinheiro et al., 1998)

P. cyparissias

1,3,7-trihidroxi-2-
metoxixantona [61]

(Pinheiro et al., 1998)
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Tabela 4. Principais xantonas isoladas do género Polygala (continuag&o).

1,6-dihidroxi-3,7-

P. tenuifolia dimetoxixantona [62] (Ikeya et al., 1991)
- 1-hidroxi-3,6,7-
P. tenuifolia trimetoxixantona [63] (Ikeya et al., 1991)
- 7-hidroxi-1,2,3- .
P. tenuifolia trimetoxixantona [64] (Fujita et al., 1992)
- 3-hidroxi-1,2,7- .
P. tenuifolia trimetoxixantona [65] (Fujita et al., 1992)
. 1,7-dihidroxi-3,4- .
P. virgata dimetoxixantona [66] (Bashir et al., 1991)
P. 1-hidroxi-2,3,4-
macradenia trimetoxixantona [67] (Ghosal etal., 1981)
P. . 1,2,3,4-tetrametoxixantona [68] | (Ghosal et al., 1981)
macradenia
P. tenuifolia 1,3,6,7-tetrametoxixantona [69] | (Fujita et al., 1992)
P vulaaris 7-cloro-1,2,3-trihidroxi-6- (Dall'acqua et al.,
-Vuig metoxixantona [70] 2002)
P.tenuifolia b o (Fujita et al., 1992)
P.fallax (Ma et al., 2003)
- 6-hidroxi-1,2,4- .
P.tenuifolia trimetoxixantona [72] Ling et al., 2013)
- 1,6-dihidroxi-3,5,7-
P.tenuifolia trimetoxixantona [73] (lkeya et al., 1991)
- 1,7-dihidroxi-3,5,6-
P. tenuifolia trimetoxixantona [74] (Ikeya et al., 1991)
P. paenea - .
P. tetrameltj::g(raori(tgﬁff%? (Ghosal etal., 1981)
macradenia
P. 7-hidroxi-1,2,3,4-
macradenia tetrametoxixantona [76] (Ghosal etal., 1981)
P. rollata .
P.macradenia 1,2,3,4,7-pen[t?;r]1etoxmantona (Ghosal et al., 1981)
P.paenea
. 1.7-dihidroxi-2,3,4- .
P. virgata trimetoxixantona [78] (Bashir et al., 1991)
P. tenuifolia 6,8-dihidroxi-1,2,4- .
trimetoxixantona [79] (Fujitaetal., 1992)
- 6,8-dihidroxi-1,2,3- .
P. tenuifolia trimetoxixantona [80] (Fujita et al., 1992)
. 1,3-dihidroxi-2,4,7- (Dall'acqua et al.,
P. vulgaris

trimetoxixantona [81]

2002)
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Tabela 4. Principais xantonas isoladas do género Polygala (continuagéo).

P. cyparissias

1,3,6,8-tetrahidroxi-
2,7-dimetoxixantona [82]

(Pinheiro et al.,1998)

P. tricornis

2-0-(6-0-0-L-
ramnopiranosil)-(1—6)-p-D-
glucopiranosil-3,4-
dimetoxixantona [83]

(Li et al., 2005)

P. tricornis

3-0-(6-0O-p-D-
apiofuranosil)-(1—6)-p-D-
glucopiranosil-1-
hidroxixantona [84]

(Li et al., 2005)

P. tricornis

3-0-(6-0-0-L-
ramnopiranosil)-(1—6)-p-D-
glucopiranosil-1-
hidroxixantona [85]

(Li et al., 2005)

P. tricornis

5-0-B-D-
glucopiranosil- 1,6-dihidroxi -
7-metoxixantona [86]

(Li et al., 2005)

P. tricornis

7-0-(6-0O-0-L-
arabinopiranosil)-(1—6)-B-D-
glucopiranosil-1-
hidroxixantona [87]

(Li et al., 2005)

P. tenuifolia

2-C-[B-D-arabinopiranosil-
(1—6)-B-D- glucopiranosil]-
1,3,7-trihidroxi-6-
metoxixantona [88]

(Jiang et al., 2005)

P. tenuifolia

3-O-[a-L-ramnopiranosil-
(1—2) -B-D-glucopiranosil]-
1,7-dihidroxixantona [89]

(Jiang et al., 2005)

P. tenuifolia

6-O-[o-L-ramnopiranosil-
(1—2)-B-D-glucopiranosil] -
1,2,3,7-tetrametoxixantona
[90]

(Jiang et al., 2005)

P. tenuifolia

2-C-[B-D-
apiofuranosil-(1—2)-4-D-
glucopiranosil]-1,3,7-
trihidroxixantona [91]

(Jiang et al., 2005)

P. tenuifolia

7-O-metilmangiferina [92]

(Jiang et al., 2005)
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Tabela 4. Principais xantonas isoladas do género Polygala (continuag&o). |

P. caudata
P. sibirica

4-C-[p-D-glucopiranosil]-1,3,7-
trihidroxixantona [93]

(Jiang et al., 2005)
(Li et al., 1999)
(Miyase et al., 1999)

P. caudata

2-C-[B-D-glucopiranosil]-
1,3,7-trihidroxixantona [94]

(Li et al., 1999)

P. tenuifolia

6-O-[a-L-ramnopiranosil-
(1—2)-B-D-glucopiranosil]- 1-
hidroxi-3,7-dimetoxixantona
[95]

(Jiang et al., 2002)

P. tenuifolia

6-O-[a-L-ramnopiranosil-
(1—-2)-B-D-glucopiranosil]-1,3-
dihidroxi-7-metoxixantona [96]

(Jiang et al., 2002)

P. tenuifolia

6-O-(B-D-glucopiranosil)-
1,2,3,7-tetrametoxixantona [97]

(Jiang et al., 2002)

P. tenuifolia

3-O-[a-D-ramnopiranosil-
(1—-2)-B-D-glucopiranosil] -
1,6-dihidroxi-2,7-
dimetoxixantona
[98]

(Jiang et al., 2002)

P. sibirica

2-C-[B-D-apiofuranosil-
(1—6)-p-D-glucopiranosil]-
1,3,7-trihidroxixantona [99]

(Miyase et al., 1999)

P. sibirica

2-C-[B-D-apiofuranosil-
(1—-2)-B-D-glucopiranosil]-
1,3,7-trihidroxixantona [100]

(Miyase et al., 1999)

P. sibirica

4-C-[B-D-apiofuranosil-
(1—6)-B-D-glucopiranosil]
1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona [101]

(Miyase et al., 1999)

P. tenuifolia

2-C-[B-D-apiofuranosil-
(1—6)-B-D-glucopiranosil]-
1,3,7-trihidroxixantona [102]

(Ling et al., 2013)

P. tenuifolia

4-C-[B-D-
glucopiranosil]-1,3,7-
trihidroxixantona [103]

(Ling et al., 2013)

P. tenuifolia

2-C-[B-D-apiofuranosil-
(1—6)-B-D-glucopiranosil]
1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona [104]

(Ling et al., 2013)




Tabela 4. Principais xantonas isoladas do género Polygala (concluséo).

P arrilata 1-hidroxi-2,3- (Ghosal et al., 1981)
) metilenodioxixantona [105]
P.macradenia 1-metoxi-2,3- (Ghosal et al., 1981)

P. triphylla metilenodioxixantona [106]
P. cyparissias 1,7-dihidroxi-2,3- (Pinheiro et al., 1998)
P. fallax metilenodioxixantona [107] (Ma et al., 2003)
. L-nidroxi-5-metoxi-2,3- | cyictiano et al., 2003)
P. paniculata metilenodioxixantona
[108]
. 1,8-dimetoxi-2,3- (Marston et al., 1993)
P. nykensis metilenodioxixantona [109]
P. tenuifolia 1,7-dimetoxi-2,3- (Fujita et al., 1992)
) metilenodioxixantona [110]
P. paenea 8-hidroxi-5,7-dimetoxi- (Ghosal etal., 1981)
P 2,3-metilenodioxixantona [111]
o caenea 5,7 8-trimetoxi-2,3- (Ghosal et al., 1981)
P metilenodioxixantona [112]
P. spectabilis 6,7,8-trimetoxi-2,3- (Ghosal et al., 1981)
P. tenuifolia metilenodioxixantona [113]

P.macradenia

1,6,7-trimetoxi-2,3-
metilenodioxixantona [114]

(Ghosal et al., 1981)

P.macradenia

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

(Ghosal et al., 1981)

P.triphylla [115]

(Lietal., 2014)
P. glomerata Glomexantona A [116]

(Lietal., 2014)
P. glomerata Glomexantona C [117]
P. glomerata Glomexantona B [118] (Lietal, 2014)
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Figura 6. Estrutura das xantonas [43-104] isoladas do género Polygala.
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Figura 7. Estrutura das xantonas [105-114] isolados do género

Polygala.
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2.1.1.2 Bioatividade do género Polygala

Muitas espécies do género Polygala apresentam importantes
aplicacdes na medicina popular. As raizes de Polygala tenuifolia
(Yuanzhi) tém sido usadas na medicina tradicional chinesa como agente
expectorante, tonico e sedativo (Fujita et al., 1992). Além disso,
Yuanzhi é utilizado no tratamento de insbnia, amnésia, depressdo,
palpitacdes com ansiedade, desorientacdo e prevengdo de deméncia e
deficiéncia de meméria (Jin et al., 2014). As partes aéreas da planta,
chamadas tradicionalmente por “Xiaocao”, também s3o usadas na
medicina popular como anti-inflamatério (Shi et al., 2013).

A espécie Polygala fallax é utilizada no sul da China como
agente tdnico e no tratamento da hepatite (Zhang et al., 1996). Polygala
japonica é utilizada como expectorante, anti-inflamatorio, agente
antibacteriano e no tratamento da faringite (Zhang et al., 1995).
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Outra espécie muita utilizada é a espécie Polygala cyparissias
também conhecida como “pinheirinho da praia”, encontrada
abundantemente na costa atlantica do Brasil e tem sido usada na
medicina tradicional no tratamento de varias doengas como distUrbios
do intestino e rins (De Campos et al., 1997). Esta espécie também ¢
utilizada como anestésico tépico, devido a abundante presenca de
salicilato de metila em suas raizes o que justifica seu uso para esta
finalidade (Da Rocha et al., 2012).

Polygala paniculata conhecida popularmente como “barba de
Sdo Jodo”, “vassourinha branca” ou “mimosa” é usada na medicina
tradicional no tratamento da asma, bronquite, artrite, dores de estomago
e desordens nos rins (Lapa et al., 2009) e Polygala sabulosa ou “timutu-
pinheirinho” ¢ utilizada para dores em geral e doencas parasiticas
(Pizzolatti et al., 2008).

Devido as importantes utilizagcGes destas espécies no género,
algumas espécies ja foram estudadas do ponto de vista farmacologico.
Entre as atividades farmacolégicas apresentadas pelo género destacam-
se a atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva, antidepressiva,
gastroprotetora, antioxidante e aumento de memoria e aprendizagem,
como mostra a Tabela 5.

A espécie Polygala tenuifolia, encontrada no sul da China, tem
sido amplamente estudada e os resultados mostram o potencial desta
planta principalmente como agente antidepressivo, anti-inflamatorio e
no aumento da meméria e aprendizagem (Cai et al., 2013; Kim et al.,
2013; Sun et al., 2013).

Além desta espécie, as espécies P. sabulosa e P. paniculata,
encontradas em Santa Catarina, também tem mostrado um grande
potencial farmacol6gico como atividades antidepressiva, anti-
inflamatdria, antinociceptiva, tripanocida, neuroprotetora, ansiolitica e
anticonvulsivante (Tabela 5) e estas atividades estdo possivelmente
relacionadas a presenca de compostos como cumarinas, flavonoides,
xantonas e diidroestirilprionas e estirilpironas.
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Tabela 5. Principais atividades bioldgicas reportadas para o género
Polygala (continua).

L Composto/
Espécie A.t'V',d?de Extrato/ Referéncia
bioldgica "
Fracéo
ofeitos de céfc (Caletal,
P.tenuifolia - Tenuigenina 2013)
de memoria e
aprendizagem
Antidepressiva e Oligossacarideos (Sunetal.,
aumento da terificad 2013
meméria esterificados )
. ... Oligossacarideos (Kim et al.,
Anti-inflamatoria esterificados 2013)
Inibicdo da H tal
enzima Tenuigenina ( uz;rg)gi; al
acetilcolinesteras )
L N (Liang et al.,
Antioxidante Tenuigenina 2011)
Fracdo
. . enriquecida com (Liuetal.,
Antidepressiva oligossacarideos 2010)
esterificados
A””"ef“.f’ da Saponinas (Xuetal.,
meméria e o
- triterpénicas 2009)
aprendizagem
Inibigdo da beta Tenuicenina (Lvetal.,
secretase g 2009)
P. glomerata  Neuroprotetora Xantonas (Lietal., 2014)
. . - (Alagammal et
P. javana Antitumoral Extrato etandlico al., 2013)
P. japonica Neuroprotetora S_apo[1|r]as (Lietal., 2012)
triterpénicas
. Iqlbl_gao d.e cepas (Dao et al.,
P. karensium  virais resistentes Xantonas 2012)

da Influenza A
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Tabela 5. Principais atividades biolégicas reportadas para o género
Polygala (continua).

oo . (Johann et
P. sabulosa Antifangica Cumarina al., 2011)
EXt::a:; gcr)uto, (Borges et
Anti-inflamatéria . ¢ al., 2014)
diclorometano
Espinasterol
. . . (Capraet
Antidepressiva Cumarina al.. 2010)
Ansiolitica Diidro e (Duarte et
estilpironas al., 2008)
. . Diidro e (Duarte et
Anticonvulsivante estilpironas al., 2008)
. (Franco et
Neuroprotetora Quercetina al., 2007)
Fracoes
diclorometano e (Pizzolatti
Tripanocida acetato de etila etal.,
Cumarina 2008)
Diidroestirilpirona
Extrato (Ribas et
P. sabulosa Antinociceptiva hldro_alcoollco al., 2008)
Espinasterol
Escopoletina
. e Extrato hexanico  (Johann et
P.paniculata Antifungica Flavonides al., 2011)
S . (Lapa et al.,
Antinociceptiva Flavonoide 2011)
. . Extrato (Bettio et
Antidepressiva hidroalcodlico  al., 2011)
Extrato (Lapa et al.,
Vasorelaxante hidroalcodlico  2011)
. . Extrato (Lapa et al.,
Hipotensiva hidroalcodlico  2011)
Neuroprotetora Extrato (Farina et

hidroalcodlico

al., 2005)
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Tabela 5. Principais atividades bioldgicas reportadas para o género
Polygala (conclusdo).

. Extrato (Lapacetal.,
P. paniculata Gastroprotetora hidroalcodlico  2008)
Fracdo
- . A metandlico e (Klein et
P. cyparissias Antiulcerogénica Fragio solavel al., 2010)
em acetona
Extrato (De
Antinociceptiva hidroalcoélico ~ Campos et
Xantona al., 1997)
Extrato
o . metanolico (Klein et
Antihiperalgesica Espinasterol al., 2012)
Xantonas
(Dall'acqua
P. vulgaris Citotoxica Xantonas etal.,
2002)
. . . (Zhan et
P.hongkongensis Neuroprotetiva Flavonoides al., 2013)
o (Wuetal.,
Antioxidante Xantona 2008)
(Linetal.,
P. fallax Antioxidante Xantonas 2005b)
Estimula o :
P.caudata crescimento de Xantona (Naidu et
N al., 2007)
neurdnios
L (Linetal.,
Antioxidante Xantonas 20053a)

2.1.1.3 Polygala molluginifolia

Polygala molluginifolia A. St. —Hil & Mog. é uma espécie
pertencente ao género Polygala conhecida popularmente como
“canfora” (Figura 8). Esta espécie € encontrada em beiras de estradas
alteradas por queimadas, em baixadas Umidas, campos limpos e sujos,
em solos secos e Umidos, campos pastejados secos e terrenos
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pedregosos. Floresce e frutifica durante todos os meses do ano (Ludtke,
2008; Ludtke et al., 2013).

Ocorre no Uruguai, Argentina e no Brasil nos estados de Séo
Paulo, Parana e Rio Grande do Sul. Apresenta folhas verticiladas sésseis
e presenca de glandulas nas estruturas vegetativas e reprodutivas. As
bracteas e bractéolas sdo deciduas e as flores rosadas a magenta (L{dtke,
2008; Ludtke et al., 2013).

Figura 8. Polygala molluginifolia coletada no municipio de Séo
Lourenco do Sul. Foto do autor.

2.1.1.4 Polygala longicaulis

A espécie Polygala longicaulis Kunth. (Figura 9) também
conhecida como “cénfora” ocorre preferencialmente em campos midos
e limpos, em banhados e solos pedregosos, sendo que floresce e frutifica
de setembro a junho (Ludtke, 2008; Lidtke et al., 2013).

Esta espécie pode ser encontrada no México, Paraguai, Argentina,
Coldmbia e Brasil, sendo que nesse ultimo pode ser encontrada nos
estados de Roraima, Amapa, Rio Grande do Norte, Paraiba, Piaui,
Bahia, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Lidtke et al., 2013).

De forma geral apresenta inflorescéncias inicialmente cilindricas,
mas com a queda das flores mais velhas se tornam capitadas, restando
cicatrizes evidentes dos pedicelos. Outra caracteristica da espécie é que
se caracteriza pelas sementes sem apéndices, geralmente de forma
cbnica e com tricomas longos, sericeos e prateados (Lidtke, 2008;
Lldtke et al., 2013).
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Figura 9. Espécie Polygala longicaulis coletada no municipio de Ponta
Grossa. Fotografada por Francieli K. De Carvalho.

2.1.1.5 Polygala campestris

A espécie Polygala campestris Gardner (Figura 10) pode ser
encontrada preferencialmente em campos de altitude, nas bordas e
interior da matinha nebular e nos aparados da Serra. Encontrada em
menor frequéncia em solos imidos e rochosos. Floresce e frutifica todos
0s meses do ano. Ocorre nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(Ludtke, 2008; Lidtke et al., 2013).

Esta espécie apresenta folhas numerosas, bracteas florais com
margem ciliada e pela carena, geralmente dividida em um ndmero maior
de lobos (Ludtke, 2008; Liidtke et al., 2013).

Figura 10. Polygala campestris coletada em Rancho Queimado.
Foto do autor.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Realizar estudos quimiossistematicos e avaliar as propriedades
bioldgicas e fisico-quimicas de trés espécies do género Polygala
incluindo as espécies Polygala longicaulis, Polygala campestris e
Polygala molluginifolia.

3.1.1 Objetivos especificos

1- Coletar e realizar a identificacdo botanica de trés espécies do
género Polygala em colaboracdo com a Professora Dra. Raquel Lidke
(UFPel) e Professor Dr. Rafael Trevisan (UFSC).

2- Obtencdo dos extratos brutos por meio de maceracdo em etanol
e fracionamento liquido-solido dos extratos brutos para render as fracGes
hexano, acetato de etila e aquosa.

3- Caracterizar os constituintes quimicos volateis das flores,
folhas, caules e raizes de P. molluginifolia por meio da ténica de
microextracao.

4- Isolar os metabdlitos secundérios das fragdes das trés espécies
em estudo por meio de técnicas cromatograficas.

5- Realizar a caracterizacdo dos compostos isolados por meio de
técnicas de IV, HR-MS, RMN de 'H e **C, DEPT, NOESY, HMQC e
HMBC.

6- Estudar as propriedades fisico-quimicas dos compostos
isolados, como a permeabilidade por meio do ensaio PAMPA
relacionada ao processo de ADME.

7- Avaliar os parametros relacionados com a atividade
antioxidante, como contetido de fendlicos, flavonoides, poder redutor e
DPPH dos extratos e fragdes das trés espécies em estudo.

8- Realizar ensaios de atividade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase e atividade antioxidante DPPH dos compostos
isolados.

9- Submeter os extratos, fracdes e compostos isolados a testes de
atividade tripanocida, leihsmanicida e antifungica.

10- Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vivo dos extratos,
fragdes e compostos isolados de P. molluginifolia.
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11- Realizar a avaliacdo de atividade antinociceptiva in vivo do
extrato bruto e isoflavona isolada de P. molluginifolia.

12- Submeter as fracdes e isoflavonas isoladas de
P.molluginifolia a testes de atividade anti-hiperglicémica in vitro e in
vivo.
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Materiais e equipamentos utilizados

Os reagentes e solventes utilizados no desenvolvimento deste
trabalho foram de grau analitico PA. Para a realizacdo da separacdo
cromatogréafica dos compostos nas fracoes foi utilizado silica gel 0,063-
0,2mm (70-230 mesh) para a cromatografia em coluna normal (CC) e
silica gel 0,04-0,063 mm (230-400 mesh) para a cromatografia em
coluna flash no modo isocrético.

As fracdes e compostos obtidos da separacdo cromatogréfica
foram monitorados por meio de cromatografia em camada delgada
(CCD) utilizando placas de aluminio recobertas com silica gel 60 (5-40
um) da Merck, com 0,25 mm de espessura. Os compostos separados nas
placas foram revelados sob visualizagdo em lampada UV 254 e 365 nm,
vapores de iodo e com o reagente anisaldeido-sulfirico seguido de
aquecimento a 110°C.

Para o0s bioensaios o0s reagentes DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), Folin-Ciocalteu, Tween 80, iodeto de acetilcolina, a
enzima acetilcolinesterase obtida em p6 do peixe elétrico VI-S. Para o
ensaio PAMPA foram utilizados a fosfatidilcolina obtida da Sigma
Aldrich e as placas de 96 pocos fornecidas pela Millipore.

Para a determinacdo do ponto de fuséo foi utilizado um aparelho
da Microquimica APF-302. Para a obtencdo dos espectros de
infravermelho foram utilizados os equipamentos Perkin-Elmer FT 16PC
e Varian 3100 FT-IR, utilizando pastilhas de KBr.

A determinacdo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H (400 e 200 MHz) e **C (100 MHz) foram obtidas em
aparelho Bruker-AC 200-F e Varian Oxford AS-400, utilizando TMS
como padrdo interno e os solventes adequados para solubilizar cada
amostra.

As andlises de ESI-Q-TOFMS foram realizadas em um
espectrometro de massas da micrOTOF Q-II (Bruker Daltonics). A
leitura dos bioensaios foi realizada em um espectrofotdmetro da Perkin
Elmer Lambda S.

Para o bioensaio PAMPA foi utilizado um equipamento
Shimadzu HPLC equipado com uma coluna LC-10AT e detector de UV.
As analises foram realizadas em uma coluna Phenomenex Cyg (150 x 4.6
mm; 5 um), e as eluicBes foram feitas em modo isocratico [25% H,O
(V/v) 75% acetonitrila (v/v)] e fluxo de 1 mL min™, com deteccéo a 280
nm.
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4.2 Material vegetal

As espécies Polygala molluginifolia, Polygala longicaulis e
Polygala campestris foram coletadas nos seguintes locais e periodos:

Polygala molluginifolia

Coleta 1: Coleta feita em Dezembro de 2010, em uma regido
préxima ao Rio Pitangui, com coordenadas UTM 593095 e 7231847 na
regido dos Campos Gerais, Ponta Grossa-PR-Brasil em parceria com a
professora Rosemeri S. Moro da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(Figura 11).

Figura 11. Local de coleta das espécies no Abrigo Rio Pitangui em
Ponta Grossa. Foto cedida pela professora Rosemeri Moro (UEPG).

Coleta 2: Coleta feita em janeiro de 2013, no municipio de S&o
Lourenco do Sul, na estrada de acesso secundaria ao municipio, proximo
a BR-116 (31°22°29”S, 52°4°23”W) em janeiro de 2013, RS (Figura
12).

Figura 12. Ponto de coleta da espécie P. molluginifolia.

Fonte: http://www.verdeiavaom.br/coordenadas/



http://www.verdejava.com.br/coordenadas/
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Coleta 3: Coleta feita no municipio de Sdo Lourengo do Sul, RS,
em janeiro de 2014 (Figura 12).

Coleta 4: Coleta feita no municipio em maio de 2014 em Séo
Lourenco do Sul, RS. (Figura 12).

Polygala longicaulis

Coleta 1: Coleta feita no municipio de Ponta Grossa, PR, em
dezembro de 2010 (Figura 11).

Polygala campestris

Coleta 1: Coleta feita em janeiro de 2012 no topo do Morro da
Antena municipio de Rancho Queimado, SC, em janeiro de 2012
(Figura 13).

Figura 13. Ponto de coleta de P. campestris em Rancho Queimado.

Fonte: http://www.sunearthtools.com/dp/tools/pos eart.php?lanq:pt

4.3 ldentificacdo e depdsito das espécies em questao

A identificacdo das espécies foi feita pela Professora Dra. Raquel
Lidke (UFPel) e o deposito foi feito no herbario FLOR (UFSC) pelo
Professor Dr. Rafael Trevisan recebendo os seguintes numeros de
deposito:

Polygala molluginifolia:

Coleta 1: FLOR 39551

Coleta 2: FLOR-48690

Polygala longicaulis: FLOR-38271

Polygala campestris: FLOR-39195


http://www.sunearthtools.com/dp/tools/pos_earth.php?lang=pt
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4.4 Preparo do material vegetal, secagem e obtencdo do
extrato bruto

O material vegetal foi separado de possiveis contaminantes e logo
apos foi seco por meio de estufa de circulagdo de ar a uma temperatura
de 50°C. Depois de seco, o0 material vegetal foi triturado e submetido a
maceracgao exautiva com alcool etilico 96% a temperatura ambiente. Os
extratos foram combinados, filtrados e concentrados sob pressao
reduzida a 50°C resultando nos respectivos extratos brutos.

4.5 Extracao sdlido-liquido

Os extratos brutos hidroalcodlicos das respectivas espécies foram
submetidos a extracdo sélido-liquido utilizando os solventes hexano e o
acetato de etila. Os extratos foram lavados inicialmente com hexano até
a extracdo exaustiva e o solvente foi removido sobre vacuo, obtendo-se
entdo as respectivas fracBes hexanicas. Logo apds, os residuos dos
extratos foram lavados com acetato de etila até a extracdo exaustiva
obtendo-se entdo as fracdes sollveis em acetato de etila. O restante dos
extratos que ndo solubilizaram nos solventes hexano e acetato de etila
foram consideradas como fragdes aquosas.

4.6 Isolamento e purificagdo dos compostos

Apo6s a obtencdo das fracGes das trés espécies em estudo foi
realizada a separacdo dos compostos por meio de cromatografia em
coluna (CC). Para isso, algumas fragcdes foram selecionadas de acordo
com a quantidade de fracdo e necessidade de composto para testes de
atividade bioldgica. As fragcbes submetidas para a realizagdo de
cromatografia em coluna foram as seguintes:

4.6.1 Fracgdo acetato de etila de P. molluginifolia (Coleta 1)

Na coleta 1 de P. molluginifolia foram obtidos 37,0 g de planta
seca e apds maceracdo obteve-se 10,45 g de extrato bruto. Parte do
extrato foi separada para testes biolégicos e parte foi submetida a
extracdo sélido-liquido, o que resultou nas fragbes hexanica, acetato de
etila e aquosa (Figura 14).
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Figura 14. Obtencéo dos extratos brutos e fracdes da Coleta 1 de
P.molluginifolia.

Polygala molluginifolia
(Flores, folhas, raizes e

caule)
37¢g
2,4 g foram
separados para
testes bioldgicos
Fragdo hexano Extrato bruto — Fragdo acetato
222 mg 10,45¢ de etila
3,669
Fragdo aquosa
3,9¢g

A fracdo acetato de etila (3,66 g) foi submetida a separacdo
cromatografica em coluna de silica gel normal eluida com um gradiente
crescente de acetato de etila em hexano, seguido de gradiente crescente
de etanol em acetato de etila, processo que resultou em 41 fracOes. Estas
fracbes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada
(CCD) e as fragbes que apresentaram o mesmo perfil foram reunidas
(Figura 15).

As fracdo 6-8 (1:9 EtOAc-hexano) foram reunidas e
recromatografadas através de coluna flash e eluidas no modo isocréatico
(hexano:acetona 8:2) resultando no isolamento dos compostos 2 (7,2
mg) e 3 (11,7 mg).

As fragbes 17-19 (3:7 EtOAc-hexano) e 31-33 (EtOAc) foram
purificadas através de lavagens sucessivas com MeOH para render os
compostos 4 (180 mg) e 1 (38,7 mg) (Figura 15).
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Figura 15. Isolamento de compostos da fracdo acetato de etila da Coleta
1 de P. molluginifolia.

Fraglio acetato de etila
3,669

l 41 fragdes
|
o R e N e

Mistura de isoflavona (4) isoflavena (1)
isoflavonas 180,0 mg 38,7 mg

[isnfluvenu (Z)J [isofluvom 3) ]

7,2mg 11,7 mg

4.6.2 Fragdo aquosa de P. molluginifolia (Coleta 1)

Os compostos da fracdo aquosa (3,96 g) de P. molluginifolia
foram separados por meio de cromatografia em coluna de silica gel
utilizando como eluentes: 7:3 hexano:EtOAc; 5:14:1
hexano:EtOAc:MeOH; 1:19:13 hexano:EtOAc:EtOH e finalmente
MeOH, rendendo 30 fragdes. As fragbes 15 e 19 (1:19:13,
hexano:EtOAc:EtOH) foram combinadas e apds purificacdo resultou no
composto (5). A fracdo 28 (metanol) foi purificada através de lavagens
sucessivas com MeOH, resultando no composto (6) (Figura 16).
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Figura 16. Isolamento de compostos da fracdo aquosa de
P.molluginifolia.

Frag@o aquosa
3,96 g

30 fragdes

Rutina sacarose
28 mg 15,9 mg

4.6.3 Fragao acetato de etila de P. molluginifolia (Coleta 2)

A partir da coleta 2 de P. molluginifolia foram obtidos 85,3 g de
planta seca. Apds maceracdo com etanol foram obtidos 14,8 g de extrato
bruto. Deste extrato bruto parte foi separada para testes bioldgicos e
parte (10,9 g) foi submetido ao fracionamento liquido-sélido para obter
as respectivas fragdes hexanica, acetato de etila e aquosa (Figura 17).
Figura 17. Obtencéo de extratos brutos e fracfes de P. molluginifolia
(Coleta 2)

Polygala molluginifolia
(Flores, folhas, raizese

caule) \
85,3 ¢ NS
> : /- o 1
m ;
separados para =
testes biolégicos ¥
Fragdo acetato
Fragdo hexano Ext 'i‘f" bruto %e etila
0,739 89 309
Fragdo aquosa

23g

A fracdo acetato de etila (2,8 mg) foi submetida a cromatografia
em coluna de silica, eluida no modo gradiente crescente de polaridade
utilizando misturas de acetato de etila-hexano. Este procedimento
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resultou 35 fragbes que foram monitoradas por CCD e as fragdes
similares foram reunidas. Observou-se a presenca de cristais nas fraces
8 e 11, das quais foi removido os respectivos sobrenadantes para render
0s compostos 7 (15,1 mg) e 8 (26,3 mg). Além disso, as fracdes 12 e 13
(hexano: acetato de etila 74:26) foram reunidas e purificadas por
lavagens sucessivas com metanol para render o composto 4 (182,2 mg),
isolado também anteriormente na coleta 1.

Além disso, também foi isolado o composto 1 (103,9 mg)
(hexano: acetato de etila 60:40), obtido anteriormente também na coleta
1. Este composto foi obtido das fragcdes 16 e 17 que foram reunidas e
purificadas com metanol.

Figura 18. Isolamento da fragdo acetato de etila de P. molluginifolia
(Coleta 2).

Fragdo acetato de etila
2,8g

[ I | |

s | [ 1 ) [ 12-13 ] (1617 )
I I |
B

4.6.4 Fracgdo acetato de etila de P. molluginifolia (Coleta 3)

Na coleta 3 foram obtidos 38,5 g de planta seca, os quais
renderam 10,5 g de extrato bruto apds o procedimento de maceracao.
Parte do extrato bruto obtido foi separado para testes biol6gicos e parte
foi utilizado para o preparo das fracbes como mostra a Figura 19.
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Figura 19. Preparo de extratos e fragdes de P. molluginifolia (Coleta 3).

Polygala molluginifolia
(Flores, folhas, raizes e
caule)
38,5¢
3 g foram
mapradoy pore
testes biolégicos
Fragdo acetato
Fragdo hexano Exfrinto bruto %e etila
600 mg 059 3,09
Fragdo aquosa
3,49

A fracdo acetato de etila (2,0 g) foi submetida ao fracionamento
em coluna de silica gel eluida no modo gradiente de polaridade
utilizando misturas de acetato de etila-hexano e metanol-acetato de etila
como eluentes. As 41 fracBes obtidas com este procedimento foram
analisadas por CCD e as fragdes similares reunidas. A fracdo 16
(hexano: acetato de etila 70:30) foi purificada com lavagens sucessivas
de metanol resultando no composto 8 (71,9 mg), previamente isolado na
coleta 3.

As fracbes 18-19 (hexano: acetato de etila 70:30) apos
purificagdo em metanol resultou em 74,3 mg da isoflavona (4). As
fracbes 24-26 (hexano:acetato 40:60) apds purificacdo em metanol
rendeu o composto (1) (135,2 mg) (Figura 20).



66

Figura 20. Isolamento da fracdo acetato de etila de P. molluginifolia
(Coleta 3).

Fraglic acetate de etila
2,09

|
o R

isoflavona (8) isoflavona (4) isoflavona (1)
71,9 mg 74,3 mg 135,2 mg

4.6.5 Fracgdo acetato de etila de P. longicaulis (Coleta 1)

Na coleta de P. longicaulis foram obtidos 93,0 g de planta seca. A
maceracao deste material resultou em 27,0 g de extrato bruto, do qual
foram utilizadas 24 g para a realizacdo da particdo liquido-sdlido,
processo que resultou nas fragBes hexanica, acetato de etila e aquosa
(Figura 21).

Figura 21. Preparo dos extratos e fracGes de P. longicaulis.

Polygala longicaulis € \5\
(Flores, folhas, raizes e

N
caule) 93 g \\

3 g foram separados

para testes
biolégicos
Fragdio hexano ——— Extratobruto Fragfo acetute
21g 27 g de etila

1,81g

Fragdo aquosa
18,49
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A fracdo acetato de etila (1,61 g) foi cromatografada em coluna
de silica gel e eluida com gradiente de polaridade crescente utilizando
acetato de etila-hexano, seguido de metanol-acetato de etila. Foram
coletadas 82 fragBes, monitoradas por CCD. As fracbes 46-51
(hexano:acetato de etila 80:20) e 55-73 (hexano:acetato de etila 70:30)
apos purificacdo com metanol resultaram nos compostos 9 (20,0 mg) e
10 (206,0 mg), repectivamente (Figura 22).

Figura 22. Fracionamento da fracdo acetato de etila de P. longicaulis.
[ Fragde acetate de etila ]

1,61 g

82 fracbes

Diidroestirilpirona (9)
20,0mg

Diidroestirilpirona (10)
206,0 mg

4.6.6 Fragdo aquosa de P. campestris (Coleta 1)

De 100 g de planta seca de P. campestris obteve-se 18,8 g de
extrato bruto. Desta quantidade obtida, 15,8 g foram utilizadas para
realizar o particionamento liquido-sélido, pelo qual foram obtidos 770
mg da fracdo acetato de etila, 97,6 mg da fragcdo hexénica e 13,3 g da
fragdo aquosa (Figura 23).
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Figura 23. Preparo de extratos e fragdes de P. campestris.

Polygala campestris
(Flores, folhas, raizes e caule) I
100g
3 g foram separados
testes
biolégicos
Fragdo hexano Extrato bruto Frag«;o;%enfafo
96,7 mg 18,89 770 mg

Fragdo aquosa
13,3g

A fracdo aquosa (13,0 g) foi submetida em cromatografia de
silica eluida no modo crescente de polaridade utilizando um eluente
crescente de acetato de etila-hexano seguido de metanol-acetato de etila,
resultando em 40 fragcdes que foram reunidas de acordo com o perfil em
CCD.

As fracOes 5 e 6 ap6s purificacdo por recristalizagdo em acetato
de etila, resultou no composto (11) (7,0 mg) (hexano:acetato de etila
60:40). As fracBes 7-9 (hexano:acetato de etila 60:40), ap6s purificacdo
com acetato de etila renderam 15 mg do composto (12) (Figura 24).
Figura 24. Fracionamento cromatogréafico da fracdo aquosa de P.
campestris.

13,09

| 40 fragbes

[ Fragdo aquesa ]

Xantona (11) Xantona (12)
7mg 15 mg
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4.7 Microextracdo de volateis de P. molluginifolia e anlise
por CG-EM

A microextracdo dos componentes volateis e analise por CG-EM
foi realizada no Laboratério de Eletroforese Capilar sob supervisdo do
Prof. Dr. Gustavo Amadeu Micke.

Para realizar a microextracdo foi utilizado um béquer com agua
destilada que foi aquecido a 60°C com agitagdo lenta. Em outro
recipiente colocou-se aproximadamente 10 mL de solucdo de NaCl
saturada (para promover o salt-out), 234 mg da parte da planta fresca
separadamente (folha, flor, caule e raiz) e a fibra de microextracdo.
Mergulhou-se esse recipiente no béquer com agua ja aquecida com
agitacdo por aproximadamente 1 hora para promover a saturacdo da
fibra com os componentes volateis de P. molluginifolia. Depois deste
periodo foi feita a dessor¢cdo dos componentes volateis presentes na fibra
de microextragdo por 10 minutos no CG-EM.

Apobs a dessorcdo dos componentes foi realizada a analise de
determinacdo dos componentes volateis. Para isso foi utilizado um
cromatografo gasoso Agilent Technologies 5975 Series MSD, com
ionizacdo por elétrons de 70 eV e temperatura de fonte de ions de 170
°C, equipado com coluna DB-5MS (25 m x 250 um x 0,25 yum). Como
gas de arraste foi utilizado o hélio com vazdo de 1 mL min™, estando o
injetor a 250 °C. A inje¢do da amostra de 1 uL foi conduzida no modo
splitless, empregando-se a seguinte rampa de aquecimento: temperatura
inicial de 35 °C/0 min, seguido de aquecimento a uma taxa de 10
°C/min até 280 °C, permanecendo nesta temperatura por 10 min. Para
identificagdo dos compostos também foi injetada uma série de n-alcanos
para fazer o calculo de indices de retencdo (IR) dos componentes
volateis.

4.8 Bioensaios de determinacéo de atividade antioxidante e
inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Os bioensaios de atividade antioxidante e determinacdo da
inibicdo da enzima acetilcolinesterase foram realizados no Laboratorio
de Quimica de Produtos Naturais sob orientagdo da Professora Dr®. Inés
Maria da Costa Brighente.

4.8.1 Determinacéo do contetido de compostos fenolicos totais
O teor de fendlicos totais foi determinado usando o reativo de
Folin-Ciocalteau, de acordo com o método descrito na literatura
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(Anagnostopoulou et al., 2006). A 0,5 mL de uma solucdo da amostra
(extrato bruto e fragcbes na concentracdo de 1000 ppm, diluidos em
metanol), foram adicionados 5,0 mL de agua destilada e 0,25 mL do
reativo de Folin-Ciocalteau. Ap6s trés minutos foi adicionada 1,0 mL da
solucdo saturada de Na,COs, agitou-se e a solucdo ficou em repouso por
1 hora. As absorbancias das solugdes foram determinadas em
espectrofotdmetro a 725 nm. Como branco, foi utilizada uma solucéo
preparada conforme descrito acima, porém, sem a solucdo da amostra.
Um aparecimento de coloragdo azul-escura indicou a presenca de
fendlicos no extrato ou fragdo testada. Foi construida uma curva de
calibragdo com solugdes padrdo de acido galico nas concentracdes de 25
a 500 pg/mL, diluido em metanol, para comparagido (y= 5,64x+ 7,79;
r?=0,999). Todos os testes foram realizados em triplicata. O teor de
compostos fenolicos totais foi determinado em mg de acido galico/g de
amostra.

4.8.2 Determinacao do teor de flavonoides

A determinagdo do teor de flavonoides foi realizada conforme
método descrito por Woisky e colaboradores (Cavin et al., 1998;
Woisky et al., 1998). A 0,5 mL de uma solucdo da amostra (extrato
bruto e fracBes na concentracdo de 1000 ppm diluidos em metanol),
foram adicionados 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de uma solucéo de AICI;
2%. Apb6s 1 hora, as absorbancias foram determinadas em
espectrofotdbmetro a 415 nm. Como branco foi utilizado metanol. O
aparecimento de coloracéo verde-fluorescente foi indicativo da presenca
de flavonoides. Foi construida uma curva de calibracdo com solucfes
padrdo de quercetina nas concentragfes de 1 a 100 pg/mL, diluidas em
metanol, para comparacéo (y=10,36x-9,63; r’=0,999. Todos 0s testes
foram realizados em ftriplicata. O teor de compostos flavonoidicos foi
determinado em mg de quercetina/g de extrato ou fracéo.

4.8.3 Determinacdo da acdo sequestradora do radical livre
DPPH

O ensaio para a determinacdo da atividade antioxidante utilizando
o radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) baseia-se no método
descrito na literatura (Cavin et al., 1998), com algumas modificacdes.
Uma solucdo de DPPH 0,004 % foi adicionada & solucdo teste nas
concentracdes de 5 a 200 pg/mL. A absorbancia das solugdes foi
determinada em espectrofotdmetro UV-VIS (517nm) ap6s 30 minutos.
Por meio da leitura da absorbancia de uma solugdo de DPPH (2 mL de
solucdo 0,004 %), acrescentado de 1 mL de MeOH, obteve-se a
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absorbancia no tempo inicial (Ao). A cada uma das concentracfes da
solucdo teste em analise (1 mL) foram adicionados 2 mL de solucéo de
DPPH, obtendo-se a absorbancia de cada amostra nas diferentes
concentracdes. A absorbancia de uma solucdo teste (1 mL) em metanol
(2 mL) foi subtraida da absorb&ncia das amostras analisadas, a fim de
descontar a possivel interferéncia da amostra nesse comprimento de
onda. A analise foi realizada em triplicata. Para os compostos isolados,
os valores obtidos para as absorbancias das diferentes solugdes testes
foram plotados em graficos na forma de % de decréscimo da
absorbancia de DPPH em fungéo da concentragdo da solucao teste, onde
foi determinada a concentracdo necessaria para diminuir a concentragdo
do DPPH em 50 % (ECsp) nas soluges testadas.

4.8.4 Determinacao do potencial redutor

O ensaio para a andlise da atividade antioxidante através da
determinacdo do potencial redutor baseia-se no método da literatura
(Waterman et al., 1994), com adaptacbes. A 100 uL das solucdes teste
(amostras, diluidas em metanol, na concentragcdo de 1000 ppm) foram
adicionados 8,5 mL de agua deionizada. A esta solucéo foi adicionado
1,0 mL da solucéo de FeCl; 0,1 M, e ap6s 3 minutos, 1,0 mL da solucédo
de ferrocianeto de potéssio 0,08 M, e misturou-se. Apds 15 minutos, foi
realizada a leitura da absorbancia da solucdo em espectrofotdmetro a
720 nm. O aparecimento da cor azul da Pruassia foi indicativo de
potencial redutor. A andlise foi realizada em triplicata. Como branco, foi
utilizada uma solugéo preparada conforme o procedimento acima, sem a
adicdo da amostra. Uma curva de calibracdo foi construida utilizando
solucdes padrdes de &cido ascorbico nas concentracbes de 0 a 1000 ppm
(y=2,43x+1,94; r*=0,999). O potencial redutor das amostras foi expresso
em mg de acido a ascérbico/ g de amostra.

4.8.5 Ensaio de Inibi¢ao da Acetilcolinesterase

O bioensaio de inibicdo da acetilcolinesterase foi realizado
conforme método descrito na literatura (Mata et al., 2007) com
modificagBes. Em uma cubeta foram  colocados o tamp&o Tris-HCI 50
mM pH=8, a amostra testada (0,1 mg mL™), e a enzima
acetilcolinesterase (do peixe elétrico tipo VI-S, p6 liofilizado, Sigma).
Apo6s 15 min a temperatura ambiente, foram adicionados nesta cubeta, o
iodeto de acetiltiocolina e o reagente de Ellman. Depois de trinta
minutos foi feita a leitura em espectrofotbmetro UV-VIS a 405 nm.
Como controle positivo utilizou-se a galantamina (0,01 mg mL™) e
como controle negativo utilizou-se 0 mesmo solvente em que foi
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dissolvida a amostra, onde a atividade enzimatica foi considerada
100%. Na referéncia (ou branco) foram utilizados todos os reagentes
exceto a enzima.

Os resultados dos ensaios de inibicdo frente a enzima
acetilcolinesterase e antioxidante foram submetidos a anélise de
variancia e teste de Fisher com mdltiplas comparagfes fixando p<0,05
para indicar diferenca significativa.

4.9 Ensaio de Permeabilidade em Membrana Artificial
Paralela (PAMPA)

Os ensaios de permeabilidade foram realizados no Laboratério
de Quimica de Produtos Naturais. Os testes foram realizados de acordo
com a metodologia descrita por Wonsland et al. (2001) com
modificacdes.

No dia anterior a realizacdo dos testes de permeabilidade foram
preparadas as solucdes doadoras pela diluicdo das solugdes estoque das
amostras em DMSO (1000 ppm) em tampdo fosfato 50% (v/v) e
agitacdo overnight. Apos agitacdo, as solugdes doadoras foram filtradas.

Em seguida, os filtros de uma placa sanduiche de 96 pogos foram
revestidos com uma solucdo de 10 pL de solugdo de 1% (m/v) do lipidio
fosfatidilcolina em dodecano para simular a absorgdo gastrointestinal.
Depois, 150 uL das solugdes foram adicionadas aos pogos doadores e
300 pL da solugdo aceptora (50% DMSO em tampdo fosfato) foram
adicionados aos pocos da placa aceptora. A placa doadora foi acoplada
sobre a placa aceptora e incubada no escuro por um periodo de 5 horas,
a temperatura ambiente, sob agitacdo a cada 20 min. Logo apds, em
frascos separados foram adicionados 150 puL da solu¢do doadora em 300
pL da solugdo aceptora rendendo as respectivas solugdes de equilibrio.
Os experimentos foram realizados em quadruplicata. Depois da
incubacdo, a placa doadora e a placa aceptora foram separadas, e 0s
pogos e as solugbes de equilibrio foram analisados diretamente por
HPLC a fim de determinar as respectivas areas. A permeabilidade
PAMPA foi calculada utilizando a seguinte equacdo (Wohnsland et al.,
2001):

VpVy
Papp = —24  (—In(1 —
PP (V.D + VA}AE'( n( T‘)}

Onde Vp é o volume do pogo doador; V4 € 0 volume do pogo
aceptor; A é area do filtro; t € o tempo em segundos e r é a razdo entre a
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area dos picos dos pocos aceptores e area das solucGes de equilibrio
obtidos por HPLC.

4.10 Ensaios de atividade leishmanicida e tripanocida

O estudo de ensaios de atividade leishmanicida e tripanocida
foram realizados no laboratério de Protozoologia da UFSC sob
supervisdo do professor Mario Steindel.

Neste estudo foram feitos ensaios utilizando formas
promastigotas de Leishmania braziliensis, formas amastigotas de L.
amazonensis e formas epimastigotas e amastigotas intracelulares de
Trypanossoma cruzi.

Formas promastigotas de Leishmania foram mantidos a 26°C no
meio Schneider’s pH 7,4, suplementado com SBF (soro bovino fetal
inativado por calor) e 2% de urina humana. Antes da infeccdo dos
macréfagos, os promastigotas de L. amazonensis foram diferenciados
em formas amastigotas em pH 6,0 e temperatura de 32°C. Os meios
foram suplementados com 10 unidades/mL de penicilina e 10 pg/mL de
estreptomicina. Os tripomastigotas de T. cruzi foram obtidos do
sobrenadante de uma cultura de células Vero infectadas em meio eagle
modificado por Dulbecco’s (DMEM) e 2,5% de SBF. Formas
epimastigotas de T. cruzi foram obtidas na fase exponencial de
crescimento em meio LIT e foram lavados 3 vezes em tampéo salina
fosfato (PBS) pH 7,2 a temperatura ambiente e suspendidos em meio
LIT suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF). O nimero de
parasitas foi determinado em cdmara de Neubauer e a concentracdo
ajustada para 2x10° células/mL e os parasitas mantidos a 4°C até o seu
uso.

Para a triagem de atividade tripanocida e leishmanicida com
promastigotas e epimastigotas, 180 pL/poco de uma suspensdo contendo
3 x 10° promastigotas (para L. brasiliensis) e 5 x 10° epimastigotas (para
T.cruzi) foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas com 20 pL
das amostras a diferentes concentrages por 48 horas a 26 °C. Como
controle positivo foram utilizados a anfotericina B (L. brasiliensis) e
benzonidazol (para T. cruzi) e como controle negativo foi utilizado o
DMSO. A atividade antiparasitaria foi determinada pela técnica do MTT
conforme Sieuwerts et al. (1995). Apds 48 h de cultivo dos parasitas na
presenga de compostos, foi feita a adi¢do de 50 pL de solucdo de MTT
(2 mg/mL para L. brasiliensis e 10 mg/mL para T.cruzi) nos pogos €
incubacdo a 26°C por 4 horas para L. brasiliensis e 6 horas para T. cruzi.
Apo6s centrifugacdo por 10 min, o sobrenadante foi removido e
solubilizado com DMSO. A densidade 6ptica foi medida a 540 nm em
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uma leitora de placas TECAN® Infinite M200. Para cada amostra foram
realizados trés experimentos independentes em triplicata. Os valores de
ICsq foram determinados através de trés experimentos independentes
utilizando regressao linear utilizando software PRISM 3.0 (GraphPad,
San Diego, CA, USA).

4.10.1 Infeccéo de células e tratamento

Os macrofagos foram obtidos de fémeas de camundongos adultos
e cultivados por 1 semana em meio DMEM suplementado com 10% de
SBF e 30% de sobrenadante de culturas de células L929, conforme
descrito por Bafica et al. (2005). A cultura de células foi removida e as
células tripsinizadas. Depois de lavados, os macrofagos foram semeados
em microplacas de 96 pocos e cultivados por 24 horas a 37 °C, 5 % CO,
em DMEM + 10% SBF. As células foram infectadas com Leishmania
(10:1 parasita:célula) a 34 °C, 5% O,/2h. Parasitas ndo internalizados
foram removidos por lavagem e as células foram cultivadas em DMEM
+ 10% SBF por 24 h a 34°C em 5% CO,. Para ensaios com T. cruzi, 0s
macrofagos foram infectados com tripomastigotas (4:1) parasita/célula)
a 37°C, 5% CO, em DMEM por 4 h. Parasitas livres foram removidos
por lavagem e as células foram cultivadas em DMEM + 10% SBF por
24 h a 37°C, 5% CO,. Apds um periodo de cultivo de 24 horas, a cultura
celular foi cultivada com diferentes concentragdes das amostras a serem
analisadas por 48 h. Depois, 0 meio foi removido e as células foram
enxaguadas com tampdo fosfato, fixadas com metanol e coradas com
Giemsa. A porcentagem de células infectadas e 0 nimero de amastigotas
intracelulares foram determinados por contagem aleatéria de 300 células
por pocos utilizando um microscépio éptico 40 X. A porcentagem de
inibicdo foi determinada como descrito por Lakshmi et al. (2007) usando
a seguinte formula: Pl = 100 — (T/C x 100), onde T representa a média
de amastigotas intracelulares totais no macréfago tratado, e C representa
a média de amastigotas intracelulares totais no controle néo tratado.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Anfotericina B e
benzonidazol foram utilizados como controles positivos e DMSO 1%
como controle negativo. O valor de ICs, foi determinado através de trés
experimentos independentes utilizando regressdo linear utilizando
software PRISM 3.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).

4.10.2 Ensaio de toxicidade celular

Os macréfagos (2 x 10° células/pogo) foram semeados em
microplacas de 96 pocos e cultivados em meio DMEM + 10 % SBF a
37°C, 5 % CO, por 24 h. Para os ensaios de citotoxicidade, amostras a
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diferentes concentracdes ou DMSO 1% (controle negativo) foram
adicionados e as células foram cultivadas a 37°C, 5% CO, por 48 h. A
viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico MTT
como descrito por Sieuwerts et al. (1995). A densidade Optica foi
medida a 540 nm em uma leitora de placas TECAN® Infinite M200.

4.11 Ensaios de atividade antifungica

Os ensaios de determinacdo de atividade antifingica foram
realizados no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de
Minas Gerais sob supervisdo da professora Susana Johann.

4.11.1 Solventes usados na solubilizagédo dos produtos
naturais

Para dissolver e diluir os extratos e fragcGes das plantas estudadas
utilizou-se dimetilsulféxido (DMSO) e a concentracdo final deste
solvente no ensaio foi de 0,002%.

4.11.2 Meios de cultura

O meio de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e o meio YPD
(extrato de levedura, peptona e dextrose), foram utilizados para a
manutencdo das culturas fangicas e 0 meio de RPMI 1640 (Sigma)
tamponado com é&cido morfolinepropano sulfénico (MOPS) (Sigma)
foram usados para os testes de microdiluicéo.

4.11.3 Fungos

Para determinacdo dos ensaios foram utilizadas as seguintes
cepas: Candida albicans (ATCC 18804), C. krusei (ATCC 200298), C.
parapsilosis (ATCC 22019), C. tropicalis (ATCC 22019). Utilizou-se
também Cryptococcus gattii (ATCC 32608) e C. neoformans (ATCC) e
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) (Cole¢do de Cultura da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo).

4.11.4 In6culo

Para os ensaios com espécies de Candida as amostras foram
repicadas em estrias, 24 horas antes da realizacdo dos testes e as
espécies de Cryptococcus, foram repicadas em 48 horas, em SB e
mantidas a 35°C. O in6culo foi feito de acordo com o documento M27-
A,

Para 0 Pb18 nas formas de levedura este foi repicado em tubos
com meio YPD a 37°C. No teste de microdiluicdo os fungos foram
ressuspendidos, com o auxilio de uma alca de Henle, em solucdo
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fisiolégica esterilizada e homogeneizados em vortex e ajustados a
turbidez de 75-80% em espectrofotdmetro a 70% com comprimento de
onda de 530 nm, equivalente a 1x10° — 5x10° UFC/mL. A partir deste
inéculo foram feitas dilui¢des 1:50 e 1:20, correspondendo a um indculo
de 1x10°-5x10° UFC/mL para as amostras de Candida spp. e C.
neoformans. Para o fungo dimorfico P. brasiliensis as células
leveduriformes em fase exponencial foram coletadas assepticamente
com alca de Henle e suspensas em 5 mL de salina estéril (0,85%)
(Manocha et al., 1980). O in6culo foi homogeneizado em vortex e
deixado em repouso para a decantacdo e somente apds 5 minutos o
sobrenadante foi coletado. A transmitancia do sobrenadante foi medida
com comprimento de onda de 520nm e ajustada para 69-70% (1 x 10° a
5 x 10° células por mL), contando o nimero de células vidveis em
camera de Neubauer. As suspensdes foram entdo diluidas em RPMI
(1:10) para obtencéo do indculo final 1x 10* a 5x10* cel/mL (Hahn et
al., 2000).

4.11.5 Teste de triagem da atividade antifingica

Para o teste de triagem, todas as amostras a serem testadas foram
diluidas a 500 pg/ml em RPMI. Posteriormente 100 pL de cada amostra
foram adicionadas em um poc¢o de duas placas de 96 pogos. Foram
feitos também os controles de toxicidade do DMSO na concentracao de
0,002%, crescimento flngico, esterilidade do meio de cultura e
suscetibilidade ao itraconazol (0,5 pg/mL).

Posteriormente em cada pogo teste e nos pogos controles, exceto
o controle de esterilidade do meio, foram adicionados 100 ul do in6culo.
Desta forma a concentracdo final das drogas nos pocos ficou em 250
pg/mL.

Posteriormente as placas foram incubadas a +37°C. No ensaio
utilizando as leveduras do género Candida as placas ficaram incubadas
por 48h, para as espécies de Cryptococcus por 72 horas. Para o Pb18 as
placas foram incubadas por 10 dias.

Apds a incubagdo, em cada pogo foi acrescentado 10 pL de
brometo tiazolil azul de tetrazélico (MTT/ AMRESCO - 5 mg/mL), o
conteldo homogeneizado e as placas foram novamente incubadas a
mesma temperatura de crescimento dos respectivos inoculos por 4 horas.
Nas mitocbndrias das células alvo, 0 MTT é metabolizado em formazan,
revelando a presenca de células metabolicamente ativas. Apo6s o
metabolismo do MTT, foram adicionados 100 pL/poco de
SDS/isopropanol  (5%), que rompe a membrana celular dos
microrganismos alvos e disponibiliza no meio o formazan.
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A leitura foi realizada por meio do método colorimétrico do MTT
em um leitor de microplaca VERSAmax (Molecular Devices) pelo
programa Softmax® Pro 5 (Molecular Devices), com a absorbancia de
570 nm. A absorbancia dos pogos testes foi comparada com a
absorbancia do poco controle contendo apenas o0 microrganismo, sendo
a porcentagem de inibicdo calculada pela seguinte férmula:

PI: Densidade optica pogo controle—D0 pogo tratado

X100

Densidade otica do pogo controle

Os extratos, fragdes ou compostos isolados foram considerados
ativos quando inibiram o crescimento fungico em valor igual ou maior
que 70%.

4.11.6 Teste da Concentracao Inibitdria Minima

Este teste foi feito utilizando a metodologia do teste de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) descrito no documento M27-A2.
O teste de CIM para o Pb 18 foi feito conforme descrito por Johann e
colaboradores (2010). Primeiramente os extratos, fragdes e substancias
foram dissolvidos em DMSO e diluidos em caldo RPMI, mantendo o
volume constante de 1000 pL em cada tubo. Foram testadas 10
concentracBes que variaram de 250-0,45 pg/mL. A partir de cada
diluigdo, aliquotas de 100 uL foram distribuidas em orificios da placa de
microdiluicdo. Como controle positivo foi utilizada o itraconazol
(Sigma) nas concentracGes de 8-0,007 ug/mL.

Apo6s a montagem das placas, cada orificio teste e controle de
crescimento receberam 100 pL do indéculo microbiano. O tempo e a
temperatura de incubacdo, assim como a leitura das placas foram feitos
como descrito acima no teste de triagem.

As CIMs foram consideradas como a menor concentracdo do
produto natural, que inibiu o crescimento do microorganismo em pelo
menos 90%, em relagdo ao controle de crescimento, apds a incubacéo e
foram expressas em ug/mL. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata e repetidos pelo menos duas vezes.

4,12 Atividade anti-inflamatéria

Os ensaios de atividade anti-inflamat6ria foram realizadas no
Laboratério de Imunologia da UFSC sob supervisdo do Prof. Dr.
Eduardo M. Dalmarco.
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4.12.1. Animais

Para os testes de atividade anti-inflamatéria foram utilizados
camundongos albinos suicos, 1 més de idade, fémeas, pesando entre 18
e 25 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Para cada experimento foram utilizados 5
animais por grupo de tratamento. Os animais foram acomodados no
biotério setorial (Laboratério de pesquisa em imunologia) em gaiolas
plasticas (40 x 32 cm) com serragem, sob temperatura (20 + 2 °C) e luz
controladas. Estes animais receberam alimentacdo e 4gua a vontade (ad
libitum) durante todos os experimentos. Este projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC sob protocolo
PP00757.

4.12.2 Procedimento anestésico

A anestesia foi induzida com pentobarbital (25 mg/kg)
administrados por via intraperitoneal, a fim de possibilitar a
administracdo da solucdo corante de azul de Evans (25 mg/kg, i.v.,
intragengival) com o objetivo de avaliarmos de forma indireta a
exsudacdo.

4.12.3 Eutanésia dos animais

Quatro horas apds a inducdo da pleurisia, os animais foram
sacrificados com overdose de pentobarbital (100 mg/kg), administrado
por via intraperitoneal.

4.12.4 Pleurisia induzida pela carragenina

No dia dos experimentos, os animais receberam 0,1 mL de
solucdo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) ou do agente flogistico
carragenina (Cg, 1%), administrado na cavidade pleural direita, através
do espaco intercostal, utilizando-se de uma agulha 13x5 mm e cénula de
polietileno. De acordo com o protocolo experimental, 4 h apds a
administracdo da carragenina ou da solucdo salina estéril, os animais
foram sacrificados com overdose de pentobarbital. A seguir, 0s animais
foram fixados em mesa cirdrgica, em declive de 30° a 45°, sendo feita
uma incisdo transversal na pele e nos muasculos abdominais.
Posteriormente, o apéndice xiféide foi pincado e através de duas
incisbes paralelas ao longo do esterno, a cavidade pleural foi exposta.
Imediatamente, a cavidade pleural foi lavada com duas aliquotas de 0,5
mL (totalizando 1 mL) de solucéo salina tamponada (PBS, pH 7,6, NaCl
(130 mmol/L), Na;HPO, (5 mmol/L), KH,PO, (1 mmol/L) e heparina
(20 Ul/mL). Aliquotas do lavado pleural foram coletadas com auxilio de
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pipeta automatica para a quantificacdo dos nimeros total e diferencial de
células.

Utilizando este protocolo, diferentes grupos de animais
receberam diferentes doses do extrato bruto (50 - 200 mg/kg), fragédo
aquosa (10 - 50 mg/kg), fracdo acetato de etila (10 - 50 mg/kg), fracdo
hexanica (25 - 100 mg/kg) e compostos isolados isoflavona (4) (1 - 5
mg/kg) e Rutina (5) (2,5 - 10 mg/kg) (i.p.) 30 minutos antes da
administragdo da Cg (i.pl.). Nestes grupos experimentais, 10 minutos
antes dos experimentos, os animais foram tratados com solucdo de Azul
de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL/animal, i.v.), para posterior determinacéo
indireta do grau de exsudacao na cavidade pleural.

Para todos os experimentos, um dos grupos de animais foi tratado
com Dexametasona (0,5 mg/kg) 30 minutos antes da administracdo da
Cg, que foi utilizada como droga de referéncia anti-inflamatoria.

4.12.5 Contagem total e diferencial de leucécitos

No dia dos experimentos, ap6s sacrificio dos animais e abertura
das cavidades, aliquotas do lavado pleural (200 pL) foram reservadas
para a contagem celular total, utilizando-se contador hematolégico
veterinario automatico ajustado para camundongo (MINDRAY, BC-
2800 Vet, Nanshan, Shenzhen, China). Os esfregacos celulares foram
realizados para a contagem diferencial dos leucécitos. Ap6s o preparo
dos esfregacos em citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, EUA),
estes foram corados pelo método de May-Grinwald-Giemsa. A
contagem celular diferencial foi realizada em microscépio Optico
comum, com auxilio de objetiva de imersdo (aumento de 1000 vezes),
contando-se 100 células por ldmina. Os resultados foram expressos em
nmero total de células (x10°).

4.12.6 Coloracao dos esfregacos celulares

A metodologia consiste na coloragdo sucessiva com uma mistura
de eosinato de azul-de-metileno (May-Griinwald) e de azul-eosina
(Giemsa). As laminas contendo o sedimento dos lavados pleurais apds
centrifugacdo em citocentrifuga foram secas em posicdo horizontal a
temperatura ambiente. Em suporte de coloracdo apropriado, as laminas
foram cobertas com 1 mL de corante May-Grinwald e mantidas em
contato com o sedimento por 2 min. A seguir adicionou-se agua
deionizada (1 mL) nas I&minas, com auxilio de pipeta automatica com
capacidade de 1 mL. Apds 3 min, o corante foi removido e cobriu-se a
lamina com corante Giemsa (diluido 1:20 em &gua deionizada) por 15
min. A seguir, as ldminas foram lavadas em agua deionizada e secas a
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temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em nimero total
de células (x10°).

4.12.7 Determinacdo da exsudacgio

No dia dos experimentos, uma aliquota (200 pL) do lavado
pleural foi centrifugada e o sobrenadante foi reservado para a
determinacdo da concentracdo de Azul de Evans em leitor de enzima
imunoensaio (ELISA) (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey,
EUA), por leitura da densidade 6tica, em comprimento de onda 620 nm,
de acordo com a metodologia descrita por Saleh et al. (1996). Para a
guantificacdo da concentracdo de azul de Evans, curvas padrdo com
concentracBes previamente conhecidas do corante (0,01 - 50 pg/mL)
tiveram suas densidades Oticas determinadas, e formulou-se uma
equacdo da reta. Os valores das concentragfes de azul de Evans nas
amostras foram interpolados com base na reta padrdo e expressos em
pg/mL.

4.13 Determinacéo da atividade antinociceptiva

Os ensaios para a determinacdo da atividade antinociceptiva
foram realizados no Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamacéo
(LANDI) na Universidade Federal de Santa Catarina sob orientacdo do
Professor Adair R. S. Santos.

4.13.1 Animais utilizados para a realizagéo dos testes de
atividade antinociceptiva

Os experimentos de atividade antinociceptiva foram realizados
com camundongos suicos machos (25 a 35 g) fornecidos pelo Biotério
Central da UFSC. Os animais foram mantidos a 22 + 2 °C, em um ciclo
de 12 horas claro e 12 horas escuro (sendo que as luzes foram acesas as
06:00 horas) e com agua e racdo ad libidum.

Os animais foram mantidos no laboratério para aclimatizacdo por
pelo menos 1 hora antes da realizacdo dos experimentos. O nimero de
animais e a intensidade dos estimulos testados foram os minimos
necessarios para demonstrar efeitos consistentes do extrato bruto e da
isoflavona (4) isolada (Zimmermann, 1983).

Todos os procedimentos experimentais empregados estdo de
acordo com as normas éticas para o estudo com animais em laboratorio
e foram aprovados de Comissdo de Etica no uso de animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) pelo protocolo
PP00745.
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4.13.2 Reagentes utilizados

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados os seguintes
reagentes: formalina (Merck, Darmstadt, Germany); sulfato de morfina
(Unido Quimica, Brazil); hidrocloreto de naloxona, cinamaldeido,
canfora (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA); capsaicina (Tocris
Bioscience, Ellisville, Missouri, USA) e isoflurano (Cristélia, SP,
Brazil). Todos os compostos utilizados foram dissolvidas em solugédo
salina isotbnica (0.9% NaCl) com excecdo do extrato e a isoflavona
isolada, que foram dissolvidos com solucdo salina e Tween 80. A
solucdo final de Tween ndo excedeu 5%, a fim de ndo influenciar na
atividade exercida pelo extrato e composto isolado. Os grupos controle
foram tratados 1 hora antes de cada avaliagdo com o veiculo (5% Tween
em solucdo salina (10 mL/kg, i.g.).

4.13.3 Avaliagéo da atividade locomotora

A avaliacdo da atividade locomotora foi realizada através de uma
metodologia descrita na literatura (Rodrigues et al., 2002; Tsuda et al.,
1996) com a finalidade de averiguar possiveis resultados falso-positivos
do extrato bruto da espécie Polygala molluginifolia e isoflavona (4)
testada. O aparato do teste de campo aberto consiste em uma caixa de
madeira medindo 40 x 60 x 50 cm e o assoalho da arena é dividido em
12 quadrados iguais. Foi feita a contagem do ndmero de cruzamentos
com todas as patas durante 6 min. Os animais foram tratados com o
extrato (10-1000 mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 mL/kg, i.g.) 1 hora antes da
realizacdo do teste.

4.13.4 Nocicepcéo induzida pela inje¢do intraplantar de
formalina

A nocicepcdo induzida por formalina foi medida como descrito
previamente (Hunskaar et al., 1985). Os animais receberam 20 pL de
uma solucgéo de formalina 2,5% (0,92% de formaldeido em salina), os
quais foram injetados intraplantarmente (i.pl.) na regido ventral da pata
posterior direita. Este modelo permite evidenciar duas fases de
nocicepgdo: a primeira ocorre entre 0 e 5 minutos e representa a fase
neurogénica; a segunda é avaliada entre os tempos de 15 e 30 minutos e
representa a fase inflamatéria. Ap6s a injecdo da formalina os animais
foram colocados, individualmente, em um funil de vidro ao lado de um
espelho para facilitar sua observagdo. O tempo em que 0 animal
permaneceu lambendo a pata injetada com a formalina foi
cronometrado, sendo considerado um indicativo da nocicep¢do. Os
animais foram tratados com o extrato bruto de Polygala molluginifolia
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(10-1000 mg/kg, i.g.) ou isoflavona (4) (10-100 mg/kg, i.g.), 1 hora
antes da injecdo da formalina na pata posterior direita.

Além disso, foi verificado o edema, temperatura local e sistémica
dos animais antes e depois do tempo de resposta nociceptiva pela
injecdo intraplantar de formalina. A diferenca de espessura (mm) entre a
pata direita antes e depois da injecdo de formalina foi considerada como
um indice de edema, medido na regido central da pata, utilizando um
microémetro eletrénico digital 0-25 mm. A diferenca de temperatura (°C)
entre a superficie ventral da pata direita, antes e depois da injecdo da
formalina, foi considerada como indice de temperatura local dos
animais. A diferenca de temperatura (°C) da orelha direita, antes e
depois do teste de formalina, foi utilizada como indice de temperatura
sistémica dos animais, verificado pela medida do meato acUstico externo
da orelha do animal. Para ambas as avaliagcBes, foram utilizadas o
termOmetro digital Mallory-Pro Thermosensor (10°C - 50°C).

4.13.5 Incisdo plantar (dor pds-operatdria)

A cirurgia de incisdo plantar foi realizada como previamente
descrito por Pogatzki et al. (2003). Os animais foram anestesiados com
1-2% de isoflurano administrado por meio de uma mascara nasal. Apés
a preparacdo estéril da pata traseira direita, foi realizada uma inciséo
longitudinal de 5 mm através da pele e fascia da superficie plantar,
usando um bisturi com lamina nimero 11. A incisdo foi iniciada a 2 mm
da extremidade préxima do calcanhar em dire¢do aos dedos. O musculo
plantar foi elevado com uma pin¢a, mantendo a origem e insercdo do
musculo intacto. Em seguida, a pele foi suturada com um fio de sutura
de polipropileno 6,0 ndo absorvivel e coberta com solucédo de 10% de
povidine-iodo®.

Os animais do grupo controle foram submetidos a um falso
procedimento cirdrgico (grupo Sham), que consiste apenas na aplicacdo
da anestesia sem a realizacdo da incisdo. Apds os procedimentos, 0s
animais permaneceram em suas gaiolas para recuperacdo e as suturas
foram removidas no segundo dia p6s-operatorio.

4.13.6 Avaliacdo da hiperalgesia mecénica

O teste foi aplicado utilizando uma plataforma de (70 x 40 cm),
gue consiste em uma tela de arame com malha de 6 mm. Para facilitar a
aplicacdo do filamento na superficie ventral da pata posterior direita
(operada), os animais foram colocados individualmente em uma camara
de observacédo feita em acrilico (9 x 7 x 11 cm), sem fundo e coberta
com tampa, posicionada sobre a plataforma.
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A frequéncia de retirada da pata foi medida pelo ndmero de vezes
gue o animal retirou a pata depois que o filamento de von Frey 0,4 g foi
aplicado (Bortalanza et al., 2002; Martins et al., 2012). Os resultados
foram expressos como porcentagem de frequéncia de resposta, sendo
que foram feitas 10 aplicacbes do filamento. Os animais foram
aclimatizados por no minimo 1 hora antes do teste. O dia anterior a
cirurgia, os animais foram submetidos ao teste para caracterizar a
resposta, onde somente 0s animais que apresentam uma taxa de resposta
de 20% foram selecionados.

Para averiguar se 0 extrato bruto inibe a hiperalgesia mecanica foi
investigada a atividade antinociceptiva 24 horas depois de efetuar a
cirurgia de incisdo plantar, e foi avaliado até 6 horas depois do
tratamento com o extrato (30, 100 e 300 mg/kg, i.g.). Animais do grupo
controle receberam um volume similar de veiculo (10 mL/kg, i.g.),
enquanto animais do grupo sham receberam o veiculo (10 mL/kg, i.g.)
ou extrato (300 mg/kg, i.g.). Para investigar o efeito do tratamento diario
do extrato (30 e 300 mg/kg, i.g.), o tratamento foi repetido 6 dias
consecutivos depois da inciséo plantar.

4.13.7 Medida da hiperalgesia térmica

A avaliacdo da hiperalgesia térmica a estimulos quentes e frios
em camundongos foi utilizada a placa quente/fria conforme descrito por
Nucci et al. (2012). Os camundongos foram colocados sobre a placa e
foram contidos por um cilindro de acrilico. Para analisar a hiperalgesia
térmica ao calor, os camundongos foram colocados sobre uma placa
quente (48 + 1 °C) e o tempo de corte para este teste foi de 60 s, a fim de
evitar danos teciduais. Para analisar a hiperalgesia térmica ao frio, os
camundongos foram colocados sobre placa fria (10 £ 1 °C) e o tempo de
corte para este teste foi de 120 s (Nucci et al., 2012).

Os camundongos foram tratados com o extrato (300 mg/kg, i.g.)
ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) 1 hora antes. A hiperalgesia foi avaliada pela
laténcia de retirada da pata traseira direita. O comportamento foi
avaliado do primeiro ao segundo dia depois da cirurgia de incisao.

4.13.8 Nocicepcéo induzida por injecao intraplantar de
agonistas de TRPV1 e TRPA1 em camundongos

Para avaliar o envolvimento de canais TRPV1 sobre o efeito do
extrato bruto e a isoflavona isolada (4), os camundongos foram
submetidos ao teste usando a capsaicina, um ativador especifico desses
canais, como previamente descrito por Santos et al. (1997). Foi testado
também o envolvimento dos canais TRPA1 na atividade antinociceptiva
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do extrato e da isoflavona (4) através do teste usando cinamaldeido, um
ativador especifico desses canais, como previamente descrito na
literatura (Cordova et al., 2011). Os camundongos foram pré-tratados
com o extrato bruto (10-300 mg/kg, i.g.), isoflavona (30 e 100 mg/kg,
i.g.), canfora (um antagonista TRPA1 usado como controle positivo, 7,6
mg/kg, s.c.) ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) 1 hora antes da injecdo de 20 pl
de capsaicina (ativador TRPV1, 5 nmol/sitio, i.pl.) ou cinamaldeido
(ativador TRPAL, 10 nmol/sitio, i.pl.) na superficie da pata traseira
direita.

Imediatamente depois da inje¢do de capsaicina ou cinamaldeido,
os animais foram colocados em cdmaras de observagdo (9 x 11 x 13 cm)
e a resposta de atividade antinociceptiva foi avaliada como a quantidade
de tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata
injetada durante 5 minutos.

4.13.9 Nocicepgao induzida pela injecdo intratecal de
agonistas TRPV1 e TRPAL em camundongos

O possivel envolvimento dos canais TRPV1 sobre o efeito
antinociceptivo do extrato bruto (PMEB) foi avaliado, utilizando o teste
da capsaicina, um ativador especifico desses canais (Sakurada et al.,
1996). Posteriormente, para avaliar o envolvimento dos canais TRPAL
sobre o efeito antinociceptivo, foi criada uma curva dose resposta (3-
3000 pmolfsitio, i.t.) para avaliagdo em camundongos, realizada com
base em estudos prévios com ratos (Klafke et al., 2012). De acordo com
estes resultados, a melhor dose (30 pmol/sitio, i.t.) e tempo (30 min)
foram escolhidos a fim de aumentar o comportamento nociceptivo.

As injecbes foram aplicadas a camundongos plenamente
conscientes. Os animais foram contidos manualmente e uma agulha de
caliber 30 ligada a um tubo de polietileno com uma microseringa de 25
uL (Hamilton, Birmingham, UK) foi inserida através da pele e entre as
vértebras L5-L6, no espagco subaracndide espinal. Cada injecdo foi
administrada por um periodo de 5 segundos e 0 movimento do reflexo
da cauda foi considerado como indicativo de sucesso de administracao.

A quantidade de tempo (segundos) em que o animal permaneceu
mordendo ou lambendo a regido caudal foi utilizado como evidéncia de
nocicepgdo e foi avaliada por injecdes de um dos seguintes agonistas:
capsaicina (ativador TRPV1, 100 pmol/i.t.) (5 min) ou cinamaldeido
(ativador TRPAL, 30 pmol/i.t) (30 min). Os animais receberam o
veiculo (10 mL/kg, i.g.), extrato bruto (10, 100 ou 300 mg/kg, i.g.) ou
isoflavona (4) (30 ou 100 mg/kg, i.g.) 1 hora antes da injecéo intratecal
de 5 pL de cada droga.
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4.13.10 Avaliacao do envolvimento do sistema opidide no
efeito analgésico do extrato bruto e a isoflavona (4)

O envolvimento do sistema opidide no efeito analgésico do
extrato bruto e a isoflavona foi testado (Luiz et al., 2007; Martins et al.,
2012). Os camundongos foram submetidos a injecdo intraplantar de 20
uL de cinamaldeido (10 nmol/sitio, i.pl.) e foram pré-tratados com:
sistematica (i.p.) injecdo de salina (10 mL/kg) ou naloxona (um receptor
antogonista opidide ndo seletivo, 1 mg/kg) 20 min antes do tratamento
com o extrato bruto (300 mg/kg, i.g.), isoflavona (4) (100 mg/kg, i.g.)
ou morfina (2,5 mg/kg, s.c.). A resposta nociceptiva foi avaliada como o
tempo em que o animal permanceu lambendo a pata durante 5 minutos,
1 hora antes do tratamento com o extrato bruto ou isoflavona ou 30
minutos depois do tratamento com a morfina.

4.13.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.) Os valores de Dls, foram determinados a partir dos
experimentos usando um software de regressdo nao linear (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA). Os testes de formalina, capsaicina,
cinamaldeido, naloxona, campo aberto, placas quente/fria foram
realizadas pelo método ANOVA de uma via seguido pelo teste de
multipla comparacdo Student-Newman—Keuls. As analises do teste de
dor pos-operatoria foram realizadas pelo método de ANOVA de duas
vias seguido do teste Bonferroni de multiplas compara¢des. Em todas as
andlises, os valores P values foram considerados estatisticamente
significativos se forem menores que 0,05 somente. O software
estatistico GraphPad Prism® v5.01 (San Diego, CA, USA) foi usado
para todos os calculos.

4.14 Avaliages da atividade anti-hiperglicémica

A avaliacdo da atividade anti-hiperglicémica foi realizada no
laboratério de Hormonios e Transducdo de Sinais do Departamento de
Bioquimica da UFSC sob supervisdo da Prof. Dra. Fatima R. M. B.
Silva.

4.14.1 Animais

Ratos Wistar machos (180-200 g) foram mantidos em caixas
plasticas com temperatura controlada (aproximadamente 21 + 2 °C) com
ciclo clarofescuro de 12 h (luzes acesas entre 6 e 18 h). Os animais
receberam alimento (Nuvital, Curitiba, PR, Brasil) e 4gua e ad libitum.
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Animais em jejum foram privados de alimento por 16 h, sendo
permitido acesso livre a 4gua. Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
(Protocolo CEUA-UFSC PP00398 e PP00749).

4.14.2 Determinacéo da curva de tolerancia oral a glicose e
insulina

4.14.2.1 Curva de tolerancia oral a glicose

Para os testes de tolerancia oral a glicose usou-se um modelo
animal de hiperglicemia amplamente utilizado com sucesso na literatura
(Cazarolli et al., 2009; Silva Frederico et al., 2012). Os animais foram
divididos em 5 diferentes grupos. A hiperglicemia foi induzida por meio
de dose Unica oral de glicose (4 g/kg; 8,9 M) em todos os grupos, exceto
no grupo euglicémicos, que recebeu apenas o veiculo (etanol 1%).
Portanto, os animais foram divididos nos seguintes grupos: grupo que
recebeu apenas a glicose 4g/kg e veiculo (Controle hiperglicémico). O
grupo euglicémico recebeu apenas o veiculo (etanol 1%). Os grupos
tratados receberam glipizida (10 mg/kg); fracdo acetato de etila (PMFA)
(20, 25 ou 50 mg/kg) ou as isoflavonas (1) e (4) (0,1; 1 ou 10 mg/Kkg).
Os tratamentos foram administrados 30 min antes da inducdo da
hiperglicemia (sobrecarga de glicose). A glicemia foi medida antes do
inicio do tratamento (tempo zero). Imediatamente, os ratos receberam o
tratamento (veiculo, fracdes, glipizida, isoflavonas (1) e (4) e, ap6s 30
min a sobrecarga de glicose foi administrada. Todos os tratamentos
foram administrados por via intra-esofagica (gavagem). A curva de
tolerancia a glicose foi iniciada apds a administracdo da glicose e a
glicemia foi avaliada aos 15, 30, 60 e 180 min pelo método da glicose
oxidase. Os resultados foram expressos em mg de glicose/dL no soro.

4.14.2.2 Determinacéo da insulina sérica

A deteccdo da insulina foi realizada através do ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA), de acordo com as instrucdes
do fabricante. O intervalo de valores detectados pelo presente ensaio foi
de 0,51 ng/mL a 4,8 ng/mL. Os coeficientes de variacdo (CV) intra e
inter-ensaio para insulina foram 1,33 e 6,71, respectivamente, com uma
sensibilidade de 0,1 ng/mL. Todos os niveis de insulina foram estimados
por meio de medigdes colorimétricas em 450 nm com um leitor de
placas de ELISA (Organon Teknika, Roseland, NJ, EUA), por
interpolacdo a partir de uma curva padrdo. As amostras foram analisadas
em duplicata e os resultados foram expressos como ng de insulina no
soro mL™ (Damazio et al., 2010).
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4.14.3 Determinacéo do conteudo de glicogénio

Para determinagdo do glicogénio muscular e hepéatico, misculo
soleo e o figado foram removidos dos ratos hiperglicémicos (controles)
e de ratos submetidos aos respectivos tratamentos imediatamente apés 3
h da sobrecarga de glicose. Os tecidos foram pesados e digeridos com
KOH 33% sob fervura a 100 °C por 20 min. Ap6s a fervura, foi
adicionado etanol 96% e novamente, as amostras foram submetidas a
fervura seguida de banho de gelo para precipitacdo do glicogénio. As
amostras foram entdo centrifugadas a 1300 r.p.m. durante 10 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado solubilizado em &gua. O
contetdo de glicogénio foi determinado pelo tratamento com reagente
de iodo e posterior leitura em espectrofotdmetro a 460 nm. Os resultados
foram expressos em mg de glicogénio/g de tecido (Krisman, 1962).

4.14.4 Determinacdo da atividade das dissacaridases
intestinais in vivo e in vitro

Os ratos hiperglicémicos tratados e ndo tratados in vivo foram
utilizados para a determinagéo da atividade de dissacaridases intestinais,
apos 3 h da sobrecarga de glicose. Para os ensaios in vitro o tratamento
foi realizado 5 min antes da incubagdo com substrato maltose, sacarose e
lactose. O segmento do duodeno foi removido, lavado em 0,9% de
solucdo de NaCl, secado sobre papel filtro, pesado, cortado,
homogeneizado com NaCl a 0,9% (400 mg de duodeno por mL) e
centrifugado (18000 r.p.m./8 min). O sobrenadante foi incubado a 37 °C
durante 5 min com o substrato (maltose, sacarose e lactose) em tampéo
maleato (pH 6,0). Atividades da maltase, lactase e sacarase foram
determinadas pelo método glicose oxidase de acordo com as
recomendacOes do fabricante (Dahlqvist, 1968; Pereira et al., 2012). A
atividade especifica foi definida como a atividade da enzima (U) por mg
de proteina (corresponde a quantidade de enzima que catalisa uma
reacdo com velocidade de formacdo de 1 micromol de produto por
minuto). A concentracdo de proteina foi determinada pelo método
descrito na literatura (Lowry et al., 1951), utilizando BSA como padréo.
Os ensaios foram realizados em duplicata e conduzidos, juntamente com
0s respectivos controles.

4.14.5 Determinacéo da atividade anti-glicacao

Os AGES (Produtos Finais da Glicacdo Avancada) foram
formados num sistema in vitro descrito na literatura com adaptagdes
(Kiho et al., 2004). A glicose (500 mM) ou a frutose (300 mM) foram
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incubadas em tampéo fosfato (PBS, pH 7,4; azida sddica 0,02%) com
BSA (10 mg/ml) na auséncia (controle) ou na presenca dos tratamentos
[(PMFA, Isoflavona (1) e Isoflavona (4)]. A fluorescéncia formada por
AGEs foi medida com o Infinity M200 (TECAN) (excitagdo = 370 nm e
emissdo = 440 nm) antes do inicio da incubacdo (dia zero).
Imediatamente ap6s, a solugdo foi mantida em estufa com agitacdo e
protegida da luz, a 37°C. A fluorescéncia foi medida no 7°, 14° e 28° dia
(n =5) (Kiho et al., 2004).

4.14.6 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M., conforme
nimero de amostras especificadas nas legendas dos graficos. As
comparacdes estatisticas foram realizadas por analise de variancia de
uma ou duas vias (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Bonferroni
através do programa INSTAT versdo 2.2. a partir de 3 experimentos
independentes. Também foi utilizado para avaliagdo de algumas
amostras o teste “t” de Student. As diferencas encontradas foram
consideradas estatisticamente significativas para um p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analise fitoquimica

Devido ao fato de estudos prévios no nosso grupo de pesquisa
com o género Polygala terem mostrado interessantes resultados do
ponto de vista fitoquimico e bioldgico, decidiu-se escolher esse género
para o0 desenvolvimento desta tese. Nesse sentido, fez-se uma
investigacdo de espécies do género Polygala que ndo haviam sido
pesquisadas do ponto de vista fitoquimico, fazendo um levantamento
dos possiveis locais de coleta e a decisdo de estudar as espécies: P.
molluginifolia, P. longicaulis e P. campestris.

5.1.1 Isolamento de compostos de P. molluginifolia

5.1.1.1 Compostos isolados da fragdo acetato de etila de P.
molluginifolia da coleta 1

5.1.1.1.1 Composto (1)

Iniciou-se o estudo fitoquimico com a fracdo acetato de etila de
P. molluginifolia da coleta 1. O composto (1) foi obtido como um sélido
amarelo de p.f. 205-207 °C, R.f. 0,26 (60% hexano: 40% acetato) e
coloracdo azul quando revelado com anisaldeido sulfrico seguido de
aquecimento.

O espectro de Infravermelho em pastilha de KBr mostrou a
presenca de uma larga banda de absorcéo na regido de 3214-3546 cm™
atribuida ao grupo hidroxila. Na regido de 2926-3073 cm™ observaram-
se 0s estiramentos de grupos C-H alifaticos e uma banda caracteristica
de grupo carbonila conjugada em 1639 cm®.  Também foram
observadas absorcdes de dupla ligacdo conjugada em 1607 cm™ e
bandas arométicas em 1572 e 1525 cm™.

O espectro de RMN de *H do composto (1) (Tabela 6) revelou a
presenga de um sistema aromatico orto-meta: [oy 6,79 (1H, d, H-5",
J=8,0 Hz), &y 6,77 (1H, dd, H-6", J=2,0 Hz e 8,0 Hz) e 64 6,95 (1H, d,
H-2, J= 2,0 Hz)], quatro metilas [6y 1,47 (12H, s, H-7"", H-8"", H-7""" e
H-8"")]; dois pares de hidrogénios olefinicos: [(dy 6,60 (1H, d, H-4"",
J=10,0 Hz), (64 5,66 (1H, d, H-5", J=10,0 Hz), (64 6,73 (1H, d, H-4""",
J=10,0 Hz) e (84 5,69 (1H, d, H-5"", J=10,0 Hz)]; e um simpleto ligado
a um carbono sp? em &y 7,95 (1H, s, H-2).
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Tabela 6. Dados de RMN (400 MHz) do composto (1) (CDs0OD).

@
- on (M, J/Hz) Jc HMBC
Posigdo
ZJen $Jen
2 7,95 (5) 152,6 - -
3 - 124,9 H-2 H-2'
4 177,7 - H-2
5 155,7 H-4"
6 108,7 H-5"
7 154,0 H-4""
8 103,5 H-5""
9 154,4 H-2
10 110,2 H-8
1 - 127,1 - H-5', H-2
2 6,95 (d, J 2,0) 117,9 ; H-6'
3 - 146,2 H-2' H-5'
4’ - 146,7 - H-2'
5 6,79(d, 1 8,0) 116,3
6 6,77 (dd, J 2,0, 8,0) 1221 ; H-2'
4 6,60 (d, J 10,0) 116,6 ;
5 5,66 (d, J 10,0) 130,0 ; H-7" H-8"
., H-5" H-7" "
6 79,7 Hgr H-4
7, 8" 1,47 (s) 28,5 -
4 6,73 (d, J 10,0) 116,0 ;
s 5,60 (d, J 10,0) 1292 ; H7", H8""
" ; H-5"", H-7"", "
6 79,4 e H4
7 81 1,47 (5) 28,1 -

Através dos dados espectroscopicos de RMN de **C e DEPT
(Tabela 6) foram observados 23 carbonos, dos quais: dois carbonos sp®
guaternarios, dois sinais referentes a grupos metila, oito carbonos
metinicos e 11 carbonos sp® quaternarios na estrutura do composto
(cinco dos quais sdo oxigenados e um é carbonilico). A atribuicdo dos
hidrogénios e carbonos diretamente conectados foi estabelecida por
meio da analise bidimensional de HMQC (Tabela 6). Através das
andlises de HMBC (Tabela 6) observou-se a correlagdo a longa
distancia 2Jciy do H-2 com o carbono C-3 (8¢ 124,9) e correlagdes *Jcy
com os carbonos C-1" (8¢ 127,1) e C-4 (8¢ 177,7) respectivamente, que
sdo correlacBes caracteristicas da estrutura de isoflavonas.

Além disso, observou-se que os hidrogénios olefinicos H-4""e H-
5 mostraram correlagGes a longa distancia 3Jcn com os carbonos C-5
(6¢c 155,7) e C-6 (6c 108,7) respectivamente, o que indica que um dos
anéis dimetilpirano esta conectado aos carbonos C-5 e C-6. O outro
anel dimetilpirano estd conectado ao anel A através dos carbonos C-7
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(6c 154,0) e C-8 (¢ 103,5) como demonstrado pelas correlagdes de
HMBC a longa distancia %Jcn desses carbonos com os hidrogénios H-
4" e H-5""", respectivamente.

O anel B é dissubstituido com dois grupos hidroxila localizados
em C-3" e C-4" como indicado pelos dados de HMBC através da
correlagdo a longa distancia ®Joy do carbono C-3° (3¢ 146,2) e do
hidrogénio em &y 6,79 (H-5") e correlagdo 2Jcyy com & 6,95 (H-27) e
correlacdes %Jcn do carbono C-47 (6c 146,7) com o hidrogénio em dy
6,95 (H-2"), respectivamente.

Além destes dados, também foi feita a analise das estruturas
biossinteticamente possiveis para 0 composto (1). Com esta anélise,
observou-se que 0 composto poderia ter as seguintes possibilidades de
estrutura: isoflavona, aurona ou flavona. Porém, identificou-se um
simpleto em 7,95 ppm no espectro de RMN de 'H, o que sugere uma
estrutura do tipo isoflavona, uma vez que este hidrogénio encontra-se
bastante desblindado, o que ndo seria observado em estruturas do tipo
aurona ou flavona.

A andlise de HR-MS mostrou uma razdo massa carga de m/z
419,1495 correspondente a férmula molecular CysH»0s [M+H],
calculado: 419,1489. Portanto, concluimos a fdérmula molecular
Cy5H2,06 para a isoflavona (1), confirmando a proposi¢o da estrutura
6°,6,6°,6> - Tetrametil-3’,4"-dihidroxibis(pirano[2°°,3°":5,6:  :2°”,
3°>.7 8]isoflavona (Figura 25). Esta isoflavona foi isolada e
identificada neste trabalho pela primeira vez sendo portanto um
composto natural inédito na literatura.

Figura 25. Estrutura do composto (1).
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5.1.1.1.2. Compostos (2-4)

O composto (2) foi isolado da fragdo sollvel em acetato de etila
da coleta 1. Este composto foi obtido como um sélido amarelo de p.f. de
136-138 °C [pf. literatura 136°C (Jain et al., 1978)] e R.f. 0,35
(hexano:acetato de etila 60:40).

O espectro de Infravermelho em pastilha de KBr mostrou uma
larga banda de absorcdo em 3434 cm™ atribuida ao grupo hidroxila e
uma banda caracteristica de grupo carbonila conjugada em 1665 cm™,
Também foram observadas bandas de absorcdes em 1622 cm™
referentes a ligagdo dupla e em 1583 e 1509 cm™ que foram atribuidas as
bandas aromaticas.

Os compostos 2 (Jain et al., 1978), 3 (Tsukayama et al., 1992) e 4
(Jain et al., 1978) foram identificados através de dados de RMN (Tabela
7) e comparacdo com os valores descritos na literatura. Devido aos
poucos dados de RMN disponiveis na literatura mostrou-se a completa
caracterizacdo dos compostos (2—4).

O espectro de RMN de *H do composto 2 (Tabela 7) revelou a
presenca de um hidrogénio referente a uma hidroxila quelada em Jy
13,17 (s, 1H, OH-5); duas metilas quaternérias [0y 1,48 (s, 6H, H-7" ¢
H8")] e dois grupos metoxila [dy 3,92 (s, 3H, MeO-3") e 6y 3,94 (s, 3H,
MeO-4")]. Na regido de absor¢do de hidrogénio ligado a carbono spz,
observou-se uma série de sinais assim identificados: um par de dupletos
centrados em Jy 6,74 (H-4") e 6y 5,63 (H-5") com constantes de
acoplamento de 10 Hz que foram atribuidos aos atomos de hidrogénio
da dupla endociclica do sistema piranoprenil fundido ao anel A da
isoflavona.
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Tabela 7. Dados de RMN do composto (2) (400 MHz, CDCl5), (3) (400 MHz, CDCIy) e (4) (400 MHz, C3Dg0).

2 4)
Posicéo
Ju (mult., J /Hz) dc / ppm HMBC u(mult., I/ Hz) ocl HMBC Su(mult., 3/ dc/ppm HMBC
ppm Hz)
Jon [ Hz Jon Jon ! Hz Jon | Hz Jon ! Jou !
IHz Hz Hz
2 7,86 (5) 152,6 B B 781(s) 1526 B N 8.13 (5) 154,7 B B
3 - 123,6 H-2 H-2 - 1237 H-2 H-2" - 1235 - H-6"
4 - 180,8 - H-2 - 180,9 - - - 182,0 - H-2
5 - 156,9 - - - 156,9 - H-4" - 157,9 - H-4"
6 - 106,1 - - - 105,6 H-4" H-8 - 106,2 H-4" H-8, H-
5
7 - 159,7 H-8 H-4" - 159,5 H-8 H-4" - 160,0 H-8 H-4"
8 6,35 (s) 94,8 - - 6,31 (s) 94,9 - - 6,33 (s) 95,6 - -
9 - 157,2 H-2 H-8 - 157,2 H-8 H-2 - 158,3 H-8 H-2
10 - 106,1 - H-8 - 106,1 - H-8 - 106,9 H-8
1 - 1233 - H- - 122,7 - H-5', H-2 - 1243 H-2' H-2
57
2 7,10 (d, J 2,0) 112,2 : H-6' 7,10 (d, J 2,0) 111,8 : H-6 7,13 (d, J 2,0) 17,4 - -
3 - 148,8 MeO-3', H-5' - 146,0 MeO-3', H-2 H-5' - 1458 H-2’ H-5
H-2'
4' - 149,2 MeO-4', H-2' - 146,4 - H-2' H-6" - 146,5 H-5' H-2',
H-5' H-6'
5 6,95 (d, J 8,0) 1112 - - 6,96 (d, J 8,0) 1145 - - 6,87 (d, J 8,0) 116,1 - -
6 7,04 (dd, J 2,0, 8,0) 121,2 - H-2! 6,93(dd, J 2,0, 8,0) 1218 - H-2! 6,93 (dd, J2,0, 1217 - H-2'
8,0
4" 6,74 (d, J 10,0) 1154 - - 6,70 (d, J 10,0) 1155 - - 6,65 (d, J 10,0) 116,0 - -
5" 5,63 (d, J 10,0) 128,1 - H-7" 5,60 (d, J 10,0) 128,2 - H-7" 5,74 (d, J 10,0) 129,6 - H-7", H-8"
H-8"
6" - 78,0 H-5", H-7", H-4" - 78,0 H-7", H-8", H-4" - 79,0 H-5" H-4"
H" H-5"
7", 8" 1,48 (s) 283 - H-5" 1,45 (s) 283 - H-5" 1,45 (s) 28,6 - H-5"
HO-5 13,17 (s) - - - 13,14 (s) - - - 13,44 (s) - - -
MeO-3' 3,94 (s) 55,97 - - 3,92 (s) 56,0 - - - - - -
MeO-4’ 3,92 (s) 55,99 - - - - - - - - - -
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O simpleto em ¢y 7,86 foi atribuido ao H-2 do anel C e o
simpleto em oy 6,35 ao H-8 do anel A. Para o anel B da isoflavona,
observou-se um sistema aromatico orto-meta: oy 6,95 (d, 1H, J= 8,0 Hz,
H-5"), oy 7,04 (dd, 1H, J= 2,0 e 8,0 Hz, H-6") e 6y 7,10 (d, 1H, J=2,0
Hz, H-2").

Os dados de RMN de **C e DEPT (Tabela 7) exibiram 21
carbonos, dos quais: dois grupos metoxilas, um carbono sp® quaternario,
um sinal referente a um grupo metila, sete carbonos metinicos e 10
carbonos quaternarios na estrutura do composto (cinco oxigenados € um
carbonilico).

Através da analise de HMQC foi possivel estabelecer a correlacao
de todos os hidrogénios e carbonos diretamente ligados (Tabela 7).

O mapa de correlacdo HMBC da isoflavona (2) também exibiu
correlagbes tipicas de uma estrutura de isoflavona, mostrando
correlagdes 2Jc a longa distancia entre 5, 7,86 (H-2) e o carbono C-3
(dc 123,6) e correlacdes com *Jey C-1' (9¢ 123,3) e C-4 (5 180,8).

Além disso, o espectro de HMBC também mostrou correlacGes a
longa distancia *Jcy ‘H-C entre o carbono C-7 (5c 159,7) e o
hidrogénio Jy 6,73 (H-4") e correlacdes “Jory "H-"C com o hidrogénio
H-8, indicando que o anel dimetilpirano esta conectado ao anel A nas
posicbes Cg € C-.

As correlacdes 2Jcy *H-"3C de hidrogénios dos grupos metoxila
em dy 3,94 (MeO-3') e 64 3,92 (MeO-4") com os carbonos C-3’ (d¢c
148,8) e C-4' (dc 149,2), respectivamente, indicam que 0S grupos
metoxila estdo localizadas nas posi¢cbes C-3' ¢ C-4’ no anel B da
isoflavona (2) (Tabela 7).

A andlise de HR-MS mostrou uma razdo massa carga de m/z
381,1328 correspondente a formula molecular CxHy00s [M+H],
calculado: 381,1333. Portanto, concluimos a fdérmula molecular
C2H»006 para a isoflavona (2), confirmando a estrutura como sendo a
3',4'-dimetoxi-5-hidroxi-6",6"-dimetilpirano[2”,3":7,6]isoflavona
(Figura 26).
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Figura 26. Estruturas quimicas dos compostos (2-4).

2 R;= OMe R,=OMe
3 R;=0OH R, =OMe

4 Ry=OH R,=OH

O composto (3), um sélido amarelo, de ponto de fusdo de 155-
158°C [pf. Literatura 155-156°C (Tsukayama et al., 1992)] e R.f. 0,63
(hexano:acetato de etila 60:40), foi isolado da fracdo acetato de etila da
coleta 1.

O espectro de Infravermelho em pastilha de KBr mostrou a
presenca de uma larga banda de absorcdo na regido de 3434 cm®,
atribuida ao grupo hidroxila. Observaram-se também a presenca de uma
banda caracteristica de grupo carbonila conjugada em 1662 cm™, dupla
ligacdo conjugada em 1624 cm™ e absorgdo de anéis aromaticos em
1581 e 1516 cm™.

Os dados de RMN dos compostos (2) e (3) s@o similares ao
composto (1) previamente descrito, diferindo somente na substitui¢do no
anel B do sistema aromatico. Os dados de RMN de *H do composto (3)
(Tabela 7) exibiram um sistema aromatico orto-meta: [dy 6,96 (d, 1H,
J= 8,0 Hz, H-5"), 6,93 (dd, 1H, J=2,0 e 8,0 Hz, H-6") ¢ dy 7,10 (d, 1H,
J=2,0 Hz, H-2)].

Através das analises de HMBC (Tabela 7), foi possivel observar
correlagdes 2Jen a longa distancia entre C-3' (dc 146,0) e os atomos de
hidrogénios do grupo metoxila em Jy 3,92 (s, MeO-3")] e o hidrogénio
H-2' e correlagdes “Jcy com o hidrogénio H-5', indicando que a metoxila
esta na posi¢do C-3'. Além disso, um grupo hidroxila esta conectado ao
C-4' (¢ 146,4), como demonstrado por correlacdes %I *H-"3C a longa
distancia entre este carbono e os hidrogénios H-2' e H-6". A localizagéo
da posicdo dos grupos metoxila e hidroxila no anel B da isoflavona (3)
foram confirmadas pelos experimentos de RMN NOE. Assim, a
irradiacdo seletiva dos hidrogénios do grupo metoxila em dy 3,92 (MeO-
3') causaram um aumento do sinal NOE do hidrogénio H-2'. Além disso,
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a irradiagdo seletiva do hidrogénio H-2' causou uma intensificacdo do
sinal do hidrogénio do grupo metoxila em Jy 3,92 (MeO-3'), enquanto
que a irradiacdo seletiva em dy 6,96 (H-5') ndo causou um aumento do
sinal NOE do grupo metoxila oy 3,92 (MeO-3").

A andlise de HR-MS mostrou uma razdo massa carga de m/z
367,1179 correspondente a férmula molecular CyHigOg [M+H]",
calculado: 367,1176. Portanto, concluimos a fdérmula molecular
C»1H150¢ para a isoflavona (3), confirmando a proposi¢do da estrutura
como 3’-metoxi-5,4'-dihidroxi-6",6"-dimetilpirano[2"”,3":7,6]isoflavona
(Figura 26).

O composto (4) foi isolado da fracdo acetato de etila da coleta 1
como um sélido amarelo com ponto de fusdo 165-167 °C [pf. Literatura
166-167°C (Jain et al., 1978)] e R.f. de 0,43 (hexano:acetato de etila
60:40). Através da espectroscopia de IV em pastilhas de KBr, observou-
se a presenca de uma larga banda de absorcdo de grupo hidroxila em
3386 cm™, absorcdo de carbonila conjugada em 1656 cm™, dupla
conjugada em 1621 cm™ e absorcdo de bandas de anéis aroméaticos em
1573 e 1519 cm™. O espectro de RMN de *H do composto (4) (Tabela
7) também indicou um sistema aromatico orto-meta: oy 6,87 (d, 1H,
J=8,0 Hz, H-5"), 04 6,93 (dd, 1H, J=2,0, 8,0 Hz, H-6) ¢ Jy 7,13 (d, 1H,
J=2,0 Hz, H-2'), porém ndo foram observados sinais para o grupo
metoxila. No espectro de **C, observou-se a presenca de dois 4&tomos de
carbonos em 145,8 ppm e 146,5 ppm, indicando a presenca de hidroxilas
orto no anel B.

A analise de HR-MS do composto (4) mostrou uma razado massa
carga de m/z 353,1022 correspondente a formula molecular CyH160¢
[M+H]", calculado: 353,1020. Portanto, concluimos a férmula
molecular CyH¢Og para a isoflavona (4), confirmando a estrutura do
composto como sendo a 5,3".4'-trihidroxi-6",6"-
dimetilpirano[2”,3":7,6]isoflavona (4) (Figura 26).

Considerando a quimiotaxonomia do género Polygala, que é
caracterizada, sobretudo pela presenca de xantonas, a rara ocorréncia de
isoflavonas abre tema para novas discussdes. Relatos prévios da
presenca de isoflavonas no género Polygala foram feitos somente para
as espécies P. virgata e P. stenopetala (Bashir et al., 1991; Chaudhary et
al., 2001). Sendo assim, os resultados obtidos no presente trabalho
contribuem de forma significativa para a quimiotaxonomia do género e
indicam a necessidade de mais estudos e uma reavaliacdo de seus
marcadores quimicos. Além disso, através do estudo com P.
molluginifolia obteve-se a isoflavona (1) uma estrutura ndo antes
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reportada na literatura, o que revela a importancia deste estudo
fitoquimico.

5.1.1.2. Isolamento de compostos da fracdo aquosa de P.
molluginifolia

5.1.1.2.1. Rutina (5)

O composto (5) (Figura 27) foi obtido na forma de um sélido
amarelo e apresentou p.f. de 189-191°C. Através da espectroscopia de
infravermelho em patilha de KBr foi possivel observar uma larga
absorcdo em 3408 cm™ atribuida ao grupo hidroxila. Também se
verificou a banda caracteristica de carbonila conjugada em 1657 cm™ e
bandas arométicas em 1599 cm™ e 1505 cm'™.

Estes dados aliados as anélises de RMN de *3C (Tabela 8) e
comparagdo com os dados descritos na literatura permitiram identificar
0 composto como sendo o flavonoide rutina, um composto encontrado
com abundancia em plantas e inclusive ja reportado no género Polygala
na espécie P. paniculata (Lapa et al., 2011).

Figura 27. Estrutura quimica da rutina (5).




98

Tabela 8. Deslocamentos quimicos de *3C da rutina (5) em
CsDsN e comparagdo com os dados da literatura.

Posicédo dc (ppm) dc (Literatura)
(Kazuma et al., 2003)

2 158,3 1585
3 1355 135,6
4 179,2 179.4
5 163,2 162,9
6 100,3 99,5
7 166,5 166,0
8 95,2 94,8
9 158,7 1593
10 105,7 105,7
r 122,9 1231
v 1185 117,7
3 1473 1458
e 1476 1498
5 116,9 116,1
I3 1235 1236
17 1054 104,7
2 76,6 75,8
3 79,3 78,2
4 73,1 71,4
57 78,1 77,3
6” 69,1 68,6
r” 103,2 102,4
p R 71,8 72,1
3 731 72,3
4 74,6 739
5 70,2 69,7

6’ 19,1 17,8
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5.1.1.2.2. Sacarose (6)

A sacarose (6) (Figura 28) foi isolada da fragdo aquosa de P.
molluginifolia da coleta 2 apds sucessivas purificacbes com metanol.
Este composto foi obtido como um sélido branco com ponto de fuséo de
174-176 °C.

O espectro na regido de IV em Patilhas de KBr mostrou absorgdes
intensas em 3566, 3388 e 3338 cm™ referente a absor¢des de bandas
atribuidas a grupos hidroxila.

Na regido entre 2895-3013 cm™ observaram-se bandas referentes
aos hidrogénios alifaticos e bandas em 1069 e 991 cm™, referentes a
deformacdes do grupo C-O-C. A estrutura da sacarose (Figura 28) foi
identificada por meio dos resultados descritos acima e comparacao dos
dados espectroscépicos de *3C obtidos (Tabela 9) com os dados
descritos na literatura (Pfeffer et al., 1979).

Figura 28. Estrutura quimica da sacarose (6).
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos de RMN de *3C da sacarose
(6) em CsDsN e comparacdo com os dados descritos na literatura.

Jc (Literatura)

Posigdo de (ppm) (Pfeffer et al., 1979)
1 93,4 92,9
2 73,3 72,0
3 75,0 73,6
4 71,7 70,2
5 74,9 73,3
6 62,3 61,1
1 62,9 63,3
2’ 105,8 104,4
3 79,7 77,4
4 75,4 74,9
5 84,3 82,2
6’ 64,6 63,4

5.1.1.3. Isolamento da fracéo acetato de etila de P.
molluginifolia da coleta 2

5.1.1.3.1. Composto (7)

Através da realizagdo da coluna cromatogréfica em silica gel da
fragdo acetato de etila da coleta 2 de Polygala molluginifolia observou-
se a formacdo de cristais nas fracGes 8 (composto 7) e 11 (composto 8)
como mostra a Figura 29. Apos purificacdo dos cristais, estes foram
submetidos a CCD visando comparar os compostos isolados desta
coluna com os compostos isolados da coleta 1 feita anteriormente.
Constatou-se que o composto (8) mostrou um R.f. bem distinto dos
demais compostos, sendo desta forma levado as analises de RMN de H
e *3C para proceder a sua identificacéo.
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O composto (7) (R.f. 0,60 hexano: acetato de etila 60:40)
apresentou uma leve alteracdo de R.f. em relagdo ao composto (3) (R.f.
0,63 hexano:acetato de etila 60:40) isolado da coleta 1. Foram feitas
analises de RMN de 'H e **C do composto (7), e estes apresentaram o
mesmo perfil do composto (3).

Devido a essa similaridade entre os compostos (7) e (3), foi feita
uma CCD bidimensional, aplicando a mistura dos dois compostos e
eluindo-se inicialmente com a mistura de hexano: acetato de etila 70:30,
e depois eluiu-se no outro sentido com a mistura de hexano:acetato de
etila 65:35. Com isso, observou-se que se tratava de compostos
diferentes.

Figura 29. Cristais formados nas fra¢es 8 (composto 7) 11
(composto 8).

Com estes dados e pela analise de RMN de *H e **C, constatamos
gue pudesse haver uma pequena diferenca estrutural entre eles como
uma alteracdo dos grupos OH e OCH; no anel B na estrutura da
isoflavona.

Para elucidacdo estrutural do composto foram feitas analises de
ponto de fusdo, IV, espectrometria de massas e técnicas de RMN de *H
e *3C uni- e bidimensionais, juntamente com a técnica de NOE.

O composto (7) apresentou um p.f. de 205-207 °C [pf literatura
202-203°C (Tsukayama et al.,, 1992)]. Na espectroscopia de
Infravermelho em pastilha de KBr observou-se duas bandas atribuidas
aos grupos hidroxila, uma referente a hidroxila quelada (3497 cm™) e a
outra referente a hidroxila aromética (3426 cm™).

Observou-se também bandas de carbonila conjugada (1645 cm™),
dupla conjugada (1617 cm™) e absorcées de anéis aromaticos em 1574 e
1513 cm™,
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Tabela 10. Dados de RMN dos compostos (7) (CDCI;) e (8) (CDCIy).

) ®)
Posicéo
S (M, oc HMBC SH (m, J/Hz) oc HMBC
J/Hz)
2Jcn 3dch “Jen *Jen
2 7,81 (s) 152,9 - - 7,89 (s) 153,3 - E
3 - 1235 H-2 H-6 - 123,6 H-2 H-2
4 - 180,8 - H-2 - 181,8 - H-2
5 - 157,0 - H-4" - 154,6 OH-5 -
6 - 105,6 HO-5 H-5", - 105,6 - H-5"
H-8,
7 - 159,5 H-8 H-4" - 157,3 - H-4",
H-17"
8 6,32 (s) 94,9 B . R 107,7 Heprr }
9 - 157,3 H-8 H-2 - 154,9 - H-2,
H-17"
10 - 106,1 HO-5 H-8 - 105,8 - OH-5
1 - 124,0 - H-5 - 122,6 - H-2,
H-5'
2’ 7,08(d,J 1151 - H-6 6,96 (d, J 2,0) 116,3 - -
2,0)
3 - 1457 HO-3 H-5 - 143,8 - H-5
4 - 146,8 MeO-4 H-2' - 144,5 - H-2
5 6,92 (d, J 1108 - - 6,81 (d, J 8,0) 1154 - -
8,0)
6’ 7,05 (dd, 121,0 H-5' H-2' 6,76 (dd, J 2,0, 121,3 - H-2'
J2,0,8,0) 8,0)
4" 6,72 (d,J 1155 H-5" - 6,73 (d, J 10,0) 1157 - -
10,0)
5" 5,61(d,J 128,1 - H-7", 5,64 (d, J 10,0 128,2 - H-7",
10,0) H-8" H-8"
6" - 78,0 H-5" H-4" - 789  H-5", H-4"
H-7" H-7"
H-8" H-8”

7", 8" 1,47 (s) 283 - - 1,47 (s) 28,2 - -
1 - - - - 3,40 (d, J7,0) 213 - -
2m - - - - 5,16 (t, J 7,0) 121,8 H-1" H-4"",

H-5""

3 - - - - - 1318  H-4", H-1""
H-5""

g - - - - 1,68 (s) 258 - H-5"

5 - - - - 1,81 (s) 17,9 - H-4"

HO-5 13,17 (s) - - - 12,81 (s) - - -

HO-3’ 5,63 (s) - - - 5,89 (s) - - -

HO-4' - - - - 6,57 (5) - - -

MeO-4’ 3,92 (s) 56,1 - - - - - -
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Através das analises de RMN de *H e **C uni- e bidimensionais
foi possivel verificar que os sinais apresentados seguiram o padrdo
apresentado para a isoflavona (3), como mostra a Tabela 10. Através da
analise de HMQC foi possivel estabelecer a correlacdo de todos os
hidrogénios e carbonos diretamente ligados (Tabela 10).

A andlise de HMBC mostrou correlagdes 2JCH a longa distancia
entre 0 carbono C-3' (dc 145,7) e o hidrogénio 3-OH em oy 5,63 e
correlacdo %Jc,; com o hidrogénio H-5" em & 6,92, 0 que indica que um
grupo hidroxila esté localizado na posi¢do C-3'. Foi observado também
gue um grupo metoxila é conectado ao C-4'(6c 146,8), como
demonstrado pelas correlagdes 2)cy deste carbono com os atomos de
hidrogénios do grupo metoxila dy 3,92 (s, MeO-4")] e correlagdes 2Jcy
com o hidrogénio H-2".

A posicdo relativa dos grupos hidroxila e metoxila no anel B da
isoflavona foram confirmadas através da técnica de NOE. Assim, a
irradiacdo seletiva dos hidrogénios do grupo metoxila em dy 3,92 (MeO-
4") causou um aumento de sinal somente no hidrogénio H-5".

Além disso, a irradiacdo seletiva do hidrogénio H-5', provocou
um aumento de sinal do grupo MeO-4' enquanto que a irradiagdo no H-
2’ ndo causou alteragdo do sinal do grupo metoxila. Desta forma foi
possivel confirmar que o grupo metoxila esta localizado no C-4' e o
grupo hidroxila esta localizado no C-3’ como mostrado na Figura 30.

A anélise de HR-MS mostrou uma razdo massa carga de m/z
367,1176 correspondente a formula molecular CyHig0s [M+H]",
calculado: 367,1176. Portanto, concluimos a fdérmula molecular
C»1H1g06 para a isoflavona (7).

Através destes dados confirmamos nossa suspeita de que o
composto (7) difere do anteriormente isolado (3) somente na posi¢do da
metoxila no anel aromatico B da isoflavona, sendo a 4'-metoxi-5,3'-
dihidroxi-6",6"-dimetilpirano[2",3":7,6]isoflavona (Figura 30).
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Figura 30. Estrutura proposta para o composto (7).

5.1.1.3.2. Composto (8)

O composto (8) foi isolado como um cristal amarelo da fracéo
acetato de etila da coleta 2. Este composto mostrou um R.f. de 0,54
(hexano: acetato de etila 60:40) e p.f. de 179-180°C [pf literatura 176-
178°C (Minhaj et al., 1976)].

A espectroscopia de Infravermelho em pastilhas de KBr mostrou
absorcdes de bandas atribuidas a grupos hidroxila em 3438 cm™ e 3238
cm™, uma banda caracteristica de carbonila conjugada 1652 cm™, banda
atribuida a dupla conjugada em 1615 cm™ e absorcdes de anéis
aromaticos em 1572 e 1531 cm™.

Os dados de RMN de 'H e *3C uni e bidimensionais mostraram
algumas semelhancas em relacdo aos dados para a isoflavona (4)
previamente descrita (Tabela 10). A diferenca observada é a presenca
de grupo 1,1-dimetilalil conectado ao carbono C-8 (Jc 107,7). A
presenca deste grupo foi deduzida pelas correlagdes no HMBC entre C-
2" (6¢ 121,8) e hidrogénios dy 3,40 (H-1'"), 6 1,68 (H-4'"), 6y 1,81 (H-
5" (Figura 31).

A posicdo do grupo em C-8 foi fixada através das correlacdes
HMBC entre dy 3,40 (H-1"") com os carbonos C-8 (dc 107,7) e C-9 (¢
154,9). O C-9 foi deduzido pelas correlagbes HMBC entre 0 H-2 (dy
7,89), hidrogénio caracteristico de isoflavona, com o carbono C-9 (¢
154,9), como mostra a Figura 31.

A andlise de HR-MS mostrou uma razdo massa carga de m/z
421,1649 correspondente a férmula molecular CysHp,0s [M+H]",
calculado: 421,1646. Portanto, concluimos a foérmula molecular
CasH2406 para a isoflavona (8).
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A andlise conjunta dos dados de ponto de fusdo, IV,
espectrometria de massas e RMN de *H e **C uni e bidimensionais e
comparacdo com dados da literatura (Minhaj et al., 1976; Wang et al.,
2013) confirmaram a estrutura do composto como sendo a auriculasina
(Figura 31).

Figura 31. Representacdo de correlagdes heteronucleares (HMBC) da
auriculasina (8).

5.1.2 Isolamento dos compostos da fracao acetato de etila de
P. longicaulis

5.1.2.1 Composto (9)

Este composto foi isolado da fracdo acetato de etila de P.
longicaulis e mostrou p.f. de 134-136°C [Ponto de fusdo literatura 138-
140°C (Pizzolatti et al., 2000)] e R.f. de 0,54 (hexano: acetato de etila
70:30).

A espectroscopia de IV em pastilhas de KBr mostrou absorc¢des
atribuidas a bandas de carbonila de éster conjugado em 1709 cm™, dupla
conjugada em 1647 cm™ e bandas de absorcées de anéis aromaticos em
1568 e 1490 cm™.

O espectro de RMN de *H do composto (9) apresentou sinais de
um sistema aromatico definido pelos sinais: [dy 6,75 (d, 1H, J=8,2 Hz,
H-13), 6y 6,71 (dd, 1H, J=1,6, 8,2 Hz, H-14) e 6, 6,80 (d, 1H, J=1,6 Hz,
H-10)]. Observaram-se também os sinais dos hidrogénios H-5 [y 5,89
(dd, 1H, J=1,6Hz)] e H-3 [0y 5,41 (d, 1H, J=1,6Hz)] e do grupo
metoxila em dy 3,83 (s, 1H) correspondentes a um anel do tipo pirona
(Tabela 11).

Além disso, o espectro de RMN de 'H mostrou sinais dos
hidrogénios da ponte etilénica caracteristicas de compostos do tipo
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diidroestirilpirona, em oy 2,74 (t, 2H, J=7,4 Hz) e 6y, 2,88 (t, 2H, J=7,4
Hz). Foi observada também a presenca de um grupo metilenodioxi, pois
se notou a presenca de um simpleto em oy 5,94 (s, 2H).

O RMN de *C e DEPT mostrou a presenca de 15 carbonos:
sendo um grupo metoxila, cinco grupos metinicos, trés grupos
metilénicos e seis sinais de carbono quaternario (Tabela 11).

Através da analise de HMQC foi possivel estabelecer a correlacao
de todos os hidrogénios e carbonos diretamente ligados (Tabela 11).

Os sinais de correlagdes de HMBC (Tabela 11) mostraram que o
carbono C-11 mostrou correlagdes 3JCH com o hidrogénio H-13 em dy
6,75 e com o hidrogénio do grupo metilenodioxi (OCH,0) em dy 5,94 ¢
C-12 mostrou correlagdes *Joy com o hidrogénio H-14 em Jy 6,71,
hidrogénio H-10 em Jy 6,80 e o hidrogénio do grupo metilenodioxi
(OCH,0) em 6 5,94.

Desta forma confirmou-se que o grupo metilenodioxi esta
conectado ao anel aromatico que apresenta um sistema do tipo orto-
meta.

Além disso, o espectro de HMBC também mostrou correlacfes
entre 3JCH entre 0 C-5 do anel pirona com os hidrogénios H-7 em dy
2,74 e H-3 em oy 5,41 e correlagdo 2JCH do carbono C-6 com H-7 em oy
2,74 e H-5 em 6 5,89 e correlagdo 3Jcn com 0 H-8 em &y 2,88 (Tabela
11).

Foi observado também correlacGes entre os carbonos C-10 e C-14
do anel aromatico com o hidrogénio H-8 em Jy 2,88. Estes sinais de
correlagdo mostram claramente que ha uma ponte etilénica que conecta
um grupo pirona e um anel trissubstituido. Além disso, os sinais de
correlagdo mostraram que o anel trissubstituido é conectado a um grupo
metilenodioxi.

A andlise de HR-MS mostrou uma razdo massa carga de m/z
275,0919 correspondente a formula molecular CisH1405 [M+H]',
calculado: 275,0914. Portanto, concluimos a férmula molecular
C15H1405 para 0 composto (9), e propomos a estrutura como sendo a 4-
metoxi-6-(11,12-metilenodioxidiidroestiril)-2-pirona (Figura 32).



Tabela 11. Dados de RMN do composto (9) (C3D¢O).

. on (m, J/Hz) dc HMBC
Posi¢io
2Jon Jon
2 - 172,0 4-OMe
3 5,41 (d, J 1,6Hz) 88,0
4 - 164,4
5 5,89 (d, J 1,6Hz ) 100,6 ) H-7, H-3
H-7,
6 - 165,4 s H-8
7 2,74 (t, J 7,4 Hz) 36,0 H-8
8 2,88 (t, J 7,4 Hz) 33,1 H-7 -
9 - 135,1 H-8 H-13,H-7
10 6,80 (d, J 1,6) 109,6 H-8, H-14
11 - 149,1 OCH,0, H-13
OCH,0, H-10 e
12 - 148,7 14
13 6,75 (d, J 8,2) 108,9
14 6,71 (dd, J8,2eJ 1,6) 122,2 H-8, H-10
4-OMe 3,83 (s) 56,6
OCH,0 5,94 (s) 101,8

Figura 32. Estrutura quimica do composto (9).
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5.1.2.2 Composto (10)

O composto (10) foi isolado da fracdo acetato de etila de P.
longicaulis e apresentou p.f. de 115-118°C [pf. Literatura 117-119°C
(Young et al., 1966) ] e R.f. 0,46 (Hexano: Acetato de etila 70:30). A
espectroscopia de 1V em pastilhas de KBr mostrou bandas de absorc¢ao
atribuida a carbonila de éster conjugada em 1705 cm™, dupla conjugada
em 1621 cm™ e absorcdes de anéis aromaticos em 1566 e 1501 cm™.

Através do espectro de RMN de 'H, **C e HMBC observou-se
gue os sinais mostraram-se muito semelhantes ao espectro do composto
(9). Porém observou-se uma complexidade maior de sinais, com a
presenca de um duplo dupleto em Jy (2,29 dd, J =16,8 e 3,5 Hz), um
duplo duplo dupleto em 6y 4,9 (ddd, J =16,8, 11,9 e 1,6 Hz) referente
ao H-5 e multipletos na regido de 4,32-4,39 ppm referente ao H-6
(Tabela 12).

Além disso, observaram-se sinais referentes ao H-7 em Jy 2,04-
2,13 (m) e oy 1,83-1,91 (m) e sinais do H-8 em Jy 2,47-2,91(m). Pelo
espectro de RMN de °C e DEPT verificou-se também a presenca de 15
carbonos, porém para este composto observou-se a presenca de um
grupo metoxila, quatro carbonos metilénicos, cinco carbonos metinicos
e cinco carbonos quaternarios.

Desta forma, esse composto difere do composto (9) por conter
mais um carbono metilénico e ndo conter um carbono quaternario
(Tabela 12). Esse fato levou-nos a pensar que neste composto havia a
auséncia de uma dupla ligacdo no anel pirona, o que explica a
complexidade de sinais observada no RMN de 'H.

A anélise de HR-MS mostrou uma razdo massa carga de m/z
277,1072 correspondente a férmula molecular CisH05 [M+H]',
calculado: 277,1071. Portanto, concluimos a fdérmula molecular
CisH10s para o composto (10). Diante destes resultados e por
comparagdo de dados descritos na literatura, foi possivel propor a
estrutura como sendo a diidrometisticina (10) (Shaik et al., 2009)
(Figura 33).



Tabela 12. Dados espectroscdpicos para 0 composto (10)

(CDCly).
(10)
Posicdo
Jn (M, JIHz) Jdc HMBC
“Jen *Jen

2 - 172,4 H-3 OMe

3 5,14 (d, J 1,6) 89,9 - -

4 - 166,9 -

5 2,29 (dd, J 16,8 ¢ 3,5) 32,7 H-3

4,9 (ddd, J 16,8,11,9e 1,6)
6 4,32-4,39(m) 74,3 - H-8
7 2,04-2,13 (m) 36,2 H-8 -
1,83-1,91 (m)

8 2,47-2,91(m) 30,3 - -

9 - 134,2 H-8 H-13

10 6,69 (d, J 1,6) 108,5 - H-14, H-8

11 - 145,5 H-10 OCH;0

12 - 147,3 H-13 OCH;0 , H-14

13 6,73 (d,J7,8) 107,9 - -

14 6,65 (dd, J 7,8 e 1,6) 120,9 H-10
4-OMe 3,73 (s) 55,7 -
OCH;0 5,92 (s)

100,5

Figura 33. Estrutura proposta para o composto (10).

109

5.1.3 Isolamento de compostos da fracdo aquosa de Polygala

campestris
5.1.3.1 Composto (11)

O composto (11) foi obtido da fracdo aquosa de P. campestris e
foi purificado através da lavagem com metanol. Este composto é um
solido amarelo amorfo e apresentou p.f. de 121-122°C [p.f. literatura
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123-125°C (Missau, 2008)] e R.f. de 0,34 (hexano: acetato de etila
70:30).

O espectro de IV em pastilha de KBr mostrou bandas de
absorgdes atribuidas a grupos hidroxila em 3428 cm™ e uma banda de
absorcao de grupo de carbonila conjugada em 1684 cm™.

Através do espectro de RMN de 'H observou-se sinais de
hidrogénios aromaticos, um simpleto em 6,49 ppm e também sinais do
seguinte sistema aromatico: [dy 7,30 (1H, t, H-7, J;6= 8,2 Hz e J;5= 8,2
Hz), 64 7,91 (1H, dd, H-8, J=1,6 Hz e 8,2 Hz) e & 7,56 (1H, dd, H-6,
J= 1,6 Hz e 8,2 Hz)]. Além disso, observou-se também um sinal de
hidrogénio referente ao grupo metilenodioxi oy 6,11 (2H, s) (Tabela
13). Pelo espectro de RMN de **C foi possivel observar 14 sinais na
regido entre 90,3-182,8 ppm. A atribuicdo destes sinais foi feita em
comparagdo com valores descritos previamente pelo nosso grupo de
pesquisa para a espécie P. pulchella (Missau, 2008) (Tabela 13).

A andlise de HR-MS mostrou uma razdo massa carga de m/z
273,0390 correspondente a formula molecular CysH»0¢ [M+H],
calculado: 273,0394. Com os dados de RMN de 'H e **C, juntamente
com os resultados de espectrometria de massas e comparacdo dos dados
obtidos com a literatura (Missau, 2008) foi possivel caracterizar a
estrutura como sendo a 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona (Figura
34).

Figura 34. Estrutura da 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona
isolada da fragdo aquosa de P. campestris.
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Tabela 13. Dados de RMN de *H e **C do composto (11) em CsDsN.

s Jc (C5D5N)
Posigio n(m, J/H2) dc (Missau, 2008)
1 . 1441 1434
2 . 1303 130,3
3 _ 156,4 155,6
4 6,49 (1H,5) 9.3 89,5
4a . 1543 1536
b . 147,0 146,3
5 . 1484 1476
6 756 (1H, dd, H6,J16e 1, o 1212
8.2)
7,30 (1H, dd, H-7, J76 8,2
7 s 1254 124,6
7,91 (1H, dd, H-8, J=1.6
8 o 1157 115,0
8a . 1221 1214
8b . 104,0 1058
9 . 182,8 182,1
OCH,O  6,11(2H,s) 1034 103,2

5.1.3.2 Composto (12)

O composto (12) foi isolado da fracdo aquosa de P. campestris
como um solido amorfo de coloracdo amarela, mostrando um p.f. de
248-251°C [p.f. literatura 244°C (Bashir et al., 1992)] e R.f. de 0,20
(hexano:acetato de etila 70:30). O espectro de Infravermelho em
pastilhas de KBr mostrou bandas de absorcées em 3340 cm™ atribuidas
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a grupos hidroxila, absorgédo de banda de carbonila conjugada em 1647
cm, e absorges de anéis aromaticos em 1572 e 1456 cm'™.

Através do espectro de RMN de 'H observou-se dois sinais
referentes a metoxilas em 3,73 ppm (3H, s) e 3,97 ppm (3H, s) (Tabela
14). Observou-se também o seguinte sistema aromatico: [dy 7,30 (1H, t,
H-7, J;6= 8,2 Hz € J;4= 8,2 HZ), &y 7,96 (1H, dd, H-8, J=1,6 Hz e 8,2
Hz) e 8y 7,56 (1H, dd, H-6, J= 1,6 Hz e 8,2 Hz)].

Tabela 14. Dados de *H, **C do composto (12) em CsDsN.

Posicao ou (M, J/Hz) dc dc (CsDsN)
(Cristiano et al., 2003)

1 - 1536 1533
) . 1324 132,2
3 - 160,6 160,7
4 6,34 (1H, 5) 91,2 90,9
4a ) 1548 1545
b . 146,5 1452
5 i 148,0 1478
6 7.56(1H, dd, H6,I16 118 1212
e8.2)
7 7%‘?2(1&:%2';';7’6 1246 124,0
7,96 (1H, dd, H-8, J 1,6
Hz e 8,2 Hz) 1153 115,1
8a - 105,0 .
8b - 104,6 104,3
9 - 182,0 1817
2.0CH 3,97 (3H, 9) 60,7 60,4
3.0CH 373 (3H, 9) 56,4 56,1

Além disso, o espectro mostrou um sinal de um simpleto
aromatico em 6,34 ppm (1H, s) atribuido ao H-4 (Tabela 14). O
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espectro de RMN de *3C mostrou a presenca de 15 carbonos em uma
regido entre 56,4-182,0 ppm (Tabela 14). A atribuicdo dos sinais foi
feita em comparacdo com os dados previamente reportados na literatura
por Cristiano et al. (2003).

A anélise de HR-MS mostrou uma razdo massa carga de m/z
289,0709 correspondente a formula molecular CisH1,0¢ [M+H]",
calculado: 289,0707. Portanto, concluimos a fdérmula molecular
Ci1sH1,06 para 0 composto (12). Assim, através dos dados de RMN de
'H e *C, espectrometria de massas e comparacéo dos dados obtidos com
a literatura (Cristiano et al., 2003), foi possivel caracterizar a estrutura
como sendo a 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (Figura 35).

Figura 35. Estrutura quimica do composto (12).

5.1.4 Determinacao dos voléateis de P. molluginifolia (Coleta 4)
por microextracdo e anélise por CG-EM

Os componentes volateis de Polygala molluginifolia foram
determinados por uma técnica de microextracdo. Neste procedimento,
foi feita a saturacdo de uma fibra de microextragcdo com os componentes
volateis da planta e depois foi feita a dessorcdo dos constituintes e
andlise por CG-EM.

A determinacéo de volateis foi feita utilizando a planta fresca de
P. molluginifolia (Coleta 4), sendo que o material vegetal foi separado
em flores, folhas, caules e raizes.

Para o calculo dos indices de retencdo (IR) dos componentes
volateis foi realizada a injecdo de n-alcanos (Cs-Cgp) € foi utilizada a
equacdo descrita por Van Den Dool et al. (1963). Através da andlise
conjunta de espectros de massas obtidos (CG-MS) e comparagdo com
seus valores de IR e dados da literatura (Adams, 1995) foi possivel
realizar a identificacdo dos constituintes volateis.
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A maioria dos componentes identificados nas folhas, flores, caule
e raiz eram ésteres. Pela andlise das flores foram identificados 14
componentes  volateis, sendo que 0S compostos majoritarios
identificados foram o dodecanoato de isoamila (28,1%), decanoato de
metila (1,7%) e tetradecanoato de metila (1,6%). Nas folhas foram
identificados 11 componentes sendo 0s constituintes majoritarios
identificados o dodecanoato de etila (2,6%), hexadecanoato de metila
(1,7%), decanoato de metila (1,0%) e dodecanoato de metila (0,6%).
Nos caules, foram identificados 10 componentes, entre estes o
decanoato de metila (1,7%), dodecanoato de etila (4,6%), tetradecanoato
de etila (9,4%), hexadecanoato de etila (3,1%) e hexadecanoato de
metila (6,9%), identificados em maior quantidade.

Além disso, nas raizes foram identificados 12 componentes, entre
eles os compostos: o dodecanoato de etila (2,4%), tetradecanoato de
etila (7,7%), hexadecanoato de etila (14,8%), sendo que composto
majoritario encontrado foi o salicilato de metila (37,7%).

O sacilitado de metila em algumas espécies do género Polygala
confere um aroma caracteristico as suas raizes. A presenca deste
componente no género foi reportado por alguns autores como Victdrio et
al. (2011) e Pizzolatti et al. (2009) que descreveram a identificacdo de
salicilato de metila nas espécies P. paniculata e P. cyparissias. Além do
salicilato de metila outros componentes também ja foram reportados,
como 0 componente acetato de bornila e 1,8-cineol, que foram
encontrados como constituintes majoritarios nas flores de P. paniculata
e P. cyparissias (Pizzolatti et al., 2009).

Yang et al. (2010b) descreveram a determinacdo dos
componentes volateis na espécie P. furcata utilizando a técnica de
microextracdo em fase s6lida por Headspace e anélise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de masssas (CG-EM). Os autores
identificaram um total de 52 componentes, sendo que componentes
majoritarios encontrados foram ésteres e alcanos, o que corrobora com
nossos resultados obtidos com P. molluginifolia, onde foi identificada
uma grande quantidade de ésteres.

5.2 Atividades biol6gicas

5.2.1 Atividade antioxidante in vitro de extratos e fracdes de
espécies do género Polygala

Os radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio tém sido alvo de intensa investigacdo cientifica, pois estdo
correlacionados com uma série de doengas neurodegenerativas,
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cardiovasculares, doencas hepaticas, aterosclerose, envelhecimento e
certos tipos de cancer (Dos Santos et al., 2007; Magina et al., 2010).

Os efeitos ocasionados por estas espécies estao relacionados com
a oxidacdo de componentes celulares como proteinas, DNA, lipideos e
principalmente acidos graxos poliinsaturados (Dos Santos et al., 2007;
Magina et al., 2010). Os radicais livres abstraem atomos de hidrogénio
de lipideos das membranas das células, ricas em 4&cidos graxos
susceptiveis ao processo oxidativo, principalmente o acido linoleico e
araquidonico, o que inicia o processo de peroxidacdo lipidica, que é um
dos principais fatores causadores do stress oxidativo e morte celular
(Magina et al., 2010).

Os compostos antioxidantes protegem os sistemas bioldgicos
contra os efeitos danosos dos radicais livres e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (Dos Santos et al., 2007). Estes compostos podem
ter varios mecanismos de acdo, como captacdo de radicais livres,
capacidade de reduzir ions metalicos ou intermediarios do processo de
peroxidacéo lipidica através da doacao de elétrons (Magina et al., 2010).

Muitas vezes a atividade antioxidante esta relacionada a presenca
de fendlicos. Devido a isso foi avaliado o teor de fendlicos nas espécies
estudadas utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (Anagnostopoulou et
al., 2006), que ao reagir com compostos fenélicos forma um complexo
de coloragdo azul. O reagente de Folin-Ciocalteu pode ser encontrado
como uma mistura de acidos fosfomolibidico e fosfotungstico, em que o
molibdénio e tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6. Na
presenca de agentes redutores como os compostos fendlicos, que séo
oxidados ao ion fenolato em condi¢des basicas, forma-se o chamado
molibdénio azul e tungsténio azul, cujo estado de oxidagéo se encontra
entre 5 e 6. Esta coloragdo permite avaliar a concentracio das
substancias redutoras (Chaves et al., 2010; Waterman et al., 1994).

No presente trabalho foi determinado o teor de fendlicos nas
seguintes amostras: extrato bruto (PMEB), fragdo hexanica (PMFH),
fragdo acetato de etila (PMFA), fracdo aquosa (PMFW) da coleta 1 de P.
molluginifolia; Extrato bruto (PCEB) e fracdo hexanica (PCFH), acetato
de etila (PCFA) e aquosa (PCFW) de P. campestris e extrato bruto
(PIoEB) e fracdo hexanica (PloFH), acetato de etila (PloFA) e aquosa
(PloFW) de P. longicaulis. A quantidade de fendlicos foi deteminada
por meio de uma curva de calibracéo feita com solucGes padréo de acido
galico (y= 5,64x+7,79; r’=0,999) e os resultados encontrados foram
expressos em mg acido galico / g de amostra.
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Tabela 15. Determinacédo da atividade antioxidante de extratos
brutos e fragOes de espécies do género Polygala.

Extrato/ Fendlicos® Flavonoides® Poder % Atividade
fracéo Redutor® DPPH®
Polygala molluginifolia
PMFA 334,26 £ 0,02 10,87 £ 0,01 517,63 £ 0,33 92,60 + 0,23
PMFH 247,20 + 0,01 6,60 +£ 0,02 162,26 + 1,21 90,44 £ 0,16
PMFW 107,74 £ 1,12 10,39+ 0,04 80,72+ 0,23 80,41+0,21
PMEB 110,86 + 2,31 74,48 +0,12 389,83 +1,12 100 + 0,00
Polygala campestris
PCFA 217,74 £ 0,45 9,57+ 0,08 120,76 + 1,21 0,00* +0,00
PCFH 141,13 +0,29 30,01 £0,28 42,22 +0,13 0,00* + 0,00
PCFW 56,88 £ 0,09 16,15+ 0,17 134,80 + 0,89 67,56 0,24
PCEB 64,61+ 0,01 0,00 + 0,00 128,66 + 0,66 50,23 + 0,06
Polygala longicaulis

PLoFA 41,09+0,18 0,00" + 0,00 146,25 + 1,21 0,00 + 0,00
PLoFH 8,31+0,26 0,007 + 0,00 104,02 + 1,90 24,83 0,23
PLoFW 31,45+0,89 14,64 £ 0,18 122,91 +2,16 17,03+0,16
PLoEB 24,34+ 1,18 0,007+ 0,00 153,25+ 1,11 28,34 £ 0,24

@ mg 4cido galico / g de amostra.

® mg quercetina/ g de amostra

© mg &cido ascorbico/ g de amostra % realizada na concentragéo de 100 ppm. Os
simbolos *  significam que os resultados ndo  mostraram diferenca estatistica
significativa.

Na Tabela 15 pode-se observar que entre os extratos brutos das
trés espécies analisadas, o extrato bruto de P. molluginifolia (PMEB)
apresentou o maior conteldo de fendlicos (110,86 mg acido galico/g de
amostra). Além disso, foi obervado que entre as fracbes avaliadas, a
fracdo acetato de etila mostrou maior conteldo de fendlicos que as
fracBes hexanica e aquosa nas trés espécies estudadas, sendo que a
fracdo acetato de etila de P. molluginifolia (PMFA) mostrou o melhor
resultado (334,26 mg acido galico/g de amostra).

Os resultados obtidos com as fragdes hexanica e aquosa das trés
espécies mostraram que nas espécies P. molluginifolia e P. campestris
as fracBes hexanicas mostraram maior conteddo de fendlicos que a
fracdo aquosa, enquanto que na espécie P. longicaulis observou-se o
inverso.

Além do contetdo de fendlicos também foi avaliado o contelido
de flavonoides que muitas vezes também esta relacionada a atividade
antioxidante. A quantidade de flavonoides em um extrato ou fracdo pode
ser determinada por meio da complexacdo com cloreto de aluminio, que
forma um quelato com as hidroxilas fendlicas e com o grupo cet6nico
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dos flavonoides. A formacdo deste quelato promove um deslocamento
batocrdbmico das bandas de UV/VIS (Magina et al., 2010) (Figura 36).
Os resultados foram expressos em mg quercetina/ g de amostra.

3+
|

Figura 36. Complexo formado entre AlI*™ e um flavonoide.
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De acordo com os resultados obtidos, o extrato bruto de P.
molluginifolia mostrou maior conteido de flavonoides em relacdo as
outras espécies. Quanto as fracdes de P. molluginifolia observou-se a
presenca de maior teor de flavonoides para a fracdo acetato de etila, o
gue possivelmente esta correlacionada com a presenca de isoflavonas
nesta fracdo (Tabela 15).

Além disso, observou-se que a fracdo aquosa mostrou teor de
flavonoides um pouco menor que a fragdo acetato de etila, mas maior
que a fracdo hexano. O isolamento da fracdo aquosa de P. molluginifolia
resultou no isolamento do flavonoide rutina e possivelmente este
composto esta relacionado, pelo menos em parte, pelo teor de
flavonoides encontrado.

Para a espécie P. campestris observou-se um comportamento
diferente de P. molluginifolia, sendo que a fragcdo hexanica apresentou o
maior conteldo de flavonoides (30,01 mg quercetina/g de amostra),
seguido da fragdo aquosa (16,15 mg quercetina/g de amostra) e a fracdo
acetato de etila (9,57 mg quercetina/g de amostra) apresentou 0 menor
teor de flavonoides.

Ja para espécie P. longicaulis somente foi observado a presenca
de flavonoides para a fragdo aquosa (14,64 mg quercetina/g de amostra)
(Tabela 15).

Diante destes resultados também foi avaliado o poder redutor, um
método de determinacdo de atividade antioxidante para verificar se
havia uma relacdo desta atividade com o contelGdo de fenodlicos e
flavonoides (Tabela 15).
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O método do poder redutor baseia-se no fato de quando um ion
fenolato presente no extrato ou fragéo analisada é oxidado, o ion férrico
é reduzido a ion ferroso, o qual reage com o reagente ferrocianeto de
potéssio formando um complexo azul Fes[Fe(CN)g]. (Waterman et al.,
1994). Os resultados foram expressos em mg acido ascérbico/ g de
amostra.

Embora ndo tenha sido observada uma correlagdo direta entre o
poder redutor e o contetdo de fendlicos e flavonoides, em alguns casos
foram observadas algumas relacdes entre estes fatores. Ao compararmos
o0s resultados de atividade de poder redutor obtido com os extratos das
trés espécies, foi possivel observar que PMEB apresentou melhor
atividade antioxidante (389,83 mg acido ascérbico/ g de amostra) frente
ao método testado e também apresentou o maior contetdo de fendlicos
das trés espécies avaliadas.

Ao verificar os resultados obtidos com as fracGes, observou-se
gue a PMFA mostrou a maior atividade antioxidante (517,63 mg acido
ascarbico/ g de amostra) e novamente observou-se que esta apresentou
um maior teor de fendlicos que as demais fracoes.

Ainda comparando as fragdes observou-se que nas espécies P.
longicaulis e P. molluginifolia a fragdo acetato de etila mostrou maior
atividade de poder redutor (maior conteddo de fendlicos) enquanto na
espécie P. campestris observou-se maior atividade antioxidante para a
fracdo aquosa (PCFW), sendo que esta ndo apresentou o maior contetido
de fenodlicos (Tabela 15).

Da fragdo aquosa de P. campestris foram isoladas xantonas que
contém hidroxilas fendlicas que possivelmente podem contribuir com a
atividade antioxidante observada. Observou-se tambeém que ndo foi
observada correlacao entre atividade antioxidante pelo método do poder
redutor com o conteudo de flavonoides.

Os extratos e fracbes das espécies foram testados quanto a suas
atividades antioxidantes pelo método do sequestro do radical 2,2-difenil-
1-picril-1-hidrazil (DPPH) a fim de comparar os resultados com o0s
dados previamente descritos.

A molécula de DPPH ¢é caracterizada como um radical livre de
coloragdo violeta e caracterizada pela banda de absor¢do em etanol em
cerca de 520 nm. Este ensaio se baseia na capacidade de uma amostra
em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. Quando a
amostra age como doador de &tomos de hidrogénio é adicionado a
solucdo de DPPH, a hidrazina é obtida como produto e a coloracdo
passa a ser amarelo pélido (Alves et al., 2010).
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Figura 37. Formas radicalar e ndo radicalar do DPPH.

Forma radicalar Forma n&o radicalar

Neste ensaio observou-se que entre os extratos brutos avaliados,
somente PMEB apresentou significativa atividade antioxidante
(100,0%) o que pode estar relacionado com a maior presenga de
fendlicos e flavonoides no extrato. Em relagdo as fragBes das trés
espécies, novamente PMFA mostrou a maior atividade antioxidante
(92,60%) (Tabela 15).

Foi possivel verificar ainda que, na espécie P. molluginifolia a
fracdo hexanica (PMFH) (90,4%) mostrou maior atividade antioxidante
que a fracdo aquosa (PMFW) (80,4%), e embora a fracdo aquosa
apresente maior contetdo de flavonoides, a fracdo hexanica contém o
maior conteudo de fenolicos totais 0 que pode estar relacionado com a
atividade observada (Tabela 15).

Na espécie P. longicaulis observou-se atividade antioxidante para
as fracbes hexanica (PloFH) e aquosa (PloFW), sendo que a fracéo
hexanica (24,83%) mesmo tendo menor conteudo de fenodlicos e
flavonoides apresentou o melhor resultado de atividade antioxidante.

Para as fracOes da espécie P. campestris somente foi observada
atividade DPPH (67,56%) para a fracdo aquosa (PCFW), porém nao foi
observada relacdo com o contetido de fendlicos e flavonoides (Tabela
15).
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Através destes dados verifica-se que o extrato bruto e fracdo
acetato de etila da espécie P. molluginifolia mostraram os melhores
resultados de atividade antioxidante do que as outras duas espécies
investigadas. Além disso, observou-se que embora fossem observadas
algumas relagdes, em muitos casos ndo foi possivel obter uma
correlagdo totalmente direta entre o contedudo de flavonoides e fendlicos
com a atividade antioxidante observada.

5.2.2 Ensaio de Inibi¢do da enzima acetilcolinesterase dos
extratos e fracoes de espécies do género Polygala

A Doenca de Alzheimer (DA) tem sido a mais comum sindrome
demencial que afeta a populacdo acima de 60 anos e contribuiu com
cerca de 70% dos casos. Embora haja um ndmero consideravel de
estratégias para o tratamento da doenca de Alzheimer nenhuma
intervencéo eficaz foi alcancada.

Um dos tratamentos mais utilizados para a DA é o uso de
farmacos inibidores da enzima acetilcolinesterase, que visam aumentar
0s niveis do neurotransmissor acetilcolina (De Souza et al., 2010;
Viegas et al., 2004). No entanto, os farmacos anticolinesterasicos
atualmente utilizados tém levado a uma série de efeitos colaterais
(Almeida, 1998). Este fato mostra a importancia de buscar novos
agentes anticolinesterasicos.

Desta forma decidiu-se investigar o potencial anticolinesterasico
das espécies P. molluginifolia, P. campestris e P. longicaulis (Tabela
16), que até o momento ndo foram investigadas na literatura em termos
de seu potencial anticolinesterasico.

Entre os extratos brutos e fraces analisadas, o extrato (PMEB) e
fragdes acetato de etila (PMFA) e hexanica (PMFH) obtidos da coleta 1
de P. molluginifolia, mostraram os maiores valores de porcentagem de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase. A presenca de isoflavonas no
extrato bruto e fracdo acetato de etila pode estar relacionada a
porcentagem de inibi¢do observada (Tabela 16).
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Tabela 16. Porcentagem de inibicdo de extratos brutos e fragdes
frente & enzima acetilcolinesterase.

Extratoffragdo % Inibigéo da enzima AChE @
Polygala molluginifolia
PMFA 100* + 0,00
PMFH 90,34 0,95
PMFW 2,54 £ 0,66
PMEB 100* £ 0,00
Polygala campestris
PCFA 82,58 + 1,41
PCFH 35,80+154
PCFW 0,84 +£0,29
PCEB 6,01+1,81
Polygala longicaulis
PLOFA 21,14+273
PLoFH 6,83 £ 0,69
PLOFW 0,517+ 1,54
PLOEB 0,007+ 0,00
(a) % realizada na concentracio de 100 ppm. Os simbolos * ¥
significam que os resultados ndo mostraram diferenca estatistica
significativa.

Em se tratando da espécie P. campestris, a fracdo acetato de etila
(PCFA) apresentou porcentagem de inibicdo maior (82,58%) do que as
demais fracBes desta espécie e o extrato bruto (PCEB) (Tabela 16). A
espécie P. longicaulis apresentou os menores valores de inibicdo da
enzima, sendo que a fracdo acetato de etila (21,14%) foi a que
apresentou maior inibi¢do entre as fragdes analisadas, o que pode estar
relacionado em parte a presencga de diidroestirilpironas presentes nesta
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fracdo. Desta forma nota-se que novamente a espécie P. molluginifolia
(Extrato bruto, fracdo hexanica e acetato de etila) mostrou os melhores
resultados de atividade.

5.2.3 Atividade antioxidante (DPPH) e acetilcolinesterase dos
compostos isolados (1-4)

Como descrito anteriormente o estudo fitoquimico de P.
molluginifolia resultou no isolamento de isoflavonas e o flavonoide
rutina. As isoflavonas sdo reportadas na literatura pela sua atividade
antioxidante, pela redugcdo do dano neural provocado por radicais livres
e por aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como a superoxido
dismutase e glutationa peroxidase prevenindo a degeneracdo e apoptose
de neurdnios (Yang et al., 2010a; Yang et al., 2011).

Além disso, as isoflavonas podem ser usadas para tratar a doenca
de Alzheimer pela sua habilidade de diminuir a hidrolise da acetilcolina,
mantendo a aprendizagem e meméria (Yang et al., 2010a; Yang et al.,
2011).

Estes dados aliado ao fato de que os extratos e fragBes de P.
molluginifolia mostraram o0s melhores resultados de atividade
antioxidante e inibicdo da enzima acetilcolinesterase levou a
investigacdo dos compostos isolados desta espécie.

Como mostrado na Tabela 17, as isoflavonas (1-4)
demonstraram efeito inibitério da enzima acetilcolinesterase. Entre estes
compostos, as isoflavonas (1) e (4) mostraram os melhores resultados
com valores de Clso de 68 e 84 umol L™, respectivamente comparado ao
controle positivo Reminyl. Observou-se que estas isoflavonas
apresentam grupos hidroxila nas posi¢des 3' e 4’ do anel B, o que sugere
gue estes grupos podem aumentar a atividade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase.

A adicdo de um segundo anel dimetilpirano conectado ao anel A
também aumentou a inibicdo, como observado para o composto (1)
guando comparado ao composto (4). Estes resultados sugerem que
ambos os fatores hidrofobicidade e a presenca do grupo catecol
desempenham um papel importante na habilidade das isoflavonas
inibirem a enzima acetilcolinesterase.

Estes resultados seguem a mesma tendéncia para a atividade
antioxidante pelo método DPPH. Compostos com o grupo catecol no
anel B, como as isoflavonas (1) e (4), exibiram os melhores resultados,
com valores de CEsq de 61 e 55 umol L™, respectivamente, comparado
com écido ascérbico (52 umol L) e quercetina (21 pmol L™).
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Tabela 17. Atividade inibitdria da enzima acetilcolinesterase (AChE) e
efeitos antioxidantes (DDPH) dos compostos isolados (1-4).

Inibicdo da AChE DPPH
Compostos

Clso / (umol L™) CEso / (mol L)

@ 68 61

@ 132 838

©) 126 208

@ 84 55

Reminyl® 32 -
Acido Ascorbico 52
Quercetina _ o1

5.2.4 Determinacdo da Permeabilidade dos compostos
isolados

A acdo de um farmaco ao ser administrado pode ser dividida nas
fases farmacocinética e farmacodindmica. Na fase farmacodindmica
ocorre a intera¢do entre o fA&rmaco e o receptor, ou seja, a producéo do
efeito desejado. A fase farmacocinética abrange os processos de
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) do farmaco no
organismo (Pereira, 2007).

A previsdo dos processos ADME nos estadgios de
desenvolvimento de farmacos é muito importante, pois as propriedades
fisico-quimicas sdo o principal crivo no processo de triagem de
candidatos a farmacos (Kansy et al., 1998). A baixa absor¢do tem sido a
principal causa que leva a rejeicdo de muitos candidatos a farmacos
(Pereira, 2007).

A técnica de PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay), introduzida por Kansy et al. (1998) consiste em um método que
determina a permeabilidade passiva de compostos através de membrana
artificial em microplacas in vitro (Kansy et al., 1998; Velicky et al.,
2012). O método mostra a habilidade dos compostos de se difundirem
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do compartimento doador através de um filtro de membrana pré-tratado
para o compartimento aceptor (Singh et al., 2011).

O PAMPA é um método rapido, simples e barato comparado as
técnicas que utilizam linhagens celulares (Caco-2), as quais sdo mais
caras, complexas e morosas. O principal objetivo do PAMPA é o estudo
de permeabilidade passiva (transcelular), que é o principal processo de
absorcao dos farmacos atuais (Campos, 2013).

Existem vérios modelos para o PAMPA, que variam na
composicdo dos lipideos e pH. Neste trabalho utilizamos um modelo in
vitro com o lipideo fosfatidilcolina em pH 7,4 para simular a absorcao
gastrointestinal in vivo das isoflavonas (1-4), (7) e (8) isoladas de P.
molluginifolia, diidroestirilpironas (9-10) obtidas de P. longicaulis e
xantonas (11-12) isoladas de P. campestris. Além disso, foi calculado o
ClogP de todos os compostos a fim de comparar os resultados obtidos
(Tabela 18). O ClogP é um coeficiente de particdo comumente
estimado em sistema octanol/agua e indica a lipofilicidade de um
composto. A lipofilicidade esta relacionada com muitas outras
propriedades como solubilidade, permeabilidade, metabolismo e
toxicidade.

Através dos dados obtidos, observou-se que em alguns casos
houve uma relagdo entre o ClogP e permeabilidade enquanto outros
casos ndo se observou a mesma relacdo (Tabela 18).

Entre os compostos analisados observou-se que a xantona (12)
(41,20 x 10 cm s™Y) e as diidroestirilpironas (9) (13,20 x 10° cm s™) e
(10) (12,30 x 10 cm s™) apresentaram os maiores valores de
permeabilidade. Estes compostos apresentaram 0s menores valores de
ClogP em relagéo a todos compostos analisados, porém observou-se que
entre eles 0 mais permeével apresentou o maior valor de ClogP (Tabela
18).

Entre as isoflavonas analisadas, observou-se na maioria dos casos
gue as isoflavonas hidrofobicas exibiram menor permeabilidade que
isoflavonas polares, o que esta de acordo com os resultados obtidos por
Dreassi et al. (2009).

A isoflavona (8) apresentou a menor permeabilidade e maior
valor de ClogP de todos os compostos analisados. A isoflavona (1) (1,50
x 10 cm s™) apresentou a segunda menor permeabilidade e apresentou
permeabilidade préxima ao composto (8), o que pode ser justificado,
pois ambos diferem pouco estruturalmente e o composto (1) apresenta
valor de ClogP um pouco menor que (8) (Tabela 18).

Em relacdo as isoflavonas que diferem somente na substituicdo
do anel B, observou-se que a isoflavona (2) apresentou a menor
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permeabilidade, provavelmente devido a presenca de dois grupos
metoxila e maior valor de ClogP.

Tabela 18. Ensaio de Permeabilidade PAMPA empH 7,4 e
valores de ClogP.

Compostos Coeficiente de Permeabilidade ClogP *
Aparente Papp (cm/s)

1 1,50 x 10°® 4,03
(

2 2,01x10° 3,21
(2)

(3) 9,25x10° 2,93

4 348x10° 2,65
4

7 12,20 x 10° 2,93
O]

(8) 1,27 x 10°® 4,68
9) 13,20 x 10° 2,38

231

(10) 12,30 x 10°®

11 2,13x10°® 2,79
(12)
(12) 41,20 x 10°® 2,54

* Os valores de ClogP foram calculados no site: http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/ pelo Programa Osiris.

As isoflavonas (3) e (7) apresentam 0s mesmos substituintes no
anel B, diferindo somente na posicdo. Observou-se que embora
apresentem o mesmo valor de ClogP, o composto (7) se mostrou um
pouco mais permeavel que o composto (3) (Tabela 18).

Além disso, observou-se que mesmo que os compostos (3) e (7)
sejam mais hidrofobicos que o composto (4), estes exibiram maior
permeabilidade. Este dado estd de acordo com a literatura (Siegel,


http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
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1981), onde foi reportado que 0 aumento até certo ponto do nimero de
grupos hidroxila pode diminuir a permeabilidade.

Embora ndo tenha sido observada nenhuma correlacdo direta
entre permeabilidade e ClogP, pode-se obervar algumas tendéncias
como em geral os compostos que apresentaram menor valor de ClogP
apresentaram as maiores permeabilidades.

5.2.5 Determinacéo da atividade tripanocida e leishmanicida

Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. fazem parte do grupo de
protozodrios parasitas que causam doengas tropicais negligenciaveis que
representam a maior causa de mortalidade na América Latina. Apesar
disso, o arsenal terapéutico para tratar estas doengas é bastante limitado
(Pizzolatti et al., 2008; Yamanaka et al., 2013).

Muitos esforcos tém sido feitos no sentido de buscar novos
compostos para o tratamento da Leishmaniose, mas os avangos ainda
sd0 muito pequenos. Por outro lado, no tratamento da doenga de
Chagas, 0s compostos nifurtimox e benzonidazol sdo utilizados, porém
estes agentes tem eficiéncia limitada, longo tempo de administracéo e
possuem muitos efeitos colaterais (Yamanaka et al., 2013).

Diante destes dados torna-se clara a necessidade de busca de
novos compostos no tratamento destas doencas. Estudos prévios obtidos
do nosso grupo de pesquisa com o género Polygala indicaram que as
fragdes diclorometano e acetato de etila de P. sabulosa mostraram
potente atividade tripanocida sob as formas epimastigotas de T. cruzi.
Além disso, uma cumarina prenilada isolada desta espécie foi ativa sob
as formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi (Pizzolatti et al.,
2008). Desta forma decidiu-se investigar a atividade tripanocida e
leishmanicida de extratos, fragbes e compostos isolados de P.
molluginifolia, P. longicaulis e P. campestris.

Os extratos brutos, fraces e o composto isolado (4) das espécies
P. longicaulis e P. molluginifolia (Coleta 1) foram avaliados quanto a
sua inibicdo percentual frente a atividade leishmanicida e tripanocida
sob promastigotas de L. brasiliensis e epimastigotas de T. cruzi (Tabela
19).

Para os extratos, fracbes e o composto isolado que apresentaram
inibicdo percentual maior que 50% foram obtidos os valores de Clsg
como mostra a Tabela 19. Através dos valores de Clsq obtidos, verifica-
se que o extrato bruto de P. molluginifolia (PMEB), fragdo acetato de
etila (PMFA) e composto isolado (4) apresentaram os melhores valores
de Clso frente a atividade leishmanicida de promastigotas de L.
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brasiliensis e epimastigotas de T. cruzi comparado a anfotericina e
benzonidazol usados como controles positivos.

Tabela 19. Avaliacdo da atividade leishmanicida e tripanocida
com promastigotas de L. brasiliensis e epimastigotas de T. cruzi.

(%g;TgF;(rﬁtLo) Perlcr:]ezg_iﬁaa(l) de percler:'?ljg?%e T. CIS(TL(_.H M_) C.Il.?oc(r%';f)
L. braziliensis cruzi braziliensis
PloEB 98,65+1,18 12,28+0,77 44,66+1,22 NA
PloFH 94,80+2,007 33,45+1,36 13,15+5,40* NA
PloFA 92,41+0,70 30,82+0,01 14,92+45,67* 29,27
PloFW 2,32+2,48 SA NA NA
PMEB 96,62+2,76 56,29+1,25 7,52+0,11* 10,09+2,73
PMFH 94,10+3,58 77,00£2,12 NA NA
PMFA 95,59+4,20 79,11+3,22 3,60+1,00* 12,24+8,90
PMFW 95,48+3,97 7,095+2,02 46,27+8,50 NA
(4) 98,67+1,37 96,0516,85 5,55+0,90* 4,23+0,05
Anfotericina 95,47+0,73 SA 0,08+0,005 NA
Benzonidazol NA 86,73+5,70 NA 10,22+2,79

NA= Néo avaliado; SA = sem atividade inibitéria * Compostos
selecionados para os testes de citotoxicidade.

As substancias mais ativas foram selecionadas para os testes de
citotoxicidade (CCsp), determinacdo de inibicdo percentual de
amastigotas de Leishmania amazonensis e indice de seletividade (IS)
(Tabela 20).

Como mostrado na Tabela 20, as amostras testadas quanto a
inibicdo de amastigotas de L. amazonensis ndo mostraram significativa
atividade e sendo assim, os seus respectivos valores de Clsy ndo foram
determinados.
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Além disso, observou-se que ao avaliar o indice de seletividade
dos compostos que apresentaram melhores valores de Clsg, frente a
promastigotas de L. brasiliensis e epimastigotas de T. cruzi, PMFA
apresentou um indice de seletividade baixo (0,007) (Tabela 20) quando
comparado ao controle, enquanto que PMEB e o composto (4)
mostraram valores de indice de seletividade maiores, de 1,60 para o
composto (4) e 1,55 para PMEB. O indice de seletividade indica quantas
vezes 0 composto € mais tdxico para o parasita que para a célula
hospedeira.

Tabela 20. Teste de citotoxicidade com THP1 e Inibicdo
percentual de amastigostas de Leishmania amazonensis.

Extracao/fracdo

CCso (UM) Inibicdo percentual de Indice de
ou composto THP1 L. amazonensis Seletividade (1S)
PloFH 442 5+2 61 NA NA
PloFA 30,42+1,90 >50 >0,60
PMEB 11,76+3,98 7,55+1,13 1,55
PMFA 0,03 3,81+0,26 0,007
PMFH 1881,1 >50 >3,76
(4) 7,01+0,49 4,37+0,75 1,60
Anfotericina >10 0,063+0,01 >10
Benzonidazol >500 NA NA

NA= Nao avaliado; IS: CCsy/Cls

Posteriormente, também foi avaliada a atividade tripanocida e
leishmanicida do extrato bruto (PCEB) e frag6es acetato de etila (PCFA)
e aquosa (PCFW) de P. campestris e 0 extrato bruto e fracdo acetato de
etila de P. molluginifolia (Coleta 2) (Tabela 21). Também foram
avaliadas as isoflavonas (1) e (8) isoladas da coleta 2 de P.
molluginifolia e a diidroestirilpirona (10) isolada da fracdo acetato de
etila de P. longicaulis. Foram feitos testes frente & atividade de inibicéo
de amastigotas intracelulares de T. cruzi e L. amazonensis. Para 0s
compostos com maiores valores de porcentagem de inibicdo foram
determinados os valores de Clsg.
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Tabela 21. Determinacdo da porcentagem de inibicdo de
amastigotas intracelulares de T. cruzi e L. amazonensis

Composto (50uM) Inibig&o percentual Inibic&o percentual de
Extrato (50 ug/ml) de T.cruzi L. amazonensis
PCFW SA SA
PCFA SA SA
PCEB SA SA
PMFA (Coleta 2) 93,12 (+0,33) 69,61 (+1,33)
(8) SA SA
PMEB (Coleta 2) 74,62 (+2,40) SA
(1) 94,92 (+0,49) 77,99 (+2,31)
(10) SA SA

Benzonidazol 20 uM 86,17 (+0,72) -
Anfotericina 2 uM - 76,43 (+1,60)
SA = sem atividade inibitéria

Entre as amostras analisadas, somente o extrato bruto (PMEB),
fragdo acetato de etila (PMFA) e composto (1) de P. molluginifolia
tiveram sua ICsy determinada. Entre estes, observa-se que para T. cruzi a
fracdo acetato de etila foi mais ativa que as demais amostras. J& para a L.
amazonensis somente duas amostras tiveram Clsy determinada,
composto (1) e PMFA. No entanto, observou-se que o indice de
seletividade ndo foi considerado significativo para estas amostras
(Tabela 22).

Tabela 22. Determinacdo de Clg, de extratos, fracdes e
compostos isolados frente a atividade contra amastigotas intracelulares
de T. cruzi e L. amazonensis.

Composto . Cls (L. Indice
Extrato Clso (T. cruzi) amazonensis) CCeo seletividade
O 11,58 (+0,16) 30,90 (+0,96) >7,80 5
PMFA 5,08 (+0,76) 20,40 (+0,28) 7,80 ;
(Coleta 2) TEAT AT !
PMEB 8,61 (x0,21) - >15,60 -

(Coleta 2)
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Diante destes resultados observa-se que em geral as isoflavonas
(1) e (4) e os extratos brutos e fracbes acetato de etila de Polygala
molluginifolia mostraram melhor atividade tripanocida e leishmanicida.

5.2.6. Determinacdo de atividade antifungica

As infeccgdes fungicas estdo relacionadas com um grande nimero
de doencas e mortalidade, principamente em  pacientes
imunocomprometidos. Em pacientes afetados pelo HIV, fungos
oportunistas como Candida albicans, tem contribuido com 60% dos
casos clinicos. Crytococcus neoformans causa a meningite em pacientes
com HIV e sdo observados em grande niumero nos pacientes
imunocomprometidos (Johann et al., 2011).

Atualmente existem poucos agentes antifingicos disponiveis e 0s
que sdo utilizados apresentam falhas no seu espectro de acdo ou séo
toxicos. Outro fator a ser considerado € que muitos microorganismos ja
sdo resistentes aos agentes antiflngicos utilizados, principalmente ao
fluconazol e itraconazol (Lopez-Martinez, 2010). Com base nestes
dados torna-se claro a necessidade de investigacdo de novos agentes
antifangicos.

Em um estudo realizado por Johann et al. (2011) foi analisada a
atividade antiflingica in vitro dos extratos e fraces de cinco espécies do
género Polygala e compostos isolados destas espécies. Neste estudo, o
extrato hexanico de P. paniculata e a fracdo acetato de etila de P.
sabulosa apresentaram a melhor atividade antifingica com valores de
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 60 e 30 pg/mL,
respectivamente, contra C. tropicalis, C. gattii e S. schenckii. Entre os
compostos isolados de P. sabulosa, a preniloxicumarina e 1,2,3,4,5,6-
hexanohexol mostraram atividade antifingica contra S. schenckii (com
MICs de 125 pg/mL e 250 pg/mL, respectivamente) e C. gattii (ambos
com CIMs de 250 pg/mL). Rutina e aurapteno isolados de P. paniculata
mostraram atividade antifungica contra C. gattii com valores de CIM de
60 e 250 pg/mL, respectivamente.

Além disso, 0 composto a-espinasterol apresentou ampla faixa de
atividade contra as espécies testadas, enquanto a rutina teve a melhor
atividade e o valor de CIM mais baixo para 0s microorganismos
testados.
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Estes dados nos motivaram a avaliar também os extratos, fracdes
e compostos isolados de P. campestris, P. longicaulis e P. molluginifolia
guanto a sua atividade antifingica frente a cepas de Candida albicans,
C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis. Também foram utilizadas
cepas de Cryptococcus gattii, C. neoformans e Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18).

A Tabela 23 mostra a porcentagem de inibicdo das amostras
testadas. Ao avaliar os resultados obtidos com os extratos e fracGes
testadas verificou-se que para a cepa Pb18, as amostras PIOEB (90,5%),
PloFH (74,1%), PloFW (100), PCFA (90,6%) e PCFW (76,8%)
mostraram a maior inibicdo e entre estas PloFW apresentou o melhor
resultado de inibigdo frente a esta cepa. Ja em relacdo a C. parapsilosis
somente 0 extrato bruto de P. molluginifolia (PMEB) mostrou
significativa inibicdo (89,3%) e para C. krusei as amostras PMEB
(100%) e PCFA (93,5%) foram as que mostraram maior inibi¢do
(Tabela 23).

Ja ao avaliar o efeito das amostras sob C. albicans, observou-se
que PMEB (72%), PMFH (72%), PIcEB (77%) e PloFA (71,1%) se
mostraram mais ativas. Para C. neoformans, PMEB (95,5%), PIoEB
(89,1%) e PloFH (80,7%) e para C.gatti PMEB (95,9%), PMFH
(75,8%), PIoEB (98,6%), PloFH (81,2%), PloFA (80%) e PCFA
(71,2%) foram mais ativas. Nenhum extrato ou fragdo mostrou-se ativo
na inibicdo de C. tropicalis (Tabela 23).

Os resultados obtidos com 0s compostos isolados mostraram que
a isoflavona (3) ndo mostrou inibi¢do sob as cepas avaliadas. Além
disso, observou-se que a diidroestirilpirona (10) mostrou inibi¢do frente
a cepas de Pb18 (86,6%), C. parapsilosis (80,7%) e C. neoformans
(77,2%).

A isoflavona (1) mostrou inibicdo frente as cepas de Pbl8
(92,9%), C. parapsilosis (100,0%) e C. krusei (99,8%). No entanto, 0s
melhores resultados foram obtidos com a isoflavona (4) que mostrou
significativa atividade frente as cepas avaliadas, exceto para a cepa C.
albicans (Tabela 23). Para as amostras que apresentaram porcentagem
de inibicéo igual ou superior a 70% foram determinados os respectivos
valores de CIM.
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Tabela 23. Porcentagem de inibi¢do dos extratos, fragGes e compostos
isolados frente a atividade antifungica.

C. C. C. C. C. C.
Amostras Pb18 parapsilosis ~ krusei  albicans tropicalis neoformans  gattii
PMEB 61,1 89,3 100 72 46 95,5 95,9
PMFH 57 0 18 72 51 54,7 75,8
PloEB 90,5 41,6 35 7 18 89,1 98,6
PloFH 74,1 29,3 20 49,7 47,9 80,7 81,2
PloFA 69,1 57 59,8 71,1 57,2 62,4 80
PloFwW 100 42,6 455 48,1 35,6 0 NA
PCFA 90,6 61,6 93,5 0 334 17,8 71,2
PCFH 0 0 0 0 43,9 62,4 42,3
PCFW 76,8 0 21,6 0 66,4 18,1 0
(4) 97,4 98,5 100 69 100 96,5 100
3) 46,6 4,1 30 13 5 36,2 68,3
(1) 92,9 100 99,8 0 54 63,1 67,1
(10) 86,6 80,7 50,9 9,5 54,7 77,2 52
Itraconazol
(0,5 ug/ml) 80 97,9 97,2 80 80 96,3 99,6

NA= Nao avaliado;

Entre as amostras que tiveram sua concentragdo inibitoria minima
determinada observou-se que o extrato bruto de P. molluginifolia
(PMEB) da coleta 1 mostrou atividade antiflingica contra C. neoformans
(CIM= 31,2 pg/mL) e C. gattii (CIM= 31,2 ug/mL), C. parapsilosis
(CIM= 250 pg/mL), C. krusei (CIM= 125 pg/mL) e C. albicans (CIM=
250 pg/mL). As fragdes PCFA (CIM= 250 pg/mL) e PCFW (CIM= 250
pg/mL) se mostraram ativas para Pb18 (Tabela 24). Para os compostos
isolados verificou-se que a isoflavona (4) mostrou atividade antifingica
frente as cepas de C. neoformans (CIM= 7,8 ug/mL), C. gatti (CIM=7,8
pug/mL) e Pb18 (CIM= 62,5 pg/mL). A isoflavona (1) mostrou-se ativa
frente a cepa Pbl8 (CIM= 1,9 ug/mL) e a diidroestirilpirona (10) se
mostrou ativa somente para C. krusei (CIM= 250 pg/mL) (Tabela 24).

Tabela 24. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL de
extratos, fragdes e compostos isolados.

C. C. C. C. C. C.
Amostras Pb18 parapsilosis krusei albicans tropicalis neoformans gattii
PMEB NA 250 125 250 NA 31,2 31,2
PMFH - - - - - >500 >500
PloEB NA 500 500 500 NA >500 500
PloFH NA - - - - >500 >500
PloFA NA - - - - >500
PloFW NA >500 >500 >500 NA >500 >500
PCFA 250 - 500 - - - >500
PCFW 250 - - -
4 62,5 - - 78 7.8
@) 1,9 >500 >500 - -
(10) >500 >500 250 >500

NA= N&o avaliado;
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Diante destes resultados observa-se que as isoflavonas (1), (4) e
PMEB mostraram 0s melhores resultados de atividade antiflngica e
podem ser possiveis candidatos como prototipos de farmacos
antiflngicos.

5.2.7 Atividade anti-inflamatéria in vivo

Segundo relatos da literatura algumas espécies do género
Polygala apresentam atividade anti-inflamatéria. Segundo Borges et al.
(2014), a especie P. sabulosa inibiu completamente a infiltracdo de
células inflamatorias e reduziu os niveis de TNF-a e IL-1f em um
modelo de inflamacdo aguda induzida pela injecdo intraperitoneal em
ratos de um lipopolissacarideo, uma endotoxina bacteriana que induz
efeitos inflamatdrios. Além disso, a espécie P. tenuifolia mostrou
atividade anti-inflamatéria pela inibicdo da producdo de TNF-o em
astrocitos murinos (Kim et al., 2013). A inflamagdo € um processo
provocado pelo nosso organismo quando ha um agente provocador de
lesdo (toxina ou microorganismo) e ocorre como uma protecdo do
organismo a se livrar desse agente bem como das células e tecidos
necroéticos formados em consequéncia dessa lesdo (Schmid-Schonbein,
2006; Silva, 2014).

Entre as caracteristicas do processo inflamatério destaca-se:
vasodilatacdo, aumento de fluxo e permeabilidade vascular, formacéo de
exsudato, migracdo de leucécitos, formacdo de espécies reativas,
liberacdo de fatores de crescimento e geracdo de um novo tecido
funcional (Schmid-Schonbein, 2006; Silva, 2014).Neste processo, as
células inflamatdrias como leucécitos migram para o sitio inflamatorio
atraido por mediadores. Ocorre também o extravamento de proteinas
plasmaticas dando origem ao edema, resultante do acimulo de exsudato
composto por proteinas, leucécitos e mediadores inflamatorios (Pober et
al., 2007; Silva, 2014).

Neste trabalho serd investigada a atividade anti-inflamatéria do
extrato bruto de P. molluginifolia (PMEB) e fracfes acetato de etila,
hexanica e aquosa da coleta 1 e a isoflavona (4) e a rutina (5) isoladas
desta coleta. Os testes foram realizados utilizando um modelo de
pleurisia induzida por carragenina, modelo que apresenta uma resposta
inflamatdria com predominio de neutrdfilos. Inicialmente foi avaliada a
primeira fase da resposta inflamatoria. Esta fase ocorre apds 4 horas
depois da administracdo de carragenina na cavidade pleural e onde ¢
observado o recrutamento de neutrdfilos. O extrato bruto reduziu
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significativamente a migracdo de leucécitos nas doses de 100 (30,2 +
3,8) e 200 mg/kg (45,7 = 4,7) (Figura 38A).

A redugdo observada se deve a capacidade do extrato em
diminuir a reducdo de neutréfilos observado para as doses de 50, 100 e
200 mg/kg (% inibicdo: 50 mg/kg: 27,2 + 5,4; 100 mg/kg: 39,8 £ 3,7 ¢
200 mg/kg: 58,9 £ 4,7) (p < 0,001) (Figura 38, A e B). As fracdes
hexanica, acetato de etila e aquosa apresentaram melhores resultados
gue o extrato bruto, nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg. Esta reducdo
deve-se a reducdo da migracdo de neutréfilos nas doses testadas (25, 50
e 100 mg/kg) como pode ser observado nas Figuras 39-41. Foi
determinado também o grau de exsudacdo, onde o extrato bruto nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg foi capaz de reduzir significativamente a
exsudacdo na cavidade pleural, comparada com o controle positivo (%
de inibi¢do: 50 mg/kg: 35,3 £ 7,8; 100 mg/kg: 59,2 + 9,5 e 200 mg/kg:
53,4 +£8,0) (p <0,001) (Figura 38, C).

Figura 38. Efeito do extrato bruto (PMEB) sobre o total de leucécitos
(A), migracdo de neutrdfilos (B) e exsudacao (C).
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Além disso, a fracdo aquosa reduziu a exsudacdo em todas as
doses testadas na cavidade pleural (% inibicdo 25 mg/kg: 32,8 + 5,0; 50
mg/kg: 49,0 £ 5,2 e 100 mg/kg: 36,2 + 10,6) (p < 0,001) (Figura 39, C).

Figura 39. Efeito da fracdo aquosa da Polygala molluginifolia sobre o
total de leucécitos (A), migracdo de neutrofilos (B) e exsudacao (C).
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estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais
previamente tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, ip.; 0,5 h). As colunas verticais
representam a média + e.p.m e 0s asteriscos as diferencas estatisticas encontradas, n = 5
animais. **p < 0,01 e ***p <0,001.
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Figura 40. Efeito da fracdo acetato de etila sobre o total de leucdcitos
(A), migracdo de neutrdfilos (B) e exsudacéo (C).
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Figura 41. Efeito da fracdo hexano de Polygala molluginifolia sobre o
total de leucécitos (A), migracdo de neutrofilos (B) e exsudacéo (C).
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A isoflavona (4) isolada da fracdo acetato de etila e rutina (5)
isolada da fragdo aquosa também foram avaliadas quanto a sua agdo
anti-inflamatoria, com o objetivo de verificar se estes compostos sao
responsaveis, pelo menos em parte, pela atividade do extrato bruto.

Figura 42. Efeito do composto (4) da Polygala molluginifolia sobre o
total de leucdcitos (A), migracdo de neutrdfilos (B) e exsudacao (C).
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diferencas estatisticas encontradas, n = 5 animais. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <0,001.

O composto (4) reduziu significativamente o influxo de
leucocitos para a cavidade pleural na dose de 5 mg/kg (% inibicdo: 55,0
* 2,2) e curiosamente todas as doses testadas foram capazes de diminuir
significativamente a migracdo de neutréfilos (% de inibicdo: 1 mg/kg:
29,9 + 4,2; 2,5 mg/kg: 30,6 = 5,0 e 5 mg/kg: 72,3 £ 1,8) (p < 0,001)
(Figura 42, A e B). Ja a exsudacdo na cavidade pleural, também s¢ foi
reduzida na dose de 5 mg/kg (% inibicdo: 29,2 £ 4,5) (p < 0,05)
(Figura 42, C).

O composto (5) (Rutina) reduziu significativamente a migragéo
de leucdcitos nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg (% inibicdo: 2,5 mg/kg:
29,1 + 7,4; 5 mg/kg: 32,0 + 4,1 e 10 mg/kg: 39,4 + 5,5), reducdo
também devida a inibi¢do da migracdo de neutrofilos que ocorreu em
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todas as doses testadas (2,5 mg/kg: 51,0 £ 34,7; 5 mg/kg: 60,1 + 6,7 e 10
mg/kg: 71,5 + 15) (p < 0,001) (Figura 43, A e B). Além disso,
verificou-se que o exsudato formado na cavidade pleural diminuiu
apenas quando os animais foram pré-tratados na dose de 10 mg/kg (%
inibicdo: 47.3 £ 5.5) (p < 0,01) (Figura 43, C).

Figura 43. Efeito do composto (5) (Rutina) da Polygala
molluginifolia sobre o total de leucécitos (A), migracdo de neutréfilos
(B) e exsudacao (C).
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somente com carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h). As colunas verticais representam a média + e.p.m e 0s asteriscos as
diferencas estatisticas, n =5 animais. **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Com estes dados observa-se que os melhores resultados de
diminuicdo de migracdo de neutrofilos, leucécitos e grau de exsudacdo
foram obtidos com as doses do extrato bruto (100 mg/kg), da fragéo
aquosa (50 mg/kg), da fracdo acetato de etila (50 mg/kg), da fracédo
hexano (100 mg/kg) e dos compostos isolados (4) (5 mg/kg) e Rutina
(5) (10 mg/kg).

Além disso, observa-se que o0s compostos isolados sdo
responsaveis pelo menos em parte pela atividade anti-inflamatéria do
extrato. Estes dados estdo de acordo com relatos da literatura que
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sugerem que compostos flavonoidicos sdo muito estudados em relagéo a
sua atividade anti-inflamatdria, pois estes compostos sdo capazes de
inibir a expressao e liberacdo de diferentes mediadores pro-inflamatérios
(Gonzalez-Gallego et al., 2007; Marzocchella et al., 2011).

5.2.8 Determinagéo da atividade Antinociceptiva

A dor poés-operatéria é uma das formas mais comuns de dor
aguda. Aproximadamente 70-80% dos pacientes experimentam dor
aguda depois de realizar cirurgias, o que afeta significantemente sua
qualidade de vida (Apfelbaum et al.,, 2003). Os opibides e anti-
inflamatdrios ndo estereoidais tém sido usados com o intuito de reduzir
a dor pOs-operatoria, no entanto estes agentes tem eficacia limitada e
pronunciados efeitos colaterais (Apfelbaum et al., 2003; Kehlet et al.,
2003).

As plantas medicinais sdo ricas fontes de novos compostos
bioativos, especialmente no tratamento de dor e inflamacéo (Sen et al.,
2015).

Vérios estudos tem mostrado que espécies do género Polygala
tem um significativo valor etnofarmacoldgico e varias destas espécies
mostraram atividade antinociceptiva (De Campos et al., 1997; Klein et
al., 2012; Ribas et al., 2008).

Com base nestes dados e visando complementar os resultados de
atividade anti-inflamatéria, resolveu-se investigar também a atividade
antinociceptiva de P. molluginifolia. Para isso foram realizados testes
com o extrato bruto de P. molluginifolia (PMEB) da coleta 2 e a
isoflavona (4) isolada desta coleta.

5.2.8.1 Avaliaco da atividade locomotora

O primeiro teste que foi feito para a avaliagdo da atividade
antinociceptiva foi o teste de campo aberto a fim de verificar um
possivel resultado falso-positivo na analgesia (Tsuda et al., 1996).

Na avaliacdo da atividade locomotora do extrato bruto (PMEB)
(10-1000 mg/kg) e isoflavona (4) (10-100 mg/kg) pela aplicagdo
intragastrica via gavagem (i.g) ndo foi verificado alteracdo na atividade
locomotora esponténea, em todas as doses testadas, quando comparadas
ao grupo controle (veiculo), durante o periodo de 6 minutos de
observacdo sugerindo que os animais permanecem com as atividades
sensoras e motoras normais (Fig. 44, P > 0,05).

Esses resultados mostram que o extrato bruto e isoflavona (4) ndo
afetam a atividade locomotora espontanea, excluindo a possibilidade de
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efeitos ndo especificos sobre o efeito antinociceptivo de P.
molluginifolia, como seda¢do ou disfungdo motora.

Figura 44. Avaliacao da atividade locomotora do extrato bruto (PMEB)
e isoflavona isolada (4) de P. molluginifolia.
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5.8.2.2 Avaliacéo do efeito da administra¢do aguda do extrato
bruto ou isoflavona (4) na redugéo da nocicepg¢éo induzida por
formalina

O teste de formalina é um classico modelo animal para estudar
preliminarmente a acdo analgésica e anti-inflamatoéria (Hunskaar et al.,
1987; Hunskaar et al., 1985).

A injecdo de formalina na pata traseira induz uma resposta de dor
bifasica. A primeira fase & neurogénica (F1) e a segunda fase &
inflamatéria. Assim, a primeira fase pode ser suprimida pela
administragdo de analgésicos com efeito central, como a morfina,
enquanto que a segunda fase responde a varias drogas analgésicas
clinicamente estabelecidas, como opidides e anti-inflamato6rios
esteroidais e ndo-esteroidais (Hunskaar et al., 1987).

Além disso, estudos mostraram que 0s antagonistas TRPV1 e
TRPAL também sdo capazes de inibir a dor induzida pela formalina
(Kanai et al., 2006; Macpherson et al., 2007). Em outro estudo (Endres-
Becker et al., 2007) foi demonstrado que a ativacdo do receptor p-
opioide pode inibir a atividade TRPV1 via protéinas Gy, e pela rota
CAMP na dor inflammatora.

Os resultados mostrados na Figura 45A-B e Figura 46A-B
revelam que o extrato bruto e a isoflavona isolada (4) administrada
intragastricamente causam uma significativa inibicdo de ambas as fases
neurogénica e inflamatéria da nocicepgéo induzida por formalina.

Os valores calculados de Dlsq do extrato bruto para a primeira e
segunda fase sdo 210,1 (60,4-730,6) mg/kg e 49,89 (29,56-84,20)
mg/kg, respectivamente. As inibi¢des do extrato bruto observadas para
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a primeira fase sdo 34 £ 5%, 39 + 7%, 57 + 7% e 59 + 10% a doses de
10, 100, 300 e 1000 mg/kg, respectivamente (Figura 45A) e, para a
segunda fase, 60 + 5%, 81 + 8% e 86 *+ 6% a doses de 100, 300 e 1000
mg/Kkg, respectivamente (Figura 45B).

Figura 45. Avaliacdo do extrato bruto na reducdo da nocicepgéo
induzida pela formalina.
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As inibicbes para a isoflavona observadas para a primeira fase
foram 27 + 5% e 42 + 6% (Figura 46A) e, para a segunda fase, 40 + 8%
e 71 £ 5% (Figura 46B), ambas as doses de 30 e 100 mg/kg,
respectivamente. O valor de Dls, da isoflavona para a segunda fase foi
de 46,37 (33,41-64,36) mg/kg. Desta forma, os resultados mostram
claramente a habilidade do extrato bruto e a isoflavona (4) em inibir
ambas as fases do teste da formalina, levando-nos a pensar na
possibilidade do envolvimento de receptores opidides vaniloide 1 e
anquirina 1 no efeito analgésico/anti-inflamatério de P. molluginifolia.

Além disso, 0 extrato bruto e isoflavona também produzem efeito
antiedematogénico, em todas as doses testadas, quando comparado ao
grupo controle. O extrato bruto (10-1000 mg/kg, i.g.) reduziu o edema
da pata causado pela injecéo intraplantar de formalina, com inibi¢des de
35 £ 6%, 35 £ 2%, 29 + 5% e 23 + 8%, respectivamente (Figura 45C).
A isoflavona (10-100 mg/kg, i.g.) reduziu o edema com inibi¢6es de 39
+ 7%, 30 £ 5% e 51 * 7%, respectivamente (Figura 46C).
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Figura 46. Avaliacdo da isoflavona (4) na reducéo da nocicepgdo
induzida pela formalina.
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O extrato bruto e a isoflavona diminuiram o aumento da
temperatura causado pela injecdo intraplantar de formalina, em todas as
doses testadas, quando comparadas ao grupo controle.

O extrato bruto (10-1000 mg/kg, i.g.) reduziu a hiperemia com
inibigBes de 43 £ 6%, 30 £ 7%, 35 £ 8% e 36 £ 7%, respectivamente
(Figura 45D) e a isoflavona (10-100 mg/kg, i.g.) reduziu a hiperemia
com inibicdes de 68 + 6%, 54 + 11% e 67 + 7%, respectivamente
(Figura 46D). No entanto, o extrato bruto e a isoflavona néo
promoveram mudancas significativas na temperatura corporal, quando
comparado ao grupo controle (Figuras 45E e 46E).

5.8.2.3 Alodinia mecénica

No presente trabalho foi utilizado um modelo reportado na
literatura (Pogatzki et al., 2003) de dor pds-operatéria em humanos que
pode ser mimetizado por uma cirurgia de incisdo na pata em
camundongos, modelo que foi utilizado no presente trabalho a fim de
averiguar se o extrato bruto reduz a alodinia mecénica, que é a dor
induzida por um estimulo mecanico.

Os resultados da Figura 47 mostram que o extrato bruto (30, 100
e 300 mg/kg, i.g.) causa uma significativa inibicdo da alodinia induzido
por incisdo plantar quando comparados ao grupo controle.

O efeito foi mantido por 3 e 4 horas depois do tratamento com
doses de 30 e 300 mg/kg, respectivamente. Porém, o efeito da dose de
100 mg/kg foi mantido por 2 h. As inibicdes observadas para a primeira
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hora de tratamento foram de 56 + 7%, 62 + 12% e 74 £ 14% a doses de
30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente (Fig. 47A).

Quando administradas diariamente por 6 dias, 0 extrato bruto (30
e 300 mg/kg, i.g.) reduziu significativamente a alodinia mecéanica
causada pela incisdo plantar com inibicdes entre 27 + 17% e 56 + 7% a
dose de 30 mg/kg e 56 £ 6% a 75 + 15% a dose de 300 mg/kg (Fig.
47B).

Figura 47. Avaliagdo da alodinia mecénica do extrato bruto de P.
molluginifolia.
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Além disso, o efeito antialodinico do extrato bruto de Polygala
molluginifolia durou até 4 horas apés o tratamento agudo e ndo produziu
efeito cumulativo, pois o extrato manteve sua eficiéncia quando
administrado repetidamente.

5.8.2.4 Hiperalgesia térmica

Apos realizar a cirurgia de incisdo da pata, os camundongos que
apresentavam dor foram submetidos a testes usando modelos de placa
guente e fria, onde os animais que sentem o estimulo térmico retiram ou
lambem a pata. Observou-se que a cirurgia por incisdo plantar induziu
uma diminuicdo na laténcia de retirada da pata durante o estimulo
térmico (quente e frio) em comparacdo aos camundongos que nao foram
submetidos a cirurgia (Figura 48). O pré-tratamento intragastrico com o
extrato bruto (30 e 300 mg/kg) reduziu a hiperalgesia térmica induzida
pela incisdo, aumentando a laténcia de retirada da pata de 80 + 14% e 44
+ 11% para as avaliacGes o calor (Figura 48) e 50 + 16% e 70 + 14%
para o frio (Figura 48), respectivamente.

O modelo de placa quente é um modelo altamente sensivel para
drogas centralmente ativas, como a morfina e seus derivados (Kayan et
al., 1971). Como o extrato bruto de P. molluginifolia inibiu a
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hiperalgesia térmica neste teste, constata-se uma possivel capacidade do
extrato em ativar receptores opiodes centrais.

Além disso, a literatura mostra que os canais TRPV1 e TRPAL
sdo sensiveis a temperatura, sendo ativados por calor (> 43 °C) ou frio
(< 17 °C), respectivamente (Caterina et al., 1997; Story et al., 2003).
Desta forma, a inibicdo de hiperalgesia térmica (48°C e 10°C) observada
em nossos resultados de dor pés-operatéria, também sugere que o
extrato bruto efetivamente inibe os canais TRPV1 e TRPAL. Todos
estes dados indicam que P. molluginifolia tem um grande potencial
terapéutico no tratamento pds-operatdrio.

Figura 48. Avaliagdo do efeito do extrato bruto sobre a hiperalgesia
térmica.
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5.2.8.5 Avaliacéo do extrato bruto e isoflavona (4) na
nocicepcao induzida por capsaicina e cinamaldeido

Os canais receptores de potencial transitorio tém sido alvo de
crescentes estudos, pois muitas vezes a hipersensitividade a dor resulta
da expressdo/ou atividade dos canais TRPV1 ou TRPA1 (Cortright et
al., 2007; Julius, 2013). Esses canais podem ser ativados por varios
produtos naturais como capsaicina, que ativa o canal TRPV1 (Caterina
et al., 2000; Holzer, 1991) e o cinamaldeido, que ativa o canal TRPA1
(Bandell et al., 2004).

Desta forma, no presente estudo foi avaliado também o
envolvimento periférico dos receptores de potencial transitério (TRP) na
atividade antinociceptiva (Figura 49 e 50) do extrato bruto e isoflavona.
O tratamento com o extrato bruto e a isoflavona inibiu a resposta
nociceptiva (lambida) induzida pela injecéo intraplantar de capsaicina e
cinamaldeido (ativadores TRPV1 e TRPAI, respectivamente) quando
comparado ao grupo controle.

Os valores de inibicdo para a injecdo da pata para o teste de
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capsaicina foram de 28 + 5%, 31 + 6% e 39 + 7% com pré-tratamento
com o extrato nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente
(Figura 49A) e 36 + 7% e 50 % 4% com tratamento com a isoflavona a
doses de 30 e 100 mg/kg, respectivamente (Figura 50A).

Além disso, os valores de inibicdo para o teste de inibi¢do da pata
com injecdo de cinamaldeido foram 30 + 7%, 41 + 7% e 48 £ 4% com
pré-tratamento com extrato bruto nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg,
respectivamente (Fig. 49B) e 45 * 3% e 53 + 2% com tratamento com a
isoflavona a doses de 30 e 100 mg/kg, respectivamente (Figura 50B).

Figura 49. Efeito do extrato bruto (PMEB) sob a nocicepc¢éo induzida
por capsaicina e cinamaldeido.
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Figura 50. Efeito da isoflavona (4) sob a nocicep¢éo induzida por
capsaicina e cinamaldeido.
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5.2.8.6 Efeito do extrato bruto e isoflavona (4) na nocicepgéo
central induzida por capsaicina e cinamaldeido

Além do envolvimento periférico como anteriormente descrito foi
estudado também o envolvimento central dos receptores de potencial
transitério (TRP) na atividade antinociceptiva do extrato bruto e
isoflavona isolada (Figura 51 e 52).
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O tratamento com o0 extrato bruto e isoflavona (4) inibiram a
resposta nociceptiva (lambida/mordida) induzido pela injecéo intratecal
de capsaicina e cinamaldeido (ativadores TRPV1 e TRPAL,
respectivamente) quando comparados ao grupo controle. Os valores de
inibicdo para o teste da capsaicina espinhal foram de 29 + 10% e 36 +
5% com pré-tratamento do extrato bruto a doses de 100 e 300 mg/kg,
respectivamente (Figura 51A) e 32 + 11% e 35 + 6% com pré-
tratamento com a isoflavona com doses de 30 e 100 mg/Kkg,
respectivamente (Figura 52A). Além disso, o extrato bruto e a
isoflavona foram capazes de inibir completamente a dor causada pela
injecdo intratecal de cinamaldeido, em todas as doses testadas. Esses
resultados mostram o forte envolvimento dos canais no efeito analgésico
do extrato bruto e a isoflavona (Fig. 51B e 52B, respectivamente).
Similarmente, o a canfora utilizada como controle positivo (7,6 mg/kg,
s.c.) produziu uma significativa inibicdo de 92 + 7% e 90 + 11% (Fig.
51B e 52B, respectivamente).

Assim, de acordo com os resultados obtidos foi observado um
importante envolvimento de P. molluginifolia a nivel central e periférico
na inibicdo dos canais TRPV1 e TRPAL, produzindo analgesia.
Também se observa total envolvimento do PMEB e isoflavona (4) no
canal TRPAL, com inibicéo de 100%.

Figura 51. Efeito do extrato bruto (PMEB) sob a nocicepc¢éo central
induzida por capsaicina e cinamaldeido.
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Figura 52. Efeito da isoflavona (4) sob a nocicepcao central induzida
por capsaicina e cinamaldeido.
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5.2.8.7 Envolvimento de receptores opidides na acao
antinociceptiva sistematica do extrato bruto (PMEB) e isoflavona

(4)

Atualmente os opidides sdo abundantemente utilizados para tratar
a dor moderada e severa. No entanto, o interrompimento abrupto da
aplicacdo prolongada de opidides induz uma sindrome de abstinéncia,
incluindo a hiperalgesia em animais e humanos (Angst et al., 2006). A
hipo6tese opidide foi preliminarmente investigada no intuito de reverter a
analgesia depois da administracdo de naloxona (antagonista opioide)
(Hill, 1981).

Neste estudo foi verificado o comportamento dos receptores
opidides na acdo do extrato bruto e isoflavona (4) e para isso foi
utilizada a naloxona (um antagonista nado-seletivo de receptores
opidides). A antinocicepcao induzida por morfina (um receptor opidide
ndo-seletivo, usado como controle positivo) foi revertido com pré-
tratamento com naloxona (Figura 53A). Similarmente, como mostrado
na Figura 53, a administracdo de naloxona (1 mg/kg, i.p.) antagonizou
significativamente o efeito antinociceptivo da morfina, do extrato bruto
e isoflavona quando comparada ao grupo controle, apés a injecdo
intraplantar de cinamaldeido. Além disso, as inibi¢des observadas no
teste de cinamaldeido com morfina (2,5 mg/kg, s.c.), extrato bruto (300
mag/kg, i.g.) e isoflavona (4) (100 mg/kg, i.g.) foram 59 + 8%, 51 + 3% e
47 + 4% (Figura 53A, B e C, respectivamente).

Estes resultados mostram que a pré-administracdo da naloxona
foi capaz de reverter a antinocicep¢do induzida pelo extrato e
isoflavona, demonstrando claramente um importante envolvimento de P.
molluginifolia na ativacdo dos receptores opidides enddgenos periféricos
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a fim de produzir analgesia sem causar efeitos colaterais centrais, que
sdo tipicos para agonistas opitdides (Benyamin et al., 2008). Além disso,
0s resultados mostram uma possivel interagdo entre 0s receptores
opidides e o canal TRPAL, pois nos animais pré-tratados com a morfina
foi observado que houve inibicdo da nocicepc¢do induzida pela injecdo
intraplantar de cinamaldeido (ativador TRPAL) e o pré-tratamento com
naloxona reverte este efeito.

Assim, no6s podemos sugerir que a acdo de P. molluginifolia nas
vias central e periférica ou central, é dependente de ativacdo de um
sistema de ativacdo de um sistema opidide e inibigdo de canais TRPV1/
TRPAL.

Esses dados sugerem o potencial analgésico de P. molluginifolia
gue pode ser um novo alvo terapéutico no tratamento da dor.

Figura 53. Envolvimento dos receptores opidides no efeito
antinociceptivo do extrato bruto de P. molluginifolia.
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5.2.9 Avaliacéo da atividade anti-hiperglicémica

A Diabetes ¢ uma doenca caracterizada por uma hiperglicemia
resultante de alteracbes na secrecdo de insulina, na acdo da insulina ou
ambos os casos. A hiperglicemia cronica esta associada a falhas nos
olhos, nervos, coracdo e vasos sanguineos. Agentes hipoglicémicos
orais como sulfonil uréias e biguanidas tém sido usados no tratamento
desta doenga. No entanto, estes compostos podem ser toxicos ao figado,
promover acidose l4ctica e diarréia (Harini et al., 2012).

Estudos mostram que as isoflavonas como a genisteina presente
na soja mostraram efeitos reguladores da secrecdo de insulina e alguns
casos observou-se que podem aumentar significativamente a producéo
de insulina. No entanto, os mecanismos pelos quais as isoflavonas
exercem estes efeitos ainda ndo sdo bem elucidados (Esteves et al.,
2001; Jonas et al., 1995).

Levando em conta estes fatores foi feita a analise do efeito anti-
hiperglicémico das isoflavonas (1) e (4) e a fracdo acetato de etila da
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coleta 2 de P. molluginifolia, fragdo em que 0s compostos foram
isolados.

5.2.9.1 Efeito da fragdo acetato de etila na curva de tolerancia
oral a glicose e no contetdo de glicogénio hepético e muscular

Inicialmente foi investigada o efeito da fracdo acetato de etila
(PMFA) da coleta 2 na reducdo da glicemia. A Figura 54 apresenta a
significativa reducdo na glicemia (em torno de 20%) obtida com o
tratamento de 10 mg/kg da fracdo acetato de etila nos tempos 30 e 60
min, quando comparado com o controle. Como PMFA mostrou redugéo
da glicemia investigaram-se possiveis mecanismos que podem estar
relacionados com a atividade anti-hiperglicémica desta fracdo. Para isso
foi determinado o conteldo de glicogénio hepatico e muscular e a
atividade de dissacaridases intestinais.

Figura 54. Efeito agudo de PMFA na curva de tolerancia a glicose.

-& Controle

<>~ PMFA 50 mg/kg
-+ PMFA 25 mg/kg
-O- PMFA 10 mg/kg

Glicose sérica (mg/dl)

0 15 30 60 180
Tempo (min)

Os valores sdo expressos como média + E.P.M.; n=5 para cada tratamento.
*P<0,05; **p< 0,01 comparado ao grupo controle.

O conteldo de glicogénio hepatico e muscular foi avaliado no
intuito de verificar se a fracdo acetato de etila atua na captagdo de
glicose do sangue para estes tecidos. Como observado na Figura 55,
ndo ocorreram alteracBes significativas no conteldo de glicogénio
hepatico e muscular nas concentragdes e tempos avaliados, quando
comparado com o grupo controle.
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Figura 55. Efeito agudo da fracéo acetato de etila no contedido de
glicogénio hepético e muscular.
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5.2.9.2 Efeito da fragdo acetato de etila na atividade de
dissacaridases intestinais

Outro possivel mecanismo que pode estar relacionado a redugéo
de glicose observada € a inibi¢do de dissacaridases intestinais como a
maltase, sacarase e lactase, uma vez que estas enzimas estdo localizadas
nas células intestinais e hidrolizam dissacarideos em monossacarideos.
Desta forma, se a fracdo acetato de etila inibe estas enzimas, ocorre a
diminuigdo da absorcdo de glicose para 0 sangue.

Figura 56. Efeito da fracfo acetato de etila na atividade de
dissacaridases intestinais in vitro.
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Os efeitos observados apds incubacdo in vitro (Fig. 56)
mostraram reducdo na atividade da maltase (A) quando comparado com
0 controle. Porém, nenhuma alteragdo foi observada na atividade da
sacarase e lactase nos testes realizados. Contrariamente, ndo foi
observado nenhum efeito ap6s tratamento in vivo na atividade de
maltase, sacarase e lactase, apés 3 h.

Figura 57. Efeito agudo da fracdo acetato de etila na atividade de
dissacaridases intestinais in vivo.

0.014-
0.012 i [ Controle

0.0104 D PMFA 50 mg/Kg
HH PMFA 25 mg/Kg
=8 PMFA 10 mg/Kg

Al gl

Maltase Sacarase Lactase

0.008
0.006

(U/ mg de prot.)

0.004
0.002 4

0.000

Atividade enzimatica especifica

Os valores sdo expressos como média + E.P.M.; n=5 em duplicata para o
tratamento.

5.2.9.3 Efeito da fragdo acetato de etila na formacao de AGES

Outra importante acdo antidiabética, envolve a reducdo da
formagéo de dos produtos finais de glicacdo avangada (AGES), também
investigada através de ensaio in vitro (Figura 58). No momento
antecedente a incubacdo (dia 0), somente se observa a fluorescéncia
intrinseca da albumina, sem diferencas estatisticas entre os grupos (Fig.
58 A). A fracdo PMFA ndo apresentou fluorescéncia intrinseca.
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Figura 58. Efeito da fracdo acetato de etila na formacéo de AGEs no
modelo BSA/glicose, frutose.
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Como esperado, apés 7 dias de incubacdo da albumina com
glicose, se observou o aumento significativo da formacdo de AGES,
através do aumento da fluorescéncia (Fig. 58 B). Este efeito com a
frutose somente foi significativo ap6s 14 dias (Fig. 58 C). Os resultados
obtidos para o ensaio de glicacdo apontam que a fracdo acetato de etila
reduziu significativamente a glicacdo na presenca de glicose nas
concentracBes de 0,5 e 1 pg/mL ap6s 28 dias de incubagdo. Quando
incubada com frutose, apenas a dose de 1 pg/mL reduziu
significativamente a fluorescéncia e portanto, a formagdo de AGES
(Fig. 58 D).

5.2.9.4 Efeito agudo da isoflavona (1) na curva de tolerancia
oral a glicose

Como esperado, se observou um aumento da glicemia do grupo
controle apds a sobrecarga de glicose. Quando comparado com 0 grupo
controle, (Fig 59 A), a isoflavona (1) apresentou redugdo significativa
de 20% na glicemia com a dose 1 mg/kg.
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Este efeito foi observado apds 30 min da sobrecarga de glicose e
se manteve até os 60 min. Ainda, a dose de 0,1 mg/kg reduziu a
glicemia nas mesmas proporcdes, no tempo 30 min, porém, este efeito
nado persistiu apds este tempo. Contrariamente, a dose de 10 mg/kg ndo
apresentou efeitos significativos na redugdo da glicemia, quando
comparado com o controle.

A Figura 59 B apresenta os efeitos da glipizida na reducdo da
glicemia, utilizada como controle positivo. Esta reduziu
significativamente a glicemia nos tempos 30 e 60 min. Ainda, o controle
normoglicémico, que recebeu apenas o veiculo (etanol 1%), ndo
apresentou alteracoes no perfil glicmico durante os tempos avaliados.

Diante dos resultados, a concentragdo de 1 mg/kg do composto
(1) foi escolhida para estudos subsequentes, por apresentar um efeito na
reducdo da glicemia que se manteve dos 30 aos 60 min apds sobrecarga
de glicose.

Figura 59. Efeito agudo da isoflavona (1) na curva de toleréncia a
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5.2.9.5 Efeito do composto (1) na secrecéo de insulina

A Figura 60 apresenta o efeito do composto (1) na concentracédo
sérica de insulina. Como pode ser observado, este composto aumentou a
insulina sérica quando comparado com o controle apds 30 min da
sobrecarga de glicose. No tempo 15 min e apds 30 min, a secrecao
permaneceu igual ao controle.

Figura 60. Efeito do composto (1) na secrecdo de insulina.
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0.0 T T
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M.; n= 3 para cada tratamento.
***P< 0,001 comparado ao grupo controle.

5.2.9.6 Efeito agudo da isoflavona (1) no contetido de
glicogénio hepatico e muscular

Pode ser observado na Figura 61 que a isoflavona (1) aumentou
significativamente o conteido de glicogénio hepatico, apés 3,5 h de
tratamento, na concentracdo de 0,1 mg/kg. As concentracdes de 1 e 10
mg/kg ndo produziram efeitos significativos no contetdo de glicogénio
hepatico, assim como para o glicogénio muscular em todas as
concentracdes avaliadas.



155

Figura 61. Efeito agudo da isoflavona (1) no contetdo de glicogénio
hepatico e muscular.
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Figado Musculo

Os valores sdo expressos como média + E.P.M; n= 5. *P< 0,05; comparado
ao grupo controle.

5.2.9.7 Efeito da Isoflavona (1) na atividade de dissacaridases
intestinais in vivo e in vitro

A lIsoflavona (1) reduziu significativamente a atividade de
maltase em modelo experimental in vitro (Figura 62 A) na concentracdo
de 1 pg/mL. Estatisticamente, essa reducdo foi semelhante a acarbose,
representando em valores percentuais 47 e 38%, respectivamente.

Diferentemente da acarbose, o composto (1) ndo efetou a
atividade de sacarase (Fig. 62 B). Também ndo foram observadas
alteracGes na atividade de lactase (Fig. 62 C).

Figura 62. Efeito da Isoflavona (1) na atividade de dissacaridases

intestinais in vitro.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M; n=5 para cada tratamento.
*P< 0,05; comparado ao grupo controle.
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Figura 63. Efeito da Isoflavona (1) na atividade de dissacaridases
intestinais in vivo.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M; n=5 para cada tratamento.
*P< 0,05; comparado ao grupo controle.

O efeito inibitério de Isoflavona (1) na atividade de maltase foi
reproduzido também in vivo (Fig. 63). Na concentracdo de 1 mg/kg, a
isoflavona (1) reduziu significativamente (45%) a atividade de maltase
guando comparado com o controle. Contrariamente, as demais doses
avaliadas ndo alteraram a atividade das dissacaridases.

5.2.9.8 Efeito inibitorio da Isoflavona (1) na formacao de
AGEs no modelo BSA/glicose, frutose

Como pode ser observado na Figura 64, no dia 0 ndo ha
diferenca entre os grupos (Figura 64 A), comparado ao grupo BSA.
Porém, apos 7 dias de incubacdo, se observa um aumento significativo
da fluorescéncia com glicose, sem alteracbes para 0s demais grupos
(Figura 64 B).

Apo6s 14 dias, ocorreu aumento tanto de glicose quanto de frutose.
Ainda, com 14 dias de incubagdo a isoflavona (1) 1 pg/mL aumentou a
glicacdo com frutose. Este efeito foi suprimido apds 28 dias nesta dose e
foi significativamente menor na dose de 0,1 pg/mL.
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Figura 64. Efeito da Isoflavona (1) na formacdo de AGEs no modelo
BSA/glicose, frutose.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M; n=5. ***P< 0,001
comparado ao grupo controle. #p<0,05; *#p< 0,001 comparado ao grupo BSA
glicada (com glicose ou frutose).

5.2.9.9 Efeito da Isoflavona (1) na concentracéo sérica de
Lactato desidrogenase (LDH)

A medida do LDH sérico foi utilizada como indicador de
toxicidade do composto. Como observado na Figura 65, a isoflavona
(1) ndo alterou a atividade de LDH apds 3 h de tratamento.

Figura 65. Efeito da Isoflavona (1) na concentragdo de LDH.

[ Controle

4007 E3 Isoflavona (1)

300 —

200+

LDH (U.1./L)

100+

0 T T

Os valores sdo expressos como média + E.P.M; n=5.
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5.2.9.10 Efeito agudo da isoflavona (4) e estradiol na curva de
tolerancia oral a glicose

A Figura 66 apresenta a curva de tolerancia oral a glicose, com a
isoflavona (4) e o estradiol. Como pode ser observado na Figura 66 A, a
isoflavona (4), na concentragdo de 0,1 mg/kg reduziu em média 14% da
glicemia apds 30 min da sobrecarga de glicose. No entanto, quando 10
mg/kg de isoflavona (4) foram utilizados este efeito ndo foi observado.

Entretanto, a maior eficiéncia na reducdo da glicemia foi
observada com a dose de 1 mg/kg, que reduziu a glicemia em 17% e
manteve este efeito até 30 min da sobrecarga de glicose (Fig. 66 B).
Devido a maior eficiéncia e manutencgdo do efeito, a dose de 1 mg/kg do
composto (4) foi utilizada nos estudos subsequentes.

O estradiol ndo reduziu a glicemia na dose avaliada (Fig. 66 C).
A glipizida exerceu seu efeito redutor da glicemia nos tempos 30 e 60
min, enquanto que o controle normoglicémico manteve os niveis
normais, sem alteracdes entre os tempos (Fig. 66 D).

Figura 66. Efeito agudo da isoflavona (4) na curva de tolerancia a

glicose.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M; n=5. *P<0,05; **p<0,01;
***p< 0,001 comparados ao grupo controle.

5.2.9.11 Efeito da isoflavona (4) na secrecéo de insulina
A Figura 67 mostra que a isoflavona (4) aumentou
significativamente os niveis de insulina ap6s 15 min da sobrecarga de
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glicose quando comparado com o controle. Apds este tempo ndo houve
diferenca significativa.

Figura 67. Efeito da isoflavona (4) na secrecéo de insulina.
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Os valores sao expressos como média + E.P. M; n=3.***P< (0,001
comparados ao grupo controle.

5.2.9.12 Efeito agudo de isoflavona (4) no contetido de
glicogénio hepético e muscular

A isoflavona (4) ndo apresentou efeito no contetdo de glicogénio
hepatico nas concentracbes de 1 e 10 mg/kg. Contrariamente, foi
observado uma reducdo no conteldo de glicogénio hepatico na
concentracdo de 0,1 mg/kg (Fig. 68). Ndo foram observadas alteraces
no glicogénio muscular em todas as doses avaliadas.

Figura 68. Efeito agudo da isoflavona (4) no contetdo de glicogénio
hepatico e muscular.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M; n=5 para cada tratamento.
*P< 0,05; comparado ao grupo controle.
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5.2.9.13 Efeito da isoflavona (4) na atividade de dissacaridases
intestinais in vivo e in vitro

Quando a atividade de dissacaridades foi avaliada in vitro,
nenhuma das doses do composto (4) inibiu a atividade enzimatica
guando comparadas ao controle. (Fig. 69). A acarbose, utilizada como
controle positivo, apresentou o efeito classico inibindo atividade de
maltase e sacarase, sem efeitos sobre lactase.

Da mesma forma do composto (4) ndo apresentou nenhum efeito
na atividade de maltase, sacarase e lactase, quando realizado tratamento
in vivo (Fig. 70).

Figura 69. Efeito do composto (4) na atividade de dissacaridases
intestinais in vitro.
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Figura 70. Efeito do composto (4) na atividade de dissacaridases

intestinais in vivo.
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5.2.9.14 Efeito do composto (4) na formacédo de AGEs no
modelo BSA/glicose, frutose.

A Figura 71 apresenta os efeitos inibitérios do composto (4) na
glicacdo de albumina (BSA) com glicose e frutose. No dia zero (Fig. 71
A), como esperado, ndo houve diferenca entre os grupos. Apenas foi
observado o aumento da glicacdo apds 7 dias para a glicose (Fig. 71B) e
apos 14 dias para a frutose (Fig. 71 C) quando comparado com 0 grupo
BSA. Decorridos 14 dias de incubacdo, ndo se observou nenhum efeito
de isoflavona (4) na reducdo da glicacdo da albumina. No entanto, ap6s
28 dias o composto (4) reduziu significativamente a glicacdo quando
comparado com o grupo BSA glicada. Esta reducdo ocorreu com glicose
e frutose, na concentragdo de 1 pg/mL (Fig. 71 D).

Figura 71. Efeito inibitério o composto (4) na formacdo de AGESs no
modelo BSA/glicose, frutose.

[ BSA

[ BSA Glicada
4007 pia 7 E Isoflavona (4) 1pg/mL
[ Isoflavona (4) 0,1ug/mL

>
w

300 pia o

Intensidade de fluorescéncia
(Glicag&o da BSA)

Frutose Glicose

5007 pia 14 i 9007 pia 28

(Glicagao da BSA)

Intensidade de fluorescéncia (7)

Frutose Glicose Frutose Glicose

Os valores sdo expressos como média £ E.P.M; n= 6. **P< 0,01; ***p<
0,001 comparado ao grupo controle. **P< 0,001 comparado ao grupo BSA glicada
(com glicose ou frutose).

5.2.9.15 Efeito do composto (4) na concentracgao sérica de
Lactato desidrogenase (LDH)

A medida do LDH sérico foi utilizada como indicador de
toxicidade do composto. Como observado na Figura 72, composto (4) e
o0 estradiol ndo alteraram a concentracdo de LDH sérico apés 3h de
tratamento.
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Figura 72. Efeito do composto (4) na concentracdo de LDH.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico das espécies
Polygala molluginifolia, Polygala campestris e Polygala longicaulis e o
estudo de atividade bioldgica do extrato bruto, fragbes e compostos
isolados destas espécies, sendo que as conclusdes deste trabalho sdo:

Quanto ao estudo fitoquimico:

v As técnicas de separacdo cromatografica e
caracterizacdo dos compostos isolados se mostraram muito eficazes,
sendo que foram isoladas seis isoflavonas da fracdo acetato de etila de
P. molluginifolia (PMFA), das quais a isoflavona (1) é inédita na
literatura. A partir da fracdo aquosa (PMFW) de P. molluginifolia foram
isolados o flavonoide rutina (5) e a sacarose (6). O fracionamento
cromatografico da fracdo acetato de etila da espécie P. longicaulis
resultou no isolamento de duas diidroestirilpironas (9-10) e as xantonas
(11) e (12) foram isoladas a partir da fragdo aquosa de P. campestris.

Estes resultados foram de grande relevancia do ponto de vista
guimiotaxonémico, uma vez que houve uma significativa diferenca nos
metabolitos encontrados nas trés espécies estudadas. E importante
ressaltar que o género é caracterizado pela presenca de xantonas, porém
estes metabdlitos ndo foram encontrados nas espécies P. longicaulis e P.
molluginifolia, o que revela a importdncia desta investigacdo
fitoquimica e a necessidade de uma reavaliagdo dos marcadores
guimicos no género Polygala.

v A técnica de microextragdo dos componentes volateis
de P. molluginifolia e analise por CG-EM também se mostrou muito
eficaz na identificacdo dos constituintes na espécie. Foram identificados
na sua maioria ésteres, sendo que foram identificados 14 constituintes
nas flores, 11 nas folhas, 12 nas raizes e 10 nos caules. Nas flores o
componente majoritario encontrado foi o dodecanoato de isoamila
(28,1%), nas folhas o dodecanoato de etila (2,6%), nos caules o
tetradecanoato de etila (9,4%) e nas raizes, o salicilato de metila
(37,7%).
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Quanto ao estudo de atividade biolégica:

v Os resultados de atividade biol6gica in vitro, como
atividade antioxidante, anticolinesterasica, antiflingica, tripanocida e
leishmanicida mostraram resultados muito significativos, com destaque
para a espécie P. molluginifolia que mostrou os melhores resultados. A
atividade bioldgica observada para esta espécie pode estar
correlacionada com a presenca de isoflavonas. Além disso, a
hidrofobicidade e a presenca do grupo catecol desempenharam um papel
muito importante na atividade antioxidante e anticolinesterasica das
isoflavonas (1) e (4). Em relagdo aos ensaios de permeabilidade
PAMPA e determinacdo dos valores de ClogP, todos os compostos
isolados avaliados mostraram uma permeabilidade significativa, porém a
xantona (12) e as diidroestirilpironas (9) e (10) mostraram 0s maiores
valores de permeabilidade e menores valores de ClogP. Entre as
isoflavonas testadas, as isoflavonas (3) e (7) mostraram 0s maiores
valores de permeabilidade.

v Na avaliacdo de atividade bioldgica in vivo realizada
com o0s extratos, fracBes e compostos isolados de P. molluginifolia
verificou-se que esta apresentou um grande potencial bioldgico, sendo
capaz de reduzir de forma significativa o influxo de leucécitos,
neutréfilos e o grau de exsudacdo no modelo de atividade anti-
inflamatoria e também mostrou significativos efeitos antinociceptivos e
ndo alterou a atividade locomotora dos animais o que é de grande
importancia, pois muitos farmacos atualmente disponiveis no mercado
ttm como principais efeitos colaterais a alteracdo na atividade
locomotora. Além disso, P. molluginifolia mostrou uma grande redugédo
na glicemia e ndo mostrou toxicidade ao nivel de LDH sérico.

Todos estes dados mostram o potencial fitoquimico e bioldgico
das espécies investigadas, com especial atencdo a espécie P.
molluginifolia que apresentou os melhores resultados e mostrou ser um
potencial candidato a farmaco atuando frente a uma série de patologias.
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ANEXOS

Figura 73. Espectro de IV (pastilhas de KBr) da isoflavona (1).

-31.0.dx

Transmittance
1

LA AR LA AR LAY AR LSSt LA ALt AR LS AR LA AL LA AAL LAY LM LA AR AL LA LA LA
2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber (cm-1)

LA AR AR AR AR
3600 3400 3200 3000

Figura 74. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) do composto
).

[pma2-31repeticdo h modif art.esp METHANOL-d4
~
@
~
I
25 4
] S
2 20 S
2 ]
2 3
£ ]
B .1
S 157
T 1
£ ]
s A
z 9
104 METHANOL-d4
E @
] &
] @
53 8 I |
1 N DS 28RS
1 0 2 ©B e
E | ggglggggzmgm
E (==
03 JRN—T N h————'
0.86 1.01 1.08 1.16 1.04 1.00 1.06 1.10 12.74
= I I H I ] ]
9 8 7 6 3 2 1 0

5
Chemical Shift (ppm)



184

Figura 75. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) ampliado do
composto (1).
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Figura 76. Espectro de RMN de **C {1H} (100 MHz, CD;0D) do
composto (1).
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Figura 77. Espectro de RMN de DEPT (100 MHz, CD;0D) do
composto (1).
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Figura 79. Espectro de HMBC (400 MHz, CD30D) do composto (1).
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Figura 80. Espectro de HR-MS do composto (1) (Parte A).
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Figura 81. Espectro de HR-MS do composto (1) (Parte B).
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Figura 82. Espectro de RMN de IV (Pastilhas KBr) do composto (2).
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Figura 83. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD;Cls) do composto
).
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Figura 84. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD5Cl5) ampliado do
composto (2).
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Figura 85. Espectro de RMN de **C {1H} (100 MHz, CDsCl,) do
composto (2).
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Figura 87
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Figura 89. Espectro de HMBC (400 MHz, CD3Cl3) do composto (2).
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Figura 90. Espectro de HMBC (400 MHz, CD3Cl3) ampliado do
composto (2).
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Figura 91. Espectro de HR-MS do composto (2) (Parte A).
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Figura 92. Espectro de HR-MS do composto (2) (Parte B).
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Figura 93. Espectro de IV (Pastilhas de KBr) do composto (3).
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Figura 94. Espectro de 'H (400 MHz, CDCls5) do composto (3).
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Figura 95. Espectro de 'H (400 MHz, CDCl5) ampliado do composto
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Figura 96. Espectro de *C {1H} (100 MHz, CDCI5) do composto (3).
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Figura 97. Espectro de DEPT (100 MHz, CDCIl3) do composto (3).
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Figura 98. Espectro de HMQC (400 MHz, CDCI3) do composto (3).
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Figura 99. Espectro de HMQC (400 MHz, CDCl;) ampliado do
composto (3).
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Figura 100. Espectro de HMBC (400 MHz, CDCI3) do composto (3).
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Figura 101. Espectro de HMBC (400 MHz, CDClI3) ampliado do
composto (3).
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Figura 102. Espectro de NOE (400 MHz, CDCl3) do composto (3)
(irradiacdo de H-2").
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Figura 103. Espectro de NOE (400 MHz, CDsCl3) do composto (3)
(irradiacéo
OME-3").
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Figura 104. HR-MS do composto (3) (Parte A).
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Figura 105. HR-MS do composto (3) (Parte B).
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Figura 106. Espectro de IV (Pastilhas de KBr) do composto (4).
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Figura 107. Espectro de RMN de H (400 MHz, C3D0) do composto
(4).
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Figura 108. Espectro de RMN de *H (400 MHz, C3Ds0) ampliado do
composto (4).
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Figura 109. Espectro de RMN de *C {1H} (100 MHz, C;D¢0) do
composto (4).
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Figura 110. Espectro DEPT (100 MHz, C3D0) do composto (4).

Sample: Dalila PMA-15 Acetona_dept
File: exp

Pulse Se quence: DEPT

ca3 cazbons

ca2 carbons

all protonated caxbons

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm



202

Figura 111. Espectro HMQC (400 MHz, C3D¢O) do composto (4).
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Figura 112. Espectro HMQC (400 MHz, C3D¢O) ampliado do
composto (4).
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Figura 113. Espectro HMBC (400 MHz, C3D40) do composto (4).
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Figura 114. Espectro HMBC (400 MHz, C3D0O) ampliado do
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Figura 115. Espectro HR-MS do composto (4) (Parte 1).
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Figura 116. Espectro HR-MS do composto (4) (Parte 2).

Intens. +MS, 0.0-0.9min #(2-52)
x104
4 3531022

375.0837

|
x10% C20H1606, MnH 353.10
3531020

08
08
04
02 l‘

00 A

345 350 355 360 365 370 375 miz




205

Figura 117. Espectro de RMN de *C {1H} (100MHz, CsDsN) da rutina
(®).
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Figura 119. Espectro de Infravermelho (Pastilha de KBr) do composto
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Figura 120. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl5) do composto
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Figura 121. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) ampliado do
composto (7).
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Figura 122. Espectro de RMN de **C {1H} (100 MHz, CDCl;) do
composto (7).
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Figura 123. Espectro de HMQC (400 MHz, CDCl3) do composto (7).
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Figura 125. Espectro de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto (7).
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Figura 127. Espectro de NOE (400 MHz, CDCl3) do composto (7)
(irradiacdo de OMe).
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Figura 128. Espectro de NOE (400 MHz, CDCl3) do composto (7)
(irradiacdo de H-5").
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Figura 129. HR-MS do composto (7) (Parte 1).
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Figura 130. HR-MS do composto (7) (Parte 2).
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Figura 131. Espectro de IV (Pastilhas de KBr) do composto (8).

Transmittance

Figura 132. Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCl3) do composto

580
o7
70
6
560 ;
o5

0.50

0.40

0.35 3

).

Normalized Intensity

30 o

25

20

15

10

PH.

-11 - Pastilha com KBr - 12h_01min37s.0

OH

€'L0CT.

98'v20T-

69°LTTT

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

2500 2000

PMA3-11 H 400 MHZ modificado.esp

3500

3000

0.86 1.10 1.14 1.18 1.10 1.30 0.71 1.28 1.00
| I I I I |

Wavenumber (cm-1)

CHLOROFORM-d

I

1500

1000

1.47

@

12

11

10

9

8

7 6
Chemical Shift (ppm)



213

Figura 133. Espectro de RMN de *H (400MHz, CDCl;) ampliado do
composto (8).

4PMA3-11 H 400 MHZ modificado.esp
6.0 =

5.5-
5.0
457 CHLOROFORM-d
40-

- ©
35-
3.0+
25

20-

Normalized Intensity

15+=

1.0+

0.5+

0 =

-0.5=

——— T T ——— T — ——— T
70 6.5 6.0 55 5.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 134. Espectro de RMN de *C {1H} (100MHz, CDCls) do
composto (8).
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Figura 135. Espectro de DEPT (100MHz, CDCl3) do composto (8).
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Figura 136. Espectro de HMQC (400MHz, CDClI3) do composto (8).
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Figura 137. Espectro de HMBC (400MHz, CDCl3) do composto (8).
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Figura 138. Espectro de HR-MS do composto (8) (Parte A).

Intenss. 421.1649 +MS, 0.0-0.7min #(1-44)
X102

0.8

0.6

0.44

0.2

841.3216

T , mn , b

0.0 .*L ; - ; : : )
400 600 800 1000 1200 miz




216

Figura 139. Espectro de HR-MS do composto (8) (Parte B).
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Figura 140. Espectro de IV (Pastilhas de KBr) do composto (9).

Transmittance
o
2]
&

3800

3600 3400

3200

-50 - Pastilha com KBr - 09h_47min43s.0

3000 2800

2600 2400 2200 2000

Wavenumber (cm-1)

1800

1600

1400

Teret

1200

68T26—
66'€28:

£0°2E0T-

1000 800 600



217

Figura 141. Espectro de RMN de *H (400MHz, C;D40) do composto
9).
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Figura 142. Espectro de RMN de **C {1H} (100MHz, C;D¢0) do

composto (9).
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Figura 143. Espectro DEPT (100MHz, C3D¢O) do composto (9).
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Figura 145. Espectro HMBC (400MHz, C3Ds0) do composto (9).
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Figura 146. Espectro HR-MS do composto (9) (Parte A).
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Figura 147. Espectro HR-MS do composto (9) (Parte B).
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Figura 148. Espectro de Infravermelho (Pastilhas de KBr) do composto
(10).
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Figura 149. Espectro de RMN de *H (400MHz, CDCl3) do composto
(10).
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Figura 150. Espectro de RMN de **C {1H} (100MHz, CDCls) do
composto (10).
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Figura 151. Espectro DEPT (100MHz, CDCI3) do composto (10).
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Figura 153. Espectro HMBC (400MHz, CDCl3) do composto (10).
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Figura 154. Espectro HR-MS do composto (10) (Parte A).
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Figura 155. Espectro HR-MS do composto (10) (Parte B).
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Figura 156. Espectro de IV (Pastilhas de KBr) do composto (11).
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Figura 157. Espectro de RMN de *H (200MHz, CsDsN) do composto
(12).
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Figura 158. Espectro de RMN de "H (200 MHz, CsDsN) ampliado do
composto (11). o OH
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Figura 159. Espectro de RMN de **C {1H} (100 MHz, CsDsN) do
composto (11).
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Figura 160. HR-MS do composto (11) (Parte A).
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Figura 161. HR-MS do composto (11) (Parte B).
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Figura 162. Espectro de IV (Pastilhas de KBr) do composto (12).
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Figura 163. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CsDsN) do composto
(12).
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Figura 164. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CsDsN) ampliado do
composto (12).
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Figura 165. Espectro de RMN de **C {1H} (100 MHz, CsDsN)
ampliado do composto (12).
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Figura 166. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto (12)
(Parte A).
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Figura 167. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto (12)
(Parte B).
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