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RESUMO

O género Polygala é o maior da familia Polygalaceae, sendo distribuidas
por todo o mundo. Estudos mostraram em espécies de Polygala, a
presenga de xantonas, saponinas triterpénicas, oligossacarideos
esterificados e cumarinas, além de relatos de atividades anti-inflamatoria,
antipsicotica, antiestresse, antidepressiva e antinociceptiva. O objetivo do
trabalho foi realizar o estudo bioldgico e fitoquimico de P. linoides na
busca de atividades relacionadas ao extrato e fracfes da planta.
Submeteu-se o extrato bruto a cromatografia em silica, que levou ao
isolamento do a-espinasterol, 13b-hidroxi-(13b-S)-feoforbideo a, além de
qguatro xantonas, a 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona, 1,5-
dihidroxi-2,3-dimetoxixantona,  1,5-dihidroxi-3-metoxixantona,  6-
desoxijacareubin, sendo a primeira inédita na literatura. Nos extratos de
partes da planta, como raizes, caule com folhas e flores, quantificou-se a
xantona inédita, 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona. O composto
estava presente quatro vezes mais no extrato das raizes comparado ao
extrato do caule com folhas, ndo sendo observado no extrato das flores.
Diferentes partes da planta também foram analisadas quanto ao perfil de
volateis com a analise de SPME-CG-MS, sendo encontrado salicilato de
metila nas raizes, além deste composto junto ao 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona nas flores. Nenhum composto foi identificado nas folhas.
A filtracdo do extrato bruto em silica rendeu as fragBes hexano, acetato
de etila e etanol, avaliadas quanto as atividades bioldgicas. As amostras
apresentaram fraca atividade antioxidante. A fracdo etanol e acetato de
etila possuiram maiores valores de teor de fendlicos e flavonoides, e
assim, atividade antioxidante mais pronunciada. No teste de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase, a fracdo acetato de etila apresentou inibicéo
acima de 50%. O extrato bruto e a fracdo etanol foram avaliadas quanto a
atividade antimicrobiana. Nao se encontrou atividade com as espécies de
bactérias testadas e a fracdo hexano apresentou inibicdo de crescimento
para o fungo Paracoccidioides brasiliensis. O ensaio de toxicidade frente
a A. salina ndo apresentou atividade para o extrato e fragdes,
demonstrando o provével perfil ndo toxico da planta. Avaliou-se a fracéo
etanol quanto o potencial antidepressivo. Resultados mostraram que a
fracdo reduziu o tempo de imobilidade no teste do nado forgado sem
alterar a atividade locomotora no teste do campo aberto nas menores
doses testadas, promovendo uma atividade antidepressiva nos roedores.

Palavras-chave: Polygala, xantonas, atividade biolégica






ABSTRACT

The genus Polygala is the largest of the Polygalaceae, been widely
distributed in the world. Previous chemical research of Polygala’s species
demonstrated the presence of xanthones, triterpenoid saponins,
oligosaccharides esters and coumarins, besides to be related the anti-
inflammatory, antipsychotic, anti-stress, antidepressant, antinociceptive
activities. The aim of this work was to analyze the biological effects and
the metabolites of the extract and fraction from P. linoides. The
chromatographic study of crude extract led to the isolation of a-
spinasterol, 13b-hidroxy-(13b-S)-pheophorbide a, and four xanthones,
1,5-dihydroxy-2,3-methylenedioxyxanthone, 1,5-dihydroxy-2,3-
dimethoxyxanthone, 1,5-dihydroxy-3-methoxyxanthone, 6-
desoxyjacareubin, where the first is a novel compound, The extracts of
parts of the plant, like roots, tale with leaves and flowers, were quantified
the novel compound 1,5-dihydroxy-2,3-methylenedioxyxanthone.
Xanthone was concentrated four-fold higher in the roots extract compared
to tale with leaves, being not found in the flowers extract. Different parts
of the plant are analyzed about the volatile profile with the SPME-CG-
MS. Methyl salicylate was detected in roots, and the same compound with
6,10,14-trimethyl-2-pentadecanone in the flowers. No compound was
identified in the leaves. Crude extract was filtered in silica gel to afford
different fractions to analyze with biological assays. Sample tested
showed low values in the antioxidant assay. Ethanol and ethyl acetate
fractions revealed the highest levels in the flavonoids and phenolics assay,
and consequently the higher antioxidant activities. Ethyl acetate fraction
was the single fraction showed high inhibition with the
acetylcholinesterase assay. Crude extract and ethanol fraction were
evaluated about the antimicrobial activity, where no significant activity
was observed for the bacteries tested, but hexane fraction showed
inhibitory grown against the fungus Paracoccidioides brasiliensis. No
activity is found in the toxicity assay using A. salina when crude extract
or fractions are tested, demonstrating the probable nontoxic profile of the
specie. Ethanol fraction was evaluated about the antidepressant activity.
Results showed decrease in the immobility time in the forced swin test
without changing the locomotor activity in the open-field test with the
minor tested doses, promoting an antidepressant activity in rodents.

Keywords: Polygala, xanthones, biologic assay
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1. INTRODUCAO

Desde o inicio da historia do homem, a sociedade buscava na fauna
e flora remédios para diversas finalidades conhecidas. Os egipcios tinham
conhecimento dos opioides e 0s usavam como anestésicos, 0s chineses
usavam o 6leo obtido de sementes de algoddo como um contraceptivo
masculino e antigas sociedades peruanas mastigavam folhas de coca
como estimulantes e também para reduzir a fome. Sendo assim, o estudo
dos produtos naturais obtidos de plantas teve papel fundamental na
guimica e medicina, além de grande importancia no desenvolvimento da
humanidade.

Os produtos naturais presentes em plantas sdo produzidos a partir
do metabolismo primario dos vegetais. Os compostos pertencentes a este
metabolismo sdo indispensaveis para sua sobrevivéncia e
desenvolvimento, e sendo assim, estdo presentes em qualquer espécie
conhecida, como é o caso de aminoacidos, lipideos e aglcares. Porém,
alguns compostos sdo encontrados apenas em algumas plantas,
pertencendo ao metabolismo secundario destas espécies. Estes compostos
possuem grande importancia, pois cumprem funcBes altamente
especificas, como atrair insetos para a transferéncia de pélen, agir como
pesticidas naturais de defesa contra herbivoros, proteger contra a luz
ultravioleta em casos de longa exposicdo ao sol, entre outras funcdes,
agindo assim como meio de protecao e sobrevivéncia para a continuidade
da espécie. Compostos que fazem parte do metabolismo secundario de
plantas geralmente possuem potencial atividade biolégica para seres
humanos e alguns sdo usados amplamente como medicamentos até os dias
de hoje. Desse modo, tendo conhecimento quimico do grande ndmero de
plantas que até hoje ndo foram estudadas e da potencial atividade
biologica existente em produtos naturais, diversos compostos ainda
desconhecidos podem ter a sua inser¢do no mercado atual de farmacos e
na inddstria quimica.

Como exemplos da diversidade de metabolitos secundarios
encontrados em plantas que séo usadas nos dias de hoje, podemos citar a
quinina, usada como antimaléarico, extraida das cascas de espécies de
Cinchona; a salicina, isolada da planta Salix alba, que deu origem a um
dos remédios mais vendidos no mundo, a aspirina®, e o paclitaxel, com
nome comercial de Taxol®, fA&rmaco usado para tratamento de cancer de
pulméo, mamas e ovarios, que foi extraido primeiramente das cascas da
espécie Taxus brevifolia.

O género Polygala possui mais de 725 espécies espalhadas pelo
mundo, onde o acentuado cheiro de salicilato de metila encontrado em
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suas raizes atraiu inicialmente a atencéo de diversos pesquisadores. Além
disso, o uso medicinal de P. senega e P. tenuifolia fez com que suas
espécies fossem ainda mais estudadas, levando a descoberta de diversos
metabolitos secundarios com aplicacbes diferentes. Assim, até hoje o
género é objeto de fascinio, onde novos achados séo frequentemente
relatados.

Dessa forma, a presente dissertacdo engloba o estudo bioldgico e
fitoquimico de Polygala linoides, que ndo possui relatos na literatura até
0 momento. Esta planta pertence ao género Polygala, de cujas espécies
estudadas, foi observada a presenca de metabdlitos secundarios, como
xantonas, cumarinas e estirilpironas.

28
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. FAMILIA POLYGALACEAE

A familia Polygalaceae Hoffman & Link (1809) é representada por
19 géneros e aproximadamente 1.300 espécies distribuidas por todo o
mundo, estando ausentes apenas na nova Zelandia e nas zonas Articas e
antarticas. No Brasil, a familia é representada por 240 espécies
pertencentes a 6 géneros, sendo o maior deles o género Polygala, com
cerca de 110 espécies e 30 variedades (PAIVA 1998, MARQUES &
PEIXOTO 2007).

O uso terapéutico comprovado do salicilato de metila e de algumas
saponinas encontrados em varias espécies da familia (HARBONE &
BAXTER, 1995) tem despertado o interesse de pesquisadores,
justificando a importancia de estudos aprofundados sobre a familia.

2.2. GENERO Polygala

Dentre as 110 espécies conhecidas para o género Polygala, 19
estdo catalogadas na Flora llustrada Catarinense, sendo que a maioria
delas sdo pequenas ervas, bastante ramificadas, com ramos finos e flores
pequenas, as quais variam do branco ao lildas (WURDACK & SMITH,
1971).

O género Polygala tem origem na palavra grega que significa
“muito leite”, o qual se acreditava que as plantas aumentavam a produgéo
de leite em gados (COOMBES, 2012). Esta possivel relagdo despertou o
interesse na planta, porém, nenhum estudo confirmou esta propriedade
nas espécies. Apesar disso, 0 género apresenta inimeros trabalhos quanto
ao potencial bioldgico presente nas espécies.

Polygala senega L. foi a primeira a ser investigada quanto a suas
atividades bioldgicas. Ela é uma planta nativa do Canada e leste dos
Estados Unidos, sendo cultivada em grande escala na Europa. A espécie
¢ comprovadamente eficaz contra bronquite crénica e faringite
(Resolucéo n° 89, de 16 de marco de 2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), além de ser utilizada também pela medicina popular
como expectorante, para o tratamento de reumatismo, asma e coqueluche
(GRONDONA, 1948; MARQUES 1988, 2003). Além do potencial
presente na medicina popular, algumas espécies também tém outros fins,
como as espécies africanas Polygala myrtifolia L., Polygala virgata
Thunb. e Polygala fruticosa Berg., que sdo cultivadas para uso
ornamental e a espécie Polygala butyracea Heckel, a qual é cultivada no
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continente africano para fins alimenticios, onde suas sementes s&o
consumidas (PAIVA, 1998).

2.2.1. Metabdlitos secundarios encontrados para o género Polygala

As espécies do género Polygala, sdo comumente caracterizadas
pelo acumulo de salicilato de metila em suas raizes, sendo este, o principal
composto responsavel pelas caracteristicas organolépticas na planta, tal
como observado em diversos estudos com as espécies do género
(PIZZOLATTI et al., 2009, HAYASHI & KAMEOKA, 1995, ROCHA
etal., 2012).

Estudos fitoquimicos tém descrito diversas classes de metabolitos
secundarios nas espécies de Polygala, como as saponinas triterpénicas,
oligossacarideos esterificados, esterois, flavonoides, cumarinas, xantonas
e raramente estirilpironas, diidroestirilpironas, benzofenonas e
isoflavonas. Os diversos compostos encontrados nas espécies mais
estudadas do género podem ser encontrados no quadro 1.

Como as xantonas foram os principais fitoconstituintes isolados de
P. linoides, as estruturas desta classe relatadas em espécies do género se
encontram nos quadros 2, 3 e 4, onde elas foram divididas em xantonas
oxigenadas (X) e xantonas glicosiladas, sendo O-glicosiladas (XO) ou C-
glicosiladas (XC).

30
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Quadro 1. Metabdlitos encontrados em espécies de Polygala

Espécie Compostos encontrados Classe Referéncia
Saponica
P. aureocauda Reiniosideo C triterpénica Ll etal., 2008a

Oligossacarideo

KOBAYASHI et al.,

P. arillata Arillatoses A-F esterificado 2000
Glomeratosideo E
Sibiricosideos A1, As e Ag
Saponina
Arillatanosideos A-C triterpénica TENG et al., 2002
polygalasaponina XXXV
1-hidroxi-2,3-dimetoxixantona (X1) Xantona GHOSAL et al., 1977
1,2,3-trimetoxixantona (X2)
1-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona (X49)
1-metoxi-2,3-metilenodioxixantona (X50)
3-hidroxi-1,2-dimetoxixantona (X3) XIONG etal., 2011
P. caudata Quercetina Flavonoide Lletal., 1998
Diidroquercetina
1,7-dihidroxixantona (X4) Xantona

1,3,7-trihidroxixantona (X5)
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1,3-dihidroxi-2-metoxixantona (X6)
7-O-[p-D-apiofuranosil-(1—6)-4-D-
glucopiranosil]-1-hidroxixantona (XO1)

7-O-[p-D-glucopiranosil]-1-hidroxixantona

(X02)

4-C-[p-D-glucopiranosil]-1,3,7-
trihidroxixantona (XC1)
2-C-[p-D-glucopiranosil]-1,3,7-
trihidroxixantona (XC2)

Estigmasterol

Estigmasterol 3-O-D-glucosideo

Acido p-hidroxibenzéico
7-hidroxi-1-metoxixantona (X7)
1,2,8-trihidroxixantona (8)
2-C-[p-2’-benzoil-glucopiranosil]-1,3,6,7-
tetrahidroxixantona (XC3)
7-O-[a-L-raminopiranosil-(1—2)-4-D-
glucopiranosil]-1-hidroxixantona (XO3)
2-hidroxi-1,6,7-trimetoxixantona (X9)
1,4-dimetoxi-2,3-metilenodioxixantona
(X51)

7-hidroxi-1,2-dimetoxixantona (X10)
2,7-dihidroxi-1-metoxixantona (X11)

Xantona
glicosilada

Esteroide Ll etal., 1999

Acido benzdico
Xantona

Xantona
glicosicada

Xantona LIN et al. 2005
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1-metoxi-2,3-metilenodioxixantona (X50)
3-hidroxi-1,2-dimetoxixantona (X3)
2-hidroxi-1,7-dimetoxixantona (X12)

CHEN et al., 2005

P. chinensis

Suchilactona
Chisulactona
Helioxantina

Chinensina

Chinensinaftol
Chinensinaftol metil eter

Arctigenina-4'-glucosideo
Arctigenina-4'-gentiobiosideo
Afzelina

Miricitrina

Rutina
Eupalitina-3-O-4-D-galactosideo

Ombuina-3-4-rutinosideo

Lignana

Lignana glicosilada

Flavonoide
glicosilado

GHOSAL etal., 1973

GHOSAL et al.,
1974a
GHOSAL etal.,
1974b

GHOSAL etal.,
1974c

RAO etal., 2003
RAO & RAMAN,
2004



P. cyparissias

o-espinasterol
1,3-dihidroxi-7-metoxixantona (X13)
1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (X14)
1,3,7-trihidroxi-2-metoxixantona (X15)
1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona (X16)
1,3,6,8-tetrahidroxi-2,7-dimetoxixantona
(X17)
1,7-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona
(X52)

PINHEIRO et al.,
Esteroide 1998

Xantona

P. fallax

Reiniosideo D

Senegosideo G

Tenuifoliosideo C e P

Fallaxosideo A-E
1,3-dihidroxi-2-metoxixantona (X6)

1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona (X16)
1,7-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona
(X52)

Polygalolideo A-B

Oligossacarideo
esterificado ZHANG etal., 1997

Xantona MA et al., 2003

Composto fendlico

<
™

P. hongkongensis

8-hidroxi-6-methoxi-3-(4’-hidroxifenil)-
isocromanona

Diidroisocumarina WU et al., 2007
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Quercetina Flavonoide

Canferol

Isoharmetina

Isoquercetina

Rutina

Canferol-3-O-}-D-glucopiranosideo

Canferol-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-R3-

D-glucopiranosideo

6-O-[a-L-rhamnopiranosil-(1—2)-4-D-

glucopiranosil]-1,7-dihidroxi-3- Xantona

metoxixantona (XO4) glicosilada WU et al., 2008

8-0-p-D-glucopiranosil-1-hidroxi-3,7-

dimetoxixantona (XO5)

2-C-p-D-glucopiranosil-1,3,6,7-

tetrahidroxixantona (XC4)

2-C-$-D-glucopiranosil-1,3,6-trihidroxi-7-

metoxixantona (XC5)

Polygalaxantona 111 (XC6)

Polygalaxantona V (XO6)

Canferol 3-O-[6"-O-(3-hidroxi-3- Flavonoide JUNG:; DO; SONG;
P. japonica metilglutaroil)-glucosideo] glicosilado 1993

Saponina

Polygalasaponina I-X

triterpénica

ZHANG et al., 1995a
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Bayogenina-3-O-B-D-glucopiranosideo
Lobatosideo B
Polygalasaponina XI-XIX

Polygalasaponina XX-XXVII
Hederagenina 3-O-4-D-glucopiranosil
(1—2)-4-D-glucopiranosideo
Polygalasaponina XXVIII-XXXII

Tenuifolisideo C

3-0O-p-D-glucopiranosil 4cido medicagenico
28-0O-{f-D-xilopiranosil(1—4)-[5-D-
apiofuranosil (1—3)]-a-L-
ramnopiranosil(1—2)-4-D-glucopiranosil}
ester

3-O-f-D-glucopiranosil acido 2-oxo-olean-
12-en-23,28-dioico 28-0O-{p-D-
xilopyranosil(1—4)-[#-D-
apiofuranosil(1—3)]-o-L-
ramnopiranosil(1—2)-4-D-glucopiranosil}
ester

3-0O-p-D-glucopiranoside bayogenina 28-0O-
S-D-xilopiranosil(1—4)-a-L-
ramnopiranosil(1—2)-4-D-glucopiranosil
ester

ZHANG et al., 1995b
ZHANG et al., 1996a

ZHANG et al., 1996b

WANG et al., 2006
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Tenuifolina

Polygalasaponina E-H

Polygalasaponina J

Hederagenina Triterpeno

Presenegenina
3-0-(6’-0O-palmitoil-p-D-glucopiranosil)-  Esteroide
spinasta-7,22-(23)-dieno glicosilado
3-O-f-D-glucopiranosil-(24-R)-stigmast-
7,22(E)-dien-3a-ol
3,6-dihidroxi-1,2,7-trimetoxixantona (X18) Xantona
3,7-dihidroxi-1,2-dimetoxixantona (X19)
1,2,7-trihidroxi-3-metoxixantona (X20)
7-hidroxi-1-metoxi-2,3-

metilenodioxixantona (X53)
7-hidroxi-1,3-dimetoxixantona (X21)
1,3,7-trihidroxixantona (X5)
1,3-dihidroxi-2,5,6,7-tetrametoxixantona

(X22)

3-hidroxi-1,2,5,6,7-pentametoxixantona

(X23)

3,8-dihidroxi-1,2,6-trimetoxixantona (X24)
1,7-dihidroxi-2,3,4-trimetoxixantona (X25)

Ll et al., 2006b

FU et al., 2006

XUE et al., 2009a
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1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxixantona (X26)
1,6,8-trihidroxi-2,3-metilenodioxi-5-
geranilxantona (X56)

Canferol-7,4'-dimetil éter
Parietina

Ramnetina

3,5,7-trihidroxi-4'-metoxiflavona-3-O-p-D-

galactopiranosideo
3,5,3"-trihidroxi-7,4'-dimetoxiflavona-3-O-
S-D-galactopiranosideo
3,5,3'4'-tetrahidroxi-7-metoxiflavona-3-O-
S-D-galactopiranosideo
3,5,3'4'-tetrahidroxi-7-metoxiflavona-3-O-
S-D-glucopiranosideo

Polygalina A-C
1-0O-p-D-glucopiranosil-(2S,3S,4R,11E)-2-
[(2'R)-2'-hidroxipalmitoilamino]-11-
octadeceno-1,3,4-triol

Polygalajaponicosideo

Polygalasaponina XLVII-L
Canferol

LI et al., 2006a

Flavonoide

Flavonoide
glicosilado

Cerebrosideo ZHANG et al., 2006

Oligossacarideo

esterificado FU et al., 2008
Saponina

triterpénica

Flavonoide KIM et al., 2009
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Crisoeriol

Canferol 3-gentiobiosideo
Isoramnetina

Crisofanol

Emodina

Aloe-emodina

Emodina 8-O-B-D-glucopiranosideo
Trihidroxiantraquinona

Antraquinona

P. macradenia 7-hidroxi-1,2,3,4-tetrametoxixantona (X27) Xantona DREYER, 1969
1,2,3,4,6,7-hexametoxixantona (X28)
1-metoxi-2,3,6,7-dimetilenodioxixantona
(X57)
1,2,3-trimetoxi-6,7-metilenodioxixantona
(X58)
HOFFMANN;
WIEDHOPF;COLE;
4’-demetildeoxipodofillotoxina Lignana 1977
3',4'-dihidroxi-6",6",6"',6"'-
tetrametilbis(pirano
P. molluginifolia [2"7,3":5,6::2"",3""7 8]isoflavona Isoflavona VENZKE et al., 2013

3’ 4’-dimetoxi-5-hidroxi-6",6"-
dimetilpirano[2",3":7,6]isoflavona



3'-metoxi-5,4'-dihidroxi-6",6"-
dimetilpirano[2",3":7,6]isoflavona
5,3",4'-trihidroxi-6",6"-
dimetilpirano[2"”,3":7,6]isoflavona

Flavonoide
Rutina glicosilado
Sacarose Dissacarideo
HAMBURGER,;
GUPTA;
HOSTETTMANN;
P. paniculata Aurapteno Cumarina 1985
Febalosina
Murrangatina
7-metoxi-8-(1,4-dihidroxi-3-metil-2-
butenil)cumarina
CRISTIANO et al.,
o-espinasterol Esteroide 2003
Rutina Flavonoide
1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (X29) Xantona

1-hidroxi-5-metoxi-2,3-
metilenodioxixantona (X54)
1-hidroxi-2,3,5-trimetoxixantona (X30)

40
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4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-

PIZZOLATTI;
LUCIANO;

P. sabulosa diidroestiril)-2-pirona Diidroestirilpirona  MONACHE; 2000
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-
metoxidiidroestiril)-2-pirona
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-10,14-
dimetoxidiidroestiril)-2-pirona
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-14-
metoxi-estiril)-2-pirona Estirilpirona
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxiestiril)-2-
pirona
4-metoxi-6-(11,12-dimetoxiestiril)-2-pirona
6-metoxi-7-preniloxicumarina Cumarina
Protohipericina Bisantrona
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-10,14- PIZZOLATTI et al.,
dimetoxiestiril)-2-pirona Estirilpirona 2004
Escopoletina Cumarina CAPRA etal., 2010

MARTINS et al.,
Quercetina Flavonoide 2009
a-espinasterol Esteroide BORGES et al., 2014
Saponinas YOSHIKAWA et al.,
P. senega Senegasaponina a-c triterpénicas 1996

Senegina I-IV

SHOJI;KAWANISHI;
TSUKITANTI; 1971



Senegosideo A-E

Senegosideo F-1
Senegosideo J-O

Oligossacarideos
esterificados

SAITOH;MIYASE;
UENO,1993a
SAITOH;MIYASE;
UENO,1993b

SAITOH et al., 1994
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P. sibirica

Sibiricosideo Ai1-As
4'-O-[R-L-ramnopiranosil-(1—2)-8-D-
glucopiranosil] acetofenona
2-C-[R-D-apiofuranosil-(1—6)-3-D-
glucopiranosil]-1,3,7-trihidroxixantona
(XC7)
2-C-[R-D-apiofuranosil-(1—2)-B-D-
glucopiranosil]-1,3,7-trihidroxixantona
(XC8)
4-C-[R-D-apiofuranosil-(1—6)-3-D-
glucopiranosil]-1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona (XC9)
6-O-p-D-glucopiranosil-1,2,3,7-
tetrametoxixantona (XQO7)
2-C-p-D-glucopiranosil-1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona (XC5)

Oligossacarideo
esterificado
Acetofenona
glicosilada

Xantona
glicosilada

MIYASE;NOGUCH]I,
CHEN; 1999

ZHOU et al. 2008
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2-C-(B-D-apiofuranosil-(1—6)-B-D-
glucopiranosil)-1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona (XC6)
2-C-p-D-glucopiranosil-1,3,6,7-
tetrahidroxixantona (XC4)
4-C-$-D-glucopiranosil-1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona (XC10)
6-O-a-L-ramnopiranosil-1,3-dihidroxi-2,7-
dimetoxixantona (XO8)
6-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—3)-a-L-
ramnopiranosil]-1,3-dihidroxi-2,7-
dimetoxixantona (XQO9)
7-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-4-D-
glucopiranosil]-1-hidroxi-2,3-
metilenodioxixantona (XO16)
6-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—3)-2-O-acetil-
o-L-ramnopiranosil]-1,3-dihidroxi-2,7-
dimetoxixantona (XO10)
3-0O-p-D-glucopiranosil-6-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—3)-2-O-acetil-a-L-
ramnopiranosil]-1-hidroxi-2,7-
dimetoxixantona (X0O12)

Saponina
Sibiricasaponinas A-E triterpénica

SONG et al. 2013a



44

Flavonoide
Polygalina H glicosilado

Polygalina |

Polygalina D-G

Polygalina A

Polygalina C
Ermanina-2-O-$-D-glicopiranosideo
Ombuina-3-0-p-D-glicopiranosideo
Ombuina-3-0-p-D-galactopiranosideo
Ramnocitrina-3-O-4-D-glicopiranosideo
Ramnocitrina-3-O-4-D-galactopiranosideo
Canferol Flavonoide
Ramnocitrina

Ermanina

Ombuina

Oligossacarideo

Polygalatenosideo A esterificado

Polygalatenosideo C
3'-0-3,4,5-trimetoxicinamoil-6-O-4-
metoxibenzoil sacarose
Tenuifolisideo C

HUANG et al. 2015

SONG et al. 2013b

ZHOU et al. 2014
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Sibiricosideo A7

Derivado acido

P. tenuifolia

Acido 3,4,5-trimetoxicinamico cindmico
6-hidroxi-1,2,3,7-tetrametoxixantona (X31) Xantona
1,3,7-trihidroxi-2-metoxixantona (X15)
1,2,3,6,7-pentametoxixantona (X32)
1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona (X16)
4-C-B-D-glucopiranosil-1,3,7- Xantona
trihidroxixantona (Lancerina) (XC1) glicosilada
Presegenina Triterpeno
Tenuifolina
5,3'-dihidroxi-7,4'-dimetoxiflavonol-3-O-4-  Flavonoide
D-glucopiranosideo glicosilado
Ramnetina-3-0-4-D-glucopiranosideo
2,4,6,4'-tetrahidroxi-3'-metoxibenzofenona- Benzofenona
6-O-4-D-glucopiranosideo glicosilada
2,6-dimetoxi-benzofenone-4-O-4-D-
apiofuranosyl-(1—2)-p-D-glucopiranosideo ZHOU et al. 2016
(6R,7E,9R)-9,13-dihidroxi-4,7-
megastigmadien-3-ona-9-0-[$-D-
apiofuranosil(1—6)-8-D-glucopiranosideo

Saponina

Polygalasaponina I-X

triterpénica ZHANG et al., 1995
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Polygalasaponina XXXI11-XLI

Onjisaponinas A-G
Onjisaponina H
Onjisaponinas V-Z
Onjisaponina Vg

3,6”-disinapoilsacarose (DISS)
Tenuifoliosideo A-F

Tenuifoliosideo G-P
Polygalatenosideo A-E

Acido 3,4,5-trimetoxicinamico (TMCA)
1,2,3,7-tetrametoxixantona (X33)
1,2,3,6,7-pentametoxixantona (X32)
6-hidroxi-1,2,3,7-tetrametoxixantona (X31)
Isoharmetina-3-O-R-D-glucopiranosideo

Isoharmetina-3-0--D-galactopiranosideo
Quercetina-3-0-}-D-glucopiranosil (1—2)-
R-D-galactopiranosideo

Oligossacarideo
esterificado

Derivado acido
cinamico
Xantona

Flavonoide

ZHANG et al. 1996
SAKUMA, SHOJI,
1981

LI, JIANG, TU, 2006
LI et al., 2008b

LING etal., 2013
MIYASE, IWATA,
UENO, 1991
MIYASE, IWATA,
UENO, 1992

CHENG et al., 2006

ITO etal.,, 1977

SHI et al., 2013



47

Linarina

1,7-dihidroxixantona (X4) Xantona
1,7-dihidroxi-4-metoxixantona (X34)
1,7-dimetoxixantona (X35)
1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (X36)
3-hidroxi-2,8-dimetoxixantona (X37)
2,3,8-trimetoxixantona (X38)
1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (X14)
7-hidroxi-1,2,3-trimetoxixantona (X39)
3-hidroxi-1,2,7-trimetoxixantona (X40)
1,3,6,7-tetrametoxixantona (X41)
1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona (X16)
6,8-dihidroxi-1,2,3-trimetoxixantona (X42)

6,8-dihidroxi-1,2,4-trimetoxixantona (X43)
1,7-dimetoxi-2,3-metilenodioxixantona
(X55)

1,6-dihidroxi-3,7-dimetoxixantona (X44)
1-hidroxi-3,6,7-trimetoxixantona (X45)
1,7-dihidroxi-3,5,6-trimetoxixantona (X46)
1,6-dihidroxi-3,5,7-trimetoxixantona (X47)

IKEYA etal., 1991a

FUJITA etal., 1992

IKEYA etal., 1991b
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6-hidroxi-1,2,4-trimetoxixantona (X48)
2-C-[R-D-apiofuranosil-(1—6)-3-D-
glucopiranosil]-1,3,7-trihidroxixantona
(XC7)

4-C-R-D-glucopiranosil-1,3,7-
trihidroxixantona (XC1)
2-C-[R-D-apiofuranosil-(1—6)-3-D-
glucopiranosil]-1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona (XC6)
2-C-[R-D-arabinopiranosil-(1—6)-3-D-
glucopiranosil]-1,3,7-trihidroxi-6-
metoxixantona (XC11)
3-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-R-D-
glucopiranosil]-1,7-dihidroxixantona
(X012)
6-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-R-D-
glucopiranosil]-1,2,3,7-tetrametoxixantona
(X013)
2-C-[R-D-apiofuranosil-(1—2)-R-D-
glucopiranosil]-1,3,7-trihidroxixantona
(XC8)
2-C-R-D-glucopiranosil-1,3,6-trihidroxi-7-
metoxixantona (XC5)

Xantona
glicosilada

LING etal., 2013

JIANG et al., 2005a
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6-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-R-D-
glucopiranosil]-1-hidroxi-3,7-
dimetoxixantona (X0O14)
6-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-R-D-
glucopiranosil]-1,3-dihidroxi-7-
metoxixantona (XO6)
3-O-[a-D-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-
glucopiranosil]-1,6-dihidroxi-2,7-
dimetoxixantona (XO15)

Tenuifenona A-D

Benzofenona
glicosilada

JIANG et al., 2002

JIANG, TU, 2005b







Quadro 2. Xantonas oxigenadas encontradas no género Polygala
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Xantonas Oxigenadas (X)

Rg O R,
R¢ ‘ o ‘ R,

X R R: R3 R4 Rs Re R Rs
1 OH OMe OMe H H H H H
2 OMe OMe OMe H H H H H
3 OMe OMe OH H H H H H
4 OH H H H H H OH H
5 OH H OH H H H OH H
6 OH OMe OH H H H H H
7 OMe H H H H H OH H
8 OH OH H H H H OH H
9 OMe OH H H H OMe OMe H
10 OMe OMe H H H H OH H
11 OMe OH H H H H OH H
12 OMe OH H H H H OMe H
13 OH H OH H H H OMe H
14 OH OMe OMe H H H OH H
15 OH OMe OH H H H OH H
16 OH OMe OH H H OH OMe H
17 OH OMe OH H H OH OMe OH
18 OMe OMe OH H H OH OMe H
19 OMe OMe OH H H H OH H
20 OH OH OMe H H H OH H
21 OMe H OMe H H H OH H
22 OH OMe OH H OMe OMe OMe H
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X Ry R, R3 R4 Rs R¢ R~ Rs
23 OMe OMe OH H OMe OMe OMe H
24 OMe OMe OH H H OMe H OH
25 OH OMe OMe OMe H H OH H
26 OH H OMe OMe H H OH H
27 OMe OMe OMe OMe H H OH H
28 OMe OMe OMe OMe H OMe OMe H
29 OH OMe OMe H OH H H H
30 OH OMe OMe H OMe H H H
31 OMe OMe OMe H H OH OMe H
32 OMe OMe OMe H H OMe OMe H
33 OH OH OH H H H OH H
34 OH H H OMe H H OH H
35  OMe H H H H H OMe H
36 OH H OMe H H H OMe H
37 H OMe OH H H H H OMe
38 H OMe OMe H H H H OMe
39 OMe OMe OMe H H H OH H
40 OMe OMe OH H H H OMe H
41 OMe H OMe H H OMe OMe H
42 OMe OMe OMe H H OH H OH
43 OMe OMe H OMe H OH H OH
44 OH H OMe H H OH OMe H
45 OH H OMe H H OMe OMe H
46 OH H OMe H OMe OMe OH H
47 OH H OMe H OMe OH OMe H
48 OMe OMe H OMe H OH H H




Rs R4
R; R R; Ry Rs Rg R, Rs
OH - - H H H H H
OMe - - H H H H H
OMe - - OMe H H H H
H H OH H
H H OMe H
OMe H H H
H H OMe H

[o] 0]
SO80w,
H (X57) H
H (0} OMe
(o) OMe
LI,

H (X58) H




Quadro 3. Xantonas O-glicosiladas encontradas no género Polygala

Xantonas Glicosiladas

Xantonas O-glicosideos (XO)

HO—s
. @ @ b @ p
R¢ OH OH HO OH
Glc
X0 R R: R3 Rs R~y Rs
1 OH H H H Api(1-6)GlcO H
2 OH H H H Glc H
3 OH H H H Ram(1-2)GlcO H
4 OH H OMe Ram(1-2)GlcO OH H
5 OH H OMe H OMe Gli
6 OH H OH Ram(1-2)GlcO OMe H
7 OMe OMe OMe GlcO OMe H
8 OH OMe OH RamO OMe H
9 OH OMe OH Ram(1-3)RamO OMe H
Ram(1-3)-2-
10 OH OMe OH acetil-RamO OMe H
Ram(1-3)-2-
11 OH OMe GliO acetil-RamO OMe H
Ram(1-
12 OH H 2)GlcO H OH H
13 OMe OMe OMe Ram(1-2)GlcO OMe H
14 OH H OMe Ram(1-2)GlcO OMe H
Ram(1-
15 OH OMe 2)GlcO OMe H

&z Ceos

Hs

OH OH

(X016)



Quadro 4. Xantonas C-glicosiladas encontradas no género Polygala

Xantonas Glicosiladas

Xantonas C-glicosideos (XC)

H O OH HO—s¢
H Ry Glc Ara Api
XC R, Ry Re R,
1 H Glc H OH
2 Glc H H OH
3 2-benzoil-Glc H OH OH
4 Glc H OH OH
5 Glc H OH OMe
6 Api(1-2)Glc H OH OMe
7 Api(1-6)Glc H H OH
8 Api(1-2)Glc H H OH
9 Api(1-6)Glc H OH OMe
10 H Glc OH OMe
11 Ara(1-6)Glc H OMe OH
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2.2.2. Atividades bioldgicas encontradas para o género Polygala

Entre as espécies estudadas do género, Polygala tenuifolia W. se
destaca quanto ao nimero de atividades bioldgicas relatadas, fato este
explicado por ela ser conhecida ha muito tempo na Medicina Tradicional
Chinesa, sendo chamada de Yuan Zhi ou Onji na cultura local. Suas raizes
sdo utilizadas como agente expectorante, tonico e sedativo (FUJITA et
al., 1992). As partes aéreas da planta tém funcéo anti-inflamatoria (SHI
et al., 2013). A tenuigenina, extrato com alta concentracdo de saponinas
obtido da planta, é utilizada na China para o tratamento da doenca de
Alzheimer (JIA et al., 2004).

Outras espécies do género também foram estudadas do ponto de
vista bioldgico. Dentre as atividades destacaram-se as atividades anti-
inflamatdria, antioxidante e hipoglicemiante, propriedades neuritogénica
e neuroprotetora, efeitos mnemodnicos, atividades antipsicotica,
anticonvulsionante, antidepressiva e antiestresse. As diversas atividades
encontradas em extratos e fracdes de espécies de Polygala provavelmente
estdo relacionadas a presenca dos diversos compostos isolados, como
cumarinas, flavonoides, xantonas, diidroestirilpironas e estirilpironas, ja
gue ha estudos que relacionam alguns desses compostos com estas
atividades. Estudos sobre atividades biolégicas relatadas para plantas do
género e relagcbes com compostos isolados podem ser observados na
Quadro 5.
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Quadro 5. Atividades bioldgicas encontradas nas espécies de Polygala

Espécie Extrato/Composto Atividade Referéncia
P.
auerocauda  Reinosideo C Hipolipemiante Ll etal., 2008a
Estimulante de crescimento
P. caudata 1,7-dihidroxixantona neuronal NAIDU et al., 2007
Neuritogénica HA et al., 2006
Neuritogénica MAK et al., 2001
Antitumoral MAK et al., 1999
2,7-dihidroxi-1-metoxixantona Antioxidante LIN et al., 2005
1,3,7-trihidroxixantona
2,7-dihidroxi-1-metoxixantona Vasodilatadora

1-metoxi-2,3-metilenodioxixantona
7-hidroxi-1-metoxixantona
1,7-dihidroxixantona

P. cyparissias Extrato Antinoniceptivo DE CAMPOS et al., 1997
1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona
Extrato Anti-inflamatorio EL SAYAH et al., 1999

1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona
Fracdo acetona Antillcerogénico KLEIN etal., 2010



a-espinasterol

1,3-dihidroxi-7-metoxixantona

1,7-dihidroxi-2,3-

metilenodioxixantona

Fracdo Metanol Antihiperalgésica KLEIN-JUNIOR et al., 2012
a-espinasterol

1,3-dihidroxi-7-metoxixantona

1,7-dihidroxi-2,3-

metilenodioxixantona

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

dimetoxixantona

Fracdo Metanol e fracdo acetona Antillcerogénico KLEIN-JUNIOR et al., 2013
1,7-dihidroxi-2,3-

metilenodioxixantona

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

dimetoxixantona

Atenua a produc¢do do fator
de necrose tumoral-a
P. fallax Reinosideo C (TNF-a) ZHANG et al., 2008a
Atenua a regulacédo
crescente de lipoproteina de
baixa densidade oxidada BAl etal., 2009
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Inibidor da proliferagdo de
células vasculares
musculares lisas

HONG et al., 2014

P. japonica

3-0O-b-D-glucopiranoside
bayogenin 28-0-$-D-
xilopiranosil(1—4)-a-L-
ramnopiranosil(1—2)-4-D-
glucopiranosil ester
Polygalasaponina V
Bayogenina-3-O-4-D-
glucopiranosideo
Tenuifolina
1,6,8-trihidroxi-2,3-metilenodioxi-
5-geranil xantona

Polygalasaponina E, H

Extrato aquoso
3-0O-p-D-glucopiranosideo
bayogenina 28-O-4-D-
xilopiranosil(1—4)-a-L-
ramnopiranosil(1—2)-4-D-
glucopiranosil ester
Polygalasaponina V
Bayogenina-3-O-b-D-
glucopiranosideo

Anti-inflamatorio

Antitumoral
Antidepressivo
Anti-inflamatorio

Anti-inflamatério

WANG et al., 2006

Ll et al., 2006a
Ll etal., 2006b
JUNPING et al., 2006

WANG et al., 2008



Polygalasaponina G

Chrysophanol
Emodina

Aloe-emodina
Emodina 8-O-p-D-
glucopiranosideo
Canferol

Crisoeriol

Polygalasaponina F

Promove o crescimento
neuronal

Inibidor da producéo de
oxido nitrico

Melhora na transmissao
sinaptica
Anti-inflamatério

XU etal., 2009

KIM et al., 2009

SUN et al. 2012
WEN-FEN et al., 2015

P.
macradenia

Fracdo cloroférmio

4’-demetildeoxipodofillotoxina

Antitumoral

HOFFMANN;WIEDHOPF;
COLE,; 1977

P.
molluginifolia
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3",4'-dihidroxi-6",6",6",6"'-

tetrametilbis(pirano

[2",3":5,6::2",3"":7,8]isoflavona

5,3',4'-trihidroxi-6",6"-

dimetilpirano [2",3":7,6]isoflavona

Inibidor da enzima
acetilcolinesterase

Antioxidante
Inibidor da enzima
acetilcolinesterase

Antioxidante

VENZKE et al., 2013
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Rutina
3’-metoxi-5,4'-dihidroxi-6",6"-
dimetilpirano[2"”,3":7,6]isoflavona
Extrato

5,3".4'-trihidroxi-6",6"-
dimetilpirano [2",3":7,6]isoflavona
Rutina

Extrato

5,3".4'-trihidroxi-6",6"-
dimetilpirano [2”,3":7,6]isoflavona
3',4’-dihidroxi-6",6",6",6""'-
tetrametilbis(pirano

Alta permeabilidade através
de membrana artificial

Antioxidante
Alta permeabilidade através
de membrana artificial

Anti-inflamatério

Antinociceptivo

ARRUDA-SILVA et al., 2014

NUCCI-MARTINS et al., 2016

[2",3":5,6::2",3"".7,8]isoflavona Anti-hiperglicémico ALTENHOFEN et al., 2017

HAMBURGER;GUPTA,;
P. paniculata Febalosina Antifungica HOSTETTMANN;1985

MONTANHER;PIZZOLATTI,

Extrato Citotoxica BRIGHENTE; 2002

Extrato, fracdo diclorometano,

fragcdo hexano Tripanocida PIZZOLATTI et al., 2003

Extrato Neuroprotetora FARINA et al., 2005

Extrato Gastroprotetora LAPA et al., 2007



Extrato, rutina Antinociceptiva LAPA et al., 2009
Extrato, rutina Hipotensiva LAPA etal., 2011
Extrato, rutina Vasorelaxante
Extrato Antidepressiva BETTIO etal., 2011
Extrato hexénico, rutina Antifungica JOHANN et al., 2011
Febalosina Antifungica MISSAU et al., 2014
Extrato, fracdo hexano, fragdo MONTANHER;PIZZOLATTI,
P.sabulosa  diclorometano Citotdxica BRIGHENTE; 2002
Fracdo cloroférmio, fracdo hexano  Tripanocida PIZZOLATTI et al., 2003
Extrato, fracfes aquosa, butanol, Antinociceptiva MEOQOTTI et al., 2006
acetato de etila, diclorometano,
hexano
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Escopoletina, acetilescopoletina,
benzoilescopoletina
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
diidroestiril)-2-pirona
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
14-metoxidiidroestiril)-2-pirona
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
10,14-dimetoxidiidroestiril)-2-
pirona
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
14-metoxi-estiril)-2-pirona
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Fracdo hexano, fracdo acetato de Ansiolitica, hipnosedativa e
etila anticonvulsionante
4-metoxi-6-(11,12-

metilenodioxidiidroestiril)-2-pirona
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-

10,14-dimetoxidiidroestiril)-2-

pirona

4-metoxi-6-(11,12-

metilenodioxiestiril)-2-pirona
4-metoxi-6-(11,12-dimetoxiestiril)-

2-pirona
Quercetina Neuroprotetora
6-metoxi-7-preniloxicumarina Tripanocida

4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
14-metoxidiidroestiril)-2-pirona

Extrato, escopoletina, a-

espinasterol Antinociceptiva
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
diidroestiril)-2-pirona
4-metoxi-6-(11,12-metilenodioxi-
10,14-dimetoxidiidroestiril)-2-

pirona

Escopoletina Antidepressiva
Fracdo acetato de etila, aurapteno  Antiflingica

DUARTE et al., 2008

FRANCO et al., 2007
PIZZOLATTI et al., 2008

RIBAS et al., 2008

CAPRA et al., 2010
JOHANN etal., 2011



a-espinasterol
Extrato bruto, Fracdo
diclorometano

a-spinasterol
6-metoxi-7-preniloxicumarina

Anti-inflamatéria

Anti-inflamatéria

BORGES et al., 2014

NASCIMENTO et al. 2015

P. senega

64

Senegasaponina a-b

Senegenina Il

Extrato das raizes
Senegasaponina ¢, Senegenina -
v

Senegenina Il
Senegina Il e 11l
FracGes ricas em saponinas

Extrato
Saponinas triterpénica PS1, PS2 e
PS3

Extrato

Extrato das raizes

Hipoglicemiante
Inibidor de absorcéo de
etanol

Hipoglicemiante
Hipoglicemiante

Hipoglicemiante
Inibidor de absorcéo de
etanol

Hipoglicemiante
Adjuvante imunolégico
Antioxidante

Adjuvante imunolégico
Antiinflamatéria
Quimioprotetivo para
cancer de pulmao

YOSHIKAWA et al., 1995

KAKO etal., 1995
KAKO etal., 1996

YOSHIKAWA et al., 1996

KAKO et al., 1997
ESTRADA et al. 2000
AMAROWICZ et al., 2004

KATSELIS et al., 2007
VAN et al., 2009

PAUL et al., 2010
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Seneginal, Il e IV
Senegasaponina a-b

Extrato das raizes
Extrato das raizes

Antiangiogénico

Quimioprotetivo para
cancer de pulméo

ARAl etal., 2011

PAUL etal., 2011a
PAUL et al. 2011b

P. tenuifolia

Extrato
Extrato
Extrato
Onijisaponina A, E, Fe H
Fracdo rica em saponinas

Extrato das raizes
Fracdo rica em saponinas
Onijisaponina A, B,E,Fe G

Extrato, fracdo rica em saponinas

triterpénicas
Tenuifolideo B, 3,6"-
disinapoilsacarose

Tenuigenin
Acido trimetoxicinamico
Extrato

Larvicida
Anti-inflamatoria
Hepatoprotetora
Adjuvante imunoldgico
Antipsicotica

Atenuacéo de déficit de
memoria e aprendizagem

Neuroprotetora

Neuroprotetora

Diminuicéo de secregdo de
proteinas B-amildide
Antiestresse

Antipsicotica

RHEE et al., 1981

KIM et al., 1998

KOO et al., 2000
NAGAI, SUZUKI, 2001
CHUNG et al., 2002

PARK et al;, 2002
YABE et al., 2003

IKEYA etal., 2004

JIA et al., 2004
KAWASHIMA et al., 2004
SCHIN et al., 2004
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Extrato
Polygalatenosideo A, B
Extrato

Extrato

Extrato rico em saponinas
triterpénicas

Acido sinapinico
Onijisaponina V-Z
Onijisaponina Vg

Extrato das raizes
Tenuifolina

Extrato das raizes
Tenuigenina

Extrato das raizes

Extrato das raizes
3,6"-disinapoilsacarose

Efeito mnemdnico
Antidepressiva
Neuroprotetora
Antiisquémica
Atenuacéo de déficit de
meméria e aprendizagem

Neuroprotetora

Proliferacdo das células
tronco neurais

Melhora de aprendizado e
memoria

Melhora de memoéria em
humanos

Inibicdo de beta secretase
Atenuacéo de déficit de
memoéria e aprendizagem
Atenuacéo de déficit de
meméria e aprendizagem
em humanos com doenga
de Alzheimer

Antidepressivo

CHEN et al., 2004
CHENG et al., 2006
NAITO; TOHDA, 2006
PARK et al., 2006

SUN et al., 2007

Ll etal., 2008b

PARK et al., 2008
ZHANG et al., 2008b

LEE et al., 2009
LV et al., 2009

SHIN et al., 2009a

SHIN et al. 2009b
HU et al., 2009
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Polygalasaponina XXXII

3,6”-disinapoilsacarose

Fracdo rica em oligossacarideos
esterificados
3,6"-disinapoilsacarose,
Tenuifolisideo A

Extrato das raizes
Tenuigenina

Extrato de saponinas hidrolisadas

Tenuigenina
Tenuigenina

Tenuigenina

Tenuigenina
Tenuifolisideo A
Acido trimetoxicinamico

Extrato das raizes
Acido trimetoxicinamico

Atenuacdo de déficit de
meméria e aprendizagem

Antidepressivo

Antidepressiva

Neuroprotetora

Antioxidante

Atenuacéo de déficit de
memoria e aprendizagem
Proliferacdo das células
tronco neurais
Anti-inflamatério
Atenuacéo de déficit de
meméria e aprendizagem
Melhora de aprendizado e
memoria
Anti-inflamatoria
Hipnotico

Baixa toxicidade em ratos e

cdes
Antidepressivo

XUE et al., 2009b

HU et al., 2010

LIU etal., 2010

CHOl et al., 2011
LIANG et al., 2011

XU etal., 2011

CHEN etal., 2012
YUAN etal., 2012

CAletal., 2013

HUANG et al., 2013
KIM et al., 2013
LEE etal., 2013

SHIN et al. 2014
LEEM, OH, 2015



Tenuifolina
Tenuigenina
3,6"-disinapoilsacarose
Extrato das raizes

Tenuigenina

Tenuigenina

Tenuifolina

Tenuigenina

Acido trimetoxicinamico

Extrato de saponinas hidrolisadas

Neuroprotetora
Antiinflamatorio
Antioxidante

Baixa genotoxicidade
Aumento da transmissao
sinaptica

Inibidor da formacdo de
osteoclasto

Hipnético
Antiinflamatoério
Anticonvulsivo

Neuroprotetora

LIU et al. 2015
LV etal., 2015
SHl et al., 2015
SHIN et al., 2015

WElI et al., 2015

YANG et al. 2015
CAOQcetal., 2016

FU etal., 2016

CHEN, WEN, CHEN, 2016
GUOQ et al., 2016

68



69

2.2.3. Polygala linoides

A espécie é encontrada no Paraguai, Uruguai, Argentina e Brasil,
sendo que neste Ultimo ela esta presente nos estados de Minas Gerais, Séo
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. A planta tem como
habitat locais Umidos, e é encontrada em banhados e turfeiras de campos
de altitude, campos limpos graminosos que rodeiam os banhados, beiras
de estrada e beira de matas. Ela tem como caracteristicas ser uma erva
ereta, possuir altura entre 13,5 cm e 46,5 cm, ter o caule esparsamente
folioso e flores geralmente rosadas, lilases ou roxas, sendo raramente
azuis ou brancas. (LUDTKE, 2008, LUDTKE et al., 2013). As imagens
referentes a planta podem ser encontradas na Figura 1.

Figura 1. Habitat da espécie Polygala linoides e detalhe de suas flores

- ¥ -
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O objetivo do trabalho é enriquecer o conhecimento do género
Polygala, uma vez que a espécie P. linoides ndo possui nenhum estudo
fitoquimico ou bioldgico relatado na literatura, dando continuidade assim
aos estudos de novas espécies além das pesquisadas anteriormente pelo
Nosso grupo.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto é o estudo bioldgico e fitoquimico
de Polygala linoides na busca de atividades bioldgicas relacionadas ao
extrato e fracOes da planta.

3.2. OBJETIVO ESPECIFICO

3.2.1. Obter o extrato bruto da espécie Polygala linoides;

3.2.2. Submeter o fracionamento do extrato bruto a cromatografia
em coluna de silica gel visando o isolamento dos compostos majoritarios;

3.2.3. Estudar as analises espectroscopicas de IV e de RMN
unidimensionais (*H, *C e DEPT) e bidimensionais (COSY, NOESY,
HMQC e HMBC) e de espectrometria de massas a fim de elucidar as
estruturas dos compostos isolados;

3.2.4. Obter os extratos hidroalcodlicos da raiz, flores e caule com
folhas da planta;

3.2.5. Investigar quantitativamente por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) a presenca de 1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona nos extratos das raizes, caule com folhas e flores.

3.2.6. Obter os constituintes quimicos volateis nas raizes, caule
com folhas e flores da planta fresca extraidas por micro extracdo em fase
s6lida (SPME) com posterior analise por cromatografia gasosa acoplada
ao espectrometro de massas (GC-MS);

3.2.7. Efetuar o fracionamento sélido-liquido do extrato bruto afim
de obter as fragdes hexano, acetato de etila e etanol;

3.2.8. Aplicar ensaios antioxidantes através do teste que avalia o
poder redutor e a captura de radicais livres pelo DPPH ao extrato bruto e
diferentes fracbes e comparar com a avaliagdo do teor de flavonoides e de
fendlicos;

3.2.9. Aplicar o ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase ao
extrato bruto e diferentes fracdes;

3.2.10. Avaliar a atividade antibacteriana e antifingica no extrato
bruto e fracoes;

3.2.11. Aplicar o ensaio de toxicidade frente a Artemia salina ao
extrato bruto e frages;

3.2.12. Avaliar a atividade antidepressiva in vivo na fragéo
etandlica.
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4. METODOLOGIA
4.1. REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os solventes utilizados foram élcool etilico, &lcool metilico,
acetona, hexano, acetato de etila, diclorometano, cloroférmio, acido
acético, acetonitrila (HPLC) e alcool 96%, obtidos comercialmente. Os
testes antioxidantes utilizaram ferricianeto de potassio, DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazil), reagente Folin-Ciocalteau, cloreto de aluminio,
quercetina, acido galico e acido ascérbico. Todos os reagentes usados
foram de pureza analitica e utilizados sem tratamento prévio, sendo
obtidos de diferentes fontes comerciais.

Na realizacdo deste trabalho foram utilizados estufa, rota
evaporador, balanca analitica, leitor de microplacas Synergy 2 Multi-
Mode Reader (Biotek), espectrofotdmetro UV-VIS PERKIN ELMER
Lambda2S e um aparelho digital Microquimica MQA PF — 301 para
medir o ponto de fusdo. Os espectros de IV foram analisados através de
um espectrometro ABB FTLA 2000 e as andlises de RMN
unidimensionais e bidimensionais foram realizadas nos equipamentos
VARIAN NMR AS 400 (400 MHz) e BRUKER AC200 (200 MHz). Para
as analises quantitativas foi utilizada um HPLC Agilent 1200series
equipado com bomba quaterndria, degaseificador, detector DAD
(Detector de arranjo de diodos - Diode Array Detector) com injetor
manual. A aquisicdo dos dados foi obtida pelo software Agilent
Chemstation®.

Para a cromatografia em coluna foi utilizada silica gel 0,063-0,2
mm (70-230 mesh), sendo as fragdes monitoradas em cromatografia em
camada delgada (CCD) usando cromatoplacas de aluminio cobertas com
silica gel 60 mesh em uma camada de 0,2 mm de espessura (Merck).
Como revelador foi utilizada camara de luz UV, anisaldeido sulfarico (0,5
% p-anisaldeido em solucdo &cido acético:metanol:acido sulfarico
15:85:5 v/v/v) e vanilina sulfurica (0,5 % de vanilina em solucéo acido
sulfurico 4:1 etanol v/v).

A realizacdo do ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase utilizou
as seguintes solucdes tampdes: Tampdo A — solugdo de Tris-HCI 50 mM
pH = 8,0; Tampé&o B — solugdo de Tris-HCI 50 mM pH = 8,0 acrescido de
0,1 % de soro albumina bovina; Tampao C — solucédo de Tris-HCI 50 mM
pH = 8,0 acrescido de NaCl 0,1 M e MgCl,.6H,0 0,02 mol/L. Foram
utilizados também solugdes de iodeto de acetiltiocolina, reagente de
Ellman (4cido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico-DTNB) e a enzima
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acetilcolinesterase liofilizada (Tipo VI-S obtida de Electroparius
electricous). Todos estes reagentes foram obtidos da Aldrich.

Para o teste de toxicidade com Artemia salina foram utilizados um
oxigenador de aquario, placas de 24 pogos com capacidade para 1 mL em
cada poco, solucdo de Tween 80, sal marinho e ovos de Artemia salina
obtidos de fontes comerciais.

4.2. MATERIAL VEGETAL

A espécie P. linoides foi coletada em outubro de 2015 no alto do
morro das antenas, em Rancho Queimado, Santa Catarina, e identificada
pelo botanico taxonomista, professor Dr. Rafael Trevisan do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina.
Um exemplar da espécie foi depositado no herbario FLOR (UFSC) sob o
numero de identificagdo FLOR059919. O material vegetal recolhido foi
seco por 2 dias em estufa com ventilagdo a 50°C, onde a planta inteira foi
moida e macerada em etanol 96% por trés vezes seguidas com intervalos
de 7 dias. Ap6s a evaporacéo do solvente, foi obtido o extrato bruto (EB)
da planta. O EB foi fracionado por cromatografia em coluna.

4.3. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO
BRUTO

Com o objetivo de isolar compostos majoritarios, o EB foi
submetido a cromatografia em coluna de silica gel, usando-se eluentes de
diferentes polaridades, os quais foram aplicados de modo gradiente.
Analisaram-se as fracdes obtidas atraveés de cromatografia em camada
delgada, onde foram juntas aquelas que apresentaram perfil semelhante.
A partir dessas fracdes foram utilizadas técnicas de recristalizacéo
visando a purificacdo dos compostos. Conforme necessario, foi repetido
o fracionamento cromatografico em coluna de silica gel com solventes
diferentes para a obtencdo de novas fragdes.

Por fim, os compostos isolados foram submetidos a analises por
espectroscopia de 1V, analise com RMN unidimensionais (*H, 3C e
DEPT) e bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC) e espectrometria de
massas, conforme a necessidade.

4.4. FRACIONAMENTO SOLIDO-LIQUIDO

Uma parte do extrato bruto foi particionado através de coluna
cromatogréafica. O extrato foi misturado com silica e colocado na coluna
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sobre uma quantidade de silica gel na proporc¢do de aproximadamente 1:1,
sendo entdo eluidos os solventes hexano, acetato de etila, etanol e agua,
todos em grandes quantidades, de forma a obter-se as fragGes hexano
(FHe), acetato de etila (FACc) e etanol (FEt). O EB e as fracfes obtidas
foram submetidas a ensaios para determinar as diferentes atividades
bioldgicas.

4.,5. OBTENGAO DOS EXTRATOS DA RAIZ, CAULE COM
FOLHAS E FLORES

O material vegetal foi coletado e dividido em trés partes: raiz, caule
com as folhas e flores. As partes foram secas por dois dias em estufa a
50°C, moidas e maceradas em etanol 96% por trés vezes seguidas com
intervalos de 7 dias. Apds a rotaevaporacdo do solvente, foi obtido o
extrato da raiz, caules com as folhas e flores. Os extratos obtidos das
partes da planta foram submetidos a analise por HPLC para a
quantificacdo de compostos.

4.6. QUANTIFICAGAO DA 1,5-DIHIDROXI-2,3-
METILENODIOXIXANTONA NAS RAIZES, CAULE COM
FOLHAS E FLORES

Para as analises foi utilizada um HPLC Agilent, como descrito
anteriormente, equipado com uma coluna C18 (25 cm x 4,6 mm x 5 pm).
Os sistemas eluentes utilizados foram agua mili-Q com 0,2% acido
foérmico (eluente B) e acetonitrila com 0,2% de acido formico (eluente C)
com a seguinte programagdo de tempo: em t = 0 min eluente B(90%), 1
min eluente B(90%), 3 min eluente B(70%), 10 min B(60%), 30 min
eluente B(53%), 32 min eluente B(0%). O fluxo foi de 1 mL/min e a
detecgdo utilizada foi em 254 nm.

A 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona obtida como composto
inédito do fracionamento cromatogréafico do extrato bruto foi utilizada nas
concentragdes de 5 a 50 ppm para a curva de calibragdo e as amostras
vegetais nas concentragdes de 1000 ppm. As amostras foram analisadas
em duplicata.

4.7. MICROEXTRACAO DE VOLATEIS DE P. linoides E ANALISE
POR GC-MS

Para a microextragao dos volateis utilizou-se amostras de partes do
vegetal fresco. A microextracdo dos componentes volateis e analise por
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GC-MS foi realizada no Laboratério de Eletroforese Capilar sob a
supervisdo do Prof. Dr. Gustavo Amadeu Micke.

Para realizar a microextragdo foi utilizado um béquer com agua
destilada que foi aquecido a 60°C com agitacdo lenta. Em outro recipiente
colocou-se aproximadamente 10 mL de solucdo de NaCl saturada (salt-
out), 30 mg da parte da planta fresca separadamente (folhas com caule,
flores e raizes) e a fibra de microextracdo. Mergulhou-se esse recipiente
no béquer com agua aquecida e agitacdo por aproximadamente 40
minutos para promover a saturagao da fibra com os componentes volateis.
Em seguida, a dessor¢do dos componentes volateis presentes na fibra de
microextracdo foi feita por 10 minutos no GC-MS.

Apos a dessorcdo dos componentes foi feita a andlise para a
determinacdo dos componentes volateis. Foi utilizado um cromatégrafo
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 % 0,25 um). 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 pL 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. Foi injetada uma série de n-
alcanos para identificacdo dos compostos através do calculo de indice
aritmético (1A) dos componentes volateis (ADAMS, 2007) e comparagdo
com a biblioteca NIST.

4.8. TESTES BIOLOGICOS

O extrato bruto e as fragGes obtidas foram submetidos a diferentes
ensaios biolégicos. Foram realizados testes avaliando o efeito
antioxidante, como os ensaios para determinagéo do teor de de fendlicos
e de flavonoides, assim como os ensaios do poder redutor e captura de
radicais livres utilizando DPPH; e diferentes testes preliminares, sendo in
vitro, como o da inibig&o da enzima acetilcolinesterase; ou in vivo, como
o0 antibacteriano, antiflngico, mortalidade frente a Artemia salina e o teste
antidepressivo utilizando roedores.

4.8.1. Determinacdo do conteddo de compostos fendlicos
O teor de fendlicos foi determinado usando o reativo de Folin-

Ciocalteau, de acordo com o método descrito por Moresco et al. (2014).
A 0,5 mL de solucdo de amostra vegetal diluida em etanol (1000 ppm),
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foram adicionados 5,0 mL de &gua destilada e 0,25 mL do reativo de
Folin-Ciocalteau. Apds trés minutos foi adicionada 1,0 mL da solucéao
saturada de Na COs. Agitou-se e a solugéo ficou em repouso por 1 hora.
As absorbéncias das solugdes foram determinadas em espectrofotdmetro
a 725 nm. O aparecimento de coloracdo azul-escura indicou a presenca
de fendlicos no extrato bruto ou na fragdo testada. Foi construida uma
curva de calibracdo com solugdes padrdo de 4&cido galico nas
concentracdes de 25 a 400 ppm, diluido em etanol, para comparacéo. Os
testes foram realizados em triplicata. O teor de fendlicos foi determinado
em equivalentes de &cido galico, sendo o resultado dado em mg de éacido
galico/g de extrato.

4.8.2. Determinacdo do teor de flavonoides

A determinag&o do teor de flavonoides foi realizada com leitora de
microplacas de 96 pocos conforme método descrito por Moresco et al.
(2014). A 50 pL de solucéo de amostra vegetal diluida em etanol (1000
ppm), foram adicionados 200 pL de etanol e 50 pL de uma solucédo de
AICl; 2%. Apb6s 1 hora, as absorbancias foram determinadas em
espectrofotdbmetro a 415 nm. Como branco foi utilizado etanol. O
deslocamento batocrémico, com aparecimento de coloragcdo verde-
fluorescente foi indicativo da presenca de flavonoides. Foi construida
uma curva de calibragdo com solugBes padrdo de quercetina nas
concentraces de 10 a 250 ppm, diluidas em etanol, para comparacao.
Todos os testes foram realizados em triplicata. O teor de compostos
flavonoidicos foi determinado em equivalentes de quercetina, sendo o
resultado dado em mg de quercetina/g de amostra.

4.8.3. Determinacdo do poder redutor

Para a andlise da atividade antioxidante através da determinacao
do poder redutor foi utilizada a leitora de microplacas conforme o método
descrito por Moresco et al. (2012). Foram preparadas as misturas
reacionais em triplicata, cada uma contendo 100 L de solugdo de amostra
vegetal diluidas em etanol (1000 ppm), 195 pL de dgua deionizada e 50
pL de solucéo de FeCls 0,1 mol/L em HCI 0,1 M. Apds trés minutos,
adicionou-se 50 pL de uma solucdo de ferricianeto de potéssio 0,008
mol/L. Ap6s 15 minutos, foi feita a leitura da absorbancia das misturas
em espectrofotdmetro a 720 nm. O aparecimento da cor azul da Prussia é
indicativo de potencial redutor. A anélise dos dados foi feita construindo-
se uma curva de calibracdo utilizando solucdo de acido ascérbico para
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comparacao. O potencial redutor das amostras € expresso em equivalente
de acido ascorbico (mg &cido ascorbico/g de extrato ou fragao).

4.8.4. Determinacao da acao sequestradora do radical DPPH

A avaliacdo da acdo sequestradora de radicais livres usando o
DPPH (1,1-difenil-2- picril-hidrazil) foi realizado com leitora de
microplacas baseando-se no método descrito por Moresco et al. (2012).
Adicionou-se uma aliquota de 100 pL de solucdo de DPPH em etanol
(0,004%) a 60 pL de solucdo de amostra vegetal diluidas nas
concentracdes de 200 a 5 ppm. A mistura em seguida foi agitada e deixada
repousar por 30 minutos. A absorbancia do DPPH nas solucGes foi
determinada em um espectrofotdbmetro a 517 nm. Como branco (AbSpranco)
foi utilizada 240 pL de etanol com 60 pl de amostras vegetais. Como
controle (Abscontrole) foram utilizadas solu¢ées com 100 pL DPPH e 200
uL de etanol. A andlise foi feita em triplicata. A absorbancia de cada
solucdo com a amostra (Absamestra) fOi convertida em porcentagem da
atividade antioxidante usando a formula 1.

AAY% = 100 — [(AbSamostra — AbSbranco)XlOO]/AbScontrole (1)

As analises foram feitas em triplicata, sendo entdo determinadas as
concentracdes necessaria para diminuir em 50% a absorbancia do DPPH,
ou seja, a concentragdo efetiva 50% (CEso) através de um grafico,
plotando-se a porcentagem de DPPH que desaparece em funcdo da
concentragdo das amostras.

4.8.5. Ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase

O bioensaio de inibigdo da enzima acetilcolinesterase foi realizado
conforme método descrito Magina et al., 2012 com modificacdes. Foram
colocados 90 pL tampéo Tris-HCI 50 mM pH = 8, 30 pL da amostra
vegetal diluida em metanol (0,1 mg mL?), e 15 pL da enzima
acetilcolinesterase (0,25 U.mL™?). Ap6s 15 min de incubagdo em 28°C,
foram adicionados, 20 pL do iodeto de acetiltiocolina e 140 uL do
reagente de Ellman. Para determinar a velocidade da reagdo enzimética
de cada amostra (Vamoestra) foram feitas dez leituras em 405 nm a cada trés
minutos sob a mesma temperatura. Como controle positivo utilizou-se
galantamina (0,01 mg mL"1) e como controle negativo (Vcontrole) Utilizou-
se apenas o solvente no qual a amostra foi dissolvida, onde a atividade
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enzimatica foi considerada 100%. A porcentagem de inibicdo foi
calculada através da equacdo 2.

|nlblgé0 % = 1 — [(Vamostra /Vcomrole) X 100] (2)

Para as amostras que apresentaram valores superiores a 50% de
inibicdo neste teste, determinou-se a concentracdo para diminuir em 50%
a inibicdo da enzima (Clsg). O calculo foi feito através do gréfico
plotando-se a porcentagem de inibicdo enzimatica em funcdo do
logaritmo das diferentes doses da amostra aplicadas. As andlises foram
feitas em triplicata.

4.8.6. Atividade bacteriana

Este ensaio foi realizado no departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Regional de Blumenau (FURB) sob a
supervisao da professora Dra. Michele Debiasi Alberton.

Para a determinacdo da atividade antibacteriana do extrato bruto e
fracbes de P. linoides foram utilizadas as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e as bactérias Gram-negativas
Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), através da técnica de microdiluicdo em caldo, em placas contendo
96 pogos, conforme recomendado pelo CLSI (Clinical and laboratory
Standards Institute) (CLSI, 2012).

As amostras foram diluidas a 2 mg mL* em dimetilsulféxido
(DMSO) 10% e colocadas nos primeiros pocos da microplaca, em seguida
transferidas para os micropogos adjacentes, os quais ja continham caldo
Miller-Hinton (MH), com o objetivo de se obter diluicdo seriada de
ordem dois, com concentracdes de amostra variando de 1000 pug mL™ até
7,81 pg mL?l. Para viabilizar o crescimento das espécies, 0s
microorganismos foram adicionados ao caldo BHI (Brain Heart Infusion)
durante 24h a 37°C, e posteriormente semeados em agar sangue (24 h a
37 °C), para a reativacdo das cepas bacterianas. O indculo bacteriano, foi
preparado na escala 0,5 de McFarland (5 x 10° UFC mL) e adicionado
(5 pL) a cada micropogo. Alguns pocos de cada microplaca foram
reservados para a realizacdo do controle negativo (caldo (MH) +
H,O/DMSO 10% + bactéria em estudo) e para o controle de esterilidade
do meio de cultura (caldo MH). Como controle positivo, as bactérias em
estudo foram incubadas com o antibiético gentamicina, em concentracées
variando de 40 a 0,31 pg mL™. Todo o procedimento foi realizado em
triplicata e em capela de fluxo laminar.
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As microplacas foram incubadas aerobicamente a 37 °C + 1 °C,
por 24 horas. Apds a incubacéo, o crescimento bacteriano foi verificado
adicionando-se 10 puL de uma solucdo metandlica de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio (5 mg mL™) em cada micropogo. Apds duas horas foi
observada a mudanca de coloragdo do meio de cultura. A concentracéo
inibitéria minima (CIM) foi definida como a Gltima concentracdo da
amostra capaz de inibir o crescimento bacteriano.

4.8.7. Atividade antiflingica

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

Para dissolver e diluir os extratos e fragfes utilizou-se
dimetilsulféxido (DMSO) e a concentracao final deste solvente no ensaio
foi de 0,002%.

O meio de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e 0 meio de extrato de
levedura, peptona e dextrose (YPD) foram utilizados para a manutengdo
das culturas fungicas e 0 meio de RPMI 1640 (Sigma) tamponado com
acido morfolinepropano sulfénico (MOPS) (Sigma) foram usados para 0s
testes de microdiluicéo.

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

Para 0s 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 ASD e mantidas a
35°C. O indculo foi feito de acordo com o documento NCCLS M27-A2
(2002). Para o 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
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 inéculo
de 1x103-5x10° UFC/mL para as amostras de Candida spp. e C.
neoformans. Para o fungo dimoérfico P. brasiliensis as células
leveduriformes em fase exponencial foram coletadas assepticamente com
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alca de Henle e suspensas em 5 mL de solucdo salina estéril (0,85%)
(MANOCHA et al., 1980). O inéculo foi homogeneizado em vortex e
deixado em repouso para a decantacdo e somente ap6s 5 minutos o
sobrenadante foi coletado. A transmitancia do sobrenadante foi medida
com comprimento de onda de 520 nm 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
obtencdo do indculo final 1x 10* a 5x10* cel/mL (HAHN et al., 2000).

Para o teste de triagem da atividade antifingica, as amostras
testadas foram diluidas a 500 ug.mL"* em RPMI. Posteriormente, 100 uL
de cada amostra foram adicionadas em um pogo de duas placas de 96
pocos. Foram feitos também os controles de toxicidade do DMSO na
concentracdo de 0,002%, crescimento fungico, esterilidade do meio de
cultura e suscetibilidade ao itraconazol (0,5 pg.mL?).

Em cada poco teste e nos pocos controles, exceto o controle de
esterilidade do meio, foram adicionados 100 pL. do indculo. Desta forma
a concentragdo final das amostras nos pogos ficou em 250 pug.mL™2.

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 o0 Pb18 as
placas foram incubadas por 10 dias.

Apbs a incubagio, em cada pogo foi acrescentado 10 pL de
brometo tiazolil azul de tetrazélico (MTT/AMRESCO - 5 mg.mL™Y), o
contetido foi homogeneizado e as placas foram novamente incubadas a
mesma temperatura de crescimento dos respectivos indculos por 4 horas.
Nas mitocéndrias das células alvo, 0 MTT é metabolizado em formazan,
revelando a presenca de células metabolicamente ativas. Apo6s o
metabolismo do MTT, foram adicionados 100 puL/pogo de Dodecil sulfato
de sodio (SDS)/isopropanol (5%), que rompe a membrana celular dos
microrganismos alvos e disponibiliza no meio o formazan.

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 absorbéncia dos po¢os testes foi comparada com a absorbancia
do poco controle contendo apenas o microrganismo, sendo a porcentagem
de inibicdo (PI) calculada com a férmula 3.

Pl = (DO do po¢o controle - DO do pogo tratado) x 100 3
DO do poco controle

DO = densidade éptica
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4.8.8. Ensaio de toxicidade com larvas de Artemia salina

O bioensaio de letalidade frente a A. salina utilizou o método
descrito na literatura (MORESCO et al., 2012). O extrato bruto e fragfes
foram diluidos em H,O/DMSO 10%, a fim de obter uma concentracao
final de 10.000 ug.mL1. O meio para o cultivo das larvas de A. salina foi
solucdo marinha (35 g de sal marinho/L de agua destilada), onde estas
foram mantidas sob oxigenacdo e luz constante. As larvas eclodidas até
24 horas foram separadas e utilizadas nos ensaios apés completar 48h do
inicio do cultivo. Para o teste, foram transferidas entre 7 e 10 larvas para
cada cavidade de uma placa de 24 pogos, contendo 1 mL de solucédo
marinha com 1% de tween 80 (v/v) e 0s respectivos extratos e fracbes em
diferentes concentragdes (100 a 1000 ug.mL?). A contagem das larvas
mortas e vivas foi realizada apds 24 h de exposicdo a temperatura
ambiente. A dose necessaria para matar 50% das larvas (DLso) foi obtida
através do grafico da porcentagem de larvas mortas em fungdo do
logaritmo da dose testada. Como controle positivo foi utilizada solugéo
de K2Cr,07 cuja DLso ¢ de 20 a 40 ug mL* e como controle negativo foi
empregado apenas o solvente utilizado para a preparacdo das solugtes
testes. Os testes foram realizados em triplicata.

4.8.9. Atividade antidepressiva
4.8.9.1. Animais e tratamento

Para verificar o eventual efeito tipo-antidepressivo do extrato
foram utilizados 35 camundongos machos da linhagem Swiss com peso
médio de 30g, provenientes do Biotério da Universidade Regional de
Blumenau — FURB. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas, a
temperatura de 22-27°C com agua e comida ad libitum, em ciclo
claro/escuro 12:12hrs. O Biotério setorial da FURB é equipado com
sistema de exaustor e controle de umidade.

Os camundongos foram divididos em 5 grupos com 7 animais em
cada como descrito no quadro 6.

O grupo controle recebeu apenas veiculo por via oral (v.0.). Os
grupos seguintes receberam o extrato nas doses de 50 mg/Kg, 125 mg/Kg,
200 mg/Kg ou 250 mg/Kg, 54 minutos antes da realizacdo do Teste do
Campo Aberto (TCA). Apds este procedimento, os animais foram
submetidos ao Teste do Nado Forgado (TNF).

Os testes comportamentais foram escolhidos de acordo com o0s
modelos especificos para triagem de drogas antidepressivas.
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Quadro 6. Divisdo dos grupos experimentais

Grupo Tratamento

Controle Veiculo (adgua destilada)
Gl Extrato 50mg/kg (v.0.)
G2 Extrato 125mg/kg (v.0.)
G3 Extrato 200mg/kg (v.0.)
G4 Extrato 250mg/kg (v.0.)

4.8.9.2. Teste do campo aberto (TCA)

O TCA foi realizado conforme descrito por Rodrigues et al. (1996).
O teste foi feito em uma caixa de madeira com 40 x 60 cm e 50 cm de
altura. O chéo da caixa é dividido em 12 quadrados de igual tamanho. Foi
feito o registro do nimero de quadrados que cada camundongo cruza com
as quatro patas durante seis minutos.

4.8.9.3. Teste do nado for¢ado (TNF)

O TNF foi criado por Porsolt et al. (1977) para facilitar o
desenvolvimento de pesquisas com drogas antidepressivas.

O teste foi realizado em uma sessdo com duracdo de 6 minutos. Foi
usado um cilindro plastico com 24 cm de altura, 10 cm de didmetro e com
um nivel de 19 cm de agua a 25°C. O tempo de imobilidade foi
cronometrado e registrado (ECKELI et al., 2000; ZOMKOWSKI et al.,
2004). Sabe-se que 0s antidepressivos geram uma acao que reduz o tempo
de imobilidade no teste do nado forcado, ou seja, mantém os
camundongos sob agitacdo por um tempo maior que os camundongos
controle ou néo tratados com a amostra (PORSOLT et al., 1977).

4.8.9.4. Andlise estatistica

Os resultados para o teste do nado forcado (TNF) e para o teste do
campo aberto (TCA) foram avaliados através de ANOVA, seguida do
teste de Newman-Keuls, quando necessario. Os resultados foram
considerados significativos quando um valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ESTUDO FITOQUIMICO DE P. linoides

A partir do fracionamento do extrato bruto hidroalcodlico da planta
inteira de P. linoides foram isolados e identificados um fitoesterol, quatro
xantonas e um derivado da clorofila.

Ap0s a coleta do material vegetal fresco (136,75 g), este foi seco
em estufa, havendo uma perda de agua de 53,82%, para fornecer 73,6 g
de planta seca. Obteve-se 11,93 g de extrato bruto, originando um
rendimento de 16,20% a partir do material vegetal seco.

O extrato bruto (6,33 g) foi cromatografado em silica gel com os
solventes hexano, acetato de etila e etanol de forma gradiente, sendo
obtidas 72 fragOes. As fracBes foram analisadas por cromatografia em
camada delgada e reunidas conforme suas semelhancas nos seus perfis
cromatogréaficos. As fracdes que apresentaram forma de sélidos foram
ressuspendidas em um solvente apropriado e recristalizadas.

A Figura 2 apresenta um fluxograma mostrando 0s compostos
isolados a partir do fracionamento em coluna do extrato bruto de P.
linoides. A fragdo 19 obtida desta coluna (Hex 82:18 AcOEt) apresentou-
se na forma de solido transparente em forma de agulhas, sendo
recristalizada em AcOEt, rendendo o composto 1 (4 mg). As fragdes 30-
31 (Hex 7:3 AcOEt), e 37-39 (Hex 63:37 AcOEt) foram reunidas e
purificadas com ACcOEt para render respectivamente, como soélidos
amarelos, os compostos 2 (4 mg) e 3 (6 mg).

Um novo fracionamento das fragdes reunidas 19 a 30, utilizando
hexano, diclorometano e acetato de etila de modo gradiente, rendeu nas
subfracdes 4-5 (Hex 2:8 CH2Cl) um sélido amarelo, correspondente ao
composto 4 (1 mg); nas subfracdes 6-12 (Hex 15:85 CHCl,), um sélido
branco, denominado de composto 5 (2 mg), recristalizado em CHCls, e as
subfracdes 27-28 (CH.Cl, 92:8 AcOEt), apés recristalizacdo em etanol,
forneceu um sélido verde escuro, denominado composto 6 (2 mg).

5.1.1. Composto 1

O composto 1 foi obtido como um solido transparente na forma de
agulhas, caracteristico de fitoesteroides. Tendo em vista a presenca do
esteroide a-espinasterol em diversas espécies de Polygala (PINHEIRO et
al., 1998; CRISTIANO et al., 2003; BORGES et al., 2014) determinou-
se 0 ponto de fusdo do composto, e obteve-se o valor de 170,1-171,9°C,
semelhante ao encontrado na literatura para o a-espinasterol (171-173°C,
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Figura 2. Fluxograma do fracionamento cromatogréafico do extrato bruto

de P. linoides
1
Composto 1 6-12 ‘ 27-28 ‘ Composto 2 Composto 3
Hex 82:18 AcOEt Hex 70:30 AcOEt ' Hex 63:37 AcOEt
4mg 4mg 6mg
Composto 4 Composto 5 Composto 6
CH,Cl, 80:20 Hex | CH,Cl, 85:15 Hex ' AcOEt8:92 CH,Cl,
1mg 2mg 2mg

LEE et al., 2014). O Rf do composto em estudo obtido em cromatografia
em camada delgada foi de 0,55 (CHCIs 75:25 AcOELt). Foram feitas
analises por RMN de H e *3C, a qual foi comparado com os dados da
literatura, como descrito nas Tabelas 7 e 8. No espectro de RMN de 'H é
notada a presenca de hidrogénios ligados a carbono sp? em campo baixo,
onde ha um duplo dupleto centrado em 5,17 ppm com acoplamento de
15,0 e 8,8 Hz sobreposto a um outro sinal de hidrogénio, aléem de um
duplo dupleto em 5,03 ppm com acoplamentos de 15,0 e 8,6 Hz,
referentes aos hidrogénios ligados em C-22 e C-23. Em 3,61 ppm nota-se
um multipleto referente a um hidrogénio ligado a um carbono com grupo
OH, além do dupleto em 1,03 ppm referente aos hidrogénios do grupo
metila em C-21 e do simpleto em 0,86 ppm referente a metila em C-26.
Ha também um simpleto de uma metila referente aos hidrogénios de C-
18 em 0,56 ppm e de outras metilas na regido entre 0,79 e 0,83 ppm, na
qual se encontram sobrepostas. Os dados estdo resumidos na Tabela 1.

No espectro de RMN de *3C nota-se os sinais deslocados em campo
baixo em 117,5, 136,6, 138,1, 129,5 ppm referentes aos carbonos sp? C-
7, C-8, C-22 e C-23, umsinal em 71,1 ppm referente ao C-3 ligado a uma
hidroxila e 6 sinais de carbonos em 12,0, 12,2, 13,0, 19,0,21,0 e 21,4 ppm
referentes as metilas C-18, C-29, C19, C-26, C-27 e C-21
respectivamente. Entre 23,0 e 56,0 ppm os sinais sao atribuidos aos outros
carbonos alifaticos presentes na molécula. Os dados estdo resumidos na
Tabela 2.

Com base nos dados obtidos e analisados em comparagdo com a
literatura, a estrutura proposta para o composto 1 foi o esteroide o-
espinasterol.
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Tabela 1. Dados de RMN de 1H para a-espinasterol (Composto 1) em
comparacdo com literatura

HO
8 5 1H, 5 H,
C CDCls, 400 MHz CDCl3, 500MHz*  Pyr-ds, 250MHz"
3 3,61 (1H, m) 3,60 (1H, m) 3,84 (1H, m)
7 5,17 (1H, 5,15 (1H, m) 5,14 (1H, t,
sobreposto) J=4,0Hz)
18 0,56 (3H, s) 0,55 (3H, s) 0,59 (3H, s)
19 0,79-0,83 (3H, 0,79 (3H, m, 0,82 (3H, s)
sobreposto) sobreposto)
21 1,03 (3H, d, 1,03 (3H, d, 1,06 (3H, d,
J=16,6 Hz) J=6,5Hz) J=6,5Hz)
22 5,17 (1H, dd, 5,15 (1H, m) 5,18 (1H, dd,
J=8,8e 15,0 Hz) J=8,7e15,0Hz)
23 5,03 (1H, dd, 5,02 (1H, dd, 5,08 (1H, dd,
J=8,6e 15,0 Hz) J=80e150Hz) J=8,7e150Hz)
26 0,86 (3H, d, 0,80 (3H, m, 0,87 (3H, d,
J=6,4 Hz) sobreposto) J=6,5Hz)
27 0,79-0,83 (3H, 0,85 (3H, d, 0,85 (3H, d,
sobreposto) J=6,0 Hz) J=6,5Hz)
29 0,79-0,83 (3H, 0,81 (3H, m, 0,81 (3H, m,
sobreposto) sobreposto) sobreposto)

@ ZHANG et al. 2005c¢
bLEE etal., 2014
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Tabela 2. Dados de RMN de *3C para o a-espinasterol (composto 1) em
comparacdo com literatura

3 H 3 H, 3 H,
C CDCls, 400 MHz CDCls, 500MHz®  Pyr-ds, 250MHz°
1 37,2 37,2 37,5
2 31,5 31,5 32,1
3 71,1 71,1 71,0
4 38,1 38,0 38,9
5 40,3 40,2 40,5
6 29,7 29,7 29,5
7 117,5 1175 117,9
8 139,6 139,6 139,6
9 49,5 49,4 49,7
10 34,2 34,2 34,4
11 21,6 21,5 21,8
12 39,5 39,4 39,6
13 43,3 43,3 43,4
14 55,2 55,1 55,3
15 23,0 23,0 23,3
16 28,5 28,5 28,2
17 56,0 55,9 55,9
18 12,0 12,0 13,2
19 13,0 13,0 12,1
20 40,8 40,8 41,1
21 21,4 21,4 21,2
22 138,1 138,2 138,6
23 129,5 129,4 129,6
24 51,3 51,2 51,3
25 31,9 31,9 37,6
26 19,0 19,0 21,5
27 21,0 21,1 19,1
28 25,4 25,4 25,6
29 12,2 12,2 12,4

a ZHANG et al. 2005c¢
bLEE etal., 2014
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5.1.2. Composto 2

O composto 2 foi obtido como um sélido amarelo e analisado em
espectrometro de massas de alta resolucdo (HR-MS), onde apresentou ion
molecular de razdo massa carga m/z igual a 271,02369 [M*-1]. A massa
correspondeu a férmula molecular C14HgOs (calculado: 271,02371) e
juntamente com as analises de RMN uni e bidimensionais foi deduzido
gque sua  estrutura  seria  referente a  1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona.

Este composto apresentou Rf igual a 0,65 (CHClIs 75:25 AcOEt) e
ponto de fusdo de 120,5-122,2°C condizente com o encontrado por
VENZKE, 2015 (121-122°C), porém nunca publicado na literatura.

Através do espectro infravermelho em pastilhas de KBr do
composto foi possivel observar uma banda larga referente ao estiramento
da ligacdo O-H em 3444 cm?, entre 2918 e 2849 cm™ o estiramento em
menor intensidade referente a ligacdo C-H em carbonos sp®e sp?, em 1682
cm! o estiramento referente a ligagdo C=0 quelado ao grupo OH, em
1572 e 1470 cm™ os estiramentos da ligagdo C=C de anel aromatico e em
1109 cm o da ligagéo C-O.

O espectro de RMN de *H em cloroférmio deuterado (Anexo 2)
revelou um sinal em 12,75 ppm, referente a uma hidroxila quelada por
uma carbonila. Apesar desse e outros sinais estarem presentes, a
solubilidade do composto ndo foi adequada para obter uma boa integracéo
dos sinais. Assim, o espectro foi analisado em piridina deuterada, onde
foi possivel perceber todos os cinco conjuntos de sinais de hidrogénio da
molécula (Tabela 9). O simplete com deslocamento de 6,11 ppm com
integracdo para 2H, refere-se ao grupo metilenodioxi (O-CH2-O). Em
6,47 ppm, observa-se outro simplete com integracdo para 1H, referente
ao hidrogénio aromatico ligado em C-4. Ha mais trés grupos de sinais,
onde dois deles se encontram sobrepostos aos sinais do solvente. Apesar
de ndo ser possivel observar a integracdo precisa de todos os sinais,
supde-se que estes fagcam parte de um sistema de acoplamento com trés
hidrogénios em posigdes orto entre si. Estes trés grupos de sinais foram
assim designados: o sinal de maior deslocamento quimico, é formado por
duplo dupleto centrado em 7,93 ppm. Ele apresenta integral de 1H e J =
8,0 Hz e 1,6 Hz, referente ao hidrogénio ligado ao C-8. O segundo sinal
em 7,53 ppm aparenta ser um duplo dupleto também, embora parte dele
esteja sob o sinal intermediario da piridina. E possivel identificar a
integracdo de 0,5 H em uma das partes do duplo dupleto, e percebe-se as
mesmas constantes de acoplamento anteriores. Este sinal foi desighado
ao hidrogénio ligado ao C-6. O ultimo sinal é referente a um duplo dupleto
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colapsado centrado em 7,29 ppm, possuindo J = 8,0 Hz e com integracédo
para 1H, designado ao hidrogénio ligado ao C-7 (Figura 3).

A atribuicdo dos sinais dos H-7, H-6 e H-8 respectivamente, indo
de menor até maior deslocamento quimico, sdo justificados de acordo
com os efeitos eletrdnicos presentes na estrutura molecular. Devido a
geometria planar da molécula e devido ao fato do H-8 estar mais préximo
da carbonila, este hidrogénio é afetado pela anisotropia magnética
promovida pela carbonila, desblindando o hidrogénio (H-8) e levando a
valores de deslocamento mais altos. Além disso, 0 H-6 e H-8 estdo
sujeitos ao efeito mesomérico negativo da carbonila, justificando os
maiores deslocamentos quimicos. O H-7 ndo sofre 0 mesmo efeito e assim
estd presente em campo mais alto que 0s outros hidrogénios
(BARRACLOUGH et al., 1970; FERNANDES et al., 1998). O efeito
mesomérico pode ser representado através das estruturas de ressonancia
da Figura 4.

Através da analise bidimensional de COSY é possivel notar o
acoplamento entre os hidrogénios H-6, H-7 e H-8, certificando a
atribuicdo dada aos mesmos, conforme mostra a Figura 5.

Figura 3. Acoplamento entre hidrogénios do anel B
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A quantidade obtida do composto a partir da planta foi insuficiente
para que os 14 sinais referentes a cada carbono fossem detectados no
espectro de RMN de *3C. Foram encontrados somente 6 sinais de carbono,

sendo seus deslocamentos 89,93 ppm, 103,67 ppm, 115,57 ppm, 121,74
ppm, 12504 ppm e 148,16 ppm. Estes dados foram
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Figura 5. Efeito mesomérico no esqueleto xantona
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Figura 4. Ampliacdo do espectro bidimensional de COSY
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possiveis de serem designados, devido as andlises feitas pelo HETCOR,
encontrou-se a correlagéo entre os nucleos hidrogénio e carbono presentes
na molécula. O sinal em 89,93 ppm foi atribuido ao H-4 e o carbono em
103,67 ppm aos hidrogénios do grupo metilenodioxi. Os sinais em 121,7,
125,0 e 115,6 ppm foram atribuidos aos hidrogénios H-6, H-7 e H-8 do
anel B, respectivamente. Os resultados das analises de RMN de *H e de
13C estdo resumidos na Tabela 3 em comparacdo com os dados da
literatura.

Apesar deste composto ser considerado inédito na literatura, ha
relatos nos estudos de Polygala campestris (Venzke, 2015) e Polygala
pulchella (Missau, 2008) desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa.
Baseado nos dados espectroscopicos em comparagdo com a literatura
propBe-se que a estrutura para o composto 2 seja a 1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona.
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Tabela 3. Dados de RMN de *H e 13C referentes a 1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona (composto 2) em comparacgdo com literatura

5 H 5 13C 8H 5 13C
Pyr-ds, 200MHz  Pyr-ds, Pyr-ds, Pyr-ds,
C 50MHz 400MHz? 100MHz?
1 1441
2 130,3
3 156,4
4 6,47 (1H, s) 89,9 6,49 (1H, s) 90,3
4a 154,3
4b 1470
S 148,2 148,4
6 7,53 (1H, dd, 121,7 7,56 (1H, dd, 1219
J=80el16Hz J=82e1,6Hz)
7 7,29 (1H, dd, 125,0 7,30 (1H, t, 125,4
J=8,0e8,0Hz) J=8,2Hz)
8 7,93 (1H, dd 115,6 7,93 (1H, dd, 115,7
J=80Hzel6 J=82e16Hz)
Hz)
8a 122,1
9 182,8
8b 104,0
OCH20 6,11 (2H, s) 103,7 6,11 (2H, s) 1034

2 (VENZKE et al., 2015)



90

5.1.3. Composto 3

O composto 3 foi obtido como um sélido amarelo e analisado em
espectrdmetro de massas, onde mostrou ion molecular de razdo massa
carga m/z 287,0552 [M*-1]. A massa foi correspondente a férmula
molecular C15H1206 (calculado: 287,0552). Assim como 0 composto 2,
apos analise dos dados de RMN uni e bidimensionais, deduziu-se que sua
estrutura seria referente a 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona.

Este composto apresentou Rf igual a 0,52 (CHClI3 75:25 AcOEt) e
ponto de fusdo de 244,5-246,2°C condizente com a literatura de 246-
248°C (YUAN et al., 2006).

Através do espectro infravermelho em pastilhas de KBr do
composto foi possivel observar uma banda larga referente ao estiramento
da ligacdo O-H em 3440 cm?, entre 2951 e 2849 cm™ o estiramento em
menor intensidade referente a ligacdo C-H em carbonos sp®e sp?, em 1659
0 estiramento referente a ligagdo C=0 quelado ao grupo OH, em 1570 e
1456 cm* os estiramentos da ligacdo C=C de anel aromatico e em 1160
cm! o sinal para a ligacédo C-O.

O espectro de RMN de *H em cloroférmio deuterado (Anexo 3)
revelou um sinal em 12,79 ppm referente a um grupo -OH quelado a
carbonila. Além disso, é possivel perceber um sinal em 5,78 ppm
referente a um grupo OH fendlico. O espectro de RMN de *H em piridina
mostrou um -OH quelado em 13,47 ppm, embora este sinal tenha pouca
intensidade. O mesmo tipo de acoplamento encontrado no composto 2
anterior, esta presente no composto 3, sendo um simpleto com integracédo
para 1H em 6,29 ppm referente ao hidrogénio ligado ao C-4. Observa-se
ainda, um duplo dupleto em 7,96 ppm de integracdo paralHe J=7,8¢
1,5 Hz; um duplo dupleto em 7,57 ppm colapsado em parte com o sinal
do solvente, onde atenta-se aum J=7,8 e 1,5 Hz e integracéo de 0,5H em
um dos dupletos; e um duplo dupleto colapsado centrado em 7,31 ppm
com integracdo de 1H e J = 7,8 Hz. Estes sinais referem-se aos
hidrogénios ligados aos C-8, C-6 e C-7, respectivamente. Também se
observa dois sinais de grande intensidade com integragdo para 3H em 3,74
e 3,98 ppm referentes a 2 grupos metoxi.

No espectro de RMN de 2C séo encontrados 17 sinais, sendo que
apenas 15 sinais deveriam estar representando os carbonos da molécula.
Os sinais foram comparados com a literatura, onde 15 dos 17 sinais foram
atribuidos para cada carbono da molécula. A analise bidimensional de
COSY revelou 0 mesmo tipo de acoplamento que o composto anterior
(composto 2) e através da andlise de HETCOR relacionou-se cada
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carbono aos hidrogénios da molécula. Os dados estdo descritos em
comparacgao com a literatura na Tabela 4.

Os sinais de carbono nao atribuidos no espectro de RMN de 3C
foram 130,1 ppm e 116,7 ppm. Como forma de analisar a presenca de
alguma impureza na amostra foram feitas analises em cromatografia
liquida acoplada ao espectrometro de massas (LC-MS), onde foram
encontrados trés picos no cromatograma (Figura 6). O pico intermediario,
com a massa do composto 3, corresponde a mais de 98% da area de
integracdo do cromatograma. Os outros dois sinais possuem area menor
gue 1%, e apesar da deteccdo imprecisa, foi possivel identificar que um
deles possui massa de 302,7 [M*-1]. Apesar da pequena quantidade das
impurezas em comparagdo com 0 composto 3, acredita-se que os dois
sinais presentes no espectro de RMN possam ser atribuidos a algum sinal
remanescente destes outros compostos.

Figura 6. Cromatograma obtido em LC-MS do composto 3

o R 2
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O composto analisado (composto 3) apresentou 0 mesmo perfil de
fragmentacdo, quando comparado com 0 mesmo composto isolado
previamente (VENZKE, 2015). Assim, baseado nas analises dos dados
obtidos, propde-se que a estrutura do composto 3 seja a 1,5-dihidroxi-2,3-
metoxixantona.
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Tabela 4. Dados obtidos do RMN de 'H e 3C da 1,5-dihidroxi-2,3-
dimetoxixantona (composto 3) em comparacdo com literatura

5H d13C d13C 5 13C
Pyr-Ds, Pyr-Ds, DMSO-ds, Pyr-ds,
C 400 MHz 100 125MHz®  75MHZz°
MHz

1 155,1 153,0 153,3

2 132,8 131,1 132,2

3 160,9 160,1 160,7

4 6,29 (1H, s) 91,6 91,5 91,0

4a 153,9 152,8 145,2

4b 146,8 145,0 154,5

5 148,2 146,2 147,8

6 7,57 (1H, dd, 121,8 120,5 121,2

J=78e15Hz)
7 7,31 (1H, dd, 1249 124,3 124,0
J=78e78Hz)
8 7,96 (1H, dd, 115,7 1145 115,1
J=78Hzel5Hz2)

8a 104,9 103,2 104,3

9 182,3 180,8 181,7

8b 122,2 120,6 -
OCHs 3,98 61,0 60,1 60,4
OCHs 3,74 56,7 56,6 56,1
1-OH 13,47 (s)

2YUAN et al., 2006
b GONGCALVES et al., 2005
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5.1.4. Composto 4

O composto 4 foi obtido como um sélido amarelo em pouca
guantidade (1 mg). Devido a esse fator, as analises foram limitadas ao uso
da espectrometria de massas, analise de RMN de 'H e de RMN
bidimensional por HSQC como forma de observar o deslocamento
guimico para cada carbono ligado a um determinado hidrogénio. Quando
analisado em HR-MS, este composto apresentou o valor para o ion
molecular de razdo massa carga m/z 309,0760 [M*-1], correspondente a
formula molecular CigH140s (Calculado: 309,0757). O composto
apresentou Rf igual a 0,68 (CHCI3; 90:10 AcOEt). Baseado nestas analises
em conjunto com espectros de RMN uni e bidimensionais, deduziu-se que
sua estrutura seria referente a 1,5-dihidroxi-6,6’-dimetilpirano-
(2°,37:3,2)-xantona.

Através do espectro infravermelho em pastilhas de KBr do
composto foi possivel observar uma banda larga referente ao estiramento
da ligacdo O-H em 3441 cm?, entre 2922 e 2581 cm™ o estiramento em
menor intensidade referente a ligacdo C-H em carbonos sp®e sp?, em 1650
cm! o estiramento referente a ligagdo C=0 quelado ao grupo OH, em
1580 e 1458 cm os estiramentos da ligagdo C=C de anel aromatico e em
1134 cm* o sinal da ligagéo C-O.

No espectro de RMN de *H em cloroférmio deuterado (Anexo 4)
observou-se um sinal de OH quelado em 13,17 ppm. A mesma andlise em
piridina mostrou também um sinal em 13,86 ppm referente ao OH
guelado, além do mesmo conjunto de sinais para os 3 hidrogénios do anel
B, sendo: um duplo dupleto em 7,91 ppm com integragéo para 1H e J =
7,8 e 1,2 Hz; um duplo dupleto em 7,55 ppm com integracéo para 1H e J
=7,8 e 1,2 Hz; e um duplo dupleto colapsado centrado em 7,27 ppm com
integracdo para 1H e J = 7,8 Hz, que correspondem aos H-8, H-6 e H-7,
respectivamente. Observa-se ainda dois dupletos em 6,88 e 5,64 ppm com
integracdo para 1H e J = 10,0 Hz, acoplamento caracteristico para ligacdo
dupla com estereoquimica cis; um simpleto em 6,43 ppm com integracédo
igual 1H e um simpleto de grande intensidade em 1,39 ppm com
integracdo para 6H, que corresponde a dois grupos metila.

Foi feita a analise bidimensional de HSQC, onde atribuiu-se o sinal
de cada carbono acoplado aos hidrogénios da molécula. O simpleto no
RMN de *H em 6,43 ppm foi atribuido a um carbono em 94,8 ppm, os
dupletos em 5,64 e 6,88 atribuidos a carbonos em 127,7 e 115,0 ppm € as
metilas em 1,39 ppm a carbonos de mesmo deslocamento em 27,7 ppm.
Os hidrogénios pertencentes ao acoplamento do anel B em C-6, C-7 e C-
8 foram atribuidos aos carbonos 121,5, 1235 e 1145 ppm
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respectivamente. Os espectros sdo encontrados em anexo e resumidos na
Tabela 5 em comparacdo com dados da literatura.

Baseado nos dados os obtidos em comparacdo com a literatura,
propBe-se que a estrutura para 0 composto 4 seja a 1,5-dihidroxi-6",6’-
dimetilpirano-(2°,3’:3,2)-xantona,  conhecida também como 6-
desoxijacareubina
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Tabela 5. Dados obtidos do RMN de 1H e 13C da 1,5-dihidroxi-6,6’-
dimetilpirano-(2°,3°:3,2)-xantona (composto 4) em comparagao com
literatura

5 H 518C 3 H, 8 18C
Pyr-Ds, Pyr-Ds, DMSO-ds,  DMSO-
C 400 MHz 100 200MHz2 de,
MHz 50MHz?
1 153,3
2 132,2
3 160,7
4 6,43 (1H, s) 94,8 6,43 (1H, s) 91,0
4a 145,2
4b 154,5
5 147,8
6 7,55 (1H, dd, J = 121,2 121,2
7,8e 1,2 Hz)
7 7,27(1H,dd,J=78 1235 124,0
Hz e 7,8 Hz)
8 7,91(1H,dd,J=7,8 1145 1151
e 1,2 Hz)
8a 104,3
9 181,7
8b -
4 5,64 (1H,d,J= 127,7
10,0 Hz)
5’ 6,88 (1H,d,J = 115,0
10,0 Hz)
7a’ 1,39 (3H, s) 60,4
7v’° 1,39 (3H, s) 56,1
1-OH 13,86 (s)

2ROCHA et al., 1994
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5.1.5. Composto 5

O composto 5 foi obtido como um s6lido branco. Esse composto
foi obtido em pouca quantidade (2 mg), 0 que causou 0S mMesmos
problemas com analises que o composto anterior (composto 4). Assim,
este composto foi analisado e deduzido, usando as mesmas técnicas
usadas anteriormente. Além disso, esse composto possui Rf de 0,55
(CHCI3z 90:10 AcOEt), igual ao o-espinasterol, de modo que foram
eluidos juntos durante o fracionamento cromatografico em coluna. Estes
compostos foram separados devido a menor solubilidade deste composto
(5) em cloroférmio comparado ao esteroide. Deste modo, foi possivel
observar sinais residuais do esteroide no espectro de RMN de 'H do
composto 5. O composto foi analisado em espectrdmetro de massas, que
mostrou ion molecular de razdo massa carga m/z 257,0445 [M*-1],
correspondente a férmula molecular C14H100s (calculado: 257,0444).
Baseado nestas analises em conjunto com espectros de RMN uni e
bidimensionais, deduziu-se que sua estrutura seria referente a 1,5-
dihidroxi-3-metoxixantona.

Através do espectro infravermelho em pastilhas de KBr do
composto foi possivel observar uma banda larga referente ao estiramento
da ligacdo O-H em 3440 cm?, entre 2916 e 2849 cm™ o estiramento em
menor intensidade referente a ligacdo C-H em carbonos sp®e sp?, em 1656
cm! o estiramento referente a ligagdo C=0 quelado ao grupo OH, em
1572 e 1462 cm os estiramentos da ligagdo C=C de anel aromatico e em
1160 cm o sinal da ligagéo C-O.

No espectro de RMN de 'H em cloroférmio (Anexo 5) foi
observado um sinal de -OH quelado em 12,89 ppm e um grupo -OH livre
em 5,76 ppm. O espectro de RMN de *H em piridina mostrou também um
sinal em 13,50 ppm referente ao -OH quelado, porém, apesar de este
composto aparentar ter o mesmo acoplamento que 0S compostos
anteriores para os 3 hidrogénios do anel B, o hidrogénio que antes era
encontrado relativamente sobreposto pelo sinal intermediario do solvente,
neste caso é completamente encoberto. E possivel observar apenas dois
pequenos sinais em 7,57 e 7,56 ppm no ombro do solvente, onde
encontra-se um J = 1,5 Hz. Os outros dois sinais referentes aos outros dois
hidrogénios s&o um duplo dupleto em 7,92 ppm de integragéo igual 1H e
J=7,8e1,5Hzeum duplo dupleto colapsado centrado em 7,28 ppm com
integracdo de 1H e J = 7,8 Hz, referentes aos H-8 e H-7, respectivamente.
Além desses sinais, ha dois dupletos em 6,56 e 6,37 ppm, ambos com
integracdo de 1H e J = 2,2 Hz, caracteristico de hidrogénios meta
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correlacionados; observa-se também um simpleto em 3,69 ppm
correspondente a um grupo metoxi.

Foi feita a analise bidimensional através de HSQC onde
conseguiu-se atribuir o sinal de cada carbono que estava acoplado aos
hidrogénios da molécula, obtendo resultados préximos aos do composto
anterior, com excegdo para o H-7, encoberto pelo solvente. Quanto a
posicdo do grupo metoxi na molécula, este grupo pode estar ligado em C-
5 ou C-3, uma vez que a presenca do -OH guelado a carbonila confirma
a posicdo da hidroxila no C-1. Foi feita uma analise por NOESY para
confirmar em qual sitio este grupo metoxi estaria ligado (Figura 7), onde
foi possivel identificar a relacdo espacial do grupo com os hidrogénios
em C-2 e C-4 (6,56 e 6,34 ppm), sendo definido a posicdo da metoxila em
C-3 no anel A.

Figura 7. Ampliacéo da analise de NOESY mostrando a interacéo
espacial
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Os espectros relativos ao composto se encontram em anexo e 0s
resultados das andlises sdo resumidos na Tabela 6.

Baseado nos dados obtidos, prople-se que a estrutura para o
composto 5 seja a 1,5-dihidroxi-3-metoxixantona.
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Tabela 6. Dados obtidos do RMN uni e bidimensionais da 1,5-
dihidroxi-3-metoxixantona (composto 5)

3¢ NOESY

Pyr—Ds, Pyr—D5,
C 400 MHz 100 MHz
2 6,56 (1H, d, J=2,2 Hz) 100,6
4 6,34 (1H, d,J=2,2 Hz) 93,1
6 7,92 (1H,dd,J=7,8¢e 1,5 Hz) 119,2
7 7,28 (1H,dd,J=7,8Hze 7,8 Hz) 125,6
8 7,58 (1H, dd,J=7,8¢e 1,5 Hz) -

3- OCHs 3,69 (3H, s) 550  H2eH4
1-OH 13,50 (s)
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5.1.6. Outras possiveis xantonas

O género Polygala é caracterizado pela biossintese de saponinas
triterpénicas, oligossacarideos esterificados, esterois, flavonoides,
cumarinas, estirilpironas, diidroestirilpironas e as xantonas.

Segundo os dados espectroscopicos obtidos para as xantonas
isoladas, é possivel perceber que todas possuem uma estrutura basica
semelhante, explicada pela sua biossintese.

As xantonas sdo biossintetizadas devido ao encontro de duas vias
metabdlicas, sendo a primeira, a via do acido chiquimico, responsavel
pela formacdo do anel B; e a segunda, a via do acetato-malonato,
reponsavel pelo anel A (Figura 13). Em seguida, através da catalise
enzimatica (benzofenona sintase) ocorre a formagdo de uma benzofenona,
seguida pela formacdo das xantonas com diferentes padrfes de
substituicdo, catalisada pela xantona sintase. Neste ponto ocorre a
formacéo do anel central (anel C) que pode acontecer de duas formas. Na
primeira, o acoplamento oxidativo ocorre na posi¢do para em relacdo a
hidroxila do anel B, levando a formacdo da xantona 1,3,7-substituida; e
na segunda, o acoplamento ocorre na posi¢éo orto em relacdo a hidroxila
do anel B, levando a xantona 1,3,5-substituida (NEGI et al., 2013). O
esquema é representado na Figura 8.

Figura 8. Biossintese das xantonas (NEGI et al., 2013)
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E possivel encontrar no género Polygala esses dois padrées de
substituicdes para as xantonas, onde a substitui¢do 1,3,7 encontra-se em
P. caudata (LI et al., 1998), P. cyparissias (PINHEIRO et al., 1998), P.
fallax (MA et al., 2003), P. japonica (FU et al., 2006), P. sibirica
(MIYASE, NOGUCHI, CHEN, 1999), enquanto o padrdo 1,3,5 se
encontra em outras espécies como P. pulchella (MISSAU, 2008), P.
campestris (VENZKE, 2015) e P. paniculata (CRISTIANO et al., 2003).

Nos compostos identificados em P. linoides, composto 2 a 5,
observa-se 0 padrdo de substituicdo 1,3,5. Esse padrdo reflete a
especificidade da enzima xantona sintase presente em cada planta,
levando as moléculas a um unico padréo de substituicéo.

Outra consequéncia da especificidade da biossintese em P. linoides
é que todas as 4 xantonas identificadas possuem um sinal referente ao -
OH quelado ao oxigénio do grupo carbonilico. Devido aos efeitos
eletrénicos dos ligantes em cada molécula, foi possivel perceber que este
sinal possuia um deslocamento especifico para cada composto, que se
repetiu nas analises de RMN de H e serviu como método para identificar
0S compostos presentes na mistura.

Através da analise do espectro de RMN de *H de outras amostras
foi possivel identificar valores para o grupo OH quelado diferentes dos
encontrados experimentalmente para as 4 xantonas. Assim, pode haver
outras xantonas que ndo foram identificadas pelos métodos tradicionais
de andlise organica, uma vez que a quantidade pequena e a retencdo em
silica gel proxima a outros compostos ndo permitiu o isolamento em
guantidades consideraveis. Por exemplo, foram encontradas trés outras
xantonas, durante o fracionamento do extrato bruto, correspondente as
fracBes 19-30 (Hex 82:18 AcOEt), 36 (Hex 67:33 AcOEt) e 38-53 (Hex
63:37 AcOEt), sendo que a primeira e Ultima fracdo foram
recromatografadas, obtendo-se 0s compostos X1 (Hex 15:85 CHCly)
juntamente com 1,5-dihidroxi-3-metoxixantona (4) e 6-desoxijacareubin
(5), X2 juntamente com o 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (3) e X3
(CHCI;5 95:5 AcOEt). O fluxograma para a separacdo de cada composto
esté representado na Figura 9.

Os sinais dos grupos OH quelado das trés xantonas nao
identificadas foram 13,24 ppm (X1), 13,12 ppm (X2) e 13,29 ppm (X3),
conforme os espectros de *H em cloroférmio deuterado apresentados na
Figura 10.
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Figura 9. Fluxograma da separacdo dos compostos X1, X2 e X3 ndo

identificados
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Figura 10. Sinais do grupo OH quelado de compostos isolados e ndo
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5.1.7. Composto 6

Finalmente, o composto 6 foi eluido na cromatografia em coluna,
como uma banda de cor verde escura (CH2Cl, 92:8 AcOEt). Apds ser
ressuspendido com etanol foi obtido um solido verde soltvel em
cloroférmio.

Devido a sua cor caracteristica, foi feita uma analise em UV-VIS
para investigar se 0 composto seria a clorofila, conhecida na maioria das
plantas em duas diferentes formas: a e b, sendo a primeira encontrada em
plantas maiores geralmente na propor¢do de 3:1 (GROSS, 1991). O
resultado da analise pode ser visto na Figura 11, onde encontra-se 0s Amax
de 406 e 664 nm

Figura 11. Espectro de UV-VIS em metanol para a clorofila a (50
Hg.mL™)
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As duas formas de clorofila encontradas em plantas apresentam
dois principais sinais de absorcéo, a banda de Soret, na faixa de 380 a 500
nm e a banda Q, em 500 a 750 nm; sinais caracteristicos em sistemas
porfirinicos. Pode ser percebida uma diferenga no Amax Nnessas duas
bandas, onde a clorofila a possui valores relatados para elas de 432 e 665
nm e a clorofila b de 469 e 652 nm (KOBAYASHI, 2013). Apesar deste
composto ter alguma semelhanca com a clorofila a devido a semelhanga
nos valores de Amax para as duas bandas, os dados espectroscopicos ndo
foram suficientes para uma identificacdo precisa.

As clorofilas sdo moléculas sensiveis, sendo facilmente
degradadas frente a luz, na presenca de solventes, sob altas temperaturas
ou sob agdo de &cidos e bases. A desmetalagcdo do atomo de magnésio
central leva a formacéo das feofitinas, as quais tem valores de absorcédo
em UV-VIS deslocados comparados aos da clorofila com o metal. Além
dessa modificacdo, elas podem perder o grupo fitol, formando os
feoforbideos e o grupo carboximetoxi em C-13b, formando os
pirofeoforbideos (ROCA, CHEN, PEREZ-GALVEZ, 2016). Estas
estruturas podem ser melhor compreendidas na Figura 12.
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Figura 12. Estrutura da feofitinaaeb
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A feofitina a possui comprimento de onda maximo de absorcéo
em 409 e 665 nm, enquanto que a feofitina b possui valores de 436 e
654 nm (KOBAYASHI, 2013), desta forma o composto isolado
apresentou valores similares a feofitina a.

A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C também foi usada
como forma de identificar a molécula. Apesar da pouca quantidade, foi
possivel detectar sinais caracteristicos deste composto. Normalmente, a
presenca de um sinal em deslocamentos maiores de 10 ppm no RMN de
'H evidencia a presenga de um grupo aldeido em C-7 da forma b da
molécula, porém esse sinal ndo esta presente no espectro, confirmando a
estrutura a, conforme apresentado na Figura 18.

Devido a aromaticidade presente nos anéis porfirinicos, é possivel
perceber que alguns sinais de hidrogénio tém seus valores deslocados
como consequéncia. Os hidrogénios olefinicos em C-5, C-10 e C-20 estdo
desblindados e deslocados para campo baixo, apresentando simpletos de
integral 1H nos valores respectivos de 9,49, 9,63 e 8,65 ppm. Além disso,
as metilas em C-2a, C-7a, e C-12a também sdo influenciados pela
aromaticidade, apresentando os respectivos valores de 3,44; 3,27 e 3,75
ppm. Os hidrogénios ligados aos nitrogénios do anel central sdo blindados
a valores de -1,81 ppm, comprovando a aromaticidade e a desmetalacdo
da molécula.

A provavel molécula de feofitina a, aqui isolada, apresenta
normalmente um simpleto em campo baixo referente ao hidrogénio em
C-13b, porém é possivel perceber apenas um sinal largo em 5,54 ppm,
gue quando analisado em conjunto com os dados do espectro de RMN de
13C, revela que o referido carbono em 89,0 ppm esta mais desblindado
que o esperado, sugerindo a presenca de um grupo OH em C-13b. A
formagdo do grupo nesta posicdo da molécula acontece como
consequéncia da exposi¢do a luz visivel ou UV tanto in vitro, como in
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vivo, sendo este um mecanismo que ndo foi completamente elucidado
ainda. Entretanto, é conhecido que a inser¢do do oxigénio, formando o
grupo OH em C-13b, é uma das importantes reacGes iniciais para a
degradacdo da clorofila tanto no escuro, como quanto sob a luz, sendo
este  fendmeno  conhecido por alomerizagio  (PETROVIC,
ZVEZDANOVIC, MARKOVIC, 2017). Um estudo relata a presenca dos
dois esteroisdbmeros isolados com a hidroxila em C-13b, onde o grupo OH
possui deslocamento de 5,53 ppm para o estereoisdmero S e valor de 5,35
ppm para a forma R (MATSUO et al., 1996). Através de nossas analises,
o valor de deslocamento quimico obtido para o grupo OH nesta molécula
sugere fortemente que a estereoisomeria do C-13b seja S.

E possivel também encontrar os sinais referentes aos hidrogénios
ligados a carbono sp? geminais em C-3b. Estes hidrogénios geram dois
duplos dupletos em 6,32 e 6,21 ppm com integracdo de 1H cada. O
acoplamento geminal entre eles é de 1,2 Hz. O hidrogénio em 6,32 ppm
possui também um acoplamento trans de 17,8 Hz com o hidrogénio em
C-3aeosinal em 6,21 ppm um acoplamento cis de 11,5 Hz com 0 mesmo
hidrogénio C-3a. O hidrogénio em C-3a tem valor de integral de 1H e
forma um duplo dupleto, com acoplamentos de 11,5 e 17,6 Hz. A figura
13 representa os sinais referentes aos hidrogénios ligados ao C-3a e C-3b.

Os sinais referentes ao nucleo feoforbideo presente nos espectros
de RMN de *H e 3C estdo resumidos na tabela 7 em comparagéo com o0s
dados da literatura.

Figura 13. Acoplamento vicinal dos hidrogénios em C-3a e C-3b
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Embora seja possivel atribuir a maioria dos sinais referentes ao
nucleo feoforbideo, o grupo fitil aparenta ndo estar na molécula. No RMN
de 'H néo ha os sinais de hidrogénios metilicos e metilénicos misturados
no campo alto do espectro, nem um tripleto referente a um hidrogénio
olefinico do grupo fitil em 5,24 ppm. No espectro de RMN de *3C também
ndo é possivel localizar os sinais em campo baixo para os carbonos
vinilicos do grupo fitil ligado ao éster em C-17c (118,4 e 143,0 ppm), nem
o carbono ligado ao oxigénio do éster (61,9 ppm) correspondente a este
mesmo grupo.

Porém ha 11 sinais sem referéncia no campo alto como 60,5; 31,9;
29,7; 29,6; 29,4; 29,4; 29,2; 29,1; 22,7; 14,1 e 14,0 ppm. H& também no
espectro de RMN de 'H sinais que ndo foram atribuidos a nenhum
hidrogénio como 4,10 ppm, 2,36 ppm e 1,16 ppm.

Entre os compostos isolados em P. linoides, percebe-se que estes
estdo de acordo com os marcadores taxondmicos encontrados no género,
seguindo uma rota metabdlica preferencial das xantonas e ndo
apresentando o desvio levando a formag&o de estirilpironas relatado para
algumas espécies como P. sabulosa (PIZZOLATTI et al., 2004) e P.
longicaulis (VENZKE, 2015).

O fracionamento cromatografico resultou no isolamento e
identificagdo  do  a-espinasterol (1), na  1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona (2) e 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (3), 6-
desoxijacareubin (4), 1,5-dihidroxi-3-metoxixantona (5) e 13b-hidroxi-
(13b-S)-feoforbideo a (6).

Todos estes compostos sdo inéditos na espécie estudada, mas ja
foram biossintetizados em outras espécies do género Polygala, porém o
composto 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona (2) € inédito na
literatura.
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Tabela 7. Dados obtidos do RMN de *H e 3C do feoforbideo
(composto 6) em comparacdo com a literatura

S lSC S 13C, S lSC,
5H 5 1H, CDCl;, CDCI;, CDCl;3,
CDCls, CDCls, 100 100 75,5
C 400 MHz 300 MHz? MHz MHZz° MHz?
1 - 142,8 142,8
2 131,8 131,9 131,6
2a 3,44 (3H,9) 3,45 (3H, s) 12,1 12,1 12,4
3 136,5 136,5 137,0
3a 8,04 (1H, 8,03 (1H, dd, 129,1 129,1 129,4
dd,J=115 J=115e175
e 17,5 Hz) Hz)
3b 6,32 (1H, 6,32 (1H, dd, 122,8 1229 123,6
dd,J=178 J=175e1,0
e 1,2 Hz) Hz)
6,21 (1H, 6,23 (1H, dd,
dd,J=115 J=115e1,0
e 1,2 Hz) Hz)
4 136,4 136,3 136,3
5 949 (1H,5s) 9,60 (1H, s) 98,0 98,0 98,4
6 155,4 155,4 150,9
7 136,3 136,2 136,3
7a 3,27 (3H,s) 3,30 (3H, s) 11,3 11,3 11,6
8 - 145,3 145,3
8a 3,72 (m) 3,77 (2H, q) 19,5 19,5 19,9
8b 1,72 (1) 1,70 (3H, t) 17,4 17,4 17,6
9 151,1 151,1 155,4
10 9,63 (1H,s) 9,76 (1H, s) 104,3 104,3 104,7
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11 137,9 137,8 138,4
12 129,4 129,4 129,4
12a  3,75(3H,s) 3,77 (3H, s) 12,3 12,3 12,7
13 127,0 127,0 127,7
13a - 192,0 192,2
13b 5,54 (OH) 5,47 (OH) 89,0 89,0 89,4
13c 172,8 172,8 173,3
13d 3,63 (3H,5s) 3,62 (3H, s) 53,4 53,4 53,8
14 149,9 149,8 150,9
15 107,7 107,7 107,1
16 162,5 162,5 164,0
17 417 (1H,m) 4,17 (1H, m) 52,0 51,8 52,6
17a 2.27 (m) 2,25 (1H, m) 31,2 31,1 31,6
2,93 (1H, m) 2,95 (1H, m)
17b 2,54 (2H, m) 2,55 (2H) 31,7 31,6 32,0
17c 173,5 173,6 173,8
18 451(1H,q) 4,56 (1H, m) 50,4 50,3 50,9
18a 1,61 (3H,d, 1,63 (3H, d, 22,7 22,7 22,9
J=71Hz) J=7,0Hz)
19 172,4 172,4 173,0
20  8,65(1H,s) 8,76 (1H, s) 93,6 93,6 95,0

2JERZ et al., 2007
b MATSUO et al., 1996
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5.2. OBTENGCAO DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS DA
RAIZ, FLORES E CAULE COM FOLHAS DA PLANTA

A planta fresca foi coletada e divididas em trés partes: raiz, caule
com folhas e flores. As partes da planta foram secas em estufa para
posterior extragdo com etanol 96% a fim de se obter o extrato respectivo
de cada parte da planta. As massas da planta fresca e da planta seca, assim
como os rendimentos obtidos da extracdo estdo descritas na Tabela 8.

Tabela 8. Massas da planta fresca e seca e rendimento dos
extratos das partes de P. linoides.

Planta Planta Extrato Rendimento
fresca seca Bruto
Raiz 1,56 ¢ 121g¢g 0,13¢g 10,59%
Caule e folhas 7,729 573¢g 0,58 g 10,12%
Flores 153¢g 1,059 0,28 g 26,74%

5.3. QUANTIFICACAO POR HPLC DA 1,5-DIHIDROXI-2,3-
METILENODIOXIXANTONA NOS EXTRATOS DAS RAIZES,
CAULE COM FOLHAS E FLORES

Polygala tenuifolia é uma espécie presente na China, onde ha
diversos estudos que relatam atividades bioldgicas devido a utilizacdo de
suas raizes (LEE et al., 2009; SHIN et al. 2009b, CHOI et al., 2011).
Encontrou-se uma concentragdo alta de oligassacarideos esterificados
nesta parte da planta, que estavam relacionadas com suas propriedades
farmacoldgicas (LIU etal., 2010; LIU et al. 2015; WEI et al., 2015). Além
disso, € possivel encontrar também uma concentragdo alta de salicilato de
metila nas raizes das espécies do género, sendo este também relacionado
a outras atividades. Assim, as diferentes partes de P. linoides foram
investigadas com a premissa de que metabdlitos secundarios poderiam
estar acumulados também em suas raizes. As xantonas sdo consideradas
marcadores taxondmicos da espécie e foram usadas para este teste devido
ao seu isolamento prévio.

Foi desenvolvido um método para a analise com os eluentes A
(Acetonitrila + 0,2% &cido formico) e B (Agua MilliQ + 0,2% &cido
férmico), onde usou-se a seguinte programacdo: t = 0 minutos com o
sistema de eluentes A (10%) e B (90%), 1 minuto B (90%), 10 minutos
eluente B (60%), 25 minutos B (50%) e 30 minutos B (0%). Através desse
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método, as xantonas isoladas foram analisadas e obtidos o espectro de UV
e tempo de retengdo para cada uma. Os cromatogramas para cada xantona
injetada na concentracdo de 100 pg.mL* estdo representados na Figura

14.

Figura 14. Compostos e seus tempos de retengio no cromatograma
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Além disso, foi obtido o perfil para o extrato da raiz, do caule com
folhas e das flores na concentracdo de 1000 pg.mL, onde cada extrato

esta representado nos cromatogramas da Figura 15.

Figura 15. Perfil cromatografico para cada extrato das partes de
P. linoides
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A 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona foi 0 composto extraido em
maior quantidade da planta, porém apés diversas tentativas nao foi
possivel separar o sinal referente ao composto de outros sinais proximos.
Assim, o método foi otimizado para quantificar a 1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona, o qual € um composto inédito obtido da planta.
Dessa forma, a programacdo foi alterada para t = 0 minuto B (90%), 1
minuto B (90%), 10 minutos eluente B (60%), 20 minutos B (53%) e 23
minutos B (0%), de forma a diminuir o tempo de analise que
anteriormente era de 52 minutos para 42 minutos. Foi obtida uma curva
de calibracdo com injecGes do composto em concentracdes entre 5 e 50
ug.mL* como forma de realizar a quantificacdo por método de padréo
externo (Figura 16).

Figura 16. Curva de calibracéo para a 1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona
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A xantona néo foi identificada nas flores. Para o extrato das raizes
e do caule com folhas foram obtidos respectivamente as concentragdes de
14,37+0,24 pg.mL* e 4,00+0,15 pg.mL*. O valor calculado para o limite
de deteccdo (LD) foi 1,87 pg.mL e para o limite de quantificagdo (LQ)
foi 2,95 pg.mL1. Sendo assim, os valores apresentados para a analise com
a xantona estdo de acordo com os dados obtidos.

Segundo os resultados, para cada 1 mg do extrato de caule com
folhas, estima-se que haja 4 ug da xantona, enquanto para cada 1 mg do
extrato das raizes existe 14,4 jug. Percebe-se que o rendimento quanto a
extracdo dessas duas partes da planta foi semelhante, porém a massa de
caule com folhas é maior para a planta toda do que a massa das raizes
(Vide tabela 14). Levando isso em consideracdo, ao analisar os extratos
das partes da planta como um todo, para os 0,58 g obtido do extrato de
caule com folhas, estima-se que haja aproximadamente 2,3 mg da
xantona, enquanto que para os 0,13 g de extrato obtido para as raizes, sdo
estimados uma quantidade aproximada de 1,9 mg do composto.
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Apesar dos resultados evidenciarem que a 1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona se concentra cerca de 4 vezes mais nas raizes em
comparagao com o resto da planta, propde-se que é mais vantajoso usar o
extrato das raizes em conjunto do caule e folhas como forma de obter
maior rendimento para o isolamento do composto.

5.4. CONSTITUINTES QUIMICOS VOLATEIS DAS RAIZES,
FOLHAS E FLORES DA PLANTA FRESCA EXTRAIDAS POR
SPME COM POSTERIOR ANALISE POR GC-MS

Diversas técnicas sdo utilizadas para a extracdo e identificacdo de
compostos volateis de uma planta, onde se destacam a destilacdo por
arraste a vapor, a hidrodestilagdo, extracdo por fluido supercritico e a
microextracdo por fase sélida (SPME). A primeira e a segunda técnica
estdo relacionadas a extracdo de 6leos essenciais de plantas e sdo as mais
usadas pois sao técnicas mais antigas e que utilizam equipamentos de facil
obtencdo e maneabilidade. Estas técnicas tém como desvantagem obter
os volateis através do tratamento do material sob maiores temperaturas e
periodos prolongados, podendo levar a degradacdo de compostos e
modificacdo dos volateis extraidos na espécie (CHU-CHIN, 1987;
RUBIOLO et al., 2010). A extracdo por fluido supercritico e SPME séo
técnicas mais recentes e com tratamento mais brando quanto a extracao
dos volateis. Em especial, SPME é uma técnica que permite seu uso
diretamente na amostra, necessitando de menos material, pois ndo ha a
necessidade de pré-concentra-la, além de ser facilmente acoplavel a
cromatografia liquida e gasosa. Assim, esta técnica foi utilizada neste
trabalho para a identificacdo dos volateis em P. linoides.

O método de extracdo consiste na utilizacdo de uma seringa
modificada contendo uma fibra de poli(dimetilsiloxano) (PDMS), a qual
€ exposta diretamente em fase gasosa (headspace) para a adsor¢do dos
volateis. Foram utilizadas para o teste plantas coletadas vivas, que foram
diretamente levadas ao laboratério e tiveram suas raizes, folhas e flores
separadas antes do inicio do teste. No primeiro momento as partes foram
colocadas em meio saturado com cloreto de sédio, de modo a promover
a dispersdo dos constituintes volateis para o headspace, saturando assim
a fibra exposta no ambiente. Num segundo momento a fibra é retraida
através de um dispositivo, e em seguida exposta em GC-MS para
dessorcao e andlise dos compostos (Figura 17). Apesar da necessidade de
aquecimento durante a saturacdo da fibra, o tempo e a temperatura
necessaria para a extragdo dos volateis sdo menores que outros métodos
convencionais, minimizando a chance de degradacdo dos compostos.
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Figura 17. Técnica de SPME através da adsorcdo em headspace
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Os resultados obtidos para as flores, folhas e raiz da planta estéo
representados nos cromatogramas da Figura 18.

Figura 18.Cromatogramas obtidos para as flores, folhas e raizes
da planta
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Apesar de serem detectados diversos sinais, poucos volateis foram
obtidos na extracdo. A maioria dos sinais presentes nos cromatogramas
possuem provaveis valores para as particulas da fibra utilizada para a
extracdo dos volateis segundo dados da biblioteca NIST, sendo que
supostamente seria preciso maior quantidade de material da planta, ou de
um compartimento menor para aumentar a concentracdo dos volateis
durante a fase de adsorcdo do teste. Apesar disso, identificou-se a
presenca do salicilato de metila como um sinal intenso nas raizes e com
um sinal menos intenso nas flores, ambos com 1Aexp = 1191 (lAuiter =
1190). Além deste, nas flores também foi obtido um sinal relativo ao
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona com lAexp = 1839 (lAjier = 1847). Os
espectros de massa dos dois compostos estdo representados na Figura 19.
Nas folhas da espécie nenhum composto foi identificado.

Figura 19.Compostos obtidos por SPME-GC-MS de P. linoides
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Apesar dos poucos dados obtidos na analise de volateis, foi
possivel encontrar o salicilato de metila em grandes quantidades na raiz
conforme descrito em outros estudos utilizando a mesma técnica
(PIZZOLATTI et al.,, 2009; VICTORIO, CARRICO, LAGE, 2011,
YANG et al., 2010). Além disso, ndo havia sido relatada a presenca do
salicilato de metila nas flores de espécies do género através desta técnica
anteriormente (PIZZOLATI et al., 2009).

5.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios bioldgicos foram realizados com o extrato bruto e
fragbes obtidas a partir do extrato bruto. Sendo assim, uma parte de
extrato bruto foi fracionado atraves de filtracdo em leito de silica gel com
0s solventes hexano, acetato de etila e etanol para render as respectivas
fragdes, segundo o fluxograma apresentado na Figura 20.

Figura 20. Fracionamento do extrato bruto de P. linoides

Massa: 3,249 g
Massa: 0,164g Massa: 0471g Massa: 2,289g
Rendimento: 5,05% Rendlmenlu 12,84% Rendimento: 70,45%

5.5.1. Determinacéo de fendlicos e flavonoides e da atividade
antioxidante

A producéo de radicais livres em células é um procedimento
normal para a sua manutencdo, porém quando ha um desequilibrio entre
formacdo e neutralizagdo desses compostos em algum local do
organismo, o excesso de radicais leva a danos em tecidos proximos. Este
processo é chamado de estresse oxidativo, sendo relacionado a varias
doencas, como asteoclerose, doenca renal cronica e diabete mellitus
(YOUNG & WOODSIDE, 2001).

Os radicais responsaveis pelo estresse oxidativo estdo divididos em
4 classes: as espécies reativas de oxigénio (ROS), de nitrogénio (RNS),
de enxofre (RSS) e as de cloro (RCS) (SOSA et al., 2013). As espécies
reativas podem ser geradas por fatores exdgenos, como a luz UV, raios
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X, raios gama, poluentes atmosféricos; ou em meio intracelular
(enddgeno), como macréfagos durante o processo inflamatdrio, ou
produtos resultantes do funcionamento da cadeia respiratdria da
mitocondria, entre outras (CADENAS, 1989).

A producéo de espécies reativas € controlada nos seres vivos por
compostos antioxidantes, sendo estes identificados como substancias
capazes de retardar ou inibir a oxidacdo em substratos. Entre o0s
antioxidantes ndo enzimaticos estdo o a-tocoferol (vitamina E), -
caroteno, &cido ascorbico (vitamina C) e flavonoides (BAGCHI & PURI,
1998). Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser obtidos de fontes
naturais, sendo absorvidos pelo organismo e utilizado no combate a
formacéo do estresse oxidativo.

Dessa forma, é importante a pesquisa por novas substancias
antioxidantes de recursos naturais, pois estas podem prevenir o dano a
tecidos causado pelo estresse oxidativo, utilizando como mecanismo
principal a oxidacdo das espécies reativas formando radicais estaveis,
sendo entdo excretado no organismo sem causar maiores danos as células
do ser vivo.

Como forma de avaliar o poder antioxidante do extrato e fragdes
de P. linoides, foram utilizados dois diferentes ensaios, a captura do
radical livre DPPH e o ensaio do potencial redutor. Os resultados foram
comparados com os valores obtidos para a determinacdo de compostos
fenolicos e flavonoides como forma de relacionar estes compostos com a
atividade reportada.

A determinacdo do teor de fendlicos usa o reagente de Folin-
Ciocalteau, que consiste em uma mistura de acidos fosfomolibidico
(HsMo012PO40) e fosfotlngstico (HsW12PO40), onde ambos se encontram
no estado de oxidacdo +6. Em presenca de agentes redutores, como 0s
compostos fenodlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e
tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidago dos metais é +5
e cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das substancias
redutoras em 725 nm. Desta maneira, quanto maior a intensidade da
coloragdo azul, maior é a concentracdo de compostos fendlicos na
amostra. Na tabela 9, observa-se a quantificacdo de compostos fenélicos
no extrato bruto e fragdes de P. linoides.

A determinacéo de flavonoides foi feita utilizando a metodologia
de complexagdo com o cloreto de aluminio (AICIs). Quando em presenca
de flavonoides que possuem em sua estrutura hidroxilas fendlicas e/ou
grupos carbonila, o aluminio pode ser complexado por estes grupos
formando anéis de 5 ou 6 membros (Figura 21), e com isto,
proporcionando um deslocamento batocrémico nas bandas de



116

absorbancia do espectro de UV-Vis destes compostos. Desta forma,
guanto maior é o deslocamento batocrémico, maior é a quantidade de
flavonoides na amostra.

A determinacéo do teor de flavonoides no extrato bruto e fragdes
de P. linoides podem ser observadas na tabela 9.

Figura 21. Complexo formado entre um flavonoide e o AICl3
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A atividade antioxidante foi medida através do ensaio que
determina a habilidade do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picril hidrazil
(DPPH) capturar um elétron do agente redutor. O radical DPPH possui
uma cor violeta em solucdo, sendo reduzido a molécula de DPPH de
coloragdo amarelada quando o flavonoide ou composto fenolico é
oxidado (Figura 22). Quanto maior o descoramento do radical DPPH,
maior ¢ a atividade antioxidante da amostra, sendo entdo menor o valor
de CEsg para cada amostra.

Figura 22. Atividade antioxidante da quercetina frente ao radical

livre DPPH.
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Na tabela 9 pode-se observar a atividade antioxidante relacionada
ao ensaio com DPPH aplicado ao extrato bruto e fragdes de P. linoides.

A atividade antioxidante também foi observada através do ensaio
do poder redutor. Este ensaio é baseado na reacdo de reducédo de ions
férricos (Fe*®) a ions ferrosos (Fe*?) pelo substrato, devido a presenca de
compostos doadores de elétrons. Dessa forma, os ions ferricianeto s&o
reduzidos a ferrocianeto que, por sua vez, formam um complexo com 0s
ions ferro 111, (Fes[Fe(CN)s]3) de coloragdo azul intensa (azul da Prussia),
apresentando absorcéo em 720 nm. Assim, quanto maior a intensidade da
coloracdo azul, maior é a atividade antioxidante da amostra. Na tabela 9
encontram-se o0s resultados para a atividade antioxidante relacionada ao
ensaio do poder redutor aplicado ao extrato bruto e fragGes de P. linoides.
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Tabela 9.Contetdo de fendlicos e de flavonoide e atividade antioxidante
exibida pelo extrato bruto e fragdes de P. linoides

Amostras  Fenodlicos®  Flavonoides® Poder DPPH CEsp
redutor® ug.mL?
EB 74,7614.94 2,26+0,47 113,4045.08 8,26+1,10
FAc 77,09t4.10 24,59+2.62 487,17£5.48 17,2135
FEt 85,10+4.04 51,01+3.30  337,46+1.37 5,87+0,34
amg ac. galico/g amostra. ® mg quercetina/g amostra.
¢ mg ac ascorbico/g amostra.

O extrato bruto e as fracdes sollveis em acetato de etila e etanol
apresentaram acentuada atividade antioxidante, tanto quando avaliadas
pelo ensaio do poder redutor, como quanto avaliadas pelo ensaio do
DPPH. Como na fracdo hexano ndo se observou a presenca nem de
fendlicos nem de flavonoide, ndo foi determinada a sua atividade
antioxidante.

O teor de compostos fenoélicos foi maior nas fragfes mais polares,
sendo que na fragdo solivel em etanol encontrou-se maior expresséo
destes compostos. Este comportamento teve correspondéncia na
quantificacdo de compostos flavonoidicos no extrato bruto e fracGes.

A fragdo etanol apresentou a maior atividade antioxidante quando
avaliada pelo teste com DPPH, e também foi a fracdo que apresentou
maior quantidade de compostos fenélicos e de flavonoides. No entanto, a
fragdo acetato de etila apresentou maior atividade antioxidante quando
avaliada pelo teste do poder redutor.

Estudos confirmam a acentuada atividade antioxidante encontrada
para a classe de xantonas (MARTINEZ, FERNANDEZ-MARIN,
GALANO, 2012), onde presume-se que estes compostos podem estar
influenciando nos resultados antioxidantes presentes na fracdo acetato de
etila. E provavel também que as xantonas sejam um falso positivo no teste
para determinacdo de flavonoides, pois apresentam 0s mesmos grupos —
OH e >C=0 dos flavonoides, responsaveis por quelagdo do aluminio
(Figura 23).

Figura 23.Complexo formado entre uma xantona e o AlCl3
A|¢3
o OH o’/ \‘o

OCHy OCH;
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OH OH
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Assim, a planta é uma boa fonte de antioxidantes, onde incentiva-
se a busca de compostos que sejam responsaveis por essa atividade na
fracdo etandlica e acetato de etila.

5.5.2. Inibicd@o da enzima acetilcolinesterase

A doenca de Alzheimer é a causa mais comum de deméncia em
pessoas idosas, sendo esta a faixa etaria que mais cresce em quase todo o
mundo. Isso acontece, pois, a populagdo mundial tende a atingir cada vez
idades mais avancadas devido a evolu¢do da medicina, tornando a doenca
de Alzheimer um problema de saude publica cada vez maior futuramente.

Diferentes hipdteses foram formuladas desde a década de 80 para
a causa da doenca, onde entre elas se destacam a colinérgica, a
glutamatérgica, a amiloide, a metélica e a diabética (FALCO et al., 2016).
A hipotese colinérgica relaciona a causa da doenca com a diminuicdo de
neurotransmissores no cérebro, entre eles a acetilcolina. A acetilcolina,
ap0s ser usada na sinapse nervosa, € hidrolisada pela enzima
acetilcolinesterase, transformando-a em colina e um grupo acetil. Assim,
trata-se o paciente com um inibidor desta enzima, tendo como objetivo
principal aumentar a concentracdo de acetilcolina na sinapse nervosa,
amenizando o déficit cognitivo nos primeiros estagios da doenga,
retardando dessa forma o avanco da doenca e prolongando a vida do
paciente (HEINRICH & TEOH, 2004).

Apesar de ser considerada por muitos autores como um tratamento
sintomatico, até 0 momento os inibidores da acetilcolinesterase séo os
Unicos medicamentos indicados para as pessoas diagnosticadas com a
doenca de Alzheimer (COMAN & NEMES, 2017). Um dos remédios
mais usados é a galantamina (ReminyIl®), um alcaloide extraido da planta
Galanthus woroonwii e logo apds encontrado em outras espécies do
género (BERKOQV etal., 2011). Além deste medicamento existem poucos
inibidores da acetilcolinesterase no mercado, sendo mais utilizados os
farmacos donepezil (Aricept®) e rivastigmina (Exelon®). Apesar destes
apresentarem efeito satisfatorio em pacientes, eles séo caros e apresentam
diversos efeitos colaterais (JUNIOR et al., 2004). Por isso, incentiva-se a
busca de produtos naturais que possam substitui-los, tendo-se uma op¢éo
de menor custo e com tratamento mais eficiente para a doenca.

O extrato bruto e frag6es de P. linoides foram avaliados quanto ao
potencial de inibicdo sobre a enzima acetilcolinesterase. O teste utilizado
baseia-se na hidrolise do substrato acetiltiocolina pela enzima, formando
o produto tiocolina, que reage com o acido 5,5 —ditio-bis-2-nitrobenzoico
(reagente de Ellman), produzindo o &nion 2-nitrobenzoato-5-
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mercaptotiocolina e o &cido 2-nitro-5-tiobenzoico, sendo o anion
identificado pela coloragdo amarela (Figura 24). Deste modo, caso haja
compostos na amostra que inibam a a¢do da enzima, esta ndo degradara a
acetiltiocolina e ndo formara um croméforo amarelo. Quanto mais intensa
a coloracdo amarela, maior a hidrdlise da acetiltiocolina realizada pela
enzima e menor a concentragdo de compostos vegetais que possuem a
propriedade de inibir a enzima.

Figura 24. Reag0es presentes no teste de inibicdo da acetilcolinesterase
| Acetilcolinesterase |
)J\s/\/w\ ——» A~ AN+ cHcoo + 2wt
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Reagente de Eliman (Amarelo)

Dessa forma, analisou-se a velocidade da reacdo enzimatica, onde
as amostras vegetais com maior atividade reduziram a velocidade da
reacdo em comparagdo com o controle negativo, com o tampdo fosfato no
lugar das amostras. O controle positivo, o farmaco galantamina, inibiu
fortemente a enzima como esperado (94%). Na Tabela 10, observa-se que
apenas a fracdo acetato de etila inibiu em mais de 50% a atividade
enzimatica, prosseguindo dessa forma com a determinacdo da Clsg, para
verificar qual é a concentracdo necessaria para inibir em 50% a atividade
enzimatica. Este valor foi de 68,51 pg.mL™* (Figura 25).

Tabela 10. Avaliacdo da inibicdo da enzima acetilcolinesterase pelo
extrato bruto e fracdes de P. linoides

Extratos % Inibicédo
Extrato Bruto? 11,48
Fracdo Hexano? 6,50
Fracdo Acetato de etila? 79,69
Fracdo Etanol® 6,07
Galantamina® 94,65

21000 ppm. ° 100 ppm.
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Existem muitos relatos na literatura em relagcdo as propriedades
anticolinérgicas presentes nas xantonas (URBAIN et al., 2004; KHAW et
al., 2014; TEH et al., 2016), assim incentiva-se a busca de resultados que
relacionem esta atividade concentrada na fracdo acetato de etila com as
xantonas de polaridade intermediaria obtidas no fracionamento do extrato
bruto.

Figura 25. Determinacéo da Clso da fracéo acetato de etila de P. linoides
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5.5.3. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana é definida pela capacidade de um
composto matar bactérias ou inibir seu crescimento. Estes compostos séo
chamados antibi6ticos, sendo comercializados como forma de tratamento
de doencas causadas por esse tipo de agente. O uso indiscriminado de
antibidticos nas Ultimas décadas devido ao baixo custo induzido pelas
perdas de protecdo de patentes e producdo de medicamentos genéricos,
levou ao aumento de casos de doencas causadas por estirpes resistentes a
multiplas drogas, como o Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(FERNANDES & MARTENS, 2017). Devido a impossibilidade do
tratamento destas superbactérias com os antibidticos atuais, a pesquisa
por novos agentes bactericidas continua crescendo. Desta maneira, 0 uso
de fitofarmacos ganha destaque, uma vez que a agdo sinérgica entre
compostos presentes em um extrato pode levar a uma agdo “multi-target”,
causando a morte de bactérias por mecanismos variados em conjunto e
dificultando a resisténcia de uma nova geracdo para um composto
especifico (KIM et al., 2011).

O teste antibacteriano usado neste estudo baseia-se na aplicacéo do
extrato e fracdes em placa de 96 pocos com caldo Muller-Hinton (&gar
com nutrientes) para o desenvolvimento das bactérias, onde em seguida
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foi feita a diluicdo seriada das amostras para outros pocos, como forma
de obter a menor concentracdo onde ocorra a inibi¢cdo do crescimento
bacteriano (CIM). Apds serem cultivadas em &gar sangue e preparadas na
concentracao necessaria, as cepas foram adicionadas aos pogos da placa
e incubadas por 24 horas em temperatura ambiente para promover seu
crescimento. Além das amostras, também foram feitos os controles
negativos e o controle positivo com o antibidtico gentamicina. Ao final
do teste, é adicionado o reagente cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio a cada
poc¢o, onde apds algumas as horas enzimas dos microrganismos vivos
reduzem o composto, originando a coloracdo vermelha do 1,3,5-
trifenilformazan (Figura 26). Dessa forma, quanto menor a intensidade da
coloragdo, maior a inibicdo da amostra sobre o crescimento bacteriano.

Figura 26. Reacdo com 2,3,5-trifeniltetraz6lio promovido pelas bactérias

-0 — 3O
INsy N=N

2,3,5-trifeniltetrazolio 1,3,5-trifenilformazan (Vermelho)

O experimento foi realizado utilizando a espécie Gram-positiva,
Staphylococcus aureus e Gram-negativas, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Estas trés espécies sdo responsaveis pela
maioria dos casos de infeccdo hospitalar (JAHANI et al., 2016). Foi
testado a atividade antibacteriana do extrato bruto (EB) e da fracdo
acetato de etila (FEt) de P. linoides, mas nenhuma das amostras mostrou
atividade até a concentracdo minima testada de 1000 ppm, evidenciando
gue a amostras ndo possuem propriedade antibacteriana para estas
espécies de bactérias.

5.5.4. Atividade antifungica

Infecgdes causadas por fungos sd@o um problema mundial, sendo
estimado no Brasil o nimero de 3,8 milhdes infectados (GIACOMAZZI,
et al. 2016). Geralmente estas infeccbes acontecem devido ao
comprometimento do sistema imunoldgico, sendo relacionadas
comumente a pacientes com AIDS ou que estdo sob tratamento
quimioterdpico. Ha poucos medicamentos disponiveis para estas
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infecces, pois diferentemente das bactérias, os fungos sdo formados por
células eucaritticas, fazendo com que diversos alvos farmacoldgicos
sejam tdxicos também para células humanas (CAMPOY & ADRIO,
2017). Devido a estes fatores, incentiva-se a busca por novos farmacos
gue possuam atividade antifungica.

Ha diversos relatos quanto a atividade antifingica no género
Polygala, onde destacam-se as espécies P. myrtifolia (MOTSEI et al.,
2003), P. gazensis (BERGERON et al., 1997), P. nyikensis (MARSTON
et al., 1993), P. paniculata, P. campestris, P. sabulosa, P. pulchella e P.
cyparissias (JOHANN et al., 2011). Em P. nyikensis foi encontrado
xantonas, onde duas delas apresentaram atividade frente a Cladosporium
cucumerinun (MARSTON et al., 1993); os extratos hexanico e etandlico
de P. paniculata apresentaram atividade antifingica para Candida
tropicalis, e o0 extrato hexanico ainda apresentou atividade para Candida
glabrata, Candida parapsolis e Criptococcus gattii; o0 extrato
diclorometano de P. campestris apresentou atividade para Sporothrix
schenkii (JOHANN et al., 2011). Assim, baseado nos resultados obtidos
para outras espécies, avaliou-se o potencial antifingico em P. linoides.

Para o teste antifingico foram usados o extrato e fracGes, sendo
estes diluidos em meio de cultura apropriado para o desenvolvimento de
fungos e posteriormente adicionados em pog¢os de uma placa de 96 pocos.
Os fungos foram repicados nas condicdes favoraveis para cada um, onde
apo6s atingida a concentracdo necessaria para o teste, foram entdo
adicionadas nos pogos com as amostras. Foi conduzido também o
controle negativo e o controle positivo com itraconazol. Apds incubacéo
nas condi¢des e tempo necessarios para cada espécie, foi adicionado a
cada poco o reagente brometo tiazolil azul de tetraz6lio (MTT) e levado
novamente a incubacao por mais quatro horas. As células vivas do fungo
sdo responsaveis pela metabolizacdo do MTT de forma semelhante a
relatada para o teste antibacteriano, sendo que neste caso hd a mudanca
da coloracdo amarela do reagente para a coloracdo purpura do derivado
formazan. Apo6s adicdo de detergente para o rompimento da membrana
celular e liberagdo dos compostos em solugdo, ¢ feito a determinacdo da
inibicdo do crescimento fingico para cada amostra, sendo que quanto
menor a intensidade da coloracdo plrpura apresentada, maior a inibicéo
sobre a espécie fungica. Os resultados obtidos para a inibicdo do
crescimento fungico podem ser observados na tabela 11. Os extratos ou
fracBes foram considerados ativos quando inibiram o crescimento fingico
em valor igual ou maior que 70% (JOHANN et al., 2011).

A maioria das amostras testadas foram inativas quanto a inibi¢do
do crescimento flingico, exceto para a fracdo hexano, a qual apresentou



123

valor acima de 70% para a espécie P. brasiliensis. Os resultados negativos
apresentados séo referentes a um maior crescimento dos fungos quando
comparados ao controle.

Dessa forma a fracdo hexano apresentou atividade para um dos
fungos, onde incentiva-se a aplicagdo do teste para determinar a
concentracdo inibitéria minima e determinar que compostos seriam
responsaveis por essa atividade.

Tabela 11. Inibicdo do crescimento flngico na concentracédo de 250

pg.mL?
Amostra  Cryptococcus Cryptococcus Candida
neoformans gattii parapsilosis

EB -22,2% 34,2% -2,5%

FHe 27,4% 55,3% -6,8%

FAc -13,4% 42,6% -6,0%

FEt -17,1% -3,9% -32,8%
Amostra Candida Candida Paracoccidioides

albicans tropicalis brasiliensis Pb18

EB 8,0% 14,7% 0,5%

FHe 23,6% -5,6% 81,6%

FAC 41,1% 54,0% 61,9%

FEt 5,3% 8,1% 0%

5.5.5. Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

A. salina € um microscrustaceo que tem como habitat natural aguas
salgadas. Os testes com a espécie tém como vantagem o baixo custo, facil
manuseio em bancada e por ndo haver necessidade de alimenta-los
(HAMIDI, JOVANOVA, PANOVSKA, 2014). Este teste pode avaliar as
propriedades bioldgicas de uma amostra, pois parte-se da premissa que se
ela apresentar toxicidade para 0 microcrustaceo, pode também possuir
uma atividade bioldgica atrelada aos compostos presentes nesta amostra.
Por outro lado, a ndo toxicidade frente a A. salina, podem evidenciar a
baixa toxicidade destas mesmas. Estudos anteriores relatam que existe
uma correlagcdo entre a toxicidade de amostras para A. salina e a
toxicidade em ratos (HAMIDI, JOVANOVA, PANOVSKA, 2014).
Assim, este é um teste simples que serve para prever uma possivel
toxicidade de amostras em animais superiores.
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S&o consideradas toxicas as amostras que apresentam valores da
DLso menores que 1000 ug.mL* (MEYER et al., 1982). Para o extrato
bruto e todas as fracOes testadas de P. linoides foram encontrados valores
maiores que 1000 pg.mLt. Este resultado indica a provavel baixa
toxicidade do extrato bruto e fragdes de P. linoides. A Unica fracdo que
apresentou resultado proximo a concentragdo de 1000 pg.mL* foi a
fracdo hexano, como esta representado na Figura 27. Apesar desta fracdo
ndo alcangar 50% de toxicidade na concentragdo de 1000 pg.mL™, teve
seu valor de DLsp estimado em 1015,07 pg.mL.

Figura 27. Determinacdo da DLsp para a fracdo hexano de P. linoides

Mortalidade do FHe frente a A. salina
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A ndo-toxicidade presente nas amostras de P. linoides frente a A.
salina reflete os resultados obtidos para os testes antimicrobianos, uma
vez que estes também evidenciaram a nado toxicidade das amostras em
espécies de fungos e bactérias.

5.5.6. Atividade antidepressiva

Mundialmente foram registrados aproximadamente 322 milhdes
de casos de depressdo no ano de 2015, segundo relatério da Organizacédo
Mundial de Salde (2017), representando um aumento de 18,4% em 10
anos. A maioria dos medicamentos antidepressivos usados tem como
funcdo regular a concentracdo dos neurotransmissores serotonina,
noradrenalina e dopamina, onde muitos apresentam varios efeitos
colaterais. Sob esta perspectiva, algumas espécies de Polygala foram
estudadas quanto ao seu potencial antidepressivo. Pode-se citar P.
pulchella, cujo extrato bruto apresentou atividade (BETTIO et al., 2011),
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P. japonica, sendo sua atividade antidepressiva relacionada as saponinas
triterpénicas (LI et al., 2006b), P. sabulosa, com a atividade atribuida a
escopoletina, uma cumarina (CAPRA et al., 2010) e P. tenuifolia, onde
varios compostos isolados apresentaram atividade antidepressiva, como
0 3,6"-disinapoilsacarose (HU et al.,, 2010), os oligossacarideos
esterificados (LIU et al., 2010) e o acido trimetoxicindmico (LEEM, OH,
2015). Desta forma, a frag8o etandlica de P. linoides foi avaliada quanto
a atividade antidepressiva.

Os testes comportamentais escolhidos, como o teste do nado
forcado (TNF) e o teste do campo aberto (TCA), foram aplicados a
camundongos seguindo modelos especificos para triagem de drogas
antidepressivas.

No teste de nado forcado (TNF) busca-se reproduzir em modelo
animal um comportamento que se assemelhe a depressao. Além disso, 0
TNF é sensivel a drogas clinicamente efetivas utilizadas no tratamento
desta doenga. O teste se baseia na observacdo de camundongos, que sendo
forcados ao nado em uma situacdo da qual eles ndo possam escapar,
passam por um periodo de agitacdo que é seguida por uma postura de
imobilidade. Considera-se imovel o animal que flutua ou faz apenas os
movimentos necessarios para que sua cabeca se mantenha acima da agua.
Amostras que aumentem o tempo de imobilidade do animal podem ter
potencial acdo antidepressiva.

O teste de campo aberto (TCA) tem por objetivo eliminar a
possibilidade de que ocorra uma reducdo da imobilidade no teste do nado
forcado devido a um aumento na atividade locomotora, mas que nao
represente efeito antidepressivo. Este teste foi realizado anteriormente ao
TNF, afim de verificar o nivel de agitacdo de cada camundongo.

Os resultados para os testes do nado forcado e do campo aberto séo
observados na Figura 28.

Podemos observar na Figura 37 (A), que apenas 0S animais
tratados com as doses de 50 mg/kg e 125 mg/kg da amostra apresentaram
uma diminuic¢do no tempo de imobilidade no TNF, comparado ao grupo
controle, indicando assim uma atividade tipo-antidepressiva para a fracdo
etandlica nestas concentragfes de amostra. No TCA, ndo houve alteracoes
significativas no nimero de cruzamentos dos animais tratados comparado
com o grupo controle, indicando que os animais estavam em um nivel de
agitacdo normal e ndo interferindo assim no menor tempo de imobilidade
relatada na amostra testada. (Figura 37 (B)).

Desta forma, encontrou-se atividade antidepressiva nas doses
menores de 50 e 125 mg/Kg da fracdo etandlica desta planta. Apesar de
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nenhum composto ser isolado desta fracdo, incentiva-se a busca por
Compostos que sejam responsaveis por esta atividade.

Figura 28. Efeito da administracdo do extrato no TNF (A) e no TCA (B)
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6. CONCLUSAO

A partir das técnicas de isolamento cromatografico do extrato bruto
hidroalcoodlico da planta foram obtidos 6 compostos, sendo estes o -
espinasterol, 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona, 1,5-dihidroxi-3-
metoxixantona, 6-desoxijacareubin e o 13b-hidroxi-(13b-S)-feoforbideo
a, todos inéditos para a espécie, além da xantona 1,5-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona, inédita na literatura. Os compostos obtidos nesta
espécie estdo de acordo com os marcadores taxondmicos encontrados
previamente no género.

A quantificacdo da 1,5-dihidroxi-2.3-metilenodioxixantona por
HPLC nas partes da planta mostrou que o composto se concentra no
extrato das raizes (14,4 mg/g de extrato), sendo que nas flores ele ndo foi
detectado. Porém, ha uma quantidade consideravel da xantona no extrato
do caule com folhas apesar da menor concentracdo encontrada (4 mg/g de
extrato), pois, a quantidade do material vegetal para esta parte da planta é
maior em comparacdo ao material das raizes.

A investigacdo de compostos volateis por SPME permitiu
identificar o salicilato de metila como um sinal de grande intensidade nas
raizes, além deste mesmo composto ser encontrado em conjunto com o
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona nas flores, mostrando que o salicilato
ndo esta presente apenas nas raizes da espécie.

A anélise quanto ao contetido de fendlicos e flavonoides revelou
gue o teor desta classe de compostos concentra-se na fracdo etanol e
acetato de etila, sendo que, referente a atividade antioxidante, a fracdo
etanol possuiu maior atividade usando o ensaio com DPPH, e a fracdo
acetato de etila, maior atividade usando o teste do poder redutor. Na
fragdo hexano ndo foi encontrada resultados relevantes para estes testes.

Para 0 ensaio de inibicdo as enzima acetilcolinesterase, a fragdo
acetato de etila foi a Unica que apresentou inibicdo, incentivando-se a
busca de compostos que sejam responsaveis por esta atividade na fragéo.

Os testes antimicrobianos aplicados aos extratos e fracGes da
espécie revelaram a baixa toxicidade das amostras para as bactérias e
fungos testados. Apenas a fracdo hexano teve atividade consideravel
guanto a inibicdo do crescimento da espécie de fungo Paracoccidioides
brasiliensis.

Foi realizado o teste de toxicidade frente a Artemia salina, onde
todas as amostras foram inativas, mostrando a baixa toxicidade do extrato
e fracBes, o que vem a corroborar com os resultados encontrados para 0s
testes antimicrobianos.
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O teste antidepressivo evidenciou a potencial atividade da fracéo
etandlica nas concentragdes de 50 mg/Kg e 125 mg/Kg para os roedores,
0 que incentiva a busca de compostos responsaveis pela atividade nesta
amostra.

Os resultados obtidos para este trabalho confirmam a importancia
da continuidade do estudo da espécie, tanto para a fracdo acetato de etila
com sua inibicdo da enzima acetilcolinesterase, quanto para a fracao
etandlica com sua acdo antidepressiva. E interessante também obter os
compostos isolados nestas fracBes através de diferentes métodos
cromatograficos como forma de justificar o principio ativo para as
atividades relatadas.
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Anexo 1. Espectro de RMN de 'H e *3C do a-espinasterol (composto 1)
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Ampliagdo do campo baixo espectro de RMN de *H em CDCls (Ref. CDCl3 §7.27, 400 MHz) do o-
espinasterol
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Ampliagdo do campo alto do espectro de RMN de *H em CDCl; (Ref. CDCls3 §7.27, 400 MHz) do a-
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Anexo 2. HR-MS, IV e RMN uni e bidimensional do 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona (composto 2)
HR-MS para o composto ([M*-H]=271,023) comparado a massa tedrica obtida

Infens. WS, .00 Tmin 8523
e 271 02360

1.5

a5
‘ 2720

I J| L 27300877
e TTARA0E, WonH 2710

214z

Rt

2TZOTTOT

[ o N — -
2m m 2z ] 274 275 276 mz



Transmittance

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

Espectro infravermelho em pastilha de KBr para o composto 2

19'60TT

6S°0LVT—

86'Ve—

166

T T T
2500 2000 500
Wavenumber (cm-1)

B T T
4000 3500 3000



167

Normalized Intensity

Ampliagdo do espectro de RMN de *H em CDClI; (Ref. CDCl387.27, 200 MHz) do composto 2
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Normalized Intensity
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Ampliagdo do campo baixo do espectro de RMN de *H em Pyr-Ds (Ref. TMS §0.00, 200 MHz) do composto 2
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Espectro de RMN de *C em Pyr-Ds (Ref. Pyr-Ds 6123.87, 50 MHz) do composto 2
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Regido do campo baixo do espectro de COSY (Pyr-Ds, 200MHz) do composto 2
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Espectro de HETCOR (Pyr-Ds, 200MHz) do composto 2
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Anexo 3. HR-MS IV e RMN uni e bidimensional do 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (composto 3)
HR-MS para o composto ([M*-H]=187,055) comparado a massa tedrica obtida
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Normalized Intensity

Espectro de RMN de *H (Ref. CDCl; §7.27, 200 MHz) do composto 3
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Espectro de RMN de *H em Pyr-Ds (Ref. TMS 80.00, 400 MHz) do composto 3
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Ampliagdo do campo baixo do espectro de RMN de *H em Pyr-Ds (Ref. TMS 80.00, 400 MHz) do composto 3

X37.400MHZ.1H.ESP PYRIDINE-d5

025
0.20
= E 7.31—|
2 E
3] ]
£ 0.154
° ]
s E 795 7.5B 7.56
5
R b
5 1 7.97 ’77.95
= 0407 7.97:|| r [7.29
0,053
0 3
] 0.97 052 113
[ (i [
S S, s
8.0 79 7.8 7.7 76 7.3 7.2

Chemical Shift (opm)



Espectro de RMN de *C em Pyr-Ds (Ref. Pyr-Ds §123.87, 100 MHz) do composto 3
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Espectro de COSY (Pyr-Ds, 200MHz) do composto 3
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Espectro de HETCOR (Pyr-Ds, 200MHz) do composto
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Anexo 4. HR-MS, IV e RMN uni e bidimensional da 6-desoxijacareubin (composto 4)
HR-MS para o composto ([M*-H]=309,076) comparado a massa tedrica obtida
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Normalized Intensity
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Normalized Intensity

Espectro de RMN de *H em Pyr-Ds (Ref. Pyr-Ds §7.22, 400 MHz) do composto 4
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Ampliagdo do campo baixo do espectro de RMN de *H em Pyr-Ds (Ref. Pyr-Ds §7.22, 400 MHz) do composto
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Espectro de HSQC (Pyr-Ds, 400MHz) do composto 4
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Ampliacdo do espectro de HSQC (Pyr-Ds, 400MHz) do composto 4
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Anexo 5. HR-MS, IV e RMN uni e bidimensional do 1,3-dihidroxi-5-metoxixantona (composto 5)
HR-MS para o composto ([M*-H]=257,044) comparado a massa tedrica obtida
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Normalized Intensity

Espectro de RMN de *H em CDCls; (Ref. CDCl3 §7.27, 200 MHz) do composto 5
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Normalized Intensity
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Ampliacdo do campo baixo do espectro de RMN de *H em Pyr-Ds (Ref. Pyr-Ds §7.22, 400 MHz) do

ity

Normalized Intens
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Normalized Intensity

Ampliacdo do campo baixo do espectro de RMN de *H em Pyr-Ds (Ref. Pyr-Ds §7.22, 400 MHz) do
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Espectro de HSQC (Pyr-Ds, 400 MHz) para o composto 5
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Espectro de NOESY irradiado no grupo metdxi em 3,69 ppm (Pyr-Ds, 400 MHz) para o composto 5
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Anexo 6. Espectro de RMN de 1H e 13C do 13b-hidroxi-(13b-S)-feoforbideo a (composto 6)
Espectro de RMN de *H em CDCl; (Ref. CDCl3 §7.27, 400 MHz) do composto 6
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Normalized Intensity
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Normalized Intensity
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Normalized Intensity
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Normalized Intensity
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Normalized Intensity
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