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RESUMO

Polygala cyparissias St. Hill. & Moq., conhecida popularmente como
"pinheirinho-da-praia", "avenca-da-praia” ou "timutu", ¢ uma planta caracteristica
do litoral sul do Brasil usada na medicina popular como anestésico local devido a
alta concentragdo de Salicilato de Metila contido nas raizes.

Estudos farmacologicos usando cada uma das partes desta planta
mostraram inicialmente a atividade analgésica utilizando o Modelo de Contorgdes
Abdominais Induzidas pelo Acido Acético 0.6 %, via intraperitoneal (i.p.), em
camundongos. Estes estudos objetivaram a identificagdo dos compostos
responsaveis pela atividade observada nos extratos brutos. ' |

A extragdo do dleo essencial foi realizada em Clevenger a fim de
quantificar a porcentagem de Salicilato de Metila presente no dleo.

A separagdo cromatografica por coluna do extrato hexanico levou ao
isolamento de um esterol incomum (a-Spinasterol) e do Acido Salicilico, ambos
identificados através de dados espectrais de IV, UV, RMN 'H, RMN ! 3C, APT,
DEPT, Massa e por comparagdo com os dados de literatura. |

Do extrato bruto de acetato de etila foram isoladas seis xantonas que
compreendem  1,3-dihidroxi-7-metoxixantona (PC Ol); 1,7-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona (PC 02A); 1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (PC 03);
1,3,6,8-tetrahidroxi-2,7-dimetoxixantona (PC 05); 1,3,7-trihidroxi-2-metoxixantona
(PC 06) e 1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona (PC 07). Estes compostos foram
identificados pela analise espectroscopica de UV (deslocamento bactocromico com
AICl; e HCI), IV, RMN 'H ¢ C, APT, DEPT, DIFNOE ¢ por comparagdo com
dados de literatura.

As xantonas PC 02A, PC 05 e PC 06 sdo inéditas para produtos
naturais e foram isoladas pela primeira vez em Polygala cyparissias. As demais
xantonas sdo inéditas na espécie em estudo.

Os Testes Farmacoldgicos preliminares mostraram que o0 extrato
hidroalcodlico desta planta apresentou potente efeito analgésico, inibindo dose-
dependentemente as contor¢des com Dls, < 10 mg/Kg. A atividade  analgésica
observada por duas xantonas (PC 02A e PC 03) mostra que estes compostos
apresentam 77 e 94 % de inibigdo respectivamente, sugerindo que estes compostos
sdo, em parte, os respomnsaveis pelo efeito analgésico mostrado no extrato
hidroalcodlico de Polygald cyparissias.

v



ABSTRACT

| Polygala cyparissias St. Hill & Moq., popularly known as
~ “pinheirinho-da-praia”, “avenca-da-praia”, or “timutu”, is a typical plant of Brazil
south coast, used in folk medicine as anestesic due to the large concentration of
methy] salicylate in its roots.

However, pharmacological studies using a hydroalcoholic extract of
each one of all parts of this plant, preliminary showed an analgesic activity in
abdominal constriction response caused by acetic acid (0.6 %) in mice. So, it was
important to analyse their chemical constituents and pharmacological effects.

- The hexanic extract, submeted to a column chromatographic permitted
the isolation of a very uncommon sterol (a-Spinasterol), and salicilic acid both
identified by IR, UV, 'H and *C-NMR, APT, DEPT, mass spectroscopy and also
by comparison with literature data. :

From the ethyl acetate extract, it was 1solated six xanthones 1,3-
dihydroxy-7-methoxyxanthone(PC 01), 1,7-dihydroxy-2,3-methylenedioxyxanthone
(PC 02 A), 1,7-dihydroxy-2,3-dimethoxyxanthone (PC 03), 1,3,6,8-tetrahydroxy-
2,7-dimethoxyxanthone (PC 05), 1,3,7-trihydroxy-2-methoxyxanthone (PC 06) and
1,3,6-trihydroxy-2, 7-dimethoxyxanthone (PC  07). These compounds were
identificated by UV (bathocromic shifts with AICl; and HCI), IR, 'H and '*C-NMR,
APT, DEPT, DIFNOE spectroscopy and by comparison with literature data.

Xanthones PC 02 A, PC 05 and PC 06 are new compounds and were
firstly isolated from Polygala cyparissias.

Preliminary pharmacological studies showed that hydroalcoholic
extract of this plant exhibited potent analgesic activity, inibiting dose-dependent
acetic acid induced nociception in mice (DIsy < 10 mg/Kg). Analgesic evaluation of
two xanthones (PC 02A and PC 03) showed that these compounds caused about 77
and 94 % of inhibition of acetic acid induced nociception respectively, suggesting
that are, at least in part, responsable for the analgesm effects show by
hydroalcoholic extract of Polygala cyparissias.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

Desde os tempos antigos € intensa a busca de remédios que atuem
especificamente nas diversas moléstias ja descobertas. Devido aos varios efeitos
colaterais apresentados pelos farmacos convencionais, bem como sua ineficacia
perante alguns casos, tornou-se necessaria a busca de fontes alternativas de
medicamentos, encaminhando-se pesquisas sobre novas drogas de origem natural.
As fontes abundantes de recursos naturais encontram-se espalhadas principalmente
na Regido Amazonica, contendo uma variedade enorme de compostos organicos de
origem natural com agdo bioldgica e/ou farmacologica ainda desconhecida pelos
cientistas. E com este objetivo que Botanicos, Bidlogos, Médicos, Quimicos,
Bloquumcos Farmacologos entre outros, dedicam-se sob diferentes aspectos ao

estudo e aproveitamento de espécies da Flora Brasileira. e

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

A notavel capacidade que os vegetais possuem em produzir durante a
fotossintese os metabolitos primarios, faz com que os mesmos sejam amplamente
distribuidos, podendo encontra-los em todos os organismos vivos, sendo
considerados metabdlitos essenciais. Podemos citar como exemplos desta classe de
compostos 0s agucares, aminoacidos, lipidios, etc...[1]

Os metabolitos secundarios compreendem uma grande porcentagem
dos principios ativos das plantas, sendo denominados de metabélitos especificos,

tendo como exemplos alcaldides, flavondides, esterdides, etc... Estes compostos sdo

considerados como indispensaveis nas espécies que os produzem, sendo que ainda
sdo desconhecidas suas diversas fungdes nas espécies vegetais. Outra caracteristica

dos metabolitos secundarios é a sua importancia na quimiotaxonomia de Familias e

Géneros das espécies vegetais.

Deve-se dar atengdo especial ao uso popular de plantas medicinais,
pela maneira como as informagdes sobre suas propriedades curativas sdo
transmitidas. Partindo de crengas e tradi¢des seculares algumas investigagOes
cientificas estdo sendo realizadas com plantas ainda desconhecidas quimicamente.

e



O objetivo é confirmar a atividade bioldgica e/ou farmacolédgica conferida a esses
vegetais. '

A investigagdo da espécie vegetal Polygala cyparissias St. Hill &
Mog., objeto de nosso trabalho, deve-se ndo s6 ao fato de seu emprego na medicina
popular, como sera descrito posteriormente, como também do estudo quimico e
farmacolodgico, sendo este tltimo inédito para esta espécie. |

1.1 - Objetivos | | | .

O presente trabalho tem como objetivo efetuar estudos sobre a espécie
vegetal Polygala cyparissias St. Hill. & Moq. Pesquisa realizada em Chemical
Abstract mostrou que a espécie vegetal possue poucos compostos identificados, e
entre estes nenhum foi analisado sob o aspecto farmacologico.

Visamos portanto:

1 - Determinar preliminarmente no extrato bruto alguns grupos
quimicos de interesse farmacolégico;

2 - Extragdo ¢ isolamento dos contituintes quimicos, buscando aqueles
compostos responsaveis pelo efeitos farmacologicos encontrados nos extratos;

3 - Identificagdo dos compostos isolados por métodos fisicos como
ponto de fusdo (Pf), e espectroscopicos (UV, IV, EM, RMN'H, RMN"C, etc.);

4 - Analise farmacologica do extrato bruto e dos compostos
purificados:-

[ ¢



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 -Consideracdes Gerais sobre a Familia e o Género Polyéalaceae

Com o intuito de realizar estudos quimicos e farmacoldgicos da
espécie vegetal Polygala cyparissias St. Hill & Moq., iniciamos uma ampla
pesquisa bibliografica sobre a familia Polygalaceae, pricipalmente do género
Polygala. | o |
A familia Polygalaceac compreende treze géneros de ampla
distribui¢do em todo o mundo. A maioria é constituida de plantas herbaceas, sendo
raras as arbustivas ou trepadeiras. Alguns exemplos representantes da flora
brasileira sio:

Polygala : erva dos campos, matas e das dunas da praia.
Securidaca e Bredemeyera : trepadeiras. '
Monnina: erva campestre com frutos alados caracteristicos [2].

O género Polygala contém cerca de 700 espécies, as quais estdo
distribuidas nas regides temperadas, tropical e suﬁrﬁ?{cﬁqde todos os continentes, .
- com excessdo da Austrdlia. ‘Viérias espécies de Polygala também sdo conhecidas
popularmente devido a agdo medicinal que possuem, sendo estas indicadas como
-+ expectorante, sedativa, diurética, ciéatrizante, téniéo, vomitiva e anestésico local.

Analises quimicas dé¢ espécies do género mostram a presenga de
metabdlitos secundarios caracteristicos para as varias espécies, como saponinas [3],
sapogeninas [T.Q. Chou, J. Am. Pharm. Assoc. Sci., V 36, p 241, 1947], isoflavonas
[4], lignanas [J. Hokanson, J. Nat. Prod., V 41, p 497, 1978}, cumarinas {S}][W.D.
Ollis, Ann. Acad. Brazil. Cienc., V 42, suplement 9-23, 1970], flavonodides
glicosilados [6][S. Ghosal, Biochem. J., V 1, p 64, 1974] ¢ xantonas [7] [8] [9].
Dentre estes compostos destacamos as xantonas devido sua grande importincia
quimiotaxondmica para o género Polygala e por serem descritas como substincias
responsaveis por grande parte da atividade biologica do género. "

Virias espécies do género Polygala foram investigadas 'quanto sua

composi¢do micromolecular, sendo muito frequente a presenga de xantonas, como



mostra os dados de literatura das espécies Polygala arillata, Polygala macradenia,
Polygala paenaea, Polygala spectabilis, Polygala tenuifolia, Polygala triphylla e
Polygala virgata [6] [9].

2.2- Consideracdes Gerais sobre a Espécie Polygala cyparissias

- Polygala cyparissias St. Hill. & Moq., sinénima de Polygala
corisioides  St. Hill & Moq.[3], conhecida popularmente pelos nomes de
"pinheirinho-da-praia”, "avenca-da-praia" ou "timutu" [10], ¢ uma planta
caracteristica do litoral sul do Brasil, desenvolvendo-se num sistema radicular
extenso, onde cresce para cima e para todos os lados na superficie da areia,
elevando-se segundo as necessidades e por tolerdncia dos fortes ventos do mar
carregados de borifos salgados.‘_/ Compde a vegetagdo tipica de dunas.

Possue grande semelhanga com a Polygala da Virginia - Estados
Unidos ( Polygala senega ) devido ao seu valor terapéutico.

A espécie ¢ utilizada na medicina popular com o mesmo propdsito que
a pomada GELOL, ou seja, tem uma nitida agdo anestésica local que é atribuida a
uma concentragio relativamente alta de salicilato de metila, isolado anteriormente
por Wasicky [3]. O salicilato de metila é responsavel pelo odor caracteristico

encontrado principalmente nas raizes do vegetal.
2.2.1. - Distribuicdo Geografica

Polygala cyparissias, St. Hill. & Moq., erva muito ramosa com as
partes aéreas geralmente prostradas por sobre a superficie da areia, caracteristica e
exclusiva da restinga litoranea no sul do Brasil, apresentando vasta e expressiva
dispersﬁo' por todo o litoral de Santa Catarina, abundante e frequente, sobretudo nos
agrupamentos vegetais herbaceos situados nas ante-dunas.

As 4reas de dispersdo do vegetal em Santa Catarina (Fig. 1) situam-se
nos municipios de Araquari, Florianopolis, Garopaba, Garuva, Itajai, Jaguaruna,
Palhoga e Sdo Francisco do Sul. Também pode ser encontrada no Brasil desde a
Paraiba até Rio Grande do Sul, e em outros paises como o Uruguai e o norte da
Argentina [10]. '
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FIGURA 1 - Distribui¢do de Polygala cyparissias no Estado de Santa Catarina
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12.2.2. - Descri¢do Botanica

ERVA gabra, normalmente muito ramosa desde a base, as vezes
também subumbeladamente ramosa acima, os ramulos quadrados e 12 - 50 cm de
comprimento. Folhas alternas, numerosas, mais ou menos reflexas; lamina 4 - 8
mm de comprimento, 0,4 - 0,8 mm de largura., linear e mucronulada, subcarnosa;
peciolo obscuro com cerca de 0,2 mm de comprimento. v

INFLORESCENCIA subcapitada até curto-clindrica, 1 - 2 cm de
comprimento € 1 - 1,2 cm de largura, densamente floral; bracteas cerca de 1,5 mm
de comprimento, lanceadas, como as bractéolas cédo-caducas; bractéolas
triangulares, 0,3 - 0,4 mm de comprimento; pedicelos 1,2 - 1,8 mm de
comprimento.; algo deflexos na frutificagdo. Floresce de agosto até maio.

- FLORES 4,5 - 5 mm de comprimento; brancas até roxas ou aniladas;
sépalos exteriores 1,7 - 2,2 mm de comprimento; oblongo-elipticos, carenados no
apice, ' alas oblongo-elipticas, largamente agudas no 4pice, subapialmente
mucronuladas, carenadas, levemente (cerca de 0,3 mm) ultrapassando os pétalos
laterais e o apice da crista; crista da carena 1 - 1,3 mm de comprimento, de 2 - 3
pares de lobos apicalmente 2 - 4 fidos ( lobos ultimos cerca de 12 - 16).

FRUTO uma capsula cerca de 2,5 - 3 mm de comprimento e ovado- -
orbicular com margens curtamente (- 0,2 - 0,3 mm ) aladas.

SEMENTE com um corpo subglabro e cerca de 1,5 mm de
comprimento, moderadamente pubérulo, arilo cérneo e cerca de 0,4 mm além do
apice do corpo da semente, com um apéndice estreitamente bilobado igualando ou
algo ( até 0,3 mm ) ultrapassando o corpo da semente [10]. A espécie pode ser
observada na Figura 2. :

- FIGURA 2 - Planta x 1/2(d); - Flor x 10 (e); - Semente x 10 (f)



2.2.3. - Posi¢do Sistematica de Polygala cyparissias St. Hill. & Mog. [11]

DIVISAO Angiospermae

CLASSE - Dicotyledoneae

SUB-CLASSE’ Archichlamydeae

ORDEM Rutales

FAMILIA ' Polygalaceae

- GENERO Polygala

ESPECIE | Polygala cyparissias

SINONIMO VULGAR pinheirinho-da-praia,
avenca-da-praia ou
timutu

2.3 - Revisio sobre o Estudo Quimico das Xantonas

_ Devido a obtengdo de varias xantonas isoladas da espécie Polygala
cyparissias, considerou-se oportuno apresentar uma rapida revisio destes
compostos. Em 1968 O.R. Gottlieb [Phytochem., V 7, p 411, 1968] méncionou 0
isolamento de 60 xantonas de plantas superiores € 7 como metabélitos de fungos.
As familias botanicas Gentianaceae e Guitiferae sdo as principais fontes de xantonas
com diferentes padrdes de oxigenagdo [7]. Excluindo-se estas duas familias, a
ocorréncia ¢ dada em familias do tipo Hypericaceae, Lythraceae, Leguminosae,
Iridaceae, - Polypodaceaec, Polygalaceae, Malphigiaceae, Hippocrateaceae,
Flacourtaceae, Sapotaceae, Convolvulaceae, Gramineae, Malvaceae, Bignoniaceae,
Liliaceae e Anacardiaceae [9]. '

Xantonas compreendem uma importante se¢do de heterociclos
oxigenados, os quais possuem um esqueleto carbonado disposto numa configuragdo
Cs - C; + 3C, [1], que correspondem a dois anéis aromaticos (anéis A € B ), como
demonstra a Figura 3

FIGURA 3 - Esqueleto carbonado de xantonas : 7 (



Pela natureza simétrica dos nucleos das xantonas, bem como da
origem biogenética das plantas superiores, designou-se que os carbonos devem ser
numerados de acordo com a convengdo biossintética. Carbonos 1 a 4 formam o anel
A e sdo derivados da rota biossintética acetato-malonato, e carbonos 5 a 8 formam o
anel B e sdo derivados da rota biossintética do acido shikimico [8].

Observando a numeragdo especifica que ¢ demonstrada na estrutura
quimica das xantonas, leva-se em consideragdo a necessidade de conhecer melhor
sua formagdo biossintética, bem como sua classificagdo devido as substitui¢des dos
anéis, como sera descrito posteriormente.

2.3.1 - Biossintese das Xantonas

Uma observagdo importante no que diz respeito a biossintese de
metabdlitos secundarios é sua formagao a partir dos metabélitos primarios, como os
a-aminoacidos, acetil-CoA, acido mevaldnico e intermediarios do acido shikimico
[12]. Um grande naimero de xantonas de ocorréncia natural foi isolado de plantas
superiores (Angiospermae) como também de fungos e liqﬁens, ganhando assim
consideravel importdncia. Em 1963 sugeriu-se que xantonas provenientes de
plantas eram provavelmente derivadas de benzofenonas por acoplamento oxidativo,
e que xantonas provenientes de metabolitos de fungos eram produzidas por
ciclisagdo intramolecular de benzofenonas 2,2'- dioxigenadas [13][H.D.Locksley,
Tetrahedron, V 23, p 2229, 1967].

A rota biossintética mais frequentemente aceita considera que as
xantonas s3o produzidas a partir de dois precursores biogenéticos distintos: Acido
Shikimico e Malonil-CoA. Isso leva a formagdo de um intermediario comum, a
benzofenona, com um nucleo proveniente da rota do Acido Shikimico e outro da
rota do Malonil-CoA, conforme apresentado na Figura 4.

A proposigdo direta de meta-hidroxilagdo do benzoato foi sugerida
devido a uma pobre incorporagdo de precursores para-substituidos. Um estudo
biossintético limitado de xantonas 1,3,7 - trioxigenadas indicam a formagdo dos
derivados do acetato (anel A)[H.G. Floss, Naturfosh, V 19B, p 1103, 1964], e da
unidade C6-C1 (anel B) que provém do acido shikimico, formando assim a 2,3'4,6 -
tetrahidroxibenzofenona [J.E. Atkinson, Chem. Comm., p 1386, 1968].

Pelas posi¢des dos substituintes da 2,3'.4,6 - tetrahidroxibenzofenona,
ocorre a formacgdo biossintética das xantonas com quatro modelos diferentes de
oxigenagdo ( 1,3,5-/1,3,7-/ 1,3,6,7 - e 1,3,5,6 ), vistos na Figura 5.



COOH

: COOH :
_— _—
* NH2
: ~OH

HO"" Y
OH
ac. shikimico fenilalanina
. COOH COOH HO COOH
ac. cindmico ac. benzdico ac. m-hidroxibenzdico

" 3x Malonil-CoA H
——._> '

1,3,7-trihidroxixantona

FIGURA 4 - Rota biossintética shikimato-malonato para a formagdo de xantonas
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ETAPA A e E: acoplamento oxidativo da benzofenona;
ETAPA B: hidroxilagdo da posigdo 4

ETAPA C: oxidagédo da posigdo 6 da xantona;

ETAPA D: redugdo da posi¢do 6 da xantona;

FIGURA 5 - Rota biossintética para a formagdo de ‘xantonas oxigenadas

(substitui¢do em 1,3,5 ; 1,3,7; 1,3,5,6 € 1,3,6,7)
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. Vérios mecanismos sugerem a transformagdo de benzofenonas
- polioxigenadas em xantonas polioxigenadas. Entre eles citam-se:

I) Acoplamento _oxidativov direto de benzofenonas via radical
intermediario (Etapa E da Figura 5) [J.R. Lewis, Proc. Chem. Soc., p 373, 1963].
II) Adigdo intramolecular de grupos hidroxila em intermediarios
quinonoides (Figura 6) [R.C. Ellis, Chem. Comm., p 803, 1967]. |
II) Desidratagdo entre grupos hidroxila dos derivados acetato e
- shikimato via 2,2"- dihidroxibenzofenona (Figura 7) [S. Neelakantan, Current Soc.,
V 30, p 90, 1961][K.R. Markham, Tetrahedron, V 21, p 3687, 1965].

0 0 OH
—_—
HO OH
O
benzofenona " intermedirio -
' quinona

xantona

FIGURA 6 - Transformag¢do de benzofenonas em xantonas via intermediarios
quinondides

1



HO OH

SR N

2,2'-dihidroxibenzofenona

1,5,8 - trihidroxixantona 1,7,8 - trihidroxixantona
FIGURA 7 - Transformagio de benzofenonas em xantonas via 2,2°-
dihidroxibenzofenona »

Outras transformagdes associadas a biossintese de xantonas naturais
sdo a metilagdo de um ou mais grupos hidroxi levando 4 xantonas metoxiladas ou
com grupos metilenodioxi. H4& casos registrados na literatura da co-ocorréncia de
xantonas e benzofenonas (seu precursor mais imediato), ambas em proporg¢des
. variadas como por exemplo na espécie Gentiana lutea [14]. Todas as xantonas da
familia Polygalaceae demonstraram oxigenag@o nas posi¢des 1-, 2- e 3-, sendo
poucas as espécies de Polygala que ndo mostram a presenga de xantona.

_ E bastante comum a formagdo de xantonas preniladas e glicosiladas.
A prenilagdo ocorre preferencialmente apds a formagdo do esqueleto da xantona
[W.D. Ollis, Tetrahedron, V 21, p 1453, 1965] e a glicosilagdo ocorre
preferencialmente no intermediario benzofenona [15]. '
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2.3.2. - Classificacao das Xantonas

As xantonas podem ser classificadas segundo o grau de substitui¢do
nos anéis. Assim as xantonas sio divididas em cinco grandes grupos:

1) Xantonas de Simples Oxigenagéo
2) Xantonas Glicosiladas
' 3) Xantonas Preniladas
4) Xantonolignoéides
5) Xantonas Mistas

1) Xantonas de Simples Oxigenacdo

As xantonas de simples oxigenacgdo sdo subdivididas em seis grupos,

de acordo com o grau de oxigenagdo:

A) Mono-oxigenadas
B) Di-oxigenadas
~ C) Tri-oxigenadas
D) Tetra-oxigenadas
E) Penta-oxigenadas
F) Hexa-oxigenadas

As xantonas de simples oxigenagdo geralmente apresentam como
substituintes os grupos hidroxila e/ou metoxila, sendo excessio o grupo
metilenodioxi, que € caracteristico da familia Polygalaceae. A substituigdo nos
anéis ¢ determinada pela biogénese de cada género ou espécie. Alguns exemplos de
xantonas de simples oxigenagdo sdo apresentadas na Figura 8.
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Mono-oxigenada _ Di-oxigenada

0o | o OH
0]
* Hypericum mysorense * Vismia guaramirangae
Tri-oxigenada Tetra-oxigenada
o OH

OMe

* Swertia davida

* Centaurium pulchellum

Penta-oxigenada : . Hexa-oxigenada

OMe

0 OH . | 0 OH

~ * Swertia mussotti _ * Halenia elliptica

- * Espécie vegetal onde foi encontrada a respectiva xantona

FIGURA 8 - Exemplo de xantonas de simples oxigenagdo



2) Xantonas Glicosiladas

As xantonas desta classe podem ser sub-divididas em O-glicosiladas e
C-glicosiladas, dependendo da natureza da ligagdo glicosidica.

Xantonas O-glicosilaidas apresentam um padrio de oxigenagdo
comum, sendo estas 1,3,5,8 - tetraoxigenadas. Existe também di-O-glicosideos
envolvendo as posi¢des 6:8, 2:7 e 2:6. Mais de 50% dos O-glicosideos apresentam
o agucar (glucose) substituido na posigdo 1 do nicleo das xantonas, o que ¢ dificil
de se explicar devido ao grupo carbonila influenciar estericamente a referida
posi¢do [9]. ’

Comparado com os O-glicosideos a ocorréncia de C-glicosideos ¢
muito limitada, sendo um caso muito particular de xantonas. A primeira xantona C-
glicosilada foi denominada mangiferin, isolada em 1908 de Mangifera indica [W.
Wiechowski, Lotos, V 56, p 61; 1908]. Dilatin ¢ um outro exemplo relevante de
xantonas C-glicosiladas e foi a primeira C-alose isolada de produtos naturais [9]
(Figura 9).

0 OH
HO Al
HO @ 0 @ OH
mangiferin | . dilatin
Glu= Glucpse-D-Q ) Al = Alose (+)

FIGURA 9 - Exemplos de xantonas C-glicosiladas
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3) Xantonas Preniladas

A ~presenca de grupos prenil em xantonas pode ter valor
quimiotaxondmico, ¢ um grande numero delas ja foi caracterizada nas décadas
passadas. '

Uma caracteristica marcante do substituinte prenil é a ciclizagdo
oxidativa com um grupo hidroxila em posigdo orto formando um anel cromeno, e
estas sio denominada de piranoxantona (Figura 6).

guanadin ' dehidrocicloguanadin

(xantona prenilada) ~ (piranoxantona)

FIGURA 10 - Exemplos de xantonas preniladas

A ocorréncia de piranoxantonas e xantonas preniladas tem contribuido
na posi¢do quimiotaxondmica das familias Moraceae, Guttiferae, Hypericaceae ¢
Bignoniaceae [9].
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4) Xantonoligndides

Constituem uma classe diferenciada de produtos naturais. Monache et
al.[17] isolaram o quarto xantonolignéide (Cadensin C) da espécie Vismia
guaramirangae (Figura 11).

.OMe

"HO : OH
OMe

Cédensin C

FIGURA 11 - Exemplo de uma estrutura de xantonolignéide

_ Biogeneticamente, Xantonolign(')ides sdo formados pelo acoplamenfo
“do alcool cinamilico com uma orto-dihidroxi-xantona. .

Somente onze xantonoligndides foram isolados até o presente, e seu
modelo estrutural foi confirmado por estudos espectroscopicos € por comparagdo
com compostos analogos. ‘
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5) Xantonas Mistas

Algumas xantonas com substituigdes diferentes das citadas
anteriormente, tem sido isolada de diferentes plantas e também de liquens, sendo
que as mesmas ndo sdo classificadas de maneira usual. Estes compostos sdo
agrupadds como xantonas mistas. Um exemplo destes compostos pode ser
observado na Figura 12. | :

8-hidroxj-3-metoxi-1-carboxilato

FIGURA 12 - Exemplo de xantona mista -

2.3.3. - Atividade Biolégica e Farmacolégica

Nos anos recentes, a ocorréncia de xantonas naturais tem dado grande
importincia para a classe de compostos orgénicos que possuem atividade biologica
e/ou farmacolégica. . B o

Observagdes feitas com produtos de plantas, as quais tem um uso
regular como agentes quimioterépicés, contém xantonas como seus constituintes
ativos. Os derivados de xantonas tem-se mostrado eficiéntes como inibidores de
alergias, broncodilatadores no tratamento da asma [W.D. Jomes, J. Medicinal
Chem., V 20, p 594, 1977], além de atividade " in vivo " em sistemas de tumor no
colo e nas mamas, anti-microbial, anti-inflamatério, anti-hepatico, anti-viral
(herpes), bactericida, fungicida, anti-tlcera, e no controle da elevagéo da pressao
sanguinea(8]. o -

' Destacam-se as xantonas glicosiladas por confirmar a ag¢8o diurética e
cardiotonica, sendo observados em ratos um efeito antiespasmédico[7].
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CAPITULO 3

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 - Introducio

Os procedimentos experimentais adotados neste trabalho foram
baseados em técnicas proprias de separagdo de produtos naturais tais como extragao,
recristalizagdio € os varios tipos de cromatografia. No que concerne a identificagio
das substancias isoladas, foram adotados os métodos fisico-quimicos de*analise a
saber: P.f, EM, UV, IV, RMN de 'H e *C e outras técnicas de ressonincia
necessirias para a determinagdo estrutural. Também foi necessdria a realiza¢do de
. algumas modificages estruturais para a confirmagdo de certas estruturas. As
técnicas empregadas visaram basicamente permitir o estabelecimento de uma
metodologia capaz de caracterizar xantonas quanto ao seu isolamento por
cromatografia, bem como sua identificagdo por métodos espectrométricos e
cromatograficos. | '

3.2 - Materiais e Métodos

Na separagdo  por cromatografia em camada delgada (TLC)
empregou-se placas de vidro de 2.5 cm por 7.5 cm, revestidas com silica gel GFys4
(Merck) para o monitoramento das fragdes obtidas dos extratos brutos. Os
compostos foram aplicados em pontos equidistantes de 0.5 cm e a 1.0 cm da
extremidade inferior da placa cromatografica. Para a anélise dos compostos mais
purificados utilizou-se placas cromatograficas de alta resolugdo.(HPTLC) de silica-
gel PF 55, em folhas de aluminio (Merck). O sistema de solvente utilizado em TLC
foi Hexano/Acetato de Etila (70:30). Em HPTLC utilizou-se Benzeno/Acetato de
Etila (3:1) [16]. | | ~ ¢

Nas colunas cromatograficas utilizou-se silica-gel 60, de granulagédo
70-230 mesh (0.063-0.2 mm) para o fracionamento dos extratos brutos. Para as
colunas de purificagdo do extrato hexénico utilizou-se silica-gel 35-70 mesh (0.2-
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- 0.5 mm). Na purificagdo das xantonas utilizou-se a técnica de "Cromatografia
Flash"[18], a qual utiliza silica-gel de granulometria 40-60 um (400 mesh) e eluigdo
com sistema de solvente Uinico sob pressdo e. fluxo constantes. -As colunas
cromatograficas para o fracionamento dos extratos brutos foram eluidas com
gradiente Hexano: Acetato de Etila: Metanol. Nas cromatografias para a pu_ﬁﬁcagéo
das xantonas os sistemas de solventes utilizados foram Hexano/Acetato de Etila e
Benzeno/Acetato de Etila na propor¢do requerida para cada caso.

As substancias separadas nas placas cromatograficas foram reveladas
sob radiagio UV usando MINERLIGHT 254 e 365 nm. Outro método utilizado
~ empregou reagentes com o auxilio de um pulverizador manual ou spray com ar
comprimido, numa distdncia de 15 a 20 cm, onde as placas s@o posteriormente
aquecidas em estufa a 120 °C. O reagente utilizado para as fragdes hexanicas fo1 a
solugfo de anisaldeido-acido sulfiirico[19]. Para as fragdes do extrato de Acetato de
Etila utilizou-se a revelagdo em camara de 10do [20]. | '

- Os solventes utilizados para as acetilagdes dos compostos (Anidrido
Acético, Acido Acético e Piridina) foram todos P.A. Os solventes utilizados nas
colunas cromatograficas dos extratos brutos foram pré-destilados antes do seu uso.
Ja as colunas cromatograficas de purificagdo foram eluidas com solventes P.A.

As analises de cromatografia gasosa foram realizadas em aparelho de
Cromatografia Gasosa de Alta Resolugio SHIMADZU-CG 14A com detector de
ionizagdo de chama e. registrador Chromatopac SHIMADZU-C-R6A. As
separa¢des foram em coluna capilar de silica fundida, 25 m comprimento, 0.25 mm
d.i. e revestida internamente com uma pelicula de 0.25 pm da fase estacionaria OV-
01, utilizando H, como gas de arraste e nas condigdes cromatograficas indicadas em
cada experimento.

- As determinagdes dos pontos de fusdo das substidncias puras foram
realizadas com Aparelho de Ponto de Fusdo APF - 301 da marca Microquimica, e
néo sofreram corregdes.

‘As anélises elementares de CHN foram feitas em Analisador
Elementar CHN Perkin Elmer 2400. » ' _

Os espectros de absor¢do na regido do Ultravioleta foram obtidos em
espectrofotometro UV-Vis HITACHI U-2000, utilizando-se metanol como solvente.
Os comprimentos de onda foram registrados em escala de nanometro (nm). |

Os espectros de absor¢@o na regido de Infravermelho foram obtidos
em espectrofotdometro FT Perkin Elmer 16 PC, com as substancias incorporadas em
pastilhas comprimidas de Brometo de Potassio (KBr) anidro. As absor¢des foram
registradas em escala de centimetro reciprocos (cm™).
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~ Os espectros de Massa foram obtidos no espectrdmetro de Massa
SHIMADZU-CGMS-QP-2000 A, sob impacto de feixe eletrénico a 70 eV por
insersdo direta, PROB (xantonas) e/ou acoplado ao Cromatédgrafo Gasoso de Alta
Resolugdo SHIMADZU-CG 14A (a-spinasterol e 0leo essencial).
Foram obtidos espectros de 'H, °C e DEPT-135 em Espectrometro de
Ressonancia Magnética Nuclear Brucker AC-200F; espectros de 4, °C, APT e
DIFNOE foram elaborados em Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear
Varian Gemini VXR-300F. Os deslocamentos quimicos foram expressos em
valores adimensionais & (ppm) em relagdo a um padrdo interno de tetrametilsilano
(TMS). Os solventes utilizados foram piridina, cloroférmio, benzeno e acetona,
todos deuterados. As constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hertz
(Hz). As multiplicidades dos sinais sdo indicadas como segue: s = singlete; d =
dublete; dd = duplo dublete; t = triplete e m = multiplete.

3.3 - Coleta e Identificacdo da Espécie Vegetal

A espécie vegetal Polygala cyparissias St. Hill & Moq. foi
primeiramente coletada em mar¢o de 1992 nas dunas da praia da Esplanada, no
municipio de Jagnaruna, Estado de Santa Catarina. A identificagéo foi realizada pela
botanica Prof.° Leila G. Amaral e registrada sob numero 22.744 no Herbario Flor da
Universidade Federal de Santa Catarina. Uma nova coleta foi realizada em abril de
1993 na praia de Jureré Internacional, municipio de Florianépolis - S.C. onde 1 Kg
do vegetal foi empregado na preparagdo dos extratos.

B o A e B e B S AT A AT R A AL

J:.h;h.ka-nbé-ih

FIGURA 13 - Exposi¢do do tamanho médio das raizes de Polygala cyparissias
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3.4 - Anailise Fitoquimica Preliminar

Foram realizadas analises fitoquimicas de Polygala cyparissias St.
Hill & Mogq., com o intuito de determinar preliminarmente grupos quimicos
especificos, ou algum indicio dos mesmos na espécie. Estas analises seguiram a
 marcha sistematica de Andlises em Fitoquimica descrita por Moreira [21] [22].

3.5 - Preparo dos Extratos Vegetais

O material vegetal apos secagem a temperatura ambiente por uma
semana foi moido e submetido a processo de extragdo exaustiva, por maceragdo, em
Hexano durante 15 dias, com repetidas reposi¢des de solvente. O extrato foi
concentrado a 1/3 do seu volume em evaporador rotatério sob pressdo reduzida,
fornecendo um material de coloragdo marrom pesando 4.42 g, correspondendo a
0.44 % do vegetal. Este extrato recebeu a denomina¢do de Extrato Bruto de

Hexano. . , .
_ Apds a extragdo em Hexano, o material foi submetido aos mesmos
processos descritos acima, sendo macerado em Acetato de Etila, obtendo um extrato
de coloragdo verde-escuro pesando 7.26 g, correspondendo a 0.73 % da planta..
Este extrato foi denominado de Extrato Bruto de Acetato dé Etila. - |

O processo de extragio foi repetido com metanol, obtendo um extrato
de coloragdo marrom pesando 29.25 g, correspondendo a 2.93 % da planta. Este
extrato foi denominado de Extrato Bruto de Metanol.

3.6 - Obteng:ﬁo dos Principios Ativos

3.6.1 Extracdo e Analise do Oleo Essencial

i

Raizes de Polygala cyparissias recentemente coletadas nas primeiras
horas da-manhi (100 g), foram submetidas a extragdo durante 5 horas em Chevenger
resultando na separag@o de 0.3 ml de um 6leo denso (mais denso que a agua) e de
coloragdo branca. O dleo essencial foi submetido a analise por CGAR (Fig.17)
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usando' coluna capilar de silica fundida, 25 m, 0.25 nm de didmetro interno e
~revestida com filme de 0.25 um de OV-1 com programacdo linear de temperatura
40-250 °C, 10 °C/min, com a temperatura do injetor e do dectector de 300 °C e 310
°C, respectivamente. Desta analise observamos a presenga do principal constituinte
do dleo essencial,_ o éster Salicilato de Metila.

3.6.2 - Fracionamento do Extrato Bruto de Hexano

O extrato bruto de hexano (17.68 g) na forma de pastilha, foi
submetido a um fracionamento através de coluna cromatografica com dimensoes de
80 cm de altura por 5 cm de didmetro, tendo como fase estacionaria silica-gel 70-
230 mesh. A elui¢do foi iniciada com Hexano, com uma vazio de 2ml/min, sendo
posteriormente eluida com gradiente de polaridade crescente de Hexano, Acetato de
Etila e Metanol, como mostra a Tabela 1.

TABELA 1 - Sistema de Eluicdo utilizado no fracionamento do extrato bruto de

Hexano
Eluente % Fracoes eluidas Fragoes estudadas
Hexano 100 - 1-10 , -
Hexano/Ac. Etila 99/1 11-33 -
~ Hexano/Ac. Etila - 98/2 35-44 H-44
Hexano/Ac. Etila 95/5 - 47-57 -
Hexano/Ac. Etila ~  90/10 58 < 64 -
Hexano/Ac. Etila 80/20 65-77 H-29
Hexano/Ac. Etila 70/30 78 - 82 - H-29
Hexano/Ac. Etila 50/50 83 -84 - ' -
Ac. Etila 100 85 -
‘\0\6; '
|
A

Coletou-se 85 fragcdes de 100 ml, concentradas em evaporador
rotatdrio sob pressdo reduzida para um volume de 5 ml, monitoradas por TLC e
reunidas conforme o. perfil ‘apresentado. Desta forma agrupou-se as fragGes de
numero 15-31 como uma mistura de substdncias oleosas; as fragdes 36-44 que
apresentaram um composto de coloragdo branca, e as fragdes 50-63 e 65-82 que
apresentaram um aspecto amorfo, com uma mistura de varios compostos.



)
VA
3.6.2.1 -Isolamento de H-4Zg (a-Spinasterol )

-

As frages 36-44, eluidas com Hexano/Acetato de Etila (98/2), foram
reunidas numa tUnica fragdo denominada H-44. A recristalizalizagdo feita em
acetona forneceu 37 mg de cristais brancos na forma de agulha. Uma amostra de H-
44 foi submetida a cromatografia gasosa (CGAR) em coluna capilar de silica
fundida, 25m, 0.25 nm d.i. e revestida com filme de 0.25 pym de OV-1 com
programago linear de temperatura de 80°C até 280 °C, 10 °C/min. com temperatura
do injetor e do detector de 280 °C e 290 °C, respectivamente.

~ 3.6.2.2 -Isolamento de H-29 (Acido Salicilico) -

As fragdes 65-82 foram reunidas (4.3'g) e recromatografadas através
de uma coluna de dimensdes de 40 cm de altura por 2 cm de didmetro. A fase mével
- foi iniciada com cloroférmio e posteriormente com cloroférmio/metanol em
proporgdes de ordem crescente de polaridade (Tabela 2), com uma vazdo de 3
‘ml/min. Coletou-se 64 fragdes de 5 ml, as quais foram monitoradas por CCD e
reunidas da seguinte maneira: 6-25; 26-29; 31-56. A mistura das fragdes obtidas

corresponde a uma complexidade de compostos, séndo que somente a fragéo 26-29
apresentava-se como um Unico composto de coloragio branca pesando 12 mg,
sendo 1dent1ﬁcado como H-29 (Acido Salicilico). < - -

TABELA 2 - Sistema de Eluig8o utilizadov na purificagdo das fra¢des 65-82 (H-29)
do extrato de Hexano

Eluente % Frag:ﬁes eluidas Fracoes estudadas

CHCl; 100 S 1-5 | -
CHCly/Metanol 99/1 6-13 .
CHCly/Metanol 9713  14-17 -
CHCl,/ Metanol ' 95/5 18 -22 B
CHCls/Metanol 90/10 23-37 - H-29
CHCl;/Metanol 80720 38 -45 . -
CHClL;/Metanol 70/30 46 - 56 -
CHCl3/Metanol 50/50 57 -60 -

Metanol 100 61 - 64 ' -
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3.6.3 - Fracionamento do Extrato Bruto de Acetato de. Etila

O extrato bruto de Acetato de Etila (29.04 g), na forma de pastilha, fo1i
submetido a uma coluna cromatografica com dimensdes de 80 cm de altura por 5
cm de didmetro, tendo como fase estacionaria silica-gel 70-230 mesh. Foi eluida
inicialmente com Hexano, numa vazdo de 2 ml/min, sendo posteriormente eluida
com gradiente de polaridade crescente de Hexano, Acetato de Etila e Metanol
(Tabela 3). ‘

TABELA 3 - Sistema de Eluigdo utilizado no fracionamento do extrato bruto de
Acetato de Etila

Eluente % Fracdes eluidas Fracdes estudadas

Hexano 100 1-20 -
Hexano/Ac. Etila 98/2 C21-24 -
Hexano/Ac. Etila 95/5 25 -46 -
Hexano/Ac. Etila 90/10 _ 47 - 65 -
Hexano/Ac. Etila 85/15 66 - 74 PC 01
Hexano/Ac. Etila 80/20 . 75-81 PC02ePC03
Hexano/Ac. Etila 75/25 ’ 82-97 PC 03 e PC 05
Hexano/Ac. Etila ~ 70/30 98 - 121 - PC 06 e PC 07
Hexano/Ac. Etila 60/40 122-123 -
~ Ac. FEtila 100 124 - 126 | -

Metanol 100 127 : -

Foram coletadas 127 fragdes de 100 ml, concentradas em evaporador
rotatdrio sob pressdo reduzida para um volume de 5 ml, monitoradas por HPTLC e
reunidas conforme o perfil cromatografico apresentado. Mostra-se assim a reunifo
das referidas frages como segue: 14-27; 30-58; 67-75; 76-78; 79-81; 82-86; 87-89;
103-106. _
" As fragOes 14-27 e 30-58 apresentaram-se em pequena quantidade e
' numa mistura de varios compostos, inviabilizando a separagdo e elucidagdo das
mesmas pelos métodos convencionas disponiveis, portanto foram guardadas para
posteriores analises com o intuito de separa-las com quantidadé superior do vegetal

coletado.
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As fragdes 67-75 (A), apresentaram uma mistura de trés compostos de
cor amarela, que foram reunidas e concentradas até a secura e reservadas para
purificagdo posterior. .

As fragdes 76-78 (B) apresentaram uma rmstura de dois compostos
amarelos, os mesmos presentes na fragio anterior (A).

As fragdes 79-81 (C), apresentam uma mistura de quatro compostos,
sendo que dois estdio presentes na fragdo B. Estas fragdes seguem o mesmo
procedimento descrito para a fragdo A

As fragdes 82-86 (D), mostraram-se como dois compostos, estando
presentes nas fragoes C e E, sendo purificados como descrito para a fragdo A. _

As fra¢Ges 87-89 (E), apresentaram uma mistura de trés compostos
amarelos seguindo o padrdo de purlﬁcag:ao descrito para a fragdo A.

~ As fragdes 103-106 (F), apresentaram uma mistura de dois compostos
amarelos Esta mistura segue 0 mesmo procedimento descrito para a fragao A.

 Podemos observar, na Figura 14, o perfil cromatografico das fragdes
agrupadas acima (fragGes A a F) numa placa de cromatografia em camada delgada
de alta resolu¢do (HPTLC), onde o Rf das respectivas substancias esta indicado ao
lado. Estas substancias foram denominadas de PC 01 (para o primeiro composto)
até PC 07 (dltimo composto), e posteriormente identificadas como xantonas, como
- sera discutido no Capitulo 4.

3.6.3.1 - Isolamento e Purificacao das Xantonas

O isolamento das xantonas presentes nas fragdes A, B, C, D, E e F,
resultantes do fracionamento do extrato de Acetato de Etila, foi obtido através de
sucessivas Cromatografias Flash. :

Cada uma das fragdes (A a F) foi recromatografada em coluna Flash
com silica-gel 400 mesh como fase estacionaria e eluida sob pressio de 2 atm com
um sistema isocrastico de solvente’escolhido conforme orienta¢do dada por HPTLC.
As fragdes resultantes foram concefitradas e analisadas por HPTL_C.

O fluxograma da Figura 15 pemﬁte uma visdo global das xantonas
isoladas usando esta metodologia. ' |

As condi¢des utilizadas na Cromatografia Flash por cada uma das
fragdes estdo reunidas na Tabela 4.
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6 cm

‘1t:m

-+ 0.79
O 0 -+ 0.73
o 0 -t 0.68
0 @ o -+ 0.61
8 8 ] -+ 0.56
@] -+ 0.50
Q -+ 0.45
o = 0.40
@ @ @ @ -t
B C D E F

4.75 cm

A - fragdo 67 - 75
B - fragdo 76 - 78
C - fragdo 82 - 86
D - fracdo 87 - 89
F - fra¢do 103 - 106

Fase Estacionria: placa de HPTLC (Merck) ‘
Fase Mével: Benzeno/Acetato de Etila (3:1)
Revelador: Camara de Iodo € UV (ondas curtas)

(PC 01)
(PC 024)
{PC 02B)

(PC 03)
(PC 04)
(PC 05)
(PC 06)
{PC 07).

FIGURA 14 - Perfil cromatografico das fragdes obtidas do extrato bruto de Acetato

de Etila
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TABELA 4 - Condigdes utilizadas para a purificacdo das fragdes do extrato de
‘Acetato de Etila por Cromatografia Flash

Fracoes Diimetroda = Volume de Vazio N° de fracoes
coluna (cm) eluente (ml) (ml/min) coletadas
A 5.0 1000 33.4 48
B 4.0 600 213 27
C 5.0 7 1000 33.4 49
D 2.0 200 53 10
E 4.0 _ 500 213 23
F 5.0 1000 334 49

Apdés a Cromatografia Flash alguns compostos ainda foram
purificados em coluna cromatografica de 30 cm de altura por 1 cm de didmetro,
tendo como fase estacionaria silica-gel 400 mesh. O sistema de solventes utilizado
foi Benzeno/ Ac. Etila em trés proporgdes: 95/5; 80/20; 70/30; conforme a
polaridade crescente das fragdes. :

Os compostos separados foram analisados por HPTLC para verificar
seu grau de pureza, € posteriormente submetidos a andlises espectroscopicas e a
testes farmacolégicos.

3.6.3.2 - PC 01 (1,3-dihidroxi-7-metoxixantona)

A purificagdo da fragdo A (3.5 g) por Cromatografia Flash forneceu
50 mg da mistura de PC 02A e PC 02B e o isolamento de 19 mg de 1,3-dihidroxi-7-
metoxixantona (PC 01). :

3.6.3.3 - PC 02A (1,7-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona)

A fragio B (1.0 g) contendo uma mistura de dois compostos foi
purificada por Cromatografia Flash resultando em duas xantonas PC 02B (5 mg) e
PC 02A (10 mg), sendo que esta ultima, identificada por 1,7-dihidroxi-2,3-
metilenodioxixantona ¢é inédita tanto para a espécie como produtos naturais.
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A mistura de PC 02A e PC 02B obtido da purificagdo da fragdo A fot
acetilada. A acetilagdo foi realizada com 50 mg da mistura sendo adicionado a uma
solugdo de 5 ml de Anidrido Acético, 5 ml de Acido Acético em piridina. A mistura
" reacional foi mantida sob agitacdo magnética por 12 horas a temperatura ambiente

[23]. A acetilagdo foi acompanhada por HPTLC. Apds a acetilagdo a mistura foi

‘recromatografada em coluna de silica-gel 400 mesh, sendo eluida com Benzeno/Ac.
Etila na proporg¢do de 95/5 %, obtendo-se 18 mg de PC 02A acetilada e PC 02B-
impuro. PC 02A foi submetida a analises espectrométricas sendo que estas
mostraram que a acetilagdo ocorreu nas duas hidroxilas.

3.6.3.4 - PC 03 (1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona)

A purificagdo da fra¢do C por Cromatografia Flash resultou na .
separagdo de duas misturas sendo que uma delas possue 13 mg de PC 02A e PC
02B, ja identificada anteriormente. A outra mistura (30 mg) possue de PC 03 e PC
04. Esta mistura foi recromatografada em coluna de silica~-gel 400 mesh com eluigdo
de Benzeno/Ac. Etila (80/20 %), resultando em 7 mg de 1,7-dihidroxi-2,3-
dimetoxixantona (PC 03). O composto PC 04 ndo foi obtido com grau de pureza e
“nem em quantidade suficiente para realizar andlises espectrométricas. Na
purificagio da fragdo D também obtivemos a separagio de 30 mg de PC 03.

3.6.3.5 - PC 05 (1,3,6,8-tetrahidroxi-2,7-dimetoxixantona)

A fracdo E foi purificada resultando em 12 mg de PC 03, ja
identificado anteriormente e 57 mg de uma mistura de PC 04 e PC 05. Esta mistura
foi recromatografada em coluna de silica-gel 400 mesh eluida com Benzeno/Ac.
Etila (70/30 %) rendendo 33 mg de uma xantona inédita para produtos naturais,
~ sendo esta 1,3,6,8-tetrahidroxi-2,7-dimetoxixantona (PC 05)

O composto PC 05 foi acetilado pesando-se 5 mg do mesmo sendo
adicionado a uma solugio de 0.5 ml de Anidrido Acético, 0.5 ml de Acido Acético
em piridina, com agitacdo magnética por 12 horas em temperatura ambiente [23]. A
acetilagdo foi confirmada HPTLC. |



3.6.3.6 - PC 06 (1,3,7-trihidroxi-2-metoxixantona)

A fragdo F (2.6 g) foi cfomatografada por coluna Flash, eluida com
Benzeno/Ac. Etila (70/30 %) resultando em 3.8 mg de PC 07 (item 3.6.3.7) e/3”1
mg do composto denominado 1,3,7-trihidroxi-2-metoxixantona (PC 06), sendo”que
este composto € inédito, tanto para a espécie como no ambito dos produtos naturais.

3.6.3.7- PC 07 (1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona)

Da fragdo F (2.6 g) obteve-se a separagéo de PC 06 e PC 07 com 3.8
mg sendo identificado por 1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona.

- 3.7 - Testes Farmacolégicos e Microbiologicos

Foram realizados testes farmacolégicos e microbiblégicos em
Polygala cyparissias St. Hill & Moq. com o intuito de verificar o potencial
terapéutico  desta espécie vegetal. Para tanto foram preparados extratos
hidroalcoolicos, separadamente, das partes aéreas, das raizes e da planta toda. Estes
extratos foram submetidos a. ensaios farmacolégicos testando seus efeitos como
“antiespasmodico no ileo isolado de cobaia, contraido pela acetilcolina [24].

Os mesmos extratos foram submetidos ao teste bactericida contra
Varios microorganismos frequentemente encontrados em infecgbes do trato
urinario[25],como Escherichia coli, Staphylococus aureus e Proteus miriabilis,
usando o método de difusdo radial em agar nutriente descrito por Bauer [26].

Para o teste de analgesia em relagdo as contor¢des abdominais
induzidas pelo Acido Acético 0.6 % foi preparado um extrato bruto hidroalcodlico
total do vegetal, variando-se as doses aplicadas. Um outro aspecto foi observado
com a preparagdo de varios extratos das partes do vegetal como raizes, partes aéreas
e da planta toda. Esses extratos juntamente com o 6leo essencial foram submetidos
a0 mesmo teste com o proposito de comparar em qual das partes do vegetal a
atividade mostra-se mais significativa. O mesmo teste também foi aplicado com os
compostos isolados a fim de verificar se 0s mesmos eram os responsdveis pela
‘atividade observada nos extratos. ‘ '



3.7.1 - Modelo de dor induzida pelo Acido Acético [27]

Camundongos suigos machos (25-30 g) foram acondicionados em sala
a temperatura controlada (23 + 2°C) e mantidos em ciclos de 12 horas ao abrigo e
exposi¢do da luz. A resposta nociceptiva foi induzida pela injegéo intraperitoneal' ‘
(i.p.) de Acido Acético 0.6%. Estas respostas consistem em contragdes do musculo
abdominal do animal.

Os animais foram tratados com o extrato hidroalcodlico  da planta e
com os compostos purificados, por via intraperitoneal em varias dosagens (10, 30 e
60 mg/Kg), 30 e 60 minutos antes da injegio de Acido Acético respectivamente.

Apbés a injegdo da substancia irritante, pares de animais foram
colocados em box separados e analisado o niamero de contor¢des por um periodo de
20 minutos. A atividade analgésica foi demonstrada pela diminui¢do do namero de.
contorgdes entre 0Ss animais controle e aqueles pré-tratados com o extrato € com 0s
compostos isolados da planta em estudo.



CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Ensaios Preliminares e Pesquisa dos Principios Ativos

Os resultados obtidos nos ensaios preliminares sdo apresentados na
Tabela 5. A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos na investigagdo quimica
preliminar dos extratos aquoso € alcodlico.

TABELA 5 - Resultado dos Ensaios Preliminares de Polygala cypdrissias

Pesquisa realizada Resultado
Olfativa salicilato de metila
Extrato Aquoso
cor avermelhado
sabor adstringente
odor cha preto
pH | +5 -
. Extrato Alcodlico
“ cor - : verde-escuro
sabor adstringente
odor : mascarado pelo alcool
pH . *5
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TABELA 6 - Resultado da Investigagio Quimica Preliminar de Polygala

cyparissias

EXTRATO AQUOSO

TESTES RESULTADOS
acidos fixos -
acidos volateis +
gomas e mucilagens +
- heterosideos antocianicos +
heterosideos saponinicos +
~ taninos condensados -
taninos hidrolisaveis -
EXTRATO ALCOOLICO
- TESTES RESULTADOS
acidos orgéanicos +
alcaloides -
cumarinas -
esteroides e/ou triterpenos +
fendis ¢/ posigdo orto € meta livres -
fenois ¢/ posigdo para livre -
heterosideos flavonicos +

- =resultado negetivo
+ = resultado positivo



4.2 - Quantificacio e Identiﬂéacﬁo do Oleo Essencial

A extragdio, por arraste a vapor, de 100 g de raizes frescas de Polygala
cyparissias rendeu 0.3 % do 6leo essencial. A analise por Cromatografia Gasosa de
Alta Resolugdo (Fig.17) e CGAR-MS mostrou que o principal componente do dleo
essencial é o Salicilato de Metila (96 %), confirmado pelo seu espectro de Massa
(Fig. 18) sendo seus fragmentos apresentados a seguir:

* CGMS (70 eV) m/z (%): 152 [M+] (41); 120 [M- CH3OH] (100) 92
[M-CO] (63); 65[M-CO] (28)

O esquema abaixo (Fig. 16) mostra a fragmentagéio do Salicilato de
Metila, onde podemos observar a perda de Metanol do ion molecular resultando no
ion m/z 120, com 100 % de intensidade. Na sequéncia ocorre a perda de CO -
~ originando os ions m/z 92 e 65.

‘ “NOCH, »C=0
O - - M-CH;0H ] M-CO
~ OH > o

m/z = 152 (41 %) - m/z =120 (100%)

m/z = 92 (63 %) m/z=65 (28 %)

FIGURA 16 - Fragmentag;z“ib dos principais ions do Salicilato de Metila
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4.3 - Identificacio dos Compostos Separados

@

Z
4.3.1 - H-44 (a-Spinasterol)

O espectro de IV do_composto H-44 (Fig.20) apresenta uma forte
‘absor¢do na regido de 3446 £m correspondendo a bandas de vibragdo de
deformagédo axial da hgag:ao OH. Observa-se também duas bandas intensas na
regido de 2920 e 2848 cm 1/)correspondendo a bandas de deformagdo axial de CH
alifatico. As absorgdes em 1706 e 1466 ¢in™ correspondem a estiramento de ligagdo
C=C néo conjugado e vibragdo de deformac;ao de CI@C CH@ respectivamente [16].

O espectro de Massa (Fig. 21) mostra pico molecular m/z 412 (23 %)
correspondendo a férmula molecular de(/ C29H436?, para uma estrutura contendo 6
insaturacdes. A fragmentagdo do espectro deMassa, apresenta entre outros, os
fragmentos m/z 300 (26 %) da perda do anel A através de uma retro Diels-Alder no
anel B, definindo assim uma dupla ligagdo nos carbonos C-7 e C-8; m/z 271(100 %)
- indicando a perda da cadeia lateral [28].

O espectro de RMN'H (Fig.22 e 23)apresenta um perfil caracteristico
de esterdides. Podemos observar:

*duas metilas singlete a 0. 55 ppm (Me-18) e 0.79 ppm (Me-19); trés metilas
dublete a 0.85 ppm (Me-26) com J=6.3 Hz, 0.80 ppm (Me-27) com J=6.4 Hz ¢ 1.02
ppm (Me-21) com J=6.6 Hz; uma metila triplete a 0.80 ppm (Me-29) com J=7.3 Hz.

* um multipleté em 3.59 ppm referente a um préton carbindlico em C-3;

* dois duplos dubletes em 5.03 ppm (H-23) e 5.16 ppm (H-22) com constante
de acoplamento vicinal (J=8.52 Hz) e trans (15.2 Hz) definindo a presenca de uma
dupla ligagdo trans-dissubstituida na cadeia lateral como mostra a estrutura par01al
"A" observda abaixo.

: * um sinal em 5.14 ppm referente ao proton H-7 indicando uma ligagdo dupla
tri-substituida.

Estrutura parcial "A"

A Tabela 7 compara os dados de RMN 'H de H-44 com os dados de
literatura para o- Spmasterol [29].
S
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TABELA 7 - Comparagdo entre os deslocamentos quimicos de RMN ' H/S, (ppm)
de H-44 (300 MHz) e d? a-SpmasteroI (400 MHz)[29], ambos feitos em CDC]3

Q\ Ve k./
PROTONS H-44 a-SPINASTEROL [29]
H-3 3.59m 3.59m
" H-7 | 514m 515m
Me-18 0.55 s | 0.55s
Me-19 - 0.79s 0.80s
Me-21 1.02 d (6.6 Hz) 1.02 d (6.5 Hz)
H-22 5.16 dd (15.2 Hz) 5.15 dd (15.9 Hz)
H-23 5.03 dd (15.2 Hz) 5.02 dd (15.9 Hz)
Me-26 0.85 d (6.3 Hz) 0.85 d (6.5 Hz)
Me-27 0.80 d (6.4 Hz) 0.80d (6.5 Hz)
Me-29 080t(7.3Hz) 0.80t (7.5 Hz) .

Os _espectros de RMN “ C e APT (Fig. 24) confirmam a presenc¢a de
seis metilas (CH3) nove metilenos (CHZ) oito carbonos metinicos (CH), sendo um
deles (71.03 ppm) ligado ao ox1gen10 em C-3 e dois carbonos C quaternarios. O
deslocamento quimico dos carbonos indica a presenga de duas ligagdes duplas: uma
dupla trissubstituida definida pelos sinais 117.42 ppm (CH-7) e 139.52 ppm (C-8),

uma dupla trans-dissubstituida pelos sinais 138.16 ppm (CH-22) e 129.37 ppm (CH- -

23). Assim H-44 foi identificado como sendo:- a-/Splnasterol (Fig. 19). A
conﬁnnac;ao destes resultados foi feita atraves da comparagdo dos deslocamentos
quimicos obtidos no espectro de RMN " C do composto H-44 com os dados de
literatura (Tab. 8). Q@-Spinasterol ¢ um esterol incomum e tem sido descrito em
poucas espécies de plantas superiores como Prunella vulgaris [29],
Amarthospermum schmburghinana [30] ¢ Bredemeyera floribunda [31]. O
rendimento do esterol foi de 0.0037 % em relagdo a 1 Kg do vegetal.
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TABELA 8 -Cdmparac;ﬁo entre os deslocamentos quimicos 3 (ppm) de H-44 (75
MHz) e a-Spinasterol (100 MHz) [29], ambos feitos em CDCl,.

CARBONOS H-44 a-SPINASTEROL [29]
C1-CH, 37.09 37.1
C2-CH, 3141 31.4
C3 - CH-O 71.03 71.0
C4-CH, | 37.92 38.0
C5-CH - 40.20 40.2
C6 - CH, 29.59 29.6

- C7-=CH 117.42 117.4
C8-=C 139.52 139.5
C9-CH . 4938 49.4
C10-C B 34.17 34.2
Cl11 - CH, 21.51 215
C12 - CH, 39.41 39.4
C13-C 4324 433
Cl4-CH : 55.08 55.1
C15 - CH, 2299 23.0
C16 - CH, 28.50 28.5
C17-CH 55.82 55.8
C18 - CH;, 12.03 12.0
C19-CH; - 13.03 13.0
C20-CH 40.83 40.8
C21'-CH; | 21.36 214
C22 - =CH 138.16 138.7
C23 -=CH 129.37 129.4
C24 - CH - 51.21 51.2
C25-CH 31.85 31.9
C26 - CH, 21.09 21.1
C27-CH, = 18.96 190
C28-CH, 25.38 25.4
C29 - CH;, 12.24 12.3

Os dados espectoscopicos do composto H-44 sdo apresentados a seguir:

* Pf: 150 °C (literatura 168-169 °C)
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* TV v * cm : 3446 (OH); 2920; 2848 (CH alif); 1706; 1466 (C=C)
* CGAR-MS (70 eV) m/z (%): 412 [M+] (23); 397 (15) 368 (18); 300 (26);
271 (100); 255 (54); 107 (28); 81 (60); 69 (38)

* CHN (%) : C=77.97; H=10.76; N=0.88; 0=10.39
Calculado (%) : C=84.47; H=11.65; 0=3.88 (C2H,0 + 2 H,0)

* RMN ' H (300 MHz, CDCl;) § (ppm): 0.55 s (3H, Me-18); 0.80 d (3H,
J=6.4 Hz, Me-27); 0.80 t (3H, J=7.3 Hz, Me-29); 0.85 d (3H, J=6.3 Hz, Me-26);
1.02 d (3H, J=6.6 Hz, Me-21); 3.59 m (1H, H-3); 5.03 dd (1H, J=15.2 Hz, H-23);
5.16 dd (1H, J=15;2 Hz, H-22); 5.14 m (1H, H-7)

* RMN" C/APT (75 MHz, CDCl;) & (ppm): 12.03 (CH;-18); 12.24 (CH3—
29); 13.03 (CH;-19); 18.96 (CH;-27); 21.09 (CH;-26); 21.36 (CH;-21); 21.51 (CH,-
11); 22.99 (CH-15); 25.38 (CH,-28); 28.50 (CH,-16); 29.59 (CH,-6); 31.41 (CH,-
2); 31.85 (CH-25); 34.17 (C-10); 37.09 (CH,-1); 37.92 (CH,-4); 39.41 (CH,-12);
- 40.20 (CH-5); 40.83 (CH-20); 43.24 (C-13); 49.38 (CH-9); 51.21 (CH-24); 55.08
(CH-14); 55.82 (CH-17); 71.03 (CH-3); 117.42 (=CH-7); 129.37 (=CH-23); 138.16
(=CH-22); 139.52 (=C-8)
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- FIGURA 20 - Espectro de Infravermelho do composto H-44
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© 4.3.2 - H-29 (Acido Salicilico)

Analisando o espectro de IV de H-29 (Fig.25) podemos observar uma
“banda de estiramento de ligagio OH em 3236 cm™. Na regido de 3004 cm™ observa-
se uma banda de deformagdo axial do CH aromatico. Um pico intenso em 1660 cm™
mdica deformagdo axial de grupo carboxila COOH. Em 1484 cm’ observa-se um
pico intenso atribuidos 4s deformagdes axiais das ligagdes C=C de anel aromatico.
A analise elementar CHN sugere a formula molecular C;HgOs.
O espectro de proton (Fig. 27) mostra um padrdo de sinais para um
composto aromatico orto-dissubstituido.
* um multiplete em 6.98 ppm eqmvélendo a dois prétons ardméticos;
* um triplete em 7.53 ppm equivalente a um préton aromatico;
* um duplo dublete em 7.94 ppm equivalente a um préton aromatico;
* um singlete em 10.37 ppm equivalente a um préton de hidroxila (OH).
A anilise do espectro de RMN “C (Fig. 29) e DEPT-135 (Fig.30)
mostra sete sinais, que juntamente com os dados do espectro de préton confirmam a
férmula molecular. Um carbono em 174.97 ppm referente a uma carboxila, dois
-carbonos quaternérios sendo um ligado a oxigénio (162.20 ppm) e quatro carbonos
CH. A comparagio destes dados com a literatura [32] [33] permiﬁu a 1dentificagdo
~ de H-29 como sendo o Acido Salicilico. O rendimento do composto H-29 foi de
0.0046 % para 1 Kg do vegetal. O Acido Salicilico ¢ indicado como o precursor do
Salicilato de Metila. Abaixo seguem os dados espectroscopicos do composto H-29:

*P.f:156 °C (Literatura 159 °C)

max

*IV v X cm’! : 3236 (OH); 3004 (CH arom.); 1660 (C=0); 1484 (C=C)

* CHN (%): C=61.10; H=4.10; N=0.35; 0=34.45
Calculado (%): C=60.87; H=4.35; 0=34.78 (C;Hs0)

*RMN ' H (200 MHz, CDCl;) & (ppm): 6.98 m (2H, Ha e Hb); 7.26 s (1H,
OH); 7.53 t (1H, J=1.5 e 7.9 Hz, Hc); 7.94 dd (1H, J=1.5 ¢ 8.0 Hz, Hd); 10.37 s
~ (1H, OH)

* RMN" C/DEPT 135 (50 MHz, CDCl;) & (ppm):111.29 (C-COOH); -
117.86 (CH-b); 119.63 (CH~a) 130.97 (CH-d); 137.04 (CH-c); 162.20 (C-OH);
174.97 (C=0) '
Obs: Os protons e carbonos designados de 'a,b,c,d.podc_ém ser vistos na figura 28.
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4.3.3 - PC 01 (1,3-dihidroxi-7-metoxixaniona)

- O espectro de UV em MeOH (Fig.32) exibiu quatro bandas de
absor¢do em 234.5; 255.2; 306.3 e 366.0 nm caracteristicas de uma xantona.
Deslocamentos batocromicos foram observados na presenga de reagentes usuais de
deslocamento. '

Os dados obtidos no espectro de IV de PC 01 (Fig.33) mostraram uma
forte absorgio em 3366 cm™ caracteristica da vibragio de deformagdo axial de
ligagdo OH. As bandas de absor¢do em 3096 e 2926 cm’ indicam a presenga de
deformagdes axiais de ligagdo CH de carbono aromatico e alifético,
respectivamente. Em 1642 cm’ apresenta um sinal intenso caracteristico de
carbonila conjugada (C=O). Em 1604, 1578 e 1484 cm™ observa-se sinais intensos
correspondendo a deformagdes axiais das ligagdes C=C de anel aromatico no
sistema conjugado. ’ '

O espectro de RMN'H (Fig.34), obtido em CsDsN mostra um singlete
em campo baixo (13.60 ppm) referente a um grupo hidroxila quelado, indicando a
~ presenga de um grupo OH na posigdo C-1 da estrutura de uma xantona. Um singlete
em 3.71 ppm com intensidade para trés protons indica a presenga de um grupo
metoxila.

Na regido de prétons aromaticos, observa-se sinais referentes a cinco
protons em dois padrdes distintos de acoplamento aromatlco

* um par de dubletes centrados em 6.71 ppm (H-4) com constante de
acoplamento meta J=2.13 Hz e em 6.75 ppm (H-2) com constante de acoplamento
meta J=2.13 Hz, definindo o padrio de substitui¢do do anel A nas posigdes 1 e 3.

* um dublete centrado em 7.79 ppm com constante de acoplamento meta
J=2.85 Hz define o proton H-8 sob a influéncia do cone de desprotegdo
anizotropica da carbonila e indica consequentemente uma substituigdo em C-7. O
duplo dublete centrado em 7.36 ppm (J=2.85 ¢ 9.0 Hz) com constantes de
acoplamento orto e meta ¢ atribuido ao préton H-6 e o dublete centrado em 7.41
ppm (J=9.0 Hz) com constante de acoplamento orto refere-se ao préton H-5,
confirmando o padrio de substituigdo do anel B na posigdo C-7.

Os espectros de RMNC e APT (Fig. 35), obtido em CsDsN
confirmam a presenca de um grupo metoxila através do sinal em 55.81 ppm e dos
cinco carbonos CH aromaticos em 94.91 ppm (CH-4), 99.26 ppm (CH-2), 106.15
ppm (CH-8), 119.43 ppm (CH-5) e 124.71 ppm (CH-6). Mostra cinco carbonos
quaternarios C aromaticos oxigenados em 151.03 ppm (C-4b), 156.46 ppm (C-4a),
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158.64 ppm (C-7), 164.46 ppm (C-3) e 167.53 ppm (C-1), sendo que estes valores
podem ser interconversiveis. Apresenta também -dois carbonos  aromaticos
quaternarios em campo mais alto 103.32 ppm (C-8b) e 121.44 ppm (C-8a).

" Finalmente em 180.65 ppm pode ser observado o sinal para a carbonila conjugada. |

Estes dados estdo de acordo com a estrutura de uma xantona 1,3,7-
trioxigenda. | |

A posi¢io do grupo metoxila foi deduzida inicialmente por
experimentos de  Ultravioleta usando reagentes de deslocamento.  Assim
deslocamentos bactocrdmicos foram observados sob a adigdo de AICl; (Fig.36),
- que forma um complexo de Aluminio englobando dois Oxigénios, neste caso um do
grupo carbonila e 0 outro necessariamente deve ser da posi¢do 1, indicando a
presenga de um grupo hidroxila (OH) na posi¢do C-1 da estrutura da xantona. A
adig¢do de gotas de HCI na solugdo de AlCl; indica qué a hidroxila da posi¢do 1 ndo
possue vizinhanga a outra hidroxila, sendo que esta ultima deve necessariamente
estar na pbsic;éo C-2. Assim o deslocamento bactocrémico observado com AlCl;
permanece inalterado com a adi¢do de HCl, podendo este ser observado na Figura
37, indicando que ndo ha hidroxila na posi¢do 2 da referida estrutura, condizendo
assim com uma substitui¢do 1,3 do anel A observada no espectro de préton.

A confirmagdo do grupo hidroxila na posi¢do 3 foi feita através de
experimentos de irradiagio em RMN' H usando a técnica DIFNOE [34] (Fig. 38 e
39) obtendo-se os seguintes resultados: |

*irradiac;io do préton H-4 (6.71 ppm) = DIFNOE negativo;

'*irradiagﬁo do proton H-8 (7.79 ppm) = DIFNOE positivo, destacando
somente a absor¢do da metoxila em 3.71 ppm; : ,

*irradiagio da metoxila (OMe-7) em 3.71 ppm = DIFNOE positivo,
destacando somente o sinal referente a H-8 em 7.79 ppm.

O espectro de Massas de PC 01 (Fig.40) mostrou o pico molecular a
m/z 258, sendo compativel com a estrutura mostrada na Figura 31. Os principais
caminhos de fragmentagdo do ,espectr'o de Massas de PC 01 estio sugeridos na
Figura 41, onde podemos observar a formagdo do fon benzotropilio, caracteristico
de xantonas hidroxiladas e/ou metoxiladas [35].

Os dados espectrais de PC 01 confirmam a estrutura 1,3-dihidroxi-7-
metoxixantona com os dados de literatura para a xantona iso-gentisin isolada
anteriormente de Gentiana lutea [14) e Swertia petiolata [36], porém descrita pela
primeira vez em Polygala cyparissias no presente trabalho.

" Obtivemos como rendimento desta xantona 0.0019 % , sendo este
valor calculado em relagdo a 1 Kg do vegetal.
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o OH
' CH;0

FIGURA 31i- Estrﬁtura de PC 01 (1,3-dihidroxi-7-metoxixantona)
Os dados espectroscopicos do composto PC 01 sdo vistés abaixo:
’* Pf: 218 °C (Literatura 245-246 °C)
x UV AMO% nm: 234.5; 255.2; 306.3; 366.0

* UV A 2%nm: 210.2; 229.7; 271.7; 326.4; 418 .4

max

* UV A Xnym: 211.0; 229.5; 272.0; 325.4; 417.9

* IV o™ cm™ : 3366 (OH); 3096 (CH arom); 2926 (CH alif); 1642 (C=0);

1604; 1578; 1484 (C=C)

* EM (70 eV) m/z (%): 258 [M+] (100); 243 [M-CH;] (25); 228 [M-CH,0]

(23); 215 [M-CO] (2.7); 187 [M-CO] (29); 69 (28)

~ * RMN ' H (300 MHz, CsDsN) § (ppm): 3.71 s (3H, OCH;); 6.71d (1H,
dd (1H, J=2.85 € 9.12 Hz, H-6); 7.79 d (1H, J=2.85 Hz, H-8); 13.60 s (1H, OH) .
J=2.13 Hz, H-4); 6.75 d (1H, J=2.13 Hz, H-2); 7.41 d (1H, J=9.0 Hz, H-5); 7.36 -

* RMN ' H - DIF NOE (300 Mhz, CsDsN ) & (ppm):
irradiagdo 7.79 (H-8) : sinal em 3.71 (OCH3);
irradiagdio 3.71 (OCH3) : sinal em 7.79 (H-8) e 7.36 (H-6)

* RMN '? C - APT (75 MHz, CsDsN) § (ppm): 55.81 (OCH3); 94.91

(CH-4); 99.26 (CH-2); 103.32* (C-8b); 106.15 (CH-8); 119.43 (CH-5); 121.44%
(C-8a); 124.71 (CH-6); 151.03* (C-4b); 156.46* (C-4a); 158.64* (C-7); 164.46*

(C-3); 167.53* (C-1); 180.65 (C=0)

* os valores podem ser interconversiveis
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FIGURA 34 - Espectro de Infravermelho do composto PC 01
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OH *

CH;0 : :
_ 0
M- CHZV m/z =258 (100%) ‘/I - CH3

o I
- miz=228 (23%) m/z—24_> (25%)
M-CO / A
| lM-CO
+
+. :
oH | ) o OH |

9 A OH \/\9 NOH
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i : OH
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FIGURA 41 - Proposta de fragmentagdo dos principais ions do Espectro de Massa
do composto PC 01
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4.3.4 - PC ‘02A (1,7-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona)

O espectro na regido do UV (Fig.43), obtido em metanol, exibiu
bandas de absor¢do em 212.5 nm, 245.3 nm, 295.4 nm, 326.6 nm e 377.0 nm,
indicando a presenca de grupos cromoforos caracterisitcos de uma xantona.

O espectro na regido do IV (Fig.44) mostra uma absor¢do em 3376
cm’ caracteristica de deformagdo axial da ligagio OH. Em 1676 cm™ aparece uma
banda intensa atribuida a deformag#o axial de uma carbonila conjugada (C=0). O
grupo de sinais intensos em 1616, 1572 e 1478 cm'1 indicam a presenga de ligagdes
C=C de ane] aromatico. Absor¢des em 928 cm™ indicam deformagdes axiais de C-
O sugermdo o grupo metilenodioxi [16].

No espectro de RMN' H (Fig.45 e 46), obtido em CsDsN, observa-se
um singlete em 13,4 ppm referente a uma hidroxila quelada em C-1. O singlete em
6.14 ppm com intensidade para dois prétons caracteriza a presen¢a de um grupo
metilenodioxi (OCH,0); juntamente com o singlete em 6.66 ppm atribuido ao
proton aromatico em C-4, definem o padrio de substituicio do anel A de uma
xantona com grupo metilenodioxi.

O sinal para o préton aromatico em campo mais baixo, na forma de
~ um dublete centrado em 8.0 ppm (J=2.82 Hz), com com constante de acoplamento
meta € caracterisitico do préton H-8 que esta sob a influéncia do cone de
desprotegdo anizotrdpico da carbonila. O préton H-8 mostra apenas acoplamento
meta implicando numa substitui¢do em C-7. Este sinal juntamente com o dublete em
7,44 ppm (J=9,06 Hz) e o duplo dublete centrado em 7.56 ppm (J=9.17 e 2.92 Hz),
atribuidos respectivamente aos protons H-5 orto relacionado e H-6 orto-meta
relacionado, definem o padréo de substituicdo do anel B.

A analise preliminar do espectro de RMN "*C/DEPT 135 (Fig. 47, 48,
49), obtidos em CsDsN mostrou a presenga de 14 carbonos, sendo quatro metinicos
(CH), um metilénico (CH,) e os nove restantes carbonos quaternarios. :

O grupo metilenodioxi (OCH,0) foi caracterizado pelo sinal em
103.31 ppm. O sinal em campo mais alto situado em 89.60 ppm ¢ tipico de um -
carbono aromatico di-orto oxigenado, sendo atribuido a CH-4, e os demais C-H
aromaticos sio observados em 108.79 (CH-8), 119.37 (CH-5) e 125.47 (CH-6).

Dos oito carbonos quaternarios seis sdo carbonos aromaticos
oxigenados atribuidos pelos sinais 129.52 (C-2), 143.48 (C-3), 150.06 (C-4b),
153.96 (C-1), 154.65 (C-4a) e 155.69 (C-7) ppm; e os demais foram assinalados
para C-8b (105,52 ppm ) e C-8a (121,09 ppm), sendo que estes valores podem ser |



interconversiveis. Finalmente a presenga da carbonila foi indicada pelo sinal em

181.67 ppm.

‘ O espectro de Massa (Fig.50) mostrou o ion molecular a m/z 272
(100%) que juntamente com os dados espectrais de RMN' H e * C conferem a

formula molecular C,;HgOs para uma xantona 1,7-dihidroxi-2,3-metilenodioxi. A

Figura 51 apresenta uma proposta dos caminhos fragmentagdo para os principais

" jons, os quais estdo de acordo com a estrutura proposta desenhada na Fig.42.

Dados de literatura referente a xantona 1,7-dimetoxi-2,3-metilenodioxi
[37] apoiam a nossa proposta estrutural para PC 02A. |

Com objetivo de confirmar a estrutura proposta e isolar PC 02 A de
PC 02 B, procedeu-se a acetilagdo com Anidrido Acético em piridina. No espectro
de RMN ! H do derivado acetilado, obtido em benzeno deuterado (Fig.52), pode-se
observar o desaparecimento das absor¢Ses em 13.4 e 5.10 ppm mostrando
claramente que as respectivas hidroxilas em C-1 e C-7 foram acetiladas. A
diacetilagiio é confirmada pelo aparecimento de dois singletes com intensidade para
trés protons em 2.23 e 2.55 ppm caracteristicos de grupo acetil.

O demais sinais tiveram seus deslocamentos quimicos alterados
devido as influéncias previstas pela introdugdo de grupos acetilas. Assim, o sinal
referente aos dois hidrogénios do grupo metilenodioxi é observado em 6.19 ppm e
o proton H-4 em 6.95 ppm . Os hidrogénios aromaticos do anel A s@o observados
por um dublete em 7.42 ppm (J=9.0 Hz) referente ao préton H-5 acoplado com o
proton H-6 com constante de acoplamento orto. Um duplo dublete centrado em
7.56 ppm (J=9.0 e 2.82 Hz) referente ao proton H-6 com acoplamento orto em
relagdo ao H-5 e meta em relagdo ao H-8. Um dublete em 8.18 ppm (J=2.82 Hz)
referente ao proton H-8 com constante de acoplamento meta em relago a H-6.

O espectro de RMN"C em CsDsN (Fig 53) confirma a di-acetilago
através dos sinais em 20.88 e 21.09 ppm caracteristicos de grupos acetil e pelos
sinais de duas carbonilas (C=0) em 169.33 e 169.56 ppm. v

Os quatro carbonos metinicos (CH) sdo observados em 96 49 ppm
(CH-4), 118.52 ppm (CH-8), 119.29 ppm (CH-5) e 128.95 ppm (CH-6) mostrando
que a acetilagdo influenciou nos deslocamentos quimicos dos carbonos C-4, C-8 e
C-6. O carbono do grupo metilenodioxi praticamente ndo foi afetado pela acetilagio
permanecendo em 104.41 ppm. O efeito da acetilagdo também foi sentido nos
carbonos aromaticos oxigenados, mostrando seus delocamentos quimicos em 147.52
ppm (C-1), 137.99 ppm (C-2), 152.94 ppm (C-3), 154.51 ppm (C-4a), 150.36 ppm
(C-4b) e 154.71 ppm (C-7); nos demais carbonos aromaticos quartenarios ‘em
122.75 (C-8a) e 110.39 (C-8b) ppm; e da carbonila (C=0) em 174.57 ppm. O
rendimento do composto PC 02 A foi de 0.0048 %.
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Com base nos dados apresentados, propasmos para PC 02A a estrutura
mostrada na Figura 42, uma xantona inédita como produto natural isolada pela
primeira vez da espécie Polygala cyparissias.

FIGURA 42 - Estrutura do composto PC 02A (1,7-dihidroxi-2,3-
~ metilenodioxixantona) ' :

* Abaixo estdo os dados espectroscopicos para o composto PC 02A
* Pf: 243 °C |
* UV AN nm: 212.5; 245.3; 295.4; 326.6; 377
*IV o em™ : 3376 (OH); 1676 (C=0); 1616; 1478 (C=C), 928 (C-O)

* EM (70 V) m/z (%): 272 [M] (100); 243 [M-CHO] (8); 2 14 [M-CHO]
(30); 186 [M-CO] (14); 158 (5); 136 (24); 121 (15); 77 (30); 53 (28)

* RMN' H (200 MHz, CsDsN) 3 (ppm): 6.14 s (2H, OCH,0); 6.66 s (1H, H-
4); 7.44 d (1H, J=9.06 Hz, H-5); 7.56 dd (1H, J=2.92 ¢ 9.17 Hz, H-6); 8.0 d (1H,
J=2.82 Hz, H-8); 13.4 s (1H, OH)

* RMN " C/DEPT 135 (50 MHz, CsDsN) & (ppm): 89.60 (CH-4); 103.31

(OCH,0); 105.52* (C-8b); 108.79 (CH-8); 119.37 (CH-5); 121.09* (C-8a); 125.47
(CH-6); 129.52* (C-2); 143.48* (C-3); 150.06* (C-4b); 153.96* (C-1); 154.65* (C-
4a); 155.69* (C-7); 181.67 (C=0)

Acetilagdo
: * RMN' H (300 MHz, C¢Ds) & (ppm): 2.23 s e 2.55 s (3H cada de CH;); 6.19
s (2H, OCH;0); 6.95 s (1H, H-4); 7.42 d (1H, J=9.0 Hz, H-5); 7.56 dd (1H, J=9.0 ¢
2.82 Hz, H-6); 8.18 d (1H, J=2.8 Hz, H-8)
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* RMN ' C - APT (50 MHz, CsDsN) & (ppm): 20.88 (OCOCH3); 21.09 -
(OCOCH3); 96.49 (CH-4); 104.41 (OCH;0); 110.39* (C-8b); 118.52 (CH-8);
119.39 (CH-5); 122.75*% (C-8a); 128.95 (CH-6); 137.99* (C-2); 147.52* (C-3):
150.36* (C-4b); 152.94* (C-1); 154.51* (C-4a); 154.71* (C-7); 169.33 (C=O de
OCOCHs); 169.56 (C=0 de OCOCH;); 174.57 (C=0)

* os valores podem ser interconversiveis
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FIGURA 43 - Espectro de Ultravioleta do composto PC 02A
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FIGURA 44 - Espectro de Infravermelho do composto PC 02A
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o OH ——l +.

HO 0
Q0L
. -0 0

m/z = 272 (100%)

M - CHO

! - OH ——‘+, .

M- C(i/ ’ \\M‘ CHO

HO

+

m/z =215 (25%)

M - CHO '
, M-CO

2O+

m/z = 186 (14%)

ion benzodehidrotropilio

FIGURA 51 - Proposta de fragmentagdo dos principais ions do Espectro de Massa

do composto PC 02A
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4.3.5-PC 02B

Pela pequena quantidade obtida do composto PC 02B (5 mg) nio foi
- possivel obter dados suficientes para determinar sua estrutura. Do espectro obtido
por IV (Fig 54) propde-se que o composto também se trata de uma xantona com
muitas posi¢des substituidas, pois o espectro de Massa (Fig.55) através do pico
molecular m/z 330 indica a presenca de mais de quatro substituintes oxigenados.

O rendimento do composto PC 02B foi de 0.0005 % em relagdo a 1
Kg do vegetal. h

f | | Nl'_.——' PC02BSP T |n
]
|
{

%T

110-{

105

100
957
00 — | I I T T T T T 1
500 3000 2500 41800 1600 1400 1200 1000 800 600
4000.0 8 2000.0 400.0

CM-1

FIGURA 54 - Espectro de Infravermelho do composto PC 02B
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4.3.6 - PC 03 (1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona)

O espectro na regido do UV (Fig.57), obtido em metanol, exibiu
bandas de absor¢do em 226.0 nm, 256.5 nm, 297.8 nm e 373.9 nm, indicando a
presenga de grupos cromoforos caracteristicos de uma xantona.

O espectro de IV (Fig.58) apresenta uma banda caracteristica de
estiramento de ligagio OH em 3412 cm”. Em 1650 cm” pode-se observar
deformagdes axiais do grupo carbonila conjugado (C=0). Em 1478 cm’ observa-se
uma banda referente a deformagdes axiais de ligacdes C=C de anel aromatico.

Na analise do espectro de RMN' H (Fig.59) em CsDsN observou-se
dois singletes em 3.87 e 3.99 ppm, com intensidades para trés prétons cada,
referentes a dois grupos metoxila (OMe). O singlete em 13.4 ppm mostra a presenga
de uma hidroxila quelada em C-1 juntamente com o singlete em 6.62 ppm referente
a um proton CH aromatico atribuido ao préton (H-4) sdo indicativos do anel A
1,2,3-trissubstituido. O anel B, substituido em C-7, foi deduzido pelos
deslocamentos quimicos e acoplamentos dos trés protons aromaticos como segue:

*um dublete em 7.53 ppm (J=8.8 Hz), com constante de acoplamento orto,
referente ao proton H-5 acoplando com o préton H-6; _ v

*um duplo dublete centrado em 7.60 ppm (J=9.0 e 2.9 Hz) atribuido ao
proton H-6 orto-meta relacionado com os prétons H-5 e H-8;

_ *um dublete em campo mais baixo, centrado em 8.05 ppm (J=2.6 Hz) com
constante de acoplamento meta, mostrando o proton H-8 sob a influéncia do campo
de desprotegdo anizotropica da carbonila. : _

Na analise dos espectros de RMN'*C (Fig.60) e APT (Fig. 61) pode-se
observar os deslocamentos quimicos referentes as duas metoxilas em 55.51 ppm e
60.72 ppm. O valor do deslocamento quimico 60.72 ppm indica que a referida
metoxila situa-se numa posigdo orto-dissubstituida. Assim, considerando a analise
do espectro de RMN'H feita anteriormente, este sinal refere-se segurarhente a
metoxila em C-2. Dos sinais caracteristicos aos carbonos CH aromaticos, o de
campo mais alto localizado em 91.30 ppm indica um carbono orto-dioxigenado,
referindo-se portanto ao carbono C-4. Os demais sdo observados em 109.13 (CH-
8), 119.50 (CH-5) e 125.58 (CH-6) ppm. Os dois carbonos aromaticos quaternarios
das posigdes C-8b e C-8a apresentam seus deslocamentos quimicos em 104.39 e
121.43 ppm respectivamente; e o0s seis carbonos aromaticos oxigenados sido
observados em 132.20 (C-2), 150.16 (C-4b), 153,92 (C-3), 154.72 (C-4a), 155.73
(C-7) e 160.71 (C-1) ppm. Finalmente a carbonila (C=0) em 181.55 ppm. Estes
dados estdo de acordo com o padrdo de substituicdo prdposto para os anéis A e B.
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Com base na analise dos dados espectrais acima sugere-se a estrutura
de uma xantona 1,2,3,7-tetraoxigenada com uma das hidroxilas na posi¢des C-1 e
uma das metoxilas em C-2. A posi¢do da metoxila (3.87 ppm) e da outra hidroxila
foi deduzida através de experimentos de irradiagio em RMN' H usando a técnica
DIFNOE (Fig. 62 e 63):

*irradiagdo do préton H-8 (8.05 ppm) resultou em DIFNOE negativo para a
metoxila 3,87 ppm, indicando que a posi¢do C-7 esta ocupada por uma hidroxila;

*inadiac;ﬁo' do proton H-4 (6.62 ppm) resultou em DIFNOE positivo
destacando a absorgdo referente a metoxila em 3.87 ppm, sugerindo a presenga da
metoxila em C-3;

*irradiagdo em OMe-3 (3.87 ppm) resultou em DIFNOE positivo destacando
o sinal referente ao proton H-4 em 6.62 ppm, confirmando assim a estrutura de uma
xantona 1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxi [38] apresentada na Fig.58.

O espectro de Massa (Fig.64) apresentou o pico molecular a m/z 288
compativel com a férmula molecular C;sH;,0¢ € um padrio de fragmentacio
caracteristico de xantonas observado na Figura 65.

O rendimento do composto PC 03 foi1 de 0.0049 % em relagdo a 1 Kg

do vegetal.

OH
' OCH,
geee
FIGURA 56 - Estmturé do composto PC 03 (1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona)
Os dados espectroscopicos dé composto PC 03 sdo vistos abaixo:
* Pf: 227 °C (Literatura 245-246 °C)
* UV AMOR nm: 226; 256.5; 297.8; 373.9
+IV L om : 3412 (OH); 1650 (C=0); 1588; 1478 (C=C)
‘* EM (70 eV) m/z (%): 288[M+] (70); 273[M-CH3] (100); 245[M-CO]'
(78); 202[M-CO+CHs] (27); 174 (20); 136 (25); 108 (8); 93 (14); 77 (12); 63
(15)
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* RMN ' H (300 MHz,CsDsN) § (ppm): 3.87 s (3H, OCH;-3); 3.99 s (3H,

OCHj;-2); 6.62 s (1H, H-4); 7.53 d (1H, J=8.8 Hz, H-5); 7.60 dd (1H, J=9.0 € 2.9

Hz, H-6); 8.05 d (1H, J=2.6 Hz, H-8); 13.4 s (1H, OH)
" "* RMN ' H - DIF NOE (300 MHz, CsD;sN) & (ppm):
irradiagdo 6.62 (H-4) : sinal em 3.88 (OCH3-3)
irradiag8o 3.88 (OCH3-3) : sinal em 6.62 (H-4)

*RMN " C - APT (75 MHz, CsDsN ) & (ppm): 55.51 (OCH;-3 ); 60.72

(OCH;-2); 91.30 (CH-4); 104.39* (C-8b); 109.13 (CH-8); 119.50 (CH-5);

121.43* (C-8a); 125.58 (CH-6); 132.20% (C-2); 150.16* (C-4b); 153.92* (C-3); .

154.72* (C-4a); 155.73* (C-7); 160.71* (C-1); 181.55 (C=0)

* os valores podem ser interconversiveis

= 1,500
S .
. 8BS
4 \/\
£ 0.000 - — ‘
2 m 200 300 400 - 500

FIGURA 57 - Espectro de Ultravioleta do composto PC 03
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OH e

| 0
HO _OCH,
| : 0 : OCH,4

m/z = 288 (70%)

| lM-CH3

0
HO _-OH

ou
07 " ocH;

+

m/z = 245 (78%) m/z = 245 (78%)

\ M - 43 (CO + CHj) /
HO. |
QL

4 OH
+

m/z = 202 (27%)

ion benzodehidrotropilio

FIGURA 65 - Proposta de fragmentagdo dos principais ions do espectro de Massa
do composto PC 03 C
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4.3.7 - PC 05 (1,3,6,8-tetrahidroxi-2,7-dimetoxixantona)

O espectro de UV (Fig.67) de PC 05 apresenta um grupo de absorgdes
com maximos em 209.7 nm, 234.8 nm e 254.3 nm, caracteristico de xantonas.

As informagdes obtidas do espectro de IV (Fig.68) indicam um padrio
de absorgdes caracteristicos de xantonas, mostrando entre outras, uma absor¢do
intensa em 3386 cm’ referente a deformagdio axial da ligagio OH. Apresenta
também uma absor¢do em 1630 cm” caracterizando uma carbonila conjugada
(C=0); e na regido de 1452 cm™ sdo observadas absofc;éés devido as deformagdes
axiais das liga¢cdes C=C de anel aromatico.

O espectro de Massas (Fig 69) apresentou o pico molecular a m/z 320
sugerindo a foérmula molecular C;sH;,0g compativel com uma xantona
hexaoxigenada e um padrdo de fragmentagéo caracteristico de xantonas (Fig. 70).

O espectro de RMN! H (Fig.71), obtido em CsDsN, apresentou
apenas trés sinais simples com itensidades relativas 1:1:3, que juntamente com a
presenca de apenas oito sinais no espectro de RMN" C e considerando a formula
molecular sugerida no espectro de Massa, trata-se de uma estrutura simétrica.

O singlete em 4.00 ppm com intensidade relativa para trés protons foi
atribuido a presenga de dois grupos metoxilas. Um singlete em 12.61 ppm com
intensidade relativa 1 (um) indica a presenga de duas hidroxilas queladas que
deverio situar-se necessariamente nas posi¢des C-1 e C-8. A oxigenagdo em C-8 é
confirmada pela auséncia de sinais para prétons aromaticos em campo baixo. O

-singlete em 6.78 ppm também com intensidade relativa 1 (um) refere-se aos protons -
CH aromaticos. '

A analise dos espectros de RMN' C/APT (Fig.72) indica inicialmente
a presenga de uma carbonila (C=0) em 183.93 ppm. O sinal em 60.52 ppm refere-
se a duas metoxilas simétricas (OMe-2 e OMe-7), cuja posigdo foi deduzida pelo
valor de seu deslocamento quimico tipico de metoxila aromatica ortodissubstituida.

Os carbonos aromaticos quaternarios C-8a e C-8b mostram seu
delocamento quimico em 101,69 ppm e os quatro carbonos aromaticos oxigenados
em 132.17 ppm (C-2 e C-7), 153.76 ppm (C-4a e C-4b), 154.69 ppm (C-3 e C-6) e
160.51 ppm (C-1 e C-8). ' _

A analise dos dados espectraié mostrados acima leva a proposi¢do de
uma xantona simétrica 1,3,6,8-tetrahidroxi-2,7-dimetoxi, cuja estrutura proposta
pode ser observada na Figura 66 . Concordando com esta proposta estrutural, a
Figura 70 apresenta os caminhos de fragmentagdo para os principais ions mostrados
no espectro de Massa de PC 05. . |

89



A acetilagio de PC 05 com Acido Acético em piridina levou a
formagdo de varios derivados acetilados, sendo o de menor RF o produto
majoritario, como mostrou analise por HPTLC. Esta mistura resultante da
acetilagdo de PC 05 foi submetida a separagdo por cromatografia Flash levando ao
- isolamento do produto majoritario.

O espectro de RMN 'H do produto acetilado (Fig.73), obtido em
CsDsN, mostrou um singlete em 2.60 ppm com intensidade para.trés protons
caracteristicos do grupo acetil e um singlete em 13.94 ppm referente a uma hidroxila
- quelada. Estes dados mostram que a xantona PC 05 foi mono-acetilada e que a
acetilagdo ocorreu na hidroxila em C-8 ou C-1. Este espectro também mostra o
efeito sobre o deslocamento quimico dos demais prétons da estrutura causado pela
presenga de um grupo acetil na molécula:

* singlete atribuido as metoxilas em C-2 e C-7 (4.00 ppm) foi desdobrado
para dois singletes em 3.94 ¢ 3.97 ppm ;

* singlete atribuido aos prétons aromaticos em C-4 e C-5 (6.78 ppm) foi
desdobrado em dois singletes centrados em 6.67 e 7.01 ppm.
' O resultado da analise do espectro de préton do derivado mono-
acetilado de PC 05 confirma a simetria desta xantona contribuindo também para a
confirmagdo da estrutura proposta. O rendimento de PC 05 foi de 0.0033 %.

OH 0 OH
CH;0 :
HO 0]
FIGURA 66 - Estrutura do composto PC 05 (1,3,6,8-tetrahidroxi-2,7-
dimetoxixantona) '

OCH;

OH

A seguir podemos observar os dados espectroscépicos'do composto
PC 05

* PF: 235 °C
* UV A% nm: 209.7; 234.8; 254.3; 326.5
* IV 0 cm ' 3386 (OH); 1630 (C=0); 1452 (C=C)

max
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* EM (70 eV) m/z (%): 320 [M+] (100); 305 [M-CHs]. (83); 277 [M-CO]
(81); 262 [M-CH] (13); 234 [M-CO] (58); 206 (19); 167 (18); 131 (14); 98(14) 77
(11); 69 (58)

* RMN ! H (300 MHz, CsDsN) & (ppm): 4.00 s (6H, OCHs-2 e 7); 6.78 s
(2H, H-4 € 5); 12.61 s (2H, OH-1¢ 8)

* RMN *C - APT (75 MHz, CsD:N) & (ppm): 60.52 (OCHs -2 e 7); 95.45
(CH-4 e5); 101.69 (C-8a e 8b); 132.17* (C-2 e 7); 153.76* (C-4a e 4b); 154.69*
(C-3 € 6); 160.51* (C-1 e 8); 183.93 (C=0)

* os valores podem ser interconversiveis

Acétilagéo

* RMN ' H (300 MHz, CsDsN) 8 (ppm): 2.60 s (3H, OCOCHs); 3.94 s (3H,
OCHa3); 3.97 s (3H, OCHs); 6.67 s (1H, H-5); 7.01 s (1H, H-6); 13.9 s (1H, OH)

3. 000

—
:

05/04/95 18:00

¢t

"ABS

-l \\__

m 200 300 . 400 500

1.476 ABS

WL SCAN/RO
326,5 nm

FIGURA 67 - Espectro de Ultravioleta do composto PC 05
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m/z = 320 (100%)
lM -CH,4

OH g OH ——|+'

CH;0
HO
M- CO m/z = 305 (83%) \M-CO
OH
CH;0
- HO”
m/z =277 (81%) , m/z=277 (81%)
lM-CH3 l M-CH,
o +
o) ' —l
_OH
ny ' ou’
HO "6~ oH
m/z = 262 (13%) \ M- CO / m/z = 262 (13%)

OH O+

m/z =234 (58%) OH

ion benzotropilio }
FIGURA 70 - Propésta de fragmentag@o dos principais ions do espectro de Massa
do composto PC 05
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4.3.8 - PC 06 (.1,3,7—trihidroxi-2-metoxixantona)

O espectro de UV (Fig. 75) apresenta absor¢des maximas em 226.6
nm, 257.7 nm, 307.7 nm e 374.0 nm, caracteristicas da presenc;a de grupos
cromoéforos para xantonas. -

No espectro de IV (Fig.76) pode-se observar a presenga de
estiramento de ligagio OH em 3390 cm™. Uma banda intensa em 1652 cm” indica
deformagdo axial do grupo carbonila conjugado (C=0). Em 1582 cm™ observam-se
deformagdes axiais de C=C de anel aromatico em sistemas conjugados.

O espectro de préton (Fig.77) feito em CDsCO apresenta um singlete
em 3.87 ppm com intensidade relativa para trés protons referente ao grupo metoxila.
Outro singlete é observado na regido de 13.16 ppm. sendo caracteristico de uma.
hidroxila quelada em C-1. O singlete na reglao dos protons aromaticos em 6.49
ppm indica que o anel A possue substituigio em trés posigdes. '

No anel B pode-se observar uma substitui¢do em C-7 de um grupo
hidroxila, sendo esta deduzida pelos deslocamentos quimicos e acoplamentos de trés
| prétons aromaticos: |

*um dublete em 7.46 ppm (J—8 8 Hz) com constante de acoplamento orto,
referente ao proton H-5 acoplando com o préton H-6;

*um duplo dublete em 7.37 ppm (J=9.0 ¢ 3. O Hz) atribuido ao préton H-6.
Este proton esta orto-meta relacionado com os prétons H-5 e H-8

*um dublete em campo mais baixo, em 7.58 (J=3.1 Hz) com constante de
acoplamento meta referente ao préton H-8, que estd sob influéncia do campo de
desprotecio anizotropica da carbonila. .

Os espectros de RMN °C (Fig. 78 ¢ 79) e DEPT-135 (Fig. 80) feito
em CsD;sN apresenta o deslocamento quimico referente a metoxila em 60.37 ppm
indicando que a mesma situa-se em posi¢do relativa orto-dissubstituida.  Assim,
considerando a analise do espectro de proton, este sinal refere-se ao grupo metoxila
em C-2. Podemos concluir ainda que o préton aromatico em 6.49 ppm estd
localizado na posi¢do C-4 do anel A.

O carbono CH aromitico do anel A apresenta um sinal em campo
mais alto, localizado em 94.94 referente a CH-4. Os carbonos metinicos restantes
sdo observados em 109.17 (CH-8), 119.26 (CH- 5) e 125.11 (CH-6) ppm, todos
referentes ao anel B. ,

A existéncia de seis carbonos quaternarios oxigenados, localizados em
131.69 (C-2), 150.1 (C-4b), 154.03 (C-4a), 155.28(C-7), 155.39 (C-3) e 160.46 (C-
1) ppm, indicam que na posi¢do C-3 temos a substitui¢io de um grupo hidroxila. Os
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carbonos quaternarios restantes sdo C-8b e C-8a com deslocamentos quimicos em
103.43 e 121.32 ppm, respectivamente. Finalmente, podemos observar o sinal de
uma carbonila (C=0) em 181.26 ppm.

O pico molecular M+ 274 um.a. do espectro de Massas (Fig. 81)
permite escrever a formula C;4H;00s. O padrdo de fragmentagéo caracteristico de
xantonas (Fig. 82), juntamente com o resultado das analises espectrocopicas acima,
induzem a estrutura de uma xantona 1,3,7-hidroxi-2-metoxi substituida (Fig.74),
apresentando um rendimento de 0.0031 %. Esta xantona € inédita tanto para a
espécie Polygala cyparissias como no ambito de produtos naturais, sendo isolada

“pela primeira vez no presente trabalho. |

OH
OCH;

Reeced

FIGURA 74 - Estrutura do composto PC 06 (1,3,7-trihidroxi-2-metoxixantona)
A seguir podemos observar os dados espectroscopicos:

* Pf:240 °C
* UV AN nm - 226.6; 257.7; 307.7; 374.0

* IV u* cm ! ; 3300 (OH); 2924; 1652 (C=0); 1582 (C=C)
* EM (70 eV) m/z (%): 274 [M+] (61); 259 [M-CH;] (54); 231 [M-CO]
(100); 202 [M-CHO] (10); 174 (4); 147 (8); 137 (11); 93 (13); 77 (9); 65 (16)

* RMN 'H (300 Mhz, CD4CO) & (ppm): 3.87 s (3H, Ome-2); 6.49 s (1H, H-
4); 7.37 dd (1H, J=3.0 e 9.0 Hz, H-6); 7.46 d (1H, J=8.8 Hz, H-5); 7.58 d (1H, -
J=3.1 Hz, H-8); 13.16 s (1H, OH-1)

* RMN *C/DEPT 135 (50 MHz, CsDsN) & (ppm): 60.37 (OCH;-2); 94.94
(CH-4); 103.43*(C-8b); 109.17 (CH-8); 119.26 (CH-5); 121.32* (C-8a); 125.11
(CH-6); 131.59% (C-2); 150.10% (C-4b); 154.03* (C-4a); 155.28* (C-7); 155.39*
(C-3); 160.46* (C-1); 181.26 (C=0)

* os valores podem ser interconversiveis
' 99
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OH —'|+'

et @

m/z = 274 (61%)

O +.
HO _~OH
F
9 \/\ ol

m/z =231 (100%)

m/z = 202 (10%)

ion benzodehidrotropilio

FIGURA 82 - Proposta de fragmentagdo dos principais ions do espectro de Massa
do composto PC 06
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4.3.9 - PC 07 (1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona)

No espectro de 16AY (Fig.84) podemos observar absor¢des em 220.0
nm, 252.2 nm, 317.7 nm e 358.0 nm indicando. a existéncia de grupos croméforos
condizentes com uma estrutura de xantona. '

0 espectro de IV (Fig. 85) mostra uma banda larga em 3390 cm’
~ indicando deformacdo axial da ligagio OH. Em 1650 cm™ podemos observar a
intensa absor¢do referente ao grupo carbonila conjugado (C=0). Deformagdes
axiais de ligagdes C=C de anel aromético conjugado podem ser vistas em 1616 e
1576 cm™. | |

‘ O espectro de préton (Fig.86) obtido em CsDsN foi analisado, tendo
conciéncia de que o mesmo apresenta-se impuro. Podemos observar dois singletes
em 3.75 e 3.99 ppm indicando a presenga de dois grupos metoxilas. Apresenta
também um singlete em 14.10 ppm indicando a presenga de um hidroxila quelada na
posigdo C-1. R ‘ _
| Na regido de prétons aromaticos observa-se trés singletes em 6.78
ppm, 7.18 ppm e 7.83 ppm, sendo que o Ultimo préton aparece em campo mais
baixo referindo-se a0 CH-8, que estid sob influéncia do campo de desprotegdo
anizotrépica da carbonila. Assim a posigio do CH singlete em 7.18 ppm deve
obrigatoriamente estar no carbono C-5.

Os espectros de RMN C/APT (Fig.87) feito em CsDsN aprésentam
deslocamentos quimicos em 55.9 e 60.37 ppm indicando a presenga de dois grupos
metoxila, lembrando que o valor 60.37 ppm ¢ tipico de metoxila ortodissubstituida.

O sinal em campo mais alto localizado em 94.89 ppm refere-se ao
carbono aromatico CH-4 do anel A. Assim, de acordo com a analise do espectro de
- préton, os dois carbonos CH aromaticos restantes s3o 103.86 ppm referindo-se a
CH-5 e 105.34 ppm referindo-se a CH-8.

A presenga de dois carbonos quaternarios em 112.29 ppm e 103.10
ppm séo referentes aos carbonos C-8a e C-8b, respectivamente. Os deslocamentos
quimicos de sete carbonos quaternarios oxigenados podem ser observados em
131.77 ppm (C-2), 146.92 ppm (C-7), 153.40 ppm (C-6), 153.85 ppm (C-1), 155.33
ppm (C-3), 156.35 ppm (C-4b) e 159.52 ppm (C-4a), e por fim uma carbonila em
180.47 ppm, indicando desta forma uma xantona pentaoxigenada.

Com base na analise dos espectros de RMN propde-se uma xantona
1,2,3,6,7 substituida, com uma hidroxila em C-1. A definicdo dos demais
substituintes foi proposta com dados de literatura comparando os sinais de préton
(Tabela 9) e de RMN °C (Tabela 10) confirmando a estrutura de PC 07 como
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1,3,6-trihidroxi-2, 7-dimetoxixantona, isolada anteriormente de Polygala tenuifolia
[39] e Bredemeyera floribunda [31].

TABELA 9 - Comparagdo entre os deslocamentos quimicos & (ppm) de préton de
PC 07 (300 MHz) e 1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona (500 MHZz)[39], ambos
feitos em CsDsN.

PROTON PC 07 XANTONA [39]

1-OH 14.10(s) | 14.09 (s)
2-OMe "~ 3.99(s) ' 4.00 (s)
3-OH - -

H-4 - 6.78(s) 6.78 (s)
H-5 | 7.18(s) - 7.17(s)
6 - OH - _

7 - OMe 3.75(s) 3.77 (s)

H-8 : 7.83 (s) 7.81 (s)

Entre parénteses estdo as multiplicidades dos sinais.

O resultado do espgctro de Massa foi obtido com o monitoramento
durante o aqu'ecimento para a volatilizacdo da amostra, pois a mesma ndo estava
pura e assim forneceu varios espectros, sendo que o de maior intensidade mostrou o
pico molecular m/z 304 (68 %) (Fig. 88), para a férmula molecular CysH;20; € um
padrdo de fragmentag@o caracteristico de xantonas. A andlise dos fragmentos na
Figura 89 constitui a estfututra proposta da Figura 83, onde o rendimento de PC 07
foi de 0.0014 %.

o OH
CH,0

OCH;
HO : 0 : OH

FIGURA 83 - Estrutura do composto PC 07 (1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona)
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TABELA 10 - Comparago entre os deslocamentos quimicos 8 (ppm) de RMN °C
de PC 07 (75 MHz) e 1,3,6-trihidroxi-2,7- dlmetox1xantona (125 MHz) [39], ambos
realizados em CsDsN.

CARBONOS _ PC 07 XANTONA [39]

C-1 153.85 153.8
C-2 131.77 131.7
C-3 - 155.33 155.2
cC-4 9489 | 948
C-4a 159.52 | 159.4
C-4b o 156.35 156.3
C-5 | 103.86 103.8
C-6 | - 153.40 153.4
C-7 | 146.92 146.8
c8 - . 10534 105.3
C-8a . 11229 1122
C-8b 1031 1031

C-9 180.47 180.4

Os dados especiroscépicos de PC 07 sdo observados a seguir:
*Pf: 216 °C
* UV AMonm : 220.0; 252.2; 317.7; 358.0
*IV p ke em 1 3390 (OH); 2944; 1650 (C=0); 1616; 1576 (C=C); 1290

% EM (70 €V) m/z (%) : 304 [M+] (68); 289 [M-CHs] (78); 216 [M-CO]
(100); 246 [M-CHs] (38); 231 [M-CH;0] (25); 217 [M-CHO] (13); 203 [M-CO]
(8); 123 (7); 93 (10); 77 (15); 69 (59); 53 (25)

* RMN 'H (300 MHz, CsDsN) & (ppm): 3.75 s (3H, OCH3-7); 3.99 s (3H,
OCHs3-2); 6.78 s (1H, H-4); 7.18 s (1H, H-5); 7.83 s (1H, H-8); 14.10 s (1H, OH-1)

* RMN BC/APT (75 MHz, CsDsN) & (ppm): 55.95 (OCH3-7); 60.37 (OCH;-
2); 94.89 (CH-4); 103.10 (C-8b); 103.86 (CH-5); 105.34 (CH-8); 112.29 (C-8a);
131.77 (C-2); 146.92 (C-7); 153.40 (C-6); 153.85 (C-1); 155.33 (C-3); 156.35 (C-
4b); 159.52 (C-4a); 180.47 (C=0)
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CH;0

HO

- m/z =304 (68%)

lM'CHa

0 | | OH —'l-.l-_ .

" HO 0 OH
‘m/z = 289 (78%)

lM-CO

om |*

~OH
' M-CH, / m/z=261(100%) Q’I‘-CHzO
0] / 0
- _~OH H _-OH
HO 0 Z "SOH HO 9/\/\0}1
lM - CHO ' : M - CO
- K OH
O
HO
O+
m/z=217(13%) m/z = 203 (8%)
ion benzodehidrotropilio . ion benzotropilio

FIGURA 89 - Proposta de fragmentacéo dos pﬁncipajs ions do espectro de Massa
do composto PC 07 '
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4.4 - Avaliaciio do Potencial Farmacolégico e Microbiolégico
4.4.1 - Resultado dos Testes com os Extratos Brutos

O extrato alcodlico das partes aéreas e das raizes de Polygala
cyparissia& foi testado no ileo isolado de cobaia contraido pela acetilcolina,
conforme descrito anteriormente [26], cujos resultados mostraram que esta planta,
no modelo testado, ndo apresenta efeito antiespasmodico significativo até a dose
méxima de 250 pg/ml.’ |

Os ensaios realizados para verificar a aqao bacterlmda também nfo
demonstraram efeito na dose maxima testada (2.5 mg/ml) contra os
mlcroorgamsmos citados na parte experimental.

Os resultados dos ensaios farmacolégicos prehmmares com o0 Modelo
de dor do Acido Acético, demonstraram que a injegdo intraperitoneal do extrato
bruto total em camundongos (10 - 60 mg/Kg) 30 minutos antes, causou inibigdo
dose dependente as contor¢des abdominais induzidas pelo Acido Acético.
Conforme mostra o Gréfico 1 a dose inibitéria de 50 % das contor¢des abdominais
(DIs0) € menor que 10 mg/Kg, significando uma importante agédo analgésica.

GRAFICO 1

Efeito da Dosagem do Extrato sobre as
Contorcoes

Numero de Contorgdes

Dosagem Aplicada do Extrato (mg/kg)
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Com o objetivo de verificar em qual das partes do vegetal a atividade é
mais pronunciada, foram testados separadamente os extratos das raizes e das partes
adreas, incluindo também o 6leo essencial. Os resultados mostrados no Grafico 2
‘indicam que na dose de 60 mg/Kg, i.p., o extrato total apresentou Inibicdo Méaxima
(IM) de 84.2 %; enquanto que o-extrato das raizes mostrou 92.6 % de IM. As partes
aéreas mostraram 53.3 % de IM e o 6leo essencial apresentou 64.4 %. O efeito
mostrado no O6leo essencial foi atribuido ao Salicilato de Metila, cuja agio
analgésica € reconhecida clinicamente. Como o efeito da planta toda foi
equipotente ao das raizes, mas apresentou um rendimento muito mais elevado,
optou-se por estudar fitoquimicamente este extrato. Os resultados indicam que além
de Salicilato de Metila, ha outros compostos com atividade analgésica, motivo pelo
qual esta planta € utilizada na medicina popular.

GRAFICO 2

Efeito dos extratos sobre as cohtorgées

2]
o
=

controle
planta toda
6Ieo‘essencial

raizes

partes aéreas

Numero de Contorgdes

4..4.2 - Resultado dos Testes com os Compostos Isoladeos

Iniciando a avaliagdo farmécolégica quanto a agdo analgésica das
xantonas, foram testados os compostos PC 02A e PC 03, isso devido ao maior
rendimento apresentado, ambos no Modelo de dor induzida pelo Acido Acético.

116



Os resultados farmacoldgicos preliminares mostraram que na dosagem
de 30 mg/Kg o composto PC 02A apresentou IM de 77 %, enquanto que o composto
PC 03, na mesma dosagem apresentou IM de 94 % (Grafico 3), confirmando a
atividade analgésica apresentada inicialmente pelos extratos brutos.

Estes resultados preliminares colocam as xantonas polioxigenadas
numa posi¢do importante para estudos de analgesia, atribuindo ‘uma nova
perspectiva na obteng#&o de drogas alternativas.

GRAFICO 3

Efeito da Dose (30 mg/kg) dos
compostos puros sobre as contor¢des

Numero de Contorgdes
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

5.1 - Aspectos Quimicos

| " Pela analise realizada sobre os dados experimentais do presente
trabalho, podemos concluir:

1 - O dleo essencial extraido das raizes de Polygala cyparissias St. Hill. &
Mogq. possue como principal constituinte o Salicilato de Metila.

2 - O extrato hexanico de Polygala cyparissias apresentou dois compostos
que foram isolados e purificados por métodos cromatograficos. O composto H-44
foi identificado 24-etil-5c-colesta-7,22-dien-3B-0l, conhecido como a-Spinasterol;
" e o composto H-29 identificado como Acido Salicilico.

3 - Do extrato de acetato de etila foram isoladas por Cromatografia Flash seis
xantonas, sendo que todas sio inéditas na espécie e trés sdo ihéditas'para produtos
naturais. : ' '

4 - A primeira xantona isolada (PC 01) foi identificada como 1,3-dihidroxi-
7-metoxixantona, também conhecida como iso-gentisin. A posi¢do do grupo
" metoxila foi determinada por RMN 'H/DIFNOE. »

5 - O composto PC 02A, inédito para produtos naturais, foi identificado .
como 1,7-dihidroxi-2,3-meﬁlenodioxixantona, sendo a Unica xantona a apresentar
grupo metilenodioxi, caracteristico para esta Familia . |

6 - PC 03 foi identificado como 1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona, sendo
que a posigdo do grupo metoxila em C-3 foi determinada por RMN 1H/DI_FNOE.

7 - O composto PC 05, inédito para produtos naturais, foi identificado como
1,3,6,8-tetrahidroxi-2,7-dimetoxixantona, tendo como particularidade uma estrutura
simétrica. Esta simetria foi comprovada pela acetilagédo de PC 05. \

8 - O composto PC 06, também inédito para produtos naturais, foi
identificado como 1,3,7-trihidroxi-2-metoxixantona. | -

9 - A xantona que apresentou polaridade mais alta (PC 07) foi identificada
como 1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona, também isolada de Bredemeyera
floribunda, género pertencente a Familia Poligalaceae.
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5.2 - Aspectos Farmacolégicos

A potente atividade analgésica observada nos extratos brutos foi
confirmada pelos compostos isolados, tanto pelo oOleo essencial como
principalmente pelas xantonas testadas. Estes resultados atribuem uma posigdo
importante destes compostos no ambito dos estudos farmacoldgicos visto sobre o
vaspecto analgésico, abrindo assim novas perspectivas na obtengdo de medicamentos
de origem fitoterapica. ' |
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