ESTUDO BIOMONITORADO ATRAVES DA ATIVIDADE CITOTOXICA DAS SUB-
FRACOES DO EXTRATO CLOROFORMIO DE Polygala sp.
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INTRODUCAO

Atualmente a familia Polygalaceae Hoffmanns & Link compreende 22 géneros e cerca
de 1.300 espécies com ampla distribuicdo no mundo, sendo que no Brasil, as espécies do
género Polygala correspondem a cerca de 75%, com aproximadamente 140 taxons
(MARQUES; PEIXOTO, 2007; ROCHA et al., 2012).

InvestigacBes com espécies do genéro Polygala mostram interessantes propriedades
bioldgicas, a exemplo P. japonica, apresentando efeito neuroprotetor (LI et al., 2012); P.
karensium, antiviral (DAO et al., 2012) e P. tenuifolia, utilizada para tratamento de amnésia,
ansiedade, insonia, asma, bronquite (FANG et al., 2012).

O estudo dos produtos naturais mostra-se como alternativa para os laboratorios de
pesquisa e industrias farmacéuticas na busca de novos compostos bioativos. No entanto, é
necessario realizar triagens para avaliar a toxicidade e a acdo bioldgica das amostras. Com
relagdo a toxicidade, existem alguns métodos alternativos de testes in vitro que podem
substituir ou diminuir o uso de animais na experimentacdo (BEDNARCZUK et al., 2010).

O ensaio comumente utilizado é o teste de toxicidade frente Artemia salina (TAS) que
pode fornecer informacdes valiosas, indicando fontes vegetais com importantes atividades
bioldgicas, ou mesmo predizer a toxicidade de substancia ou extrato vegetal (NUNES et al.,
2008).

Devido as diferentes atividades relatadas em espécies de Polygala, bem como o
desenvolvimento de trabalhos anteriores (SILVA, BRANDAO, 2012) avaliando a
citotoxicidade do extrato metandlico e fragdes de P. boliviensis, o presente trabalho teve como
objetivo realizar o estudo biomonitoradoa través do TAS das sub-fracbes cloroférmicas dessa
espécie.

METODOLOGIA

Em trabalhos anteriores foi possivel realizar o estudo biomonitorado do extrato
metandlico de P. boliviensis através do TAS (SILVA, BRANDAO, 2012). Nesse estudo, 0
extrato metandlico foi particionado nas fracGes acetato de etila, cloroférmio e hexano, sendo a
fracdo cloroférmio a que apresentou maior atividade citotoxica. Essa fracdo foi submetida a
Cromatografia em Coluna (CC) e resultou em seis sub-fracées (UPBFC01 a UPBFCO06). Tais
amostras foram avaliadas através do TAS, sendo a sub-fragio UPBFCO1 a que apresentou
maior atividade e, por este motivo, foi utilizada para dar continuidade ao trabalho.

Ap0s a obtencdo da fragdo UPBFCO01, observou-se que a mesma apresentava cristais
finos com coloragéo esverdeada. Dessa forma, foi utilizada recristalizagdo com metanol a frio
e cloroférmio a quente para purificar o cristal encontrado (CPB1). Apos a recristalizagdo, o
CPB1 foi avaliado por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) utilizando
diferentes propor¢cdes dos sistemas de solventes hexano:acetato de etila e
metanol:cloroférmio, sendo observado apenas a resolucdo de uma mancha. Nesse sentido,



como a amostra se apresentava aparentemente pura, o0 CPB1 foi enviado para o Grupo de
Pesquisa de Produtos Naturais (GPPN), na Universidade Federal da Bahia para identificacéo
da sua estrutura quimica.

Os espectros no Infravermelho (1V) foram registrados em espectrometro Perkin Elmer
1000, utilizando-se pastilhas de KBr. As analises de Espectrometria de Massas (EM) foram
realizadas em cromatografo Shimadzu LCMS-2310 e GCMS-QP2010S. Enquanto que 0s
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de 1H e RMN
de 13C) foram obtidos em espectrometro VarianGemini 2000 operando a 500 MHz (1H) e
125 MHz (13C), empregando CD3OD como solvente e tetrameilsilano (TMS) como padréo
interno.

O sobrenadante da fracdo UPBFCO1 (0,0506 g) foi submetida a Cromatografia em
Camada Delgada Preparativa (CCDP), utilizando placa de vidro (20x20 cm) recheada com
silica gel 60 F254 previamente ativada em estufa a 60°C, e como fase movel uma solucéo
contendo uma mistura de hexano:acetato na proporcao 1:1 (400 mL) e 1 mL de &cido acético.

As amostras resultantes da CCDP e a amostra CPB1 foram submetidas ao teste de
citotoxicidade frente & A. salina. O teste foi baseado no método desenvolvido por Meyer
(1982) e adaptado por Serrano, Ortega e Villar (1996) no qual os nauplii recém-eclodidos
foram colocados em contato com o extrato, em concentragdes diferentes, e incubados por 24
horas. Apds esse periodo foram contados os nauplii sobreviventes para a determinacdo da
porcentagem de citotoxidade das amostras, Os nauplii foram considerados mortos caso néo
exibissem nenhum movimento durante dez segundos de observacdo. Todo o teste foi
realizado em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A férmula molecular C14H1,05 foi proposta com base no espectro de massas (EM-
APCI) pela presenca do ion pseudo-moleculare em m/z 261 [M + H] aliado aos dados de
RMN (uni e bidimencional). No espectro de IV, foram observadas bandas em 1735,93 e
1726,29 cm™ que sugerem a presenca de duas carbonilas. A presenca de bandas em 1600,92
cm™ e 1465,90cm™ indica estiramento de ligacdes C=C presentes em anel aromético e as
bandas em 3059,10 cm™ e 2983,88 cm™ podem indicar estiramento de ligagSes C-H, também
em anéis aromaticos.

O espectro de RMN de 1H apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios de sistemas
a,p insaturados em 6 6.45 (1H) e 6 7.76 (1H), e sinais tipicos de hidrogénios de anéis
aromaticos em 0 6.96 (1H) e 6 7.62 (1H). Os singletos observados em 6 4.19 (2H) e 1.35 (6H)
foram atribuidos a hidrogénios ligados a carbono oximetinico e metilico, respectivamente.
Através da analise dos espectros de RMN de 13C e DEPT 135° foi possivel identificar a
presenca de treze sinais de carbono, onde os sinais em 159.9, 116.1, 143.9, 133.3, 120.2,
156.4, 114.8, 154.2 e 117.3 ppm foram atribuidos a um nucleo cumarinico 7,8-dissubstituido,
e 0s sinais em 164, 84, 71 e 24 ppm a uma carbonila lacténica, carbono oximetinico,
oximetilénico e dois carbonos metilicos, respectivamente. As correlagdes observadas no
espectro de HMBC entre os hidrogénios em 6 4.19 e o carbono em 6 164.7 e entre os
hidrogénios em 6 1.35 e os carbonos em o 24.1, 8 84.7 e 6 71.5 levaram a concluir que esta
parte da molécula esta ligada aos carbonos C-7 e C-8 do nucleo cumarinico.



Polygalina
Figura 1:Estrutura quimica e nome da amostra CPB1

Apos a identificacdo da estrutura da amostra CPB1 foi possivel a confirmacdo da
mesma como uma cumarina. A presenga de cumarinas em espécies de Polygala vem sendo
relatada por alguns autores (PIZZOLATTI; LUCIANO; DELLE MONACHE, 2000; CUNHA
JUNIOR, 2002), entretanto este é o primeiro relato da determinacdo estrutural desta
substancia, o que a torna uma cumarina inédita. Dentre as atividades ja atribuidas as
cumarinas, pode-se destacar: atividade hepatoprotetora, antioxidante (BEILLEROT et al.,
2008), antineoplasica (STANCHEYV et al., 2008), dentre muitas outras.

O fracionamento da amostra UPBCO1 por CCDP resultou na obtengéo de duas fracfes
CCDP1 e CCDP2 néo sendo possivel a separacdo de todos os componentes da fracdo. Quando
submetidas ao TAS, os resultados apresentados ndo possibilitaram a determinagdo da CLs.
No entanto, para a maior concentracdo testada (400 pug/mL), observou-se que a CCDP2 foi
mais citotoxica do que a CCDP1, apresentado letalidade de 96,67% e 20,00%,
respectivamente. Dessa forma, pode-se sugerir que a atividade citotoxica de UPBFCO1
(apresentando CLsp de 103,35 pg/mL) esteja relacionada a presenca de substancias
encontradas na CCDP2. Observa-se, ainda, pela analise por CCDC, que o composto CPB1 se
mostra como predominante na amostra CCDP1, sendo assim, a baixa toxicidade da CCDP1
vem corroborar com os testes realizados com CPB1, que apresentou porcentagem maxima de
inibicdo de 30%.

E possivel que a atividade citotoxica de CCDP2 seja atribuida a apenas um composto,
ou mesmo a unido de todas as substancias presentes nessa sub-fracdo, que podem agir
sinergicamente. A toxicidade da fragdo CCDP2 pode contribuir para a descoberta de ativos
citotoxicos que possam ser utilizados terapeuticamente como antimicrobiano e antiparasitario
(MAYORGA et al., 2010), ou mesmo, como antineoplasico (CARBALLO et a.l, 2002).

Por outro lado, como o teste de letalidade da A. salina é um primeiro indicativo da
toxicidade de extratos, fracbes ou substancias testadas. Dessa forma, os resultados
encontrados para o CPB1 mostram-se como promissores quando se visa a aplicacédo
terapéutica dessa substancia, visto que alguns autores afirmam a correlacdo do TAS com
testes de toxicidade in vivo (PARRA et al., 2001).

CONSIDERACOES FINAIS

Uma vez que a literatura ndo menciona nenhum estudo fitoquimico e avaliacdo da
atividade citotoxica de P.boliviensis, com excecdo dos testes realizados pelo proprio grupo de
pesquisa Estudos Quimicos e Atividades Bioldgicas em Produtos Naturais, esse trabalho
fornece uma contribuicdo inédita acerca desta espécie.

O fracionamento da fracdo cloroférmica de P. boliviensis possibilitou o isolamento e
identificacdo de uma cumarina inédita (CPB1). Além disso, o teste de citotoxicidade frente a
A. salina mostrou que a toxicidade da UPBCO1 encontrada em trabalhos anteriores pode nao
estar relacionadaa presenca de CPB1, mas sim de outros compostos, como aqueles presentes
na sub-fragdo CCDP2, ja que a mesma se mostrou mais citotoxica do que a CCDP1, o que
proporciona perspectiva no sentido de facilitar a utilizacdo terapéutica do cristal. Vale



ressaltar que outros processos cromatograficos serdo realizados a fim de isolar novas
substancias que possam ser testadas pelo ensaio de TAS.
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