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RESUMO

A familia Gesneriaceae (150 géneros / 3.500 spp) esta representada no Brasil por 27
géneros e 211 espécies. Sinningia € 0 género mais abundante no pais, com 69
espécies. Varias classes de metabdlitos secundarios, como quinonas, terpenos, e
glicosideos fendlicos ocorrem em Sinningia spp. Visando contribuir para o
conhecimento quimico deste género, o presente trabalho descreve o estudo
fitoquimico e a atividade citotéxica de S. leucotricha e S. canescens, duas espécies
encontradas no estado do Parana e conhecidas como rainha-do-abismo. Os
tubérculos secos foram extraidos com solventes e os extratos fracionados atraves
de técnicas cromatograficas como CCD, CC e CLAE. Diversos métodos
espectroscopicos (UV, DC, RMN, EM, CG-EM), calculos tedricos, e comparacao
com dados da literatura, foram utilizados para identificacdo das substancias
isoladas. No total o estudo fitoquimico forneceu 35 substancias: 7-hidroxi-a-
dunniona (S1), 6-metoxi-7-hidroxi-a-dunniona (S2), 7,8-dimetoxi-a-dunniona (S3), 7-
metoxi-8-hidroxi-a-dunniona (S4), 6,7-dimetoxi-a-dunniona (S5), 7,8-dimetoxi-
dunniona (S6), 7,8-dimetoxicanescenona (S7), 7,8-dimetoxidunniol (S8), 1-hidroxi-1-
metilenocarboxi-7,8-dimetoxi-a-dunniona (S9), tectoquinona (S10), 2-(4’-hidroxifenil)-
5-hidroxi-7-metoxi-3-benzofuranal  (S11), 2-(4’-metoxifenil)-5-hidroxi-7-metoxi-3-
benzofuranal (S12), presilphiperfolan-9-ol (S13), &acido leucotrichdico (S14),
leucotrichol (S15), 11-epi-subergorgiol (S16), leucotrichanal (S17), 11-epi-
silphiperfolenal (S18), cedrol (S19), 2,6,7-tri-epi-cedrol (S20), hederagenina (S21),
acido 23-hidroxiursélico (S22), acido betulinico (S23), halleridona (S24), cleroindicina
B (S25), cleroindicina C (S26), cornosideo (S27), 4-hidroxibenzoato de metila (S28),
4-hidroxibenzoato de etila (S29), etilglucose (S30), calceolariosideo B (S31),
calceolariosideo A (S32), plantainosideo A (S33), conandrosideo (S34), e
isoverbascosideo (S35). Adicionalmente, a analise por CG-EM de fracbes de S.
canescens levou a identificacdo de mais 39 sesquiterpenos, destacando-se a-
cedreno, 2-epi-funebreno, -cedreno e (-santaleno. As substancias S2, S3, S4, S5,
S6, S7, S8, S9, S11, S12, S14, S15, S16, S17, S18 e S20 sao inéditas. Os extratos
etandlicos, fracdes e substancias isoladas foram testados contra varias linhagens de
células tumorais humanas, usando o método da sulforrodamina B. A poténcia foi
determinada como a concentracdo capaz de inibir totalmente o crescimento celular
(TGI). O extrato etandlico de S. canescens inibiu principalmente o crescimento das
linhagens MCF-7 (mama) e NCI-ADR/RES (ovéario resistente a multiplos farmacos),
com TGl de 27,82 e 28,87 ug mL™, respectivamente. Por outro lado, o extrato de S.
leucotricha apresentou uma forte atividade contra as células de leucemia (K562 -
TGI 0,36 pg mL™). Dentre as substancias isoladas, S1, S14, S16, S25, S26 e S31
foram testadas. S1 foi a mais potente, inibindo o crescimento das células de
melanoma (UACC-62), glioma (U251), mama (MCF-7), ovario resistente a multiplos
farmacos (NCI-ADR/RES), rim (786-0), pulmdo (NCI-H460), préstata (PC-3), e
leucemia (K562) com valores de TGl entre 4,58 e 31,31 ug mL™. As demais foram
inativas (TGI > 50 pg mL™).

Palavras-chave: Gesneriaceae, Sinningia leucotricha, S. canescens, naftoquinonas,
sesquiterpenos, glicosideos fendlicos, atividade citotoxica.



ABSTRACT

The Gesneriaceae family (150 genera / 3.500 spp) is represented in Brazil by 27
genera and 211 species. Sinningia is the most abundant genus in the country, with
69 species. Many classes of secondary metabolites, like quinones, terpenes, and
phenolic glycosides occur in Sinningia species. Aiming to contribute for the chemical
knowledge of this genus, the present work describes the phytochemical study and
cytotoxic activity of S. leucotricha and S. canescens, two species found in Parana
state and known as "rainha-do-abismo". Dried tubers were extracted with solvents
and the extracts were fractionated by chromatographic techniques, like PTLC, CC
and HPLC. Several spectroscopic methods (UV, CD, NMR, MS, GC-MS), theoretical
calculations, and comparison with the literature, were used to identify the isolated
substances. This phytochemical study resulted in 35 compounds: 7-hydroxy-a-
dunnione (S1), 6-methoxy-7-hydroxy-a-dunnione (S2), 7,8-dimethoxy-a-dunnione
(S3), 7-methoxy-8-hydroxy-a-dunnione (S4), 6,7-dimethoxy-a-dunnione (S5), 7,8-
dimethoxy-dunnione (S6), 7,8-dimethoxy-canescenone (S7), 7,8-dimethoxy-dunniol
(S8), 1-hydroxy-1-methylenecarboxy-7,8-dimethoxy-a-dunnione (S9), tectoquinone
(S10), 2-(4’-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-7-methoxy-3-benzofuranal (S11), 2-(4'-
methoxyphenyl)-5-hydroxy-7-methoxy-3-benzofuranal (S12), presilphiperfolan-9-ol
(S13), leucotrichoic acid (S14), leucotrichol (S15), 11-epi-subergorgiol (S16),
leucotrichanal (S17), 11-epi-silphiperfolenal (S18), cedrol (S19), 2,6,7-tri-epi-cedrol
(S20), hederagenin (S21), 23-hydroxyursolic acid (S22), betulinic acid (S23),
halleridone (S24), cleroindicin B (S25), cleroindicin C (S26), cornoside (S27), methyl
4-hydroxybenzoate (S28), ethyl 4-hydroxybenzoate (S29), ethylglucoside (S30),
calceolarioside B (S31), calceolarioside A (S32), plantainoside A (S33),
conandroside (S34), and isoverbascoside (S35). Additionally, GC-MS analysis of the
fractions from S. canescens, lead to identification of more 39 sesquiterpenes,
highlighting: a-cedrene, 2-epi-funebrene, B-cedrene and [-santalene. Compounds
S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S11, S12, S14, S15, S16, S17, S18 and S20 are
new. Ethanolic extracts, fractions and isolated substances were tested against
several human tumor cell lines using the sulphorrodamin B method. The level of
activity of the extracts was determined as the concentration that caused total growth
inhibition of the cells (TGI). S. canescens ethanolic extract inhibited mainly the
growth of MCF-7 (breast) and NCI-ADR/RES (ovary resistant to multiple drugs) cell
lines, with TGI values of 27.82 and 28.87 pg mL™, respectively. On the other hand, S.
leucotricha extract showed a strong activity against leukemia (K562 - TGl 0.36 ug
mL™) cell lines. Among isolated compounds, S1, S14, S16, S25, S26 and S31 were
tested. S1 was the most active, inhibiting the growth of melanoma (UACC-62), glioma
(U251), breast (MCF-7), ovary resistant to multiple drugs (NCI-ADR/RES), kidney
(786-0), lung (NCI-H460), prostate (PC-3), and leukemia (K562) cell lines, with TGI
values varying from 4.58 to 31.31 pg mL™. The others were inactive (TGl > 50 ug mL

.

Key words: Gesneriaceae, Sinningia leucotricha, S. canescens, naphthoquinones,
sesquiterpenes, phenolic glycosides, cytotoxic activity.



ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
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1 INTRODUCAO

As plantas evoluiram anteriormente aos seres humanos (KNOLL, 2015),
portanto estdo presentes em nosso cotidiano desde os primoérdios, primeiramente
servindo como alimento, abrigo e fonte de materiais para a confec¢ao de utensilios e
vestuario. Aos poucos foi se descobrindo outra utilidade do reino vegetal, seu uso na
saude, como medicamento e/ou como auxiliar na prevencdo de doencas (NEWMAN
et al.,, 2000). Inicialmente havia a simples ingestdo dos diferentes tecidos das
plantas, tanto in natura como na forma de infusdes ou solu¢fes alcodlicas, sendo
esse conhecimento transmitido entre as geracdes (BALUNAS; KINGHORN, 2005). A
partir do século XIX as plantas deixaram de ser usadas com frequéncia, sendo
substituidas gradualmente pelos seus constituintes puros que dao origem a
medicamentos especificos para determinadas enfermidades (RISHTON, 2008;
GANESAN, 2008). O continuo desenvolvimento da industria de medicamentos
estimulou o estudo quimico das plantas como fonte de farmacos.

Nos ultimos anos, além das plantas, a busca por novos farmacos tem se
direcionado também aos fungos (WIEMANN; KELLER, 2014; ALY et al., 2010),
bactérias (ELSHAHAWI et al., 2015; HOU et al., 2012; GENILLOUD et al., 2011), e
organismos marinhos (BLUNT et al., 2010; HILL, 2011; BRUSOTTI et al., 2014). Em
todos os casos, buscam-se os metabdlitos secundarios, que sdo as substancias
especificas de cada reino, familia ou género, que tém um papel ndo essencial na
manutencdo da vida dos diferentes seres (VAISHNAV; DEMAIN, 2011). Podem ser
produzidos em resposta a estimulos externos, como por exemplo, as variacfes
ambientais relacionadas as esta¢fes do ano (sazonalidade), niveis de umidade,
nutrientes, etc (STROHL, 2000). Os metabdlitos secundarios ndo sao apenas
utilizados como farmacos pelos homens, mas também como cosméticos (MARTINS
et al., 2014; GECHEYV et al., 2014), preservantes (HUGO; HUGO, 2015; GYAWALI;
IBRAHIM, 2014; STOJKOVIC et al., 2014), agroquimicos (DAYAN et al., 2009;
PENG et al., 2003; GERWICK; SPARKS, 2014), nutracéuticos, etc (WEIDNER et al.,
2012; DAS et al., 2012; NOBILI et al., 2009; MCCHESNEY et al., 2007).

Com o avanco da tecnologia, houve um declinio na utilizagdo de produtos

naturais como medicamentos, devido a obtencdo de andlogos sintéticos com alto



38

rendimento, e algumas vezes, uma maior eficiéncia (MCCHESNEY et al., 2007; LI,
VEDERAS, 2009). Ainda assim, os produtos naturais ou seus derivados, sdo uma
relevante fonte de medicamentos usados na terapia atual (ZHOU et al., 2010) e de
inspiracdo para sintese de moléculas bioativas.

De acordo com Newman e Cragg (2012), entre os medicamentos aprovados e
usados no periodo de 1981 a 2010, 39,8 % sdo de fontes naturais, incluindo os
derivados e fitofarmacos. Considerando as substancias puras, apenas 4% séo de
origem natural, enquanto que os medicamentos sintéticos representam 40 %
(NEWMAN; CRAGG, 2012). Isso indica que a sintese esta sendo muito utilizada na
preparacdo de novos farmacos, mas que também, por outro lado, os produtos
naturais sao Otimas bases no desenvolvimento de novos medicamentos (GULLO;
HUGHES, 2005). Esses medicamentos sdo empregados nas mais variadas
enfermidades, como antibiéticos, antifingicos, analgésicos, antivirais, anti-
Alzheimer, etc (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Farmacos antitumorais estdo entre aqueles mais buscados nos dias atuais
(HARVEY, 2008), devido a alta incidéncia no nimero de casos de cancer. Estima-se
gue mais de 12 milhdes de novos casos, com mais de 8,2 milhdes de mortes
ocorreram no ano de 2012 no mundo todo (STEWART; WILD, 2014). A maioria das
drogas encontradas e utilizadas causa a reducéo no crescimento do tumor, mas nao
sua completa inatividade ou destruicdo (LI et al., 2011). Outros problemas sé&o a
resisténcia adquirida pelo tumor com o tempo de uso do medicamento (ZHAO et al.,
2013) e o reaparecimento da doenca apds um longo periodo de remissdo
(LUKIANOVA-HLEB et al., 2012). Por isso torna-se necessaria a busca incessante
por novas drogas que sejam cada vez mais eficientes e seletivas no tratamento e,
consequente cura do cancer. Uma forma de se encontrar novas moléculas com
finalidades terapéuticas é o estudo fitoquimico de espécies ainda ndo conhecidas
guimica e farmacologicamente, uma vez que é estimado que apenas de 10 a 15%
da biodiversidade do planeta foi explorada até 0 momento para tal finalidade (ALVIN
et al., 2014). Além desse aspecto, esses estudos contribuem para a compreensao
das relacdes filogenéticas entre os taxons (quimiossistematica) e para documentar a

composicdo quimica de espécies que podem vir a ser extintas no futuro proximo.
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1.1 A FAMILIA GESNERIACEAE

A familia Gesneriaceae pertence a ordem das Lamiales, que inclui outras 24
familias, entre elas Bignoniaceae, Calceolariaceae, Lamiaceae, Oleaceae,
Scrophulariaceae e Verbenaceae (REFULIO-RODRIGUEZ; OLMSTEAD, 2014).
Gesneriaceae, que foi primeiramente reconhecida por Jussieu em 1806 e
formalmente estabelecida por De Candolle em 1816, compreende aproximadamente
3500 especies, classificadas em 150 géneros (WEBER, 2004b; WEBER, 2004a).
Essas espécies estdo distribuidas nas regides tropicais de todos os continentes do
planeta, com excecao da Antartida (BOGGAN; SHALIT, 2006).

A familia é comumente dividida em duas subfamilias, Gesnerioideae e
Cyrtandroideae. Essa divisdo leva em consideracdo o0 crescimento igual
(Gesnerioideae) ou desigual (Cyrtandroideae) dos cotilédones e também o
desenvolvimento do endosperma, que nao ocorre em Cyrtandroideae. Essas duas
subfamilias estdo localizadas em diferentes regides do planeta, sendo que as
espécies da subfamilia Gesnerioideae ocorrem nas Américas, enquanto que as
espécies da subfamilia Cyrtandroideae estédo localizadas na Africa, Asia, Europa e
Oceania. Uma excecao é a tribo Coronanthereae que se distribui na Australia e
Ameérica do Sul, mas pertence a subfamilia Cyrtandroideae (ARAUJO et al., 2005;
PERRET et al., 2013). Os dez maiores géneros da familia sdo Cyrtandra (600 spp),
Columnea (200 spp), Aeschynanthus (180 spp), Chirita (180 spp), Henckelia (155
spp), Streptocarpus (155 spp), Besleria (150 spp), Didymocarpus (100 spp),
Agalmyla (95 spp) e Paraboe (90 spp). Destes, apenas Besleria e Columnea séo
encontrados no Brasil (SKOG, 2006) (Figura 01; pagina 40).

Na América, os principais centros de diversidade da familia sdo o noroeste da
América do Sul (Equador e Coldombia) e a América Central, sendo o sudeste

brasileiro um centro secundario (PERRET et al., 2013) (Figura 02; pagina 40).
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A - Aeschynanthus fulgens
B — Agalmyla parasitica

C - Besleria labiosa

D — Chirita micromusa

E — Columnea gloriosa

F — Cyrtandra wallichii

G — Didymocarpus citrinus
H — Henckelia malayana

| — Paraboe lanata

J — Streptocarpus rexii

FIGURA 01. Exemplares de espécies pertencentes aos dez maiores géneros da familia

Gesneriaceae.

FONTE: (WEBER; SKOG, 2007)

FIGURA 02. Densidade populacional de espécies de Gesneriaceae nas Américas Central e do Sul.

Numero de espécies

por metro quadrado

0 1-8 . 2, s S

o921
Q 2247
@ 4881
@ 82147

FONTE: Adaptado pelo autor de (PERRET et al., 2013).
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Espécies da familia Gesneriaceae podem ser ervas, arbustos ou subarbustos,
com rizomas ou tubérculos, sendo esse ultimo caracter encontrado no género
Sinningia (WEBER, 2004b). Suas folhas sdo normalmente opostas e com pelos, e a
inflorescéncia é axilar ou terminal, com flores coloridas em forma de tubo. Os frutos
sdo em capsula ou baga e as sementes sdo pequenas e numerosas (BOGGAN;
SHALIT, 2006; KRAHL et al., 2014; AFFONSO et al., 2014). Podem crescer no solo
(terrestres), sobre outras plantas (epifitas) ou sobre pedras (rupicolas) (CHAUTEMS
et al., 2010). Muitas espécies sao cultivadas como ornamentais em todo o mundo,

sendo o exemplo mais conhecido a violeta africana (Saintpaulia ionantha) (Figura
03; pagina 41).

FIGURA 03. Exemplares da espécie mais uItivada de Gesneriaceae, Saintpaulia ionantha.
FONTE: O autor.

Espécies de Gesneriaceae sdo usadas contra febre, problemas respiratorios,
feridas, dor, inflamacédo, doencgas infecciosas, malaria, como ténicos e até para tratar
mordida de cobra (VERDAN; STEFANELLO, 2012). Recentemente foi descrito que o
material seco de Chirita sinensis esta sendo usado na preparagdo de um
medicamento chinés para tratar pancreatite cronica (YANG, 2014).

Estudos de atividade biologica sdo escassos com espécies da familia
Gesneriaceae, tendo sido encontrados relatos de extratos ou substancias puras com

atividades antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante, entre outras (VERDAN;
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STEFANELLO, 2012). Recentemente, de Haberlea rhodopensis foram isoladas
substancias que possuem atividade citoprotetora, potencial de eliminacdo de
radicais e inibem a peroxidagdo lipidica (KONDEVA-BURDINA et al., 2013). Os
compostos isolados de Aeschynanthus maculatus apresentaram 6tima atividade
inibitéria na a-glucosidade (TIAN; KANG, 2012) e o extrato bruto das folhas de
Henckelia humboldtiana se mostrou muito ativo contra diversas bactérias (KINDO et
al., 2014).

Da mesma forma que ocorre com os estudos de atividade biologica, ndo sao
muito numerosos o0s trabalhos envolvendo isolamento e caracterizacdo de
metabdlitos secundarios de espécies de Gesneriaceae. A investigacdo quimica foi
realizada principalmente com espécies da subfamilia Cyrtrandoideae, sendo que em
Gesnerioideae 0s estudos estdo restritos ao género Sinningia. Uma revisao
realizada em 2012 mostrou que Gesneriaceae apresenta uma grande diversidade
quimica, acumulando principalmente flavondides, terpendides, quinonas e
glicosideos fendlicos. Em algumas espécies foram encontradas xantonas, lignanas e
substancias aromaticas com novos esqueletos carbbnicos. Até aquele momento
tinham sido identificadas apenas 300 substancias (VERDAN; STEFANELLO, 2012).
Desde entdo, novas investigacdes foram realizadas, ampliando o numero de
substancias isoladas de Gesneriaceae, mas mantendo o perfil quimico delineado
anteriormente (Tabela 01; paginas 43 e 44, Figuras 04-06; paginas 44-46).
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TABELA 01. ESTUDOS QUIMICOS RECENTES COM GESNERIACEAE (2012-2015), COM
EXCECAO DO GENERO Sinningia.

Espécie Metabdlitos secundarios Referéncia
Aeschynanthus Esteroides : lupeol, estigmasterol, B-daucosterol (1) (TIAN; KANG,
maculatus Triterpenos : acido ursélico, acido oleandlico, acido 3-hidroxi- 2012)

(Tecido nédo 12-taraxasten-28-6ico (2)
informado)
Chirita Fendlicos : hirsutanonol (3), 5-O-B-D-hirsutanonolideo (4), (HUANG; HE,
longgangensis platyphyllosideo (5), plantainosideo A, plantainosideo B, 2014); (SU et
var.hongyao calceolariosideo C, calceolariosideo D al., 2012)
(Raizes e Caule) Quinonas : chiritalona A (6), chiritalona B (7), 8-hidroxi-a-
dunniona (8), digiferruginol (9), 2,5-dimetoxi-1,4-benzoquinona
(10)
Neoliganana : 7'E-4,9-dihidroxi- 3,3',5'-trimetoxi-8,4'-
oxineolign-7’-en-9’-al (11)
Triterpeno : acido escutelarico
Corallodiscus Flavonoides : pectolinarina (12), 4™acetato de pectolinarina (YAO et al.,
flabellata (13), linarina (14) 2012)
(Tecido nédo Fendlicos : 3,4-dihidroxifeniletanol-8-O-B-D-
informado) apiofuranosil(1—6)-B-D-glucopiranosideo (15), 3,4-
dihidroxifeniletanol-8-O-f3-D-apiofuranosil(1—3)-[3-D-
glucopiranosil(1—6)]-4-O-trans-cafeoil-B-D-glucopiranosideo
(16), hidroxitirosol, tirosol
Haberlea Flavondides : hispidulina-8-C-(2-O-siringol-B-glucosideo), (KONDEVA-
rhodopensis hispidulina-8-C-(6-O-acetil-2-O-siringol-B-glucosideo), e BURDINA et
(Folhas) hispidulina-8-C-(6-O-acetil-8-glucosideo),  miricetina  (17), al., 2013);
hesperidina (18), quercetina (19), luteolina, kaempferol, (MIHAYLOVA
hyperosideo (20), rutina (21) et al., 2013)
Fendlicos : acido 2-hidroxibenzéico (22), acido clorogénico
(23), acido vanilico, acido cafeico, acido siringico, acido p-
cumarico (24), acido sinapico (25), acido ferdlico, acido
cindmico, miconosideo
Lysionotus Sesquiterpeno : 3,10-dihidroxiacoroneno (26) (QING-FA et
pauciflorus Fendlico : 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-trans-estilbeno (27) al., 2013)

(Todas as partes)

continua
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TABELA 01. ESTUDOS QUIMICOS RECENTES COM GESNERIACEAE (2012-2015), COM
EXCECAO DO GENERO Sinningia.

conclusao

Espécie Metabolitos secundarios Referéncia

Paraboea glutinosa Triterpenos:  3-epi-pomdlico, &cido escutelarico, éacido (WANG et al.,
(Raizes e caules) 3a,19a,24-trihidroxiolean-12-en-28-6ico (28), &cido ursdlico, 2014)
2a,3a,19a,24-tetrahidroxiolean-12-en-28-6ico (29),
2a,3a,19a,24-tetrahidroxiurs-12-en-28-ato  de glicosila (30),
acido 2a,3a,19a,24-tetrahidroxiurs-12-en-28-0ico (31),
Fendlicos : 4&cido (E)-3,4-dimetoxicinnamico (32), acido
cafeico, acido etil-cafeico (33)

Monoterpeno : citronelol (34)

Rhabdothamnus Antocianinas : cianidina-3-O-glucosideo, pelargonidina-3-O- (ZHANG et al.,
solandri glucosideo, cianidina-3-O-(6"-malonil)-glucosideo (35), 2014)
(Pétalas) pelargonidina-3-O-(6"-malonil)-glucosideo (36)

O OH OH o)
OCHs
DO
2 o) o)
6 Ri+Ry=0 9 10
7R;=OH, Ry=H

FIGURA 04. Quinonas (4-8) isoladas de Gesneriaceae (2012-2015).
FONTE: O autor.
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FIGURA 05. Fendlicos (1-3, 9, 19-22, 27-28, 31, 35-36) isolados de Gesneriaceae (2012-2015).
FONTE: O autor.
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FIGURA 06. Flavonéides (10-11, 14-18, 32-34), esteroéide (12) e terpenos (13, 23-26, 29-30) isolados
de Gesneriaceae (2012-2015).
FONTE: O autor.
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7

No Brasil a familia Gesneriaceae € representada por 27 géneros e 211
espécies, distribuidas por todos os estados, em diversos ecossistemas, como
floresta amazonica, caatinga, cerrado, mata atlantica e pampa (ARAUJO et al.,
2015). Entretanto, a maior diversidade de espécies € encontrada na mata atlantica,
na regido sudeste (PERRET et al., 2013).

1.2. O GENERO Sinningia

O principal género da familia Gesneriaceae no Brasil é Sinningia, com 69
espécies (ARAUJO et al.,, 2015). As espécies de Sinningia sdo ervas ou
subarbustos, a maioria de ciclo anual, com tubérculo perene. Crescem durante a
primavera, florescem e entram em declinio durante o outono/inverno, quando
perdem a suas partes aéreas. Como outras gesneriaceas, todas as espécies de
Sinningia produzem belas flores, tendo um grande potencial ornamental. S.speciosa,
conhecida como gloxinia, € comumente comercializada em floriculturas (Figura 07;
pagina 47). Muitas espécies sdo de ocorréncia rara, estando ameacadas de
extincdo, tanto pelo extrativismo como pela destruicdo do seu “habitat” pela
agricultura e pecuaria (ARAUJO et al., 2005; CHAUTEMS, 2003; CHAUTEMS et al.,
2010).

FIGURA 07. Exemplar de gloxinia (Sinningia speciosa).
FONTE: O autor.
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O género Sinningia pertence a tribo Sinningieae, que inclui também os
géneros Paliavana e Vanhouttea. Uma analise filogenética dessa tribo sugeriu a sua
divisdo em cinco clados, estando as espécies de Sinningia distribuidas nos clados
Dircaea, Corytholoma e Sinningia. As espécies S. canescens e S. leucotricha
pertencem ao clado Dircaea (PERRET et al., 2003).

Algumas espécies de Sinningia sao consideradas medicinais. S. incarnata é
utilizada pelos indigenas mexicanos como contraceptivo e contra diarréia. S.
tubiflora é considerada purgativa na Argentina. No Brasil, S. allagophylla, é usada
como tonico, emoliente, diurético e febrifugo (GOMES; SHEPHERD, 2000;
WIEHLER, 1995). Esta dltima espécie apresentou atividade citotoxica,
antiinflamatdria e analgésica (RIVA et al., 2012; BARBOSA et al., 2013).

Dos poucos estudos existentes com espécies de Sinningia, a maioria foi
realizado pelo nosso grupo de pesquisa. As substancias isoladas do género e suas
respectivas espécies estao relacionadas na tabela 02 (paginas 48 e 49) e figuras 08-
13 (paginas 49-52). Estudos de constituintes volateis foram realizados com as
espécies S. tubiflora, cujas flores produzem um aroma rico em linalol (37) (PERRET
et al., 2003) e com S. aggregata, que possui uma resina aromatica nas folhas,
caracterizada pela presenca majoritaria de linoleato de metila, 1l-octadecanol,
acetato de (Z)-nerolidila (38), espatulenol (39) e (E)-nerolidol (40) (STEFANELLO et
al., 2005).

TABELA 02. SUBSTANCIAS ISOLADAS DE ESPECIES DO GENERO Sinningia.

Espécie Metabdlito secundario Referéncias
S. aggregata g-lactonas aromaticas : aggregatinas A-C (41-43) (VERDAN et al.,
(Tubérculos) Hidronaftoquinonas : aggregatinas D-F (46, 44-45) 2010; VERDAN

Antraquinonas : tectoquinona (47), 7-metoxi-tectoquinona et al., 2015)
(48), 7-hidroxi-tectoquinona (49), 1-hidroxi-tectoquinona (50),

pustulina (51), 1,6-dihidroxi-tectoquinona (52), 6-hidroxi-

tectoquinona (53)

Etilcicloexanodides : halleridona (54), cornosideo (55)

Fendlico : tirosol (56)

Glicosideo : calceolariosideo B (57)

continua
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concluséo
Espécie Metabolito secundario Referéncias
S. allagophylla ~ Antraquinona : tectoquinona (47) (RIVA et al,
(Tubérculos) Naftoquinona : dunniol (58) 2012)

Naftocromenos : lapachenol (59), 8-metoxilapachenol (60)
Esteres esteroidais : oleato e linoleato de sitosterila (61-62) e

oleato e linoleato de estigmasterila (63-64)

S. cardinalis Flavondides : luteolinidina-5-O-glucopiranosideo (65), (JENSEN, 1996;

(Pétalas) apigeninidina-5-O-glucopiranosideo (66), luteolina-7-O- SWINNY et al.,
glicosideo (67), luteolina-7-O-glucuronideo (68), apigenina-7- 2000;
O-glucuronideo (69) WINEFIELD et
Glicosideo : verbascosideo (70) al., 2005)
Fendlico : acido cinamico (71)

S. speciosa Etilcicloexanoides : cleroindicina-B (72), isorengiol (73) (VERDAN et al.,

(Tubérculos e

partes aéreas)

Antraquinonas : 7-metoxi-tectoquinona (48), 1-hidroxi-7-

metoxi-tectoquinona (74)

Esteroides : 3-sitosterol (75) e estigmasterol (76)

2009)

S. warmingii

(Tubérculos)

g-lactona aromética : aggregatina C (43)
Hidronaftoquinona : aggregatina D (44)
Naftocromeno : lapachenol (59)
Antraquinonas : tectoquinona (47), 7-metoxi-tectoquinona
(48), 7-hidroxi-tectoquinona (49) e 1-hidroxi-tectoquinona (50)
Etilcicloexandéide : halleridona (54)

Esteréides : B-sitosterol (75) e estigmasterol (76)

(VERDAN et al.,
2014)

.

FIGURA 08. Constituintes volateis de S. tubiflora (37) e S.aggregata (38-40).

FONTE: O autor.
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FIGURA 09. e-lactonas aromaticas e hidronaftoquinonas isoladas de S. aggregata (41-43, 44-46) e S.

warmingii (43, 46).

FONTE: O autor
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FIGURA 10. Quinonas (47-53, 58, 74) e cromenos (59-60) isolados de espécies de Sinningia
speciosa, S. aggregata e S. allagophylla.

FONTE: O autor.
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FIGURA 11. Etilcicloexandides (54-55 E 72-73) isolados de espécies de Sinningia speciosa e S.

aggregata.
FONTE: O autor.
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FIGURA 12. Flavonodides de S. cardinalis (65-69) e fendlicos (56-57 e 70-71) isolados de espécies de

Sinningia cardinallis e Sinningia aggregata.
FONTE: O autor.
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FIGURA 13. Esteréides de S. speciosa (75-76), S. allagophylla (61-64) e S. warmingii (75-76).
FONTE: O autor.

Estes resultados mostram que as espécies de Sinningia produzem
metabolitos secundéarios de varias classes, desde esterdides esterificados até
compostos com novos esqueletos quimicos, como as aggregatinas. Espécies deste
género podem ser promissoras para o isolamento de novos compostos que podem
mostrar atividade biolégica, nos motivando a dar continuidade ao seu estudo
fitoquimico.

Na regiao sul do pais sdo encontradas muitas espécies de Sinningia, entre as
quais S. leucotricha e S. canescens (ARAUJO et al., 2015) (Figura 14; pagina 53).
As duas espécies sdo morfologicamente semelhantes e recebem o nome popular de
rainha-do-abismo, em alusdo a sua ocorréncia em afloramentos rochosos
(UNEMOTO et al., 2006; CHAUTEMS, 2003).
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FIGURA 14. Exemplares de S. leucotricha (A) e S. canescens (B).
FONTE: O autor.

Sinningia leucotricha (Hoehne) Moore (Figura 14A; pagina 53), é endémica do
estado do Parana, onde ocorre em afloramentos rochosos e altitudes de
aproximadamente 700 metros. E uma planta herbacea com folhas cobertas por
muitos pelos brancos, que dado uma coloracdo prateada, e flores vermelhas,
tornando-a uma planta de rara beleza. A sua coleta para a comercializacdo como
planta ornamental, causou uma diminuicdo das populacdes naturais (UNEMOTO et
al., 2006).

Sinningia canescens (Mart.) Wiehler (Figura 14B; pagina 53) ocorre nos
estados do Parana e Sao Paulo também em afloramentos rochosos como aqueles
encontrados no parque Estadual de Vila Velha. A principal diferenca morfologica em
relacdo a S. leucotricha € que esta possui 0 caule avermelhado e as folhas contém
menos pelos, o que diminui a aparéncia prateada (CHAUTEMS, 2003).

Como pode ser observado na figura 15 (pagina 55), as duas espécies sao
muito semelhantes, mas desde o tubérculo, ja € possivel visualizar diferencas entre
elas. O tubérculo de S. canescens (B) é avermelhado e com muito mais tricomas do
gue o tubérculo de S. leucotricha (A). O broto da S. leucotricha (C) é diferenciado,
pois a quantidade de pelos brancos nas folhas e caule € muito grande, deixando a
planta alva, ja para S. canescens (D), ha pelos, mas em bem menor quantidade e

pode-se observar também que essa possui uma coloracdo avermelhada. Na fase de
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floracdo (E e F), ficam mais evidentes as diferencas entre as espécies,
principalmente pelo colorido. S. leucotricha (E) comeca a formar os botbes com
apenas 4 folhas brancas e S. canescens (F) com mais do que quatro folhas e essas
sendo verdes com bordas avermelhadas. As flores de S. leucotricha (G) e S.
canescens (H) sdo bem semelhantes, ambas vermelhas e em forma de tubo, saindo
do mesmo ponto, no centro das folhas. Observando a imagem dos exemplares
inteiros (Figura 14; pagina 53), pode-se observar que ha duas diferencas bem
marcantes, S. leucotricha possui apenas quatro folhas com muitos pelos brancos,
enguanto que S. canescens possui mais folhas, com menos pelos brancos cada.
Nos estudos filogenéticos realizados com a tribo Sinningieae (PERRET et al.,
2003), S. leucotricha e S. canescens foram colocadas no clado Dircaea estando
relativamente proximas uma da outra. O conhecimento sobre a quimica do género
pode corroborar essa proposta filogenética, uma vez que a producdo de metabdlitos
secundarios depende do aparato biossintético de cada espécie. Portanto, o estudo
fitoquimico dos tubérculos de S. leucotricha e S. canescens foi desenvolvido
buscando contribuir para a quimiossistematica do género e para a descoberta de

substancias com potencial farmacologico.
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FIGURA 15. Estagios de crescimento de S. leucotricha (esquerda) e S. canescens (direita) (A e B -
tubérculo; C e D- broto; E e F - botao; G e H- flor).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo fitoquimico e biolégico de espécies de Sinningia, a fim de
contribuir para a quimiossistematica da familia e para a descoberta de novas

substancias com potencial citotoxico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Isolar, purificar e identificar os metabdlitos secundarios dos tubérculos de Sinningia

canescens e S. leucotricha;
- Comparar através de RMN de *H e CLAE-DAD:

- a composicdo quimica dos extratos das folhas e tubérculos de S.

leucotricha;

- a composicdo quimica dos extratos dos tubérculos de S. leucotricha e S.

canescens.

- Realizar ensaios de atividade citotoxica frente linhagens de células tumorais (U251
(glioma, SNC), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovério
resistente a multiplos farmacos), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmé&o, tipo ndo pequenas
células), PC-3 (prostata), HT-29 (c6lon), OVCAR-3 (ovario), K562 (leucemia), VERO
(rim, célula normal) e HaCat (célula normal)) com os extratos, fracdes e substancias

isoladas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PROCEDIMENTOS GERAIS

Nas separacdes por cromatografia em coluna aberta (CC) e sob vacuo (CLV),
foi usado gel de silica (Merck, 7734) ou sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich). Placas
comerciais (Macherey-Nagel) recobertas com gel de silica foram utilizadas nas
analises por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), enquanto que as
placas para separacfes por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)
foram preparadas com uma espessura de 1,0 mm, utilizando-se gel de silica 60PF2s4
(Merck, Vetec ou Macherey-Nagel). Todas as placas de alumina utilizadas foram
comerciais (Macherey-Nagel). Na revelacdo das placas foram utilizadas radiagao UV
(366 e 254 nm) e solucdo a 5% de H,SO, em etanol. Os reagentes e solventes
utilizados foram produtos analiticos das marcas Synth ou Vetec.

Para identificacdo das substancias isoladas, foi utilizada principalmente a
técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os espectros foram obtidos no
Centro de RMN da Universidade Federal do Parana (UFPR), em espectrometros
DPX-200, Avance-400 e/ou Avance Il 600 (Bruker), operando a 4,7, 9,4 e 14,1 Tesla
(T), respectivamamente, e observando a 200, 400 e 600 MHz para ‘H e 50, 100 e
150 MHz para **C, usando-se técnicas uni e bidimensionais. Cloroférmio e/ou
metanol deuterados foram utilizados como solventes e TMS (tetrametilsilano) como
referéncia interna. Os dados obtidos foram analisados no software TopSpin e
comparados com aqueles publicados na literatura.

As analises de UV-vis foram realizadas em um espectrofotdmetro Shimadzu
UV-2401PC usando metanol como solvente no Departamento de quimica da UFPR.

Experimentos de dicroismo circular (DC) foram realizados em um
espectrometro JASCO-J-815 usando metanol como solvente, concentracéo
calculada em g 100 mL™ e as anélises de rotacdo especifica foram realizadas no
Departamento de Quimica da UFPR em um polarimetro JASCO P-2000 utilizando
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metanol ou cloroférmio a 25¢C. Os valores de rotagé o especifica foram calculados

utilizando a seguinte férmula:

(] rotacao observada (graus) x 100 (1)
AlIp =
caminho 6tico (dm) x concentrac&o (g 100 mL™)

As analises por CG-EM (cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas) foram realizadas no Laboratério de Cromatografia da FURB (Universidade
Regional de Blumenau) em um cromatdégrafo a gas QP2010 Plus Shimadzu
acoplado a um espectrometro de massas com um quadrupolo como analisador,
equipado com uma coluna capilar RTx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) de fase
estacionaria composta de 5 % de difenil e 95 % de dimetilpolisiloxano. A temperatura
inicial foi mantida a 60 °C por cinco minutos, em seguida programada até 240 °C a 3
°C min? e finalmente mantida a 240 °C por 5 minutos. O gas de arraste foi hélio,
usado a uma pressdo constante de 80 KPa e fluxo constante de 1,0 mL min™. O
volume de injecdo foi de 1,0 uL e a amostra foi diluida em éter etilico. Os
componentes do Oleo foram identificados por comparacdo de seus indices de
retencdo, em relagdo a uma série homoéloga de n-alcanos utilizando a férmula
apresentada a seguir, e do padrdo de fragmentacdo observado nos espectros de
massas com dados da literatura (ADAMS, 2007).

IR = 100 Pz + 100 [(RT(X) - RT(P,)) / (RT(P21) - RT(P,))] (2)

onde,

Pz - nUmero de atomos de carbono do pico do padrdo que elui antes
RT(X) - tempo de retencéo do pico que se deseja obter o valor de IR
RT(P,) - tempo de retencao do pico do padréo que elui antes

RT(P.+1) - tempo de retencdo do pico do padréo que elui depois

A andlise quantitativa (CG-DIC) também foi realizada no Laboratério de
Cromatografia da FURB, em um cromatografo a gas Shimadzu 2010, equipado com
uma coluna capilar OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) de fase estacionaria 5 %
difenil e 95 % dimetilpolisiloxano e um detector por ionizacdo de chama. As

condicbes de operacdo foram as mesmas descritas acima. A quantificacdo dos
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componentes foi obtida por integracdo da area, sem correcdo do fator de resposta
do detector. A andlise foi realizada em triplicata e os resultados apresentados como
a média £ desvio padrao.

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas no Departamento de Quimica da UFPR em um equipamento HPLC
Waters composto por bomba quaternaria, injetor automatico, detector PDA 2998 e
acoplado a um sistema de aquisicdo de dados Empower software. As colunas
utilizadas sao de fase estacionaria C18, tamanho de particula de 5 um e 250 mm de
comprimento, a coluna semipreparativa (Phenomenex) tem 10 mm de diametro e a
coluna analitica (Macherey-Nagel) tem 4,6 mm de diametro e uma pré-coluna
(Phenomenex) C18 com 3 mm de comprimento. As fases moveis utilizadas foram
solventes organicos grau HPLC, filtrados em membranas de nailon (0,45 pm)
(Millipore) e agua ultrapura (Milli-Q) desgaseificados por 30 minutos em um banho
de ultrassom. As amostras solubilizadas foram filtradas em filtro Millex HV de PVDF
(0,45 um) da Millipore (Cork, Ireland). A deteccdo dos compostos foi realizada em
diferentes comprimentos de onda, variando de 210 a 400 nm.

As substancias inéditas isoladas foram submetidas a analise de massas de
alta resolucdo em um espectrometro de massas Micromass ESI-Qq Tof
noLaboratorio de Espectrometria de Massas ThoMSon da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp) ou em um Thermo Scientific LTQ-Orbitrap XL no Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR, ambos com ionizacdo de
eletronebulizagcéo. As amostras foram solubilizadas em metanol/H,O (7:3, v/v) com
Li* ou H*, e posteriormente submetidas a infusdo direta na fonte de ionizagdo com
fluxo de 5 pL min™,

Algumas das substancias isoladas conhecidas ou algumas fracdes foram
submetidas a analise por espectrometria de massas de baixa resolucdo. Essas
analises foram realizadas no Departamento de Quimica da UFPR em um
espectrometro de massas Thermo Fisher Scientific Inc. LTQ XL Linear, utilizando um
ion trap como analisador e software LTQ tune plus (2.6.0.10) e Xcalibur 2.1. A

concentracdo das amostras analisadas foi de aproximadamente 10 pg mL™,
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3.2. MATERIAL VEGETAL

Sinningia leucotricha foi coletada de uma populacao natural de Sao Jerénimo
da Serra, estado do Parana (2343'40”S; 5044°27” W), pelo Prof. Dr. Ricardo Tadeu
de Faria, do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). O material foi identificado pela Dra. Ana Odete Vieira, que depositou uma
exsicata no Herbario da UEL (FUEL 48757). As coletas foram realizadas em marco
de 2008 (amostra SLA) e maio de 2009 (amostra SLB). O material botanico consistiu
de tubérculos, com didmetros variando entre 5 e 15 cm. Os tubérculos maiores
foram usados para o estudo fitoquimico, enquanto que os menores foram plantados
em vasos e mantidos em cultivo na cidade de Curitiba. Esse material cultivado
forneceu uma terceira amostra em janeiro de 2012 (amostra SLC), sendo que uma
exsicata foi depositada no herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba (MBM
118769).

Tubérculos de Sinningia canescens foram coletados em Ponta Grossa,
Parana (25°12'10"S; 49%6'38”"W), pelo Prof. Dr. A rmando Carlos Cervi (em
memoria), em maio de 2010. Uma exsicata foi depositada no herbario do Museu
Botanico Municipal de Curitiba (MBM 363.740).

3.3. PREPARACAO DE EXTRATOS E FRACOES

O material botanico foi secado em estufa a 40 °C e posteriormente
pulverizado. Alguns extratos foram obtidos pela técnica de maceracao a frio (SLA,
SLC e SC), na qual o p6é dos tubérculos foi deixado em contato com o solvente
extrator por 24 horas, a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a solucéo foi
filtrada e o solvente removido em rotaevaporador. Este procedimento foi repetido
trés vezes, rendendo ao término o respectivo extrato. O volume de solvente utilizado
foi de 500 mL para cada 100 g de material. Os extratos de SLB foram obtidos por

extracdo em sohxlet.
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Os tubérculos secos de SLA (135,00 g) foram extraidos por maceracao a frio
com éter de petroleo, acetato de etila e etanol, rendendo os respectivos extratos,
SLAL, SLA2 e SLA3 (Tabela 03; pagina 61, Esquema 01; pagina 65).

TABELA 03. EXTRATOS OBTIDOS DE S. leucotricha (SLA) E SEUS RENDIMENTOS A PARTIR
DOS TUBERCULOS SECOS.

Extrato Solvente Massa (g) Rendimento (%)
SLA1 Eter de petroleo 1,11 0,82
SLA2 Acetato de etila 1,24 0,92
SLA3 Etanol 511 3,78

Os tubérculos secos de SLB (56,2 g) foram extraidos em sohxlet com éter de
petréleo, diclorometano, acetona e etanol, sucessivamente, durante 2 horas para
cada solvente (Tabela 04; pagina 61, Esquema 03; pagina 69). A evaporagdo dos

solventes rendeu os respectivos extratos SLB1, SLB2, SLB3 e SLB4.

TABELA 04. EXTRATOS OBTIDOS DE S. leucotricha (SLB) E SEUS RENDIMENTOS A PARTIR
DOS TUBERCULOS SECOS.

Extrato Solvente Massa (g) Rendimento (%)
SLB1 Eter de petrdleo 0,418 0,64
SLB2 Diclorometano 0,260 0,46
SLB3 Acetona 0,426 0,76
SLB4 Etanol 7,620 13,56

Outra amostra de SLB (12,45 g) foi extraida a frio com etanol, fornecendo o
extrato total (SLET — 554,0 mg), do qual uma parte (400,0 mg) foi particionada com
hexano, acetato de etila e butanol, resultando nas respectivas fragbes SLET1 (40,5
mg), SLET2 (87,0 mg) e SLET3 (116,0 mg), as quais foram utilizadas nos ensaios de
atividade citotoxica.

Os tubérculos secos de SLC (60,9 g) foram extraidos por maceracédo a frio,
com hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol, rendendo os respectivos
extratos SLC1, SLC2, SLC3 e SLC4 (Tabela 05; pagina 62, Esquema 06; pagina
72).
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TABELA 05. EXTRATOS OBTIDOS DE S. leucotricha (SLC) E SEUS RENDIMENTOS A PARTIR
DOS TUBERCULOS SECOS.

Fracao Solvente Massa (g) Rendimento (%)
SLC1 Hexano 0,285 0,47
SLC2 Diclorometano 0,979 1,61
SLC3 Acetato de etila 0,230 0,38
SLC4 Etanol 7,860 12,91

Folhas de S. leucotricha foram coletadas em maio de 2009, provenientes dos
tubérculos cultivados vindos da primeira extragcdo. O material seco (9,2 g) foi
triturado e extraido a frio com hexano (SLFHEX), diclorometano (SFLDCM) e etanol
(SLFEtOH). Esses extratos renderam 0,37 g, 0,46 g e 0,95 g, respectivamente.

Tubérculos secos de S. canescens (322,2 g) foram moidos e extraidos com
etanol a frio, resultando no extrato etandlico total (25,1 g). Esse extrato foi submetido
a particdo liquido-liquido com hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol,
resultando nas respectivas fracdes: SCA, SCB, SCC e SCD, além de uma fracdo
que precipitou durante a evaporacdo do extrato butandlico que foi nomeada de SCE

(Tabela 06; pagina 62, Esquema 08; pagina 79).

TABELA 06. FRAGOES OBTIDAS DE S. canescens (SC) E SEUS RENDIMENTOS A PARTIR DO
EXTRATO ETANOLICO TOTAL.

Fracao Solvente Massa (g) Rendimento (%)
SCA Hexano 1,46 5,82
SCB Diclorometano 1,82 7,25
SCC Acetato de etila 7,72 30,76
SCD Butanol 6,20 24,70

SCE Ppt Butanol 0,0225 0,09
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3.4. ISOLAMENTO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

3.4.1. Sinningia leucotricha A (SLA)

ApoOs analise por CCDA, os extratos em éter de petréleo (SLAL - 1,11g) e em
acetato de etila (SLA2 - 1,24 g) foram reunidos. O extrato reunido foi submetido a
CLV, eluida com hexano, diclorometano, diclorometano:acetato de etila/1:1, acetato
de etila e metanol, rendendo as respectivas fracées (SLA1-5) apos evaporacao do
solvente (Tabela 07; pagina 63, Esquema 01; pagina 65). O rendimento total deste
fracionamento ndo resultou em uma recuperacao de 100 % do material, pois uma

grande parte ficou na fase aquosa que foi desprezada neste estudo.

TABELA 07. RENDIMENTO DAS FRACOES DOS EXTRATOS EM ETER DE PETROLEO E
ACETATO DE ETILA REUNIDOS (SLA).

Fracéo Solvente Massa (mg) Rendimento (%)
SLAl Hexano 117,1 4,98
SLA2 Diclorometano 521,0 22,17
SLA3 Diclorometano:Acetato de etila/1:1 455,6 19,39
SLA4 Acetato de etila 192,7 8,20
SLAS Metanol 216,7 9,22

A fracdo SLAL (117,1 mg) foi submetida a uma CC eluida em gradiente de
acetato de etila em hexano (99:1 (100 mL), 98:2 (50 mL), 95:5 (20 mL), 9:1 (20 mL)),
depois acetato de etila puro (40 mL) e por fim metanol (40 mL). Desta separacéo
foram obtidas 10 novas fracdes, das quais apenas a SLA1-IIl (67,0 mg) foi purificada
por CCDP em hexano:éter etilico/95:5, resultando no isolamento de S17 + S18 (1,3
mg) (Esquema 01; pagina 65).

A fragdo SLA2 (521,0 mg) foi submetida a CC eluida primeiramente em
hexano (300 mL), depois em gradiente de acetato de etila em hexano (99:1, 98:2,
95:5, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1) utilizando 50, 100, 100, 100, 175, 100 e 20 mL de cada
respectivamente, posteriormente acetato de etila (100 mL) e metanol (100 mL)
puros. Foram obtidas 89 fracées de 10 mL cada que foram reunidas em 13 grupos (I
- XIll) (Tabela 08; pagina 64, Esquema 01; pagina 65). O grupo SLA2-VI (41,0 mg)
foi submetido a CCDP em hexano:acetato de etila:zmetanol/3:1:0,5, rendendo S15 +

S16 (8,7 mg). Outra CCDP em tolueno:diclorometano:metanol/8:2:0,5 resultou na
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separacao de S15 (3,1 mg) e S16 (3,2 mg). O grupo SLA2-VIII (58,4 mg) continha a
mistura de (-sitosterol e estigmasterol. Os grupos SLA2-XI (20,9 mg) e SLA2-XII
(22,9 mg) foram submetidos separadamente a uma CCDP em
diclorometano:metanol/5:0,05, resultando no isolamento de S1 (3,5 mg), S2 (3,7 mg)

e S3 (1,5 mg) (Esquema 01; pagina 65).

TABELA 08. FRACIONAMENTO DA FRACAO SLA2.

Grupo Fracoes Massa Solvente (v/v) Substéhcias identificadas /
(mg) isoladas (mg)

SLA2-I 01-22 15,9 Hexano -

SLA2-1I 23-25 86,0 Hex:AcOEt/98:2 -

SLA2-II 26-31 35,8 Hex:AcOEt/98:2 -

SLA2-IV 32-35 8,0 Hex:AcOEt/95:5 -

SLA2-V 36-38 26,9 Hex:AcOEt/95:5 -

SLA2-VI 39-45 41,0 Hex:AcOEt/9:1 S15 (3,1) e S16 (3,2)

SLA2-VII 46-47 20,1 Hex:AcOEt/9:1 -

SLA2-VIII 48-51 58,4 Hex:AcOEt/9:1 B-sitosterol+estigmasterol

SLA2-IX 52-53 59 Hex:AcOEt/9:1 -

SLA2-X 54-60 18,5 Hex:AcOEt/8:2 -

SLA2-XI 61-64 20,9 Hex:AcOEt/8:2 S1(3,5) e S3(1,5)

SLA2-XII 65-74 22,9 Hex:AcOEt/7:3 S2 (3,7)

Hex:AcOEt/1:1,
SLA2-XIII 75-88 62,4 -
AcOEt, MeOH
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ESQUEMA 01. Procedimento experimental do fracionamento dos tubérculos de S. leucotricha da

primeira extracdo (SLA).

SLA3 (455,6 mg) foi submetida a CLV eluida com hexano (SLA31),

diclorometano (SLA32), diclorometano:acetona/9:1 (SLA33) e 7:3 (SLA34), acetona

A fracao

67).

s

66, Esquema 02; pagina

s

; pagina

(SLA35) e metanol (SLA36) (Tabela 09
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TABELA 09. FRACIONAMENTO DA FRACAO SLA3, RENDIMENTOS E SUBSTANCIAS ISOLADAS.

Massa Rendimento L
Fracéo Solvente Substancias isoladas (mg)
(mg) (%)
SLA31 Hexano 3,2 0,70 -
SLA32 Diclorometano 43,9 9,63 S14 (1,6), S15 + S16 (8,5)
Diclorometano: S1(4,9), S2 (3,2) e S14 (5,8)
SLA33 118,1 25,92
Acetona/9:1
Diclorometano: S21 + S22 (5,2)
SLA34 187,7 41,20
Acetona/7:3
SLA35 Acetona 41,2 9,05 -
SLA36 Metanol 40,2 8,82 -

A fracdo SLA32 (43,9 mg) foi submetida a uma CCDP em diclorometano,
resultando no isolamento de S14 (1,6 mg), S15 + S16 (8,5 mg) e [-sitosterol +
estigmasterol (14,7 mg).

A fracdo SLA33 (118,1 mg) foi submetida a CC eluida em diclorometano (50
mL), gradiente de acetona em diclorometano (99:1, 97:3, 95:5, 9:1, 1:1, 50 mL cada),
e finalmente metanol (50 mL). Este processo resultou em 34 fragbes que foram
agrupadas em 08 grupos (I - VIII). O grupo SLA33-Il (36,3 mg) foi submetido a CCDP
em diclorometano:acetona/98:2, resultando no isolamento de S2 (3,2 mg) e S14 (5,8
mg). O grupo SLA33-11l (11,8 mg) foi identificado como contendo a substancia S2, e
do grupo SLA33-V (18,8 mg) foi isolado S1 (4,9 mg) apos CCDP em
diclorometano:acetato de etila/98:2.

A fracdo SLA34 (187,7 mg) foi submetida a CC eluida em gradiente de
metanol em diclorometano resultando em 14 grupos (I — XIV). O grupo SLA34-VII
(74,7 mg) foi purificado por CCDP em diclorometano:metanol/97:3, rendendo 6
subgrupos. O subgrupo SLA34-VIII-6 (23,6 mg) foi novamente purificada por CCDP
em hexano:acetona/2:1, resultando em S21 + S22 (5,2 mg) (Tabela 09; pagina 66,
Esquema 02; pagina 67).
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ESQUEMA 02. Procedimento experimental da fracdo SLA3 dos tubérculos de S. leucotricha.
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3.4.2. Sinningia leucotricha B (SLB)

O extrato SLB1 foi submetido a uma CC em hexano (100 mL),
hexano:diclorometano/2:1 (75 mL), 1:1 (60 mL), diclorometano (150 mL),
diclorometano:metanol/95:5 (50 mL) e 9:1 (50 mL), resultando em dez grupos (I - X)
(Tabela 10; pagina 68, Esquema 03; pagina 69). O grupo SLB1-V (42,1 mg) foi
submetido a uma CCDP em hexano:éter etilico/8:2, resultando em 5 subgrupos (1 —
5). O subgrupo SLB1-V-1 (4,4 mg) foi submetido a outra purificacdo por CCDP em
tolueno:diclorometano:metanol/8:2:0,5, rendendo as substancias S12 (1,9 mg), S15
(0,5 mg) e S16 (1,7 mg).

O grupo SLB1-VI (99,5 mg) foi submetido a CC eluida em hexano (30 mL),
gradiente de acetato de etila em hexano 95:5 (300 mL), 9:1 (20 mL) e 1:1 (50 mL) e
acetato de etila puro (50 mL), resultando em 36 fragbes agrupadas em 7 subgrupos
(1 - 7). O subgrupo SLB1-VI-2 (26,2 mg) foi purificado por CCDP em
hexano:acetona/8:2, resultando no isolamento de S12 (2,0 mg) e S13 (2,9 mg). As
substancias S1, S2 e S3 foram isoladas novamente (Tabela 10; pagina 68, Esquema
03; pagina 69).

TABELA 10. FRACIONAMENTO DA FRACAO SLB1 COM AS SUBSTANCIAS ISOLADAS.

Grupo Fracdes '\2:;5)61 Solvente (v/v) Substancias isoladas (mg)
SLB1-I 1-19 21,0 Hexano
SLB1-lI 20-22 49,4 Hex:CH,Cl,/2:1
SLB1-1lI 23-27 7,6 Hex:CH,Cl,/1:1
SLB1-IV 28-30 12,2 Hex:CH,Cl,/1:1
SLB1-V 31-35 42,1 Hex:CH,Cl,/1:1 S12 (1,9), S15 (0,5) e S16 (1,7)
SLB1-VI 36-46 99,5 CH,Cl, S12 (2,0) e S13 (2,9)
SLB1-VII 47-69 27,7 CH,Cl,:MeOQOH/95:5 S2 (6,7) e S3(2,0)
SLB1-VIII 70-71 1,0 CH,Cl,:MeQOH/95:5
SLB1-IX 72-75 73,5 CH,Cl,:MeQOH/95:5 S1(16,0)

SLB1-X 76-79 33,6 MeOH




69

Tubérculos secos
56,2 g

-4—— Extracdo em sohxlet

Eter de petréleo CH.Cl, Acetona Etanol
SLB1 SLB2 SLB3 SLB4
418,2 mg 260,0 mg 426,0 mg 76249

-4—— CC HEX:CHCl2:MeOH

SLB1-V SLB1-VI SLB1-ViIl SLB1-Vil
42,1 mg 99,5 mg 27,7 mg 27,7 mg
. . CCDP
«—— CCDP HEX:EE/8:2 CCDP CH,Cl, > CHoClyMeOH/

CCHEX: .
AcOEt 95:5

$16 S$15 S$12 S2 S3 S1
1,7 mg 0,5mg 1,9 mg SLB1-VI-2 6,7 mg 2,0 mg 16,0 mg
26,2 mg

CC HEX:Acetona/8:2——»

(=) ()

ESQUEMA 03. Procedimento experimental do fracionamento dos tubérculos de S. leucotricha da

segunda extracao (SLB).

O extrato SLB2 (260,0 mg) foi submetido a CLV em diclorometano,
diclorometano:metanol/9:1 e metanol, resultando nas respectivas fracdes SLB21
(55,2 mg), SLB22 (172,0 mg) e SLB23 (29,5 mg).

A fracdo SLB22 foi submetida & CC em hexano (450 mL), hexano:
diclorometano/2:1 (120 mL) e 1:1 (40 mL), diclorometano (100 mL),
diclorometano:metanol/9:1 (50 mL) e 1:1 (30 mL), resultando em 8 grupos (I - VIII)
(Tabela 11; pagina 70, Esquema 04; pagina 70). O grupo SLB22-1l (35,6 mg) foi
purificado por CCDP em hexano:acetona/8:2, resultando no isolamento de S13 (5,6
mg). A partir do grupo SLB22-1V (7,7 mg), por CCDP em diclorometano:metanol/9:1,
foi isolada S1 + S23 (5,2 mg). O grupo SLB22-V (14,1 mg) foi identificado como
contendo a substancia S1. O grupo SLB22-VII (6,8 mg) foi submetido a CCDP em
diclorometano:metanol/95:5 resultando no isolamento de S6 (1,6 mg) e S5 + S6 (1,0

mgq) (Tabela 11; pagina 70, Esquema 04; pagina 70).
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. Massa Substéancias isoladas /
Grupo Fracodes Solvente (v/v) _ -
(mg) identificadas (mg)
SLB22-| 1-10 53 Hexano -
SLB22-II 11-17 35,6 Hexano S13 (5,6)
SLB22-lI 18-19 5,2 Hexano -
SLB22-IVv 20-23 7,7 Hexano S1 + S23(5,2)
SLB22-V 24-38 14,1 Hexano S1
SLB22-VI 39-40 8,3 Hexano -
SLB22-VII 41-46 6,8 Hexano S5 + S6 (1,0) e S6 (1,6)
Hex:CH,Cl,, CH,Cl,,
SLB22-VIl 47-78 109,1 -
CH2C|2:MeOH
CH:Cl:
SLE2
260,0 mg
- CLV
CH.Clz CH:Cl::MaOHMG:1 MeOH
sLB21 sSLB22 SLB23
55,5 mg 172.0 mg 28,5 mg
-4—— CC HEX:CH:Cl: MeOH
I | l |
sSLB22-1 SLB22-V sLB22-v SLB22-VII
35,6 7T 14,1 6,8
me CCDP me me me
CCDP HEX: CH,Cl:MeOH/ CCDP CH,Cly
acetonass.2 81 v MeOH95:5
513
2.6 mg S5486
1.0mg

ESQUEMA 04. Fracionamento do extrato em CH,CI, (SLB2) dos tubérculos de S. leucotricha.

O extrato SLB3 (426,0 mg) foi submetido a CC eluida primeiro com

diclorometano (250 mL),
diclorometano (95:5, 9:1, 8:2, 1:1, 100 mL cada) e finalmente metanol (30 mL),

sendo recolhidas 72 fracdes de 10 mL cada, as quais foram reunidas em 07 grupos

posteriormente com gradiente de metanol

em

(I - VII). Destes grupos foram isoladas novamente as substancias S1, S2, S6, S15 e

S16 (Tabela 12; pagina 71, Esquema 05; pagina 71).
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TABELA 12. FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM ACETONA (SLB3) COM AS SUBSTANCIAS

ISOLADAS.
Massa Substancias isoladas /
Grupo Fracdes Solvente (v/v) _ -
(mg) identificadas (mg)
SLB3-I 1-7 4,4 CH,Cl, -
SLB3-lI 8-9 15 CH,Cl, S15 (0,7) + S16 (0,8)
SLB3-llI 10-17 6,7 CH,Cl, -
SLB3-IV 18-23 25 CH,Cl, S2
SLB3-V 24-33 47,8 CH,Cl,:MeOH/95:5 S1(4,1)e S6(3,1)
SLB3-VI 35-55 107,0 CH,Cl,:MeOH/9:1 -
SLB3-VII 56-72 99,5 CH,Cl,:MeOH/8: -
Acetona
SLB3
426,0 mg
CC CHxCl3:MeOH —»
SLB3-I SLB3-IV SLB3-IV
1,5 mg 2,5mg 2,5mg
CCDP

3:1:0,5

S$15 $16
0,7 mg 0,8 mg

ESQUEMA 05. Fracionamento do extrato em acetona (SLB3) dos tubérculos de S. leucotricha.

-¢——HEX:AcOEt:MeOH/

3.4.3. Sinningia leucotricha C (SLC)

SLC1 (0,285 @) foi
hexano:diclorometano/1:1 (60 mL), diclorometano (100 mL), gradiente de metanol
em diclorometano 9:1 (50 mL), 7:3 (50 mL) e 1:1 (30 mL), além de metanol puro (50
mL), resultando em 68 fracbes que foram agrupadas em 4 grupos (I — 1V). O grupo

SLC1-1l (38,9 mg) foi purificado por CCDP em diclorometano:hexano/8:2, resultando

CCDP CH,Cl,:MeOH/
95:5

S1 S6
4,1 mg 3,1 mg

no isolamento de S15+ S16 (12,6 mg) (Esquema 06; pagina 72).

submetido a CC eluida em hexano (300 mL),
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ESQUEMA 06. Procedimento experimental do fracionamento dos tubérculos de S. leucotricha da

terceira extracdo (SLC) e dos extratos em hexano (SLC1) e acetato de etila (SLC3).

SLC2 (0,979 g) foi submetido a CC em gradientes de acetato de etila em
hexano (9:1 (150 mL), 8:2 (300 mL), 75:25 (80 mL), 7:3 (230 mL), 2:1 (90 mL), 1:1
(50 mL), 1:2 (180 mL), 1:3 (80 mL), 1:5 (60 mL)), acetato de etila puro (50 mL),
gradiente de metanol em acetato de etila (9:1 (200 mL), 8:2 (100 mL), 7:3 (200 mL),
1:1 (100 mL)) e por fim metanol puro (200 mL), resultando em 145 fracdes reunidas
em 34 grupos (I = XXXIV).
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O grupo SLC2-VII (23,2 mg) foi purificado por CCDP em hexano:acetona/95:5
resultando no isolamento de S15 (1,6 mg) e S16 (1,5 mg). No grupo SLC2-VIIl (11,7
mgq) foi identificado a substancia S16. O grupo SLC2-XII (8,3 mg) foi submetido a
CCDP em diclorometano, resultando na substancia S8 (1,8 mg). O grupo SLC2-XIlI
(25,0 mg) foi purificado por CCDP em diclorometano:metanol/5:0,05, resultando em
S1 + S23 (5,9 mg).

Do grupo SLC2-XXIll (82,5 mg) foi isolada a substancia S24 (16,3 mg) apos
purificacdo por CCDP em acetato de etila. O grupo SLC2-XXV (5,4 mg) continha
S26. O grupo SLC2-XXIX (233,7 mg) foi submetido & uma nova CC eluida com
gradiente de metanol em diclorometano, 95:5 (50 mL), 9:1 (80 mL), 85:15 (30 mL),
8:2 (25 mL), 7:3 (50 mL), 2:1 (30 mL), 1:1 (60 mL), 1:2 (60 mL) e metanol puro (100
mL), rendendo 40 fracfes, reunidas em 7 subfracdes (1 — 7). A subfracdo SLC2-
XXIX-4 (54,3 mg) foi submetida a CCDP em diclorometano:metanol/9:1, resultando
no isolamento de S30 (7,9 mg) e S31 (9,8 mg).

O grupo SLC2-XXX (51,9 mg) foi purificado por CCDP em
diclorometano:metanol/8:2, resultando no isolamento de S25 (7,1 mg). O grupo
SLC2-XXXI (19,4 mg) foi identificado como contendo a substancia S30. O grupo
SLC2-XXXIII (136,7 mg) foi purificado por CC em sephadex, eluida com
diclorometano:metanol/1:1, resultando em 4 subgrupos (1 — 4). O subgrupo SLC2-
XXXI11-3 (31,0 mg) foi submetido a CCDP em acetato de etila:metanol/7:3, dando
S27 (1,9 mg) (Tabela 13; pagina 74, Esquema 07; pagina 76).
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TABELA 13. FRACIONAMENTO DO EXTRATO SLC2 COM AS SUBSTANCIAS ISOLADAS.

Grupo Fracoes Massa Solvente (v/v) Su-bstér.1-cias isoladas /
(mg) identificadas (mg)
SLC2-| 01-02 7,9 Hexano -
SLC2-11 03 3,5 Hex:AcOEt/9:1 -
SLC2-1lI 04-06 3,7 Hex:AcOEt/9:1 -
SLC2-IV 07-09 24,9 Hex:AcOEt/9:1 -
SLC2-V 10-12 8,1 Hex:AcOEt/9:1 -
SLC2-VI 13-14 3,4 Hex:AcOEt/8:2 -
SLC2-VII 15-18 23,2 Hex:AcOEt/8:2 S15 (1,6) e S16 (1,5)
SLC2-VIII 19-20 11,7 Hex:AcOE/8:2 S16
SLC2-1X 21-25 8,6 Hex:AcOEt/8:2 -
SLC2-X 26 0,6 Hex:AcOE/8:2 -
SLC2-XI 27-28 3,9 Hex:AcOE/8:2 -
SLC2-XII 29-41 8,3 Hex:AcOEt/8:2 S8 (1,8)
SLC2-XIlI 42-44 25,0 Hex:AcOEt/7:3 S1+S23(5,9)
SLC2-XIV 45-48 10,5 Hex:AcOEt/7:3 -
SLC2-XV 49-53 9,8 Hex:AcOEt/7:3 -
SLC2-XVI 54-60 9,5 Hex:AcOEt/7:3 -
SLC2-XVII 61-64 5,0 Hex:AcOEt/7:3 -
SLC2-XVIII 65-72 10,3 Hex:AcOEt/2:1 -
SLC2-XIX 73-74 2,8 Hex:AcOEt/1:1 -
SLC2-XX 75-78 11,1 Hex:AcOEt/1:2 -
SLC2-XXI 79-81 241 Hex:AcOEt/1:2 -
SLC2-XXIlI 82-84 18,4 Hex:AcOEt/1:2 -
SLC2-XXIlI 85-91 82,5 Hex:AcOEt/1:2 S24 (16,3)
SLC2-XXIV 92-93 3,6 Hex:AcOEt/1:3 -
SLC2-XXV 94-96 54 Hex:AcOEt/1:5 S26
SLC2-XXVI 97-108 12,4 AcOEt -
SLC2-XXVII 109-111 4,0 AcOEt:MeOH/9:1 -
SLC2-XXVIII 112-116 28,2 AcOEt:MeOH/9:1 -
SLC2-XXIX 117-119 207,8 AcOEt:MeOH/9:1 S30 (7,9) e S31 (9,8)
SLC2-XXX 120-124 51,9 AcOEt:MeOH/9:1 S25(7,1)
SLC2-XXXI 125-127 19,4 AcOEt:MeOH/9:1 S30
SLC2-XXXII 128-131 14,6 AcOEt:MeOH/8:2 -
SLC2-XXXIII 132-142 136,7 AcOEt:MeOH/7:3 S27 (1,9)
SLC2-XXXIV 143-145 137,3 ACOELMeO/LL, -

MeOH
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O extrato SLC3 (230 mg) foi submetido a CC eluida em gradiente de metanol

em acetato de etila, 9:1 (50 mL), 8:2 (60 mL) e metanol (50 mL), resultando em 13

fracOes reunidas em 6 grupos (I — VI). O grupo SLC3-Il (42,5 mg) foi submetido a

CCDP em acetato de etila, resultando no isolamento de S24 (1,1 mg) e S32 + S33
(10,2 mg). O grupo SLC3-Ill (44,5 mg) continha S31. O grupo SLC3-1V (52,5 mg) foi
purificado por CCDP em acetato de etila, rendendo S30 (10,3 mg). O grupo SLC3-V

(64,8 mg) foi submetido a CCDP em acetato de etila:metanol/85:15, resultando no

isolamento de S27 (3,6 mg) (Tabela 14; pagina 75, Esquema 06; pagina 72).

TABELA 14. FRACIONAMENTO DO EXTRATO SLC3 COM AS SUBSTANCIAS ISOLADAS.

Grupo Fracdes Massa Solvente (viv) Sulbstér.lf:ias isoladas /
(mg) identificadas (mg)

SLC3-I 01 19,2 AcOEt

SLC3-lI 02-03 42,5 ACOEt S24 (1,1) e S32 + S33 (10,2)

SLC3-IlI 04-05 445 AcOEt S31

SLC3-1V 06-07 52,5 AcOEt:MeOH/9:1 S30 (10,3)

SLC3-V 08-12 64,8 AcOEt:MeOH/8:2 S27 (3,6)

SLC3-VI 13 2,0 MeOH
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ESQUEMA 07. Fracionamento do extrato em CH,Cl, (SLC2) dos tubérculos de S. leucotricha.
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3.4.4. Sinningia canescens (SC)

A fracdo SCA (1,5 g) foi submetida a CC eluida com pentano (450 mL),
pentano:diclorometano/2:1 (240 mL) e 1:1 (140 mlL), diclorometano (225 mL),
diclorometano:metanol/95:5 (200 mL), 9:1 (50 mL) e 1:1 (60 mL), além de metanol
puro (150 mL). Este processo resultou em 80 fracdes que foram reunidas em 19
grupos (I — XIX).

O primeiro grupo (SCA-I), eluido em pentano resultou em 229,2 mg de um
Oleo incolor que foi submetido a analise por CG-EM e CG-DIC. O grupo SCA-IX
(14,7 mg) continha a substéancia S10 impura. O grupo SCA-XII (128,5 mg) foi
submetido a CC eluida com gradiente de acetato de etila em hexano 98:2 (270 mL),
96:4 (70 mL), 9:1 (30 mL), 8:2 (30 mL), 7:3 (20 mL) e acetato de etila puro (50 mL).
Deste fracionamento foram obtidas 35 fracbes que foram agrupadas em 7
subfracdes (1 — 7). A subfracdo SCA-XII-2 (32,4 mg) continha as substancias S19 +
S20. A subfracdo SCA-XII-3 (15,3 mg) foi purificada por CCDP (alumina) em
hexano:acetato de etila/9:1, resultando na mistura S19 + S20. (10,8 mg).

O grupo SCA-XIII (56,2 mg) foi submetido a CCDP em hexano:acetona/95:5
resultando no isolamento de S19 + S20 (5,0 mg). O grupo SCA-XIV (30,2 mg) foi
submetido a CCDP em diclorometano, resultando em S8 (1,8 mg). O grupo SCA-
XVIII (289,0 mg) foi submetido a CC eluida com gradiente de diclorometano em
hexano 6:4 (550 mL), 1:1 (60 mL), 4:6 (150 mL), 3:7 (50 mL), diclorometano (150
mL) e depois gradientes de acetona em diclorometano 9:1 (50 mL), 7:3 (50 mL), 1:1
(100 mL), posteriormente acetona (20 mL) e metanol (50 mL) puros. Este
procedimento rendeu 96 fracbes que foram agrupadas em 23 subfracdes (1 — 23). A
subfracdo SCA-XVIII-11 (7,5 mg) foi submetida & CCDP em diclorometano,
resultando em S2 (3,8 mg), S3 (1,0 mg) e S7 (1,0 mg). A subfracdo SCA-XVIII-14
(32,2 mg) foi submetida a CC eluida em hexano:diclorometano/1:1 (140 mL),
diclorometano (30 mL), gradientes de acetona em diclorometano/99:1 (30 mL), 95:5
(20 mL), 1:1 (20 mL) e acetona pura (50 mL), resultando em 41 fracdes agrupadas
em 5 grupos (I - V). Do grupo SCA-XVIII-14-I1 (9,8 mg) foram isoladas S2 (3,2 mg) e
S7 (0,8 mg) depois de purificacdo por CCDP em diclorometano. O grupo SCA-XVIII-
14-1Il (15,5 mg) foi submetido a CCDP em hexano:diclorometano:metanol/2:2:0,2,
resultando no isolamento de S1 (3,1 mg). A subfracdo SCA-XVIII-18 (42,0 mg) foi
submetida & CCDP em diclorometano:acetona/9:1, resultando na obtengéo de S24
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(2,7 mg) e dos esterdides (-sitosterol e estigmasterol (9,3 mg) (Tabela 15; pagina

78, Esquema 08; pagina 79).

TABELA 15. FRACIONAMENTO DA FRACAO SCA COM AS SUBSTANCIAS ISOLADAS.

Grupo FracBes Massa Solvente (v/v) Sulbstér.u-:ias isoladas /
(mg) identificadas (mg)

SCA-I 00-02 229,2 Pentano Oleo volatil

SCA-II 03-07 5,3 Pentano -

SCA-II 08-14 12,4 Pentano -

SCA-IV 15 31,2 Pentano:CH,Cl,/2:1 -

SCA-V 16-18 131,6 Pentano:CH,Cl,/2:1 -

SCA-VI 19-22 13,3 Pentano:CH,Cl,/2:1 -

SCA-VII 23-24 6,0 Pentano:CH,Cl,/1:1 -

SCA-VIII 25-27 9,0 Pentano:CH,Cl,/1:1 -

SCA-IX 28-31 14,7 Pentano:CH,Cl,/1:1 S10

SCA-X 32-34 64,7 Pentano:CH,Cl,/1:1 -

SCA-XI 35-40 80,9 CH,Cl, -

SCA-XII 41-44 128,5 CH,Cl, S19 + S20 (10,8)
SCA-XII 45-51 56,2 CH,Cl, S19 + S20 (5,0)
SCA-XIV 52-56 30,2 CH,Cl, S8 (1,8)
SCA-XV 57 12,9 CH,Cl,:MeOH/95:5 -

SCA-XVI 58-68 45,9 CH,Cl,:MeOH/95:5 -
SCA-XVII 69 6,6 CH,Cl,:MeOH/95:5 -

S1(3,1), S2 (7,0), S3 (1,0), S7
SCA-XVIII 70-76 289,0 CH,Cl,:MeOH/9:1 (1,8), S24 (2,7) e B-sitosterol +
estigmasterol

SCA-XIX 77 14,3 CH,Cl,:MeOH/1:1 -
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A fracdo em CH,CI, (SCB, 1,8 g) foi submetida a coluna em diclorometano
(900 mL), diclorometano:metanol/95:5 (300 mL), 9:1 (600 mL), 8:2 (100 mL), 7:3
(350 mL), 6:4 (200 mL), 1:1 (260 mL) e metanol puro (500 mL), rendendo 112

ESQUEMA 08. Fracionamento dos tubérculos de S. canecens e da fragdo em hexano (SCA).
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fracOes, agrupadas em 25 grupos (I - XXV) (Tabela 16; paginas 81-82; Esquema 09;
pagina 83).

Parte do grupo SCB-V (121,2 mg) foi purificado por CCDP em hexano:éter
etilico/2:1, resultando em S19 + S20 (20,0 mg). Os grupos SCB-VI (59,6 mg) e SCB-
VII ( 81,0 mg) foram identificados como contendo a mistura de S19 + S20. O grupo
SCB-VIII (35,6 mg) foi purificado por CCDP em hexano:éter etilico/2:1 resultando em
S2 (13,2 mg), S3 (2,2 mg), S7 (0,3 mg), S8 (3,4 mg) e S19 + S20 (2,7 mg).

O grupo SCB-IX (50,8 mg) foi submetido a CCDP resultando em S2 (40,9
mg), SCB-IX-A (4,8 mg), SCB-1X-B (4,5 mg) e SCB-IX-C (2,9 mg). SCB-IX-A, SCB-
IX-B e SCB-IX-C foram purificadas por CLAE (H,O:ACN/2:8, isocratico, fluxo 1,0 mL
min™, 7 min.) dando S28 (1,0 mg; 3,24 min.), S29 (2,0 mg; 3,39 min.); S11 (1,0 mg;
4,26 min.), S7 (2,0 mg; 4,42 min), S3 (2,3 mg; 4,66 min), S4 (0,5 mg; 4,90 min.) e S8
(0,5 mg; 5,23 min.). No grupo SCB-X (9,7 mg) foi identificado a presenca da
substancia S2 impura (Tabela 16; paginas 81-82, Esquema 09; pagina 83).

O grupo SCB-XI (17,2 mg) foi purificado por CCDP em diclorometano,
resultando no isolamento das substancias S1 (5,8 mg), S2 (8,0 mg) e S7 (1,1 mg). O
grupo SCB-XIV (225,4 mg) foi submetido a CC eluida em diclorometano (370 mL),
diclorometano:metanol/99:1 (100 mL), 97:3 (85 mL), 9:1 (50 mL), 8:2 (50 mL) e
metanol (50 mL) resultando em 74 fragles, agrupadas em 11 subgrupos (1 — 11). O
subgrupo  SCB-XIV-3 (23,8 mg) foi purificado por CCDP em
diclorometano:metanol/99:1, resultando no isolamento de S1 (10,5 mg) e S6 (4,2
mg). Da mesma forma, do subgrupo SCB-XIV-4 (52,2 mg) foi isolada a substancia
S6 (4,1 mg) apds purificacdo por CCDP em diclorometano:metanol/95:5, além de
uma outra fracdo que foi novamente purificada por CCDP em
diclorometano:acetona/9:1, resultando na substancia S23 (1,5 mg). O subgrupo
SCB-XIV-6 (21,8 mg) foi submetido a CCDP em diclorometano:metanol/95:5,
resultando no isolamento de S24 (4,3 mg). Do subgrupo SCB-XIV-7 (37,9 mg)
também foi isolada S24 (3,3 mg) apos purificacdo por CCDP em
diclorometano:metanol/95:5 e S9 (2,4 mg).

O grupo SCB-XV (66,7 mg) foi purificado por CCDP em
diclorometano:metanol/95:5, resultando novamente no isolamento da substancia
S24 (27,9 mg). O grupo SCB-XXII (295,0 mg) foi submetido a CC eluida com
diclorometano:acetato de etila:metanol:agua/3:8:1:0,25 (100 mL), acetato de

etila:metanol:4gua/8:1:0,25 (100 mL) e por ultimo metanol (30 mL) resultando em 30
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fragbes que foram agrupadas em 8 subfracdes (1 — 8). A subfragdo SCB-XXII-1 (3,9
mg) continha S28. A subfracdo SCB-XXII-3 (77,4 mg) foi purificada por CCDP em
diclorometano:acetato de etila:metanol:agua/3:8:1:0,25, resultando no isolamento de
S31 (15,8 mg). A subfragdo SCB-XXII-4 (77,8 mg) foi purificada por CCDP em
diclorometano:acetato de etila:metanol:dgua/3:8:1:0,25 rendendo S31 (2,4 mg) e
S34 (13,3 mg). A subfragcdo SCB-XXII-5 (53,4 mg) foi submetida a CCDP em
diclorometano:acetato de etila:metanol:agua/3:8:1:0,25, resultando no isolamento de
S34 + S35 (37,7 mg).

O grupo SCB-XXIV (68,3 mg) foi purificado por CCDP em acetato de
etila:metanol:dgua/8:1:0,25 resultando no isolamento de S32 + S33 (5,1 mg) (Tabela

16; paginas 81-82, Esquema 10; pagina 84).

TABELA 16. FRACIONAMENTO DA FRACAO SCB COM AS SUBSTANCIAS ISOLADAS.

Massa Substéncias isoladas /
Grupo Fracdes Solvente (v/v) . -~
(mg) identificadas (mg)
SCB-I 01-03 2,5 Hexano
SCB-II 04 0,5 CH.Cl,
SCB-llI 05-06 1,2 CH.Cl,
SCB-1IV 07 15 CH.Cl,
SCB-V 08-13 121,2 CH.Cl, S19 + S20 (20,0)
SCB-VI 14-15 59,6 CH,Cl, S19 + S20
SCB-VII 16-20 81,0 CH,Cl, S19 + S20
S2(13,2), S3 (2,2), S7 (0,3), S8
SCB-VIII 21-24 35,6 CH,Cl,
(3,4), S19 + S20 (2,7)
S2 (40,9), S3 (2,3), S4 (0,5), S7
SCB-IX 25-30 50,8 CH,Cl, (2,0), S8 (0,5), S11 (1,0), S28 (1,0),
S29 (2,0)
SCB-X 31-33 9,7 CH,Cl, S2
SCB-XI 34-42 17,2 CH,Cl,:MeOH/95:5 S1(5,8), S2 (8,0), S7 (1,1)
SCB-XII 43-44 0,4 CH,Cl,:MeOH/95:5
SCB-XIlI 45-48 14 CH,Cl,:MeOH/95:5
S1(10,5), S6 (8,3), S9 (2,4), S23
SCB-XIV 49-52 2254 CH,Cl,:MeOH/95:5
(1,5), S24 (7,6)
SCB-XV 53-54 66,7 CH,Cl,:MeQOH/95:5 S24 (27,9)
SCB-XVI 55-57 39,8 CH,Cl,:MeOH/9:1

continua
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TABELA 16. FRACIONAMENTO DA FRACAO SCB COM AS SUBSTANCIAS ISOLADAS.

concluséo
Massa Substancias isoladas /
Grupo Fracdes Solvente (v/v) _ -
(mg) identificadas (mg)
SCB-XVII 58-61 52,2 CH,Cl,:MeOH/9:1 -
SCB-XVIII 62 14,0 CH,Cl,:MeOH/9:1 -
SCB-XIX 63-66 95,7 CH,Cl,:MeOH/9:1 -
SCB-XX 67-69 41,0 CH,Cl,:MeOH/9:1 -
SCB-XXI 70-75 1213 CH,Cl,:MeOH/9:1 -
S28(3,9), S31(18,2), S32(13,3), S34
SCB-XXII 76-89 295,0 CH,Cl,:MeQH/8:2
+ S35 (37,7)
SCB-XXI 90-94 180,9 CH,Cl,:MeQOH/7:3 -
SCB-XXIV 95-101 68,3 CH,Cl,:MeQH/6:4 S32 + S33 (5,1)
CH2C|2:MeOH/1:1,

SCB-XXV 102-112 80,1 -
MeOH

As amostras S1, S2 e S9 foram purificadas por CLAE utilizando o método

isocratico H,O:ACN/20:80 com fluxo de 1,0 mL min™.
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ESQUEMA 09. Fracionamento das primeiras fragfes de SCB do extrato etandlico de S. canescens.
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ESQUEMA 10. Fracionamento das Ultimas fragcbes de SCB do extrato etandlico de S. canescens.
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3.5. ANALISE COMPARATIVA DOS EXTRATOS

Foram realizadas andlises por CLAE-DAD e RMN de 'H dos extratos de
Sinningia canescens e S. leucotricha. Algumas substancias isoladas foram utilizadas
como padrdes na técnica de CLAE. Para a analise cromatografica, as amostras
foram preparadas em metanol na concentracéo de 1,0 mg mL™, injetando 10 pL. O
meétodo utilizado foi o gradiente exploratério de metanol, no qual no inicio ha uma
maior quantidade de H,O (95%), com o passar do tempo esta quantidade vai
diminuindo gradativamente até a completa troca de H,O por metanol em 60 minutos,
mantendo metanol por mais 20 minutos, empregando fluxo de 0,8 mL min™ (Tabela
17; pagina 85).

TABELA 17. METODO DO GRADIENTE EXPLORATORIO DE METANOL.

Tempo (minutos) Fluxo (mL min ™) H,0 (%, v/v) Metanol (%, v/v)
0 0,8 95 5
60 0,8 0 100
80 0,8 0 100

Foram realizadas analises de todos os extratos dos tubérculos de S.
canescens e dos tubérculos e folhas de S. leucotricha.

Para as analises de RMN, as amostras (extratos de S. canescens e 0sS
extratos da ultima coleta de S. leucotricha), foram preparadas em metanol ou
cloroférmio deuterados, utilizando em média 5 mg de amostra, obtendo o espectro
em um variacdo de deslocamento quimico de 15 ppm e adquirindo os espectros por

16 vezes.
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3.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Para a avaliacdo da atividade citotoxica foram utilizados os extratos obtidos
como descrito anteriormente, SCA, SCB, SCC, SCD, SCE, SCET (de S. canescens),
SLET1, SLET2, SLET3, SLET (de S. leucotricha), além das substancias puras
isoladas S1, S14, S16, S25, S26 e S31. As linhagens de células tumorais humanas
testadas foram: U251 (glioma, SNC), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-
ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmao,
tipo ndo pequenas células), PC-3 (prostata), HT-29 (c6lon), OVCAR-3 (ovario), K562
(leucemia), VERO (rim, célula normal) e HaCat (queratinécito humano, célula
normal). O ensaio foi realizado de acordo com o procedimento descrito
anteriormente (SKEHAN et al., 1990). As linhagens de células tipo ATCC (American
Type Culture Collection) foram distribuidas em pratos de 96 poc¢os (100 pL célula
poco™). As placas foram incubadas em estufa por 24 horas a 37 °C, com 5 % de
CO,. As amostras foram diluidas em DMSO (dimetilsulfoxido) (a concentracao final
de DMSO néo afeta a viabilidade celular), e quatro diferentes concentracdes (0,25;
2,5; 250 e 250,0 pg mL™) dos extratos, fracbes e substancias isoladas em
quantidade foram adicionadas as células. Apos 48 horas, uma solucdo de &acido
tricloroacético 50 % foi adicionada e depois de incubacdo de 30 minutos a 4 °C, as
células foram lavadas e secadas.

A proliferacdo das células foi determinada pela quantificacdo
espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteina celular usando sulforrodamina B
(Figura 226; pagina 260), que € um corante que se liga aos aminoacidos basicos das
proteinas, dando uma resposta linear da densidade celular. Os experimentos foram
feitos em triplicata, e os dados analisados usando ANOVA, e o teste F foi usado
para determinar qualquer diferenca entre os grupos. Doxorrubicina (Figura 226;
pagina 260) foi usada como controle positivo e 0 solvente DMSO, como controle
negativo. Os resultados foram expressos em TGI que é a concentracdo necessaria
para inibir totalmente o crescimento das células. Estes testes foram realizados no

CPQBA (Unicamp) pelos Drs. Jodo Ernesto de Carvalho e Marcos José Salvador.
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3.7. DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

S1

7-hidroxi- a-dunniona: soélido cristalino alaranjado; EMAR: m/z [M+H]" calculado
para CisH1504: 259,0970, encontrado: 259,0983; [a]p?°= -22,28 (c=0,175 g 100 mL™,
CHCl3); UV Amax (MeOH) (log €): 228 (3,7), 264 (3,8), 301 (3,4) nm; DC (c=0,003 g
100 mL%, MeOH) Amax (©): 202 (+30,1); 267 (-8,6); 305 (-10,4); 396 (+5,1); CLAE: tg=
51,9 minutos (gradiente exploratério MeOH); RMN de *H, HSQC, HMBC: Figuras 16-
18 (paginas 97-99), Tabela 19 (pagina 97); (CAl et al., 2005).

S2

6-metoxi-7-hidroxi- a-dunniona: solido cristalino alaranjado, EMAR: m/z [M+H]"
calculado para Cy6H170s: 289,1076, encontrado: 289,1076; [a]p*°= -86,95 (c=0,115 g
100 ML, CHCls); UV Amax (MeOH) (log €): 224 (4,0): 273 (4,2): 324 (3,9) nm; DC
(c=0,002 g 100 LY, MEOH) Amax (©): 205 (+9,7): 326 (-11,1); 394 (+4,6); 441 (-1,0):
CLAE: tg= 54,1 minutos (gradiente exploratério MeOH); RMN de *H, de **C, HSQC,
HMBC: Figuras 21-24 (paginas 100-102), Tabelas 20-21 (paginas 116-117).

S3

7,8-dimetoxi- a-dunniona: solido cristalino amarelo; EMAR: m/z [M+H]" calculado
para C17H190s: 303,1233, encontrado: 303,1233; [a]p*°= -26,67 (c=0,075 g 100 mL™,
CHCl3); UV Amax (MeOH) (log €): 231 (3,7); 259 (3,7); 294 (3,4) nm; DC (¢c=0,013 g
100 mL™, MeOH) Amax (©): 203 (+7,3); 280 (+1,8); CLAE: tg= 55,1 minutos (gradiente
exploratério MeOH); RMN de *H, HSQC, HMBC: Figuras 27-29 (paginas 104-105),
Tabelas 20-21 (paginas 116-117).

S4

7-metoxi-8-hidroxi- a-dunniona: sélido cristalino alaranjado; EMAR: m/z [M+H]"
calculado para CiH17Os: 289,1076, encontrado: 289,1072; [a]p*°= -38,8 (c=0,026 ¢
100 mL™, CHCl3); UV Amax (MeOH) (log €): 263 (2,5), 305 (2,2) nm; DC (c=0,0033 g
100 mL, MeOH) Amax (8): 215 (+0,7); 258 (-0,3); 277 (-0,1); 306 (-0,5); CLAE: tg=
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4,91 minutos (H,O:ACN/20:80); RMN de *H, HSQC, HMBC: Figuras 32-35 (paginas
107-108), Tabelas 20-21 (paginas 116-117).

S5

6,7-dimetoxi- a-dunniona: solido amorfo alaranjado; massa molecular calculada
(C17H1805) 302,3262; RMN de *H, HSQC, HMBC:Figuras 38-40 (paginas 110-111),
Tabelas 20-21 (paginas 116-117).

S6

7,8-dimetoxidunniona:  sélido cristalino vermelho; EMAR: m/z [M+H]" calculado
para C17H190s: 303,1233, encontrado: 303,1232; [a]p?°= -50,32 (c=0,155 g 100 mL™,
CHCl3); UV Amax (MeOH) (log €): 226 (4,0); 271 (4,1); 345 (3,4) nm; DC (¢c=0,0066 g
100 mL™, MeOH) Amax (8): 201 (+16,6); 263 (-0,2); 281 (+1,8); 331 (-0,9); 388 (+1,0);
472 (-0,6); CLAE: tg= 53,4 minutos (gradiente exploratério MeOH); RMN de *H, de
13C, HSQC, HMBC, NOE: Figuras 42-46 (paginas 113-115), Tabelas 20-21 (paginas
116-117).

S7

7,8-dimetoxicanescenona: sdlido cristalino amarelo; EMAR: m/z [M+H]" calculado
para Ci7H190s: 303,1233, encontrado: 303,1224; [a]p*= -29,2 (c=0,013 g 100 mL™,
CHCl3); UV Amax (MeOH) (log €): 203 (3,5), 288 (2,7) nm; DC (c=0,013 g 100 mL™,
MeOH) Anmax (©): 206 (+2,1); 217 (+0,1); 238 (+1,5); CLAE: tg= 4,42 minutos
(H,O:ACN/20:80); RMN de H, HSQC, HMBC: Figuras 49-51 (paginas 119-120),
Tabela 22 (pagina 124).

S8

7,8-dimetoxidunniol:  sélido cristalino vermelho; EMAR: m/z [M+H]" calculado para
C17H190s5: 303,1232, encontrado: 303,1226; UV Anax (MeOH) (log €): 266 (2,9), 302
(2,7) nm; CLAE: tz= 5,23 minutos (H,O:ACN/20:80); RMN de *H, HSQC, HMBC:
Figuras 54-56 (paginas 122-123), Tabela 22 (pagina 124).
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S9

1-hidroxi-1-metilenocarboxi-7,8-dimetoxi- ~ a-dunniona: solido cristalino alaranjado;
EM: m/z [M+H]" calculado para C1gH2307: 363,14, encontrado: 363,13; [a]po* = -20,0
(c=0,02 g 100 mL, CHCIs); DC (c=0,0066 g 100 mL™, MeOH) Amax (©): 200 (+3,8);
CLAE: tg= 4,20 minutos (H,0:ACN/20:80); RMN de H, HSQC, HMBC: Figuras 59-61
(paginas 126-127), Tabela 23 (pagina 128).

S10

Tectoquinona: solido cristalino amarelo; massa molecular calculada (Ci5H1005):
222,2341; RMN de 'H, HSQC, HMBC: Figuras 64-66 (paginas 130-131), Tabela 24
(pagina 131) (MOREIRA et al., 2006).

S11
2(4’-hidroxifenil)-5-hidroxi-7-metoxi-3-benzofurana | sélido amorfo amarelo; EM:
m/z [M+H]" calculado para CisH130s: 285,0763, encontrado: 285,0759; UV Amax
(MeOH) (log €): 270 (3,3), 386 (2,9) nm; CLAE: TR= 4,09 minutos (H,O:ACN/20:80);
RMN de 'H, HSQC, HMBC: Figuras 68-70 (paginas 133-134), Tabela 25 (pagina
138).

S12

2(4’-metoxifenil)-5-hidroxi-7-metoxi-3-benzofuranal  : sélido amorfo amarelo; EM:
m/z [M+Li]" calculado para Ci7H140sLi: 305,100128, encontrado: 305,1022; UV Amax
(MeOH) (log €): 270,5 (2,7), 362 (2,3) nm; RMN de *H, HSQC, HMBC: Figuras 73-75
(paginas 136-137), Tabela 25 (pagina 138).

S13

Presilphiperfolan-9-ol:  sélido amorfo incolor; massa molecular calculada (C15H260)
222,3698; [0]p™= -0,76 (c=0,287 g 100 mL™*, CHCIs); DC (c=0,038 g 100 mL™,
MeOH) Amax (B): 202 (+7,5); 204 (-19,8); 211 (+27,7); 243 (+8,9); CG: IR (tr =
33,552) = 1.516 (Figura 115, pagina 171); RMN de 'H, de **C, HSQC, HMBC:
Figuras 78-81 (paginas 141-142), Tabela 26 (pagina 143) (ALBERTO MARCO et al.,
1996).
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S14

Acido leucotrichdico:  sélido amorfo incolor; EM: m/z [M+H]" calculado para
C1sH2302: 235,1698, encontrado: 235,1694; [a]p®= -211,2 (c=0,025 g 100 mL™,
CHCl3); UV Amax (MeOH) (log €): 225 (3,7) nm; DC (c=0,011 g 100 mL™, MeOH)
Amax(©): 219 (-25,8); 251 (+5,6); 298 (+0,2); 325 (+3,3); RMN de *H, de **C, HSQC,
HMBC, NOE: Figuras 85-90 (paginas 146-149), Tabela 27 (pagina 153).

S15

Leucotrichol:  solido amorfo incolor; EM: m/z [M+H]" calculado para CisHsO:
221,1905, encontrado: 221,1391; [a]p*°= -69,5 (c=0,04 g 100 mL™, CHCIls); UV Amax
(MeOH) (log €): 223 (2,9); 287 (2,2) nm; DC (c=0,026 g 100 mL™*, MeOH) Amax (©):
200 (-9,3); 214 (+12,4); CG: IR (tg=37,694) = 1.623 (Figura 115, pagina 171); RMN
de 'H, HSQC, HMBC: Figuras 93-95 (paginas 151-152), Tabela 27 (pagina 153).

S16

11-epi-subergorgiol:  sélido amorfo incolor; EMAR: m/z [M+H]" calculado para
CisHo50: 221,1905, encontrado: 221,1900; [o]p®™= -227,5 (c=0,04 g 100 mL*,
CHCls); UV Amax (MeOH) (log €): 230 (3,6) nm; DC (c=0,023 g 100 mL™, MeOH) Amax
(©): 201 (+8,6); 202 (+8,1); 204 (-9,8); 206 (+8,1); 207 (-1,7); 209 (+13,7); 213
(+15,8); CG: IR (tr = 37,047) = 1.606 (Figura 115, pagina 171); RMN de *H, de *3C,
HSQC, HMBC, NOE: Figuras 98-103 (paginas 155-158), Tabela 28 (pagina 159).

S17 + S18

Leucotrichanal + 11- epi-silphiperfolenal: solido amorfo incolor; massa molecular
calculada (C15H220) 218,3382 (para cada um); CG: IR = 1645 (co-eluiram) (Figura
117, pagina 173); RMN de *H, HSQC, HMBC: Figuras 106-108 (paginas 161-162),
Tabela 29 (pagina 163).

S19 + S20

Cedrol + 2,6,7-tri- epi-cedrol: sélido cristalino branco; massa molecular calculada
(C15H260) 222,3698 (para cada um); CG: IR (tg = 35,659) = 1582 e IR (tgr = 36,139) =
1594 (Figura 117, pagina 173); RMN de *H, de *C, HSQC, HMBC: Figuras 110-113
(paginas 165-167), Tabela 30 (pagina 168) (BROWN et al., 2003).
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S21 + S22

Hederagenina + Acido 23-hidroxiursolico: sélido amorfo amarelado; massa
molecular calculada (CsoHas04) 473,3355 (para cada um); RMN de 'H, de *C,
HSQC, HMBC: Figuras 119-122 (paginas 176-177), Tabela 31 (pagina 178) (SOUSA
et al., 1984; FURUYA et al., 1987).

S23

Acido betulinico : soélido amorfo incolor; massa molecular calculada (CsoHssO53)
456,7074; RMN de 'H, HSQC, HMBC: Figuras 124-126 (paginas 180-181), Tabela
32 (pagina 182) (KENNEDY, 2012).

S24

Halleridona : 6leo avermelhado, massa molecular calculada (CgH1003) 154,6299;
[a]o®= 0,00 (c=0,05 g 100 mL*, CHCIls); CLAE: tg= 11,1 minutos (gradiente
exploratério MeOH); RMN de *H, de **C, DEPT-135, HSQC, HMBC, NOE: Figuras
128-133 (paginas 185-188), Tabela 33 (pagina 196) (MESSANA et al., 1984).

S25

Cleroindicina-B : 6leo amarelo, massa molecular calculada (CgH1403) 158,1968;
CLAE: tg= 7,9 minutos (gradiente exploratério MeOH); RMN de *H, de **C, HSQC,
HMBC: Figuras 136-139 (paginas 190-191), Tabela 33 (pagina 196) (TIAN et al.,
1997).

S26

Cleroindicina-C: 6leo amarelo, massa molecular calculada (CgH1,03) 156,181;
CLAE: tz= 10,4 minutos (gradiente exploratério MeOH); RMN de *H, de **C, DEPT-
135, HSQC, HMBC: Figuras 142-145 (paginas 193-195), Tabela 33 (pagina 196)
(TIAN et al., 1997).

S27

Cornosideo: sélido amorfo amarelado, massa molecular calculada (Ci4H200s)
316,3072; RMN de 'H, de *C, DEPT-135, HSQC, HMBC: Figuras 148-151 (paginas
198-200), Tabela 34 (pagina 200) (SASAKI et al., 1978).
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S28

p-hidroxi-benzoato de metila: sélido amorfo amarelo, EM: m/z [M-H] calculado
para CgH;O3: 151,1415, encontrado: 151,02 (Figura 160, pagina 207); CLAE: tr=
3,27 minutos (H,O:ACN/20:80); RMN de 'H, HSQC, HMBC: Figuras 153-155
(paginas 203-204), Tabela 35 (pagina 202) (LI et al., 2003; KANNATHASAN et al.,
2011).

S29

p-hidroxi-benzoato de etila: s6lido amorfo amarelo, EM: m/z [M-H] calculado para
CoHgO3: 165,1683, encontrado: 165,12 (Figura 163, pagina 208); CLAE: trg= 3,45
minutos (H,O:ACN/20:80); RMN de 'H, HSQC, HMBC: Figuras 156-158 (paginas
204-205), Tabela 35 (pagina 202) (LI et al., 2003; SCOTT, 1972).

S30

etil- B-D-glucopiranosideo:  solido amorfo avermelhado; massa molecular calculada
(CgH1606) 208,2108; RMN de *H, de **C, HSQC, HMBC: Figuras 166-169 (paginas
210-211), Tabela 36 (pagina 209) (TIITINEN et al., 2006).

S31

Calceolariosideo B: solido amorfo avermelhado, massa molecular calculada
(C23H26011) 478,4518; CLAE: tg= 38,03 minutos (gradiente exploratorio MeOH);
RMN de 'H, de *C, HSQC, HMBC: Figuras 171-176 (paginas 214-216), Tabela 37
(pagina 221) (DAMTOFT; JENSEN, 1994).

S32 + S33

Calceolariosideo A + Plantainosideo A: solido amorfo avermelhado; massa
molecular calculada (Cy3H.6011) 478,4518 (para cada uma); RMN de ‘H, HSQC,
HMBC: Figuras 178-180 (paginas 218-219), Tabela 37 (pagina 221) (DAMTOFT;
JENSEN, 1994).

S34

Conandrosideo: soélido amorfo avermelhado; EM: m/z [M-H7 calculado para
CagH34015: 609,5597, encontrado: 609,19; RMN de 'H, de '*C, HSQC, HMBC:
Figuras 182-185 (paginas 223-225), Tabela 38 (pagina 229) (JENSEN, 1996).
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S35

Isoverbascosideo: sélido amorfo avermelhado; EM: m/z [M-H] calculado para
CaoH36015: 623,5865, encontrado: 623,19; RMN de *H, HSQC, HMBC: Figuras 187-
189 (paginas 227-228), Tabela 38 (pagina 229) (MIYASE et al., 1982).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

94

O fracionamento cromatogréfico dos extratos menos polares dos tubérculos

de Sinningia leucotricha e S. canescens resultou, na separacao de um 6leo volatil e,

no isolamento e identificacdo de 35 substancias ndo volateis, sendo que destas, 16

sdo inéditas (Tabela 18; pagina 94).

TABELA 18. SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Sinningia canescens (SC) E S. leucotricha (SL) COM
SUAS RESPECTIVAS MASSAS.

Substancia Espécie Massa (mg) Substancia Espécie Massa (mg)
S1 SCeSL 56,2 S17 + S18 SL 1,3
S2 SCeSL 106,7 S19 + S20 SC 208,8
S3 SCeSL 9,0 S21 + S22 SL 5,2
S4 sc 0,5 S23 sc 15 (+5175,2)

(+S1=5,9)

S5 SL 1,0 S24 SLe SC 55,6
S6 SCe SL 13,0 S25 SL 71
S7 SC 5,2 S26 SL 54
S8 SC 7,5 S27 SL 5,5
S9 SC 2,4 S28 SC 4,9
S10 SC 14,7 S29 SC 2,0
S11 SC 1,0 S30 SL 37,6
S12 SL 3.9 S31 SCeSL 72,5
S13 SL 8,5 S32 + S33 SL 15,3
S14 SL 7.4 S34 SC 13,3
S15 SL 5,2 (+S16=31,3) S34 + S35 SC 37,7
S16 SL 18,1 (+S15=31,3)
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4.1. NAFTOQUINONAS - IDENTIFICACAO DE S1 E DETERMINACAO
ESTRUTURAL DE S2, S3, S4, S5, S6

As substancias S1, S2, S3, S4, S5 e S6 apresentaram dados espectrais
semelhantes. Os seus espectros de RMN de *H mostraram sinais de hidrogénios na
regido de hidrogénios aromaticos, e de um anel 2,3-diidro-2,3,3-trimetilfurano,
caracterizado por um quarteto em torno de 6 4,5 (H-1'), um dupleto em 61,4 (H-3") e
dois simpletos em & 1,2 (H-5') e 1,4 (H-4'). No espectro de RMN de *C{*H} foram
observados além de picos na regidao de carbonos aromaticos, dois sinais de grupos
carbonila entre 6175 e 182, além dos sinais do anel 2,3-diidro-2,3,3-trimetilfurano
em 891 (OCH - C-1'), 845 (C - C-2') e & 14-26 (3 picos, CH3 - C-3', C-4' e C-5'). De
acordo com estas informacdes, foi possivel determinar que estas seis substancias
pertencem a classe das naftoquinonas, do tipo dunniona ou a-dunniona. A diferenca
entre elas esta na substituicdo do anel aromatico (OH e/ou OCH3) e na posicédo dos
grupos carbonila, que pode ser 1,2 (dunniona) ou 1,4 (a-dunniona) (INOUE et al.,
1982). Todas as naftoquinonas foram isoladas como soélidos de cores amarelo,
alaranjado ou vermelho. A estereoquimica absoluta de S1, S2, S3, S4, S5 e S6 foi
atribuida como 1'S, uma vez que as substancias sédo levorotatdrias, usando como
base o estudo realizado por Cooke e colaboradores para a a-dunniona e dunniona
(COOKE et al., 20086).

A substancia S1 apresentou no seu espectro de RMN de 'H (Figura 16 -
pagina 97) trés hidrogénios na regido de hidrogénios aromaticos (6 7,09 a 7,99) com
constantes de acoplamento caracteristicas de anel aromatico 1,3,4-trissubstituido.
Como nado ha nenhum sinal adicional no espectro de RMN de *H pode-se supor que
h&a um grupo hidroxila no anel aromatico. Este grupo pode ndo ser observado nos
espectros de RMN de *H realizados em CDCls, pois o hidrogénio da hidroxila troca
com o deutério do solvente, devido a presenca de contaminantes &cidos que
catalisam essa troca, causando alargamento e reducdo da altura do pico
(LAMBERT; MAZZOLA, 2004).

O mapa de correlacéo direta 'H-"*C (Figura 17; pagina 98) mostrou que o
hidrogénio em & 7,11 (H-6) esta ligado ao carbono em & 120,5 (C-6), o hidrogénio em
0 7,45 (H-8) esta ligado ao carbono em 6 112,5 (C-8), o hidrogénio em & 7,96 (H-5)
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esta ligado ao carbono em & 128,6 (H-5) e o hidrogénio em d 4,57 (H-1") esta ligado
ao carbono em o 91,5 (C-1'). Aléem disto, este experimento mostrou que 0S
hidrogénios em & 1,28 (H-5) estdo ligados ao carbono em & 20,6 (C-5), os
hidrogénios em 61,44 (H-3') estdo ligados ao carbono em & 14,0 (C-3') e os
hidrogénios em & 1,48 (H-4') estao ligados ao carbono em & 25,6 (C-4'). O mapa de
correlacdo 'H-*C a longa distancia (Figura 18; pagina 98) mostrou que o hidrogénio
em O 7,45 (H-8) apresentou correlacédo forte com os carbonos em & 120,5 (C-6),
126,7 (C-10) e 178,6 (C-1), e o hidrogénio em & 7,96 (H-5) apresentou correlacao
forte com os carbonos em 6 133,4 (C-9), 160,1 (C-7) e 181,9 (C-4). Além disso, 0
hidrogénio em & 4,57 (H-1") possui correlagdo com os carbonos em 9 20,6 (C-5") e
25,6 (C-4"), os hidrogénios em & 1,48 (H-4") possuem correlacdo com os carbonos
em 0 20,6 (C-5, 45,2 (C-2'), 91,5 (C-1") e 130,7 (C-3), além de outras correlacdes
observadas (Tabela 19; pagina 97).

O grupo carbonila da posicdo 1 das a-dunnionas esta mais protegido que o
grupo carbonila na posicédo 4 (INOUE et al., 1982), por isso o hidrogénio em o 7,45
(H-8) que faz correlagcdo com a carbonila em 8 178,6 (C-1), foi atribuido a posicéo C-
8, enquanto que o hidrogénio em 9 7,96 (H-5) foi assinalado para a posi¢ao C-5. De
acordo com as correlacdes *H-"*C a longa distancia, observa-se que o hidrogénio na
posicdo C-5 (6 7,95) também faz correlacao forte com o carbono em 4 160,1 (C-7), 0
que permite inferir que a hidroxila esta ligada ao carbono C-7 (Figura 20; pagina 99).
Uma busca na literatura revelou que esta substancia ja foi isolada de outras
espécies, como de Chirita eburnea (CAI et al., 2005), sendo identificada como 7-
hidroxi-a-dunniona. A comparacdo de seus dados de RMN (Tabela 19; pagina 97)
confirmou isso. Foi obtido também o espectro de massas de alta resolucdo de S1
(Figura 19; pagina 99), o qual apresentou um pico em m/z 259,0983 ([M+H]),

correspondente a férmula molecular C,5H1504, equivalente a de S1.
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TABELA 19. DADOS DE RMN DE 'H E *C{'H} DE S1 (CDCl;, 400 MHz) E COMPARACAO COM
DADOS DA LITERATURA (ACETONA-D6, 500 MHz) (CAI et al., 2005).

S1 7-hidroxi- a-dunniona
Posicéo -
Sy; mult. (J em Hz) o Jhc Ou; mult. (J em Hz) dc
1 - 178,6 - - 178,9
2 - N.O. - - 159,1
3 - 130,7 - - 130,3
4 - 181,9 - - 182,2
5 7,96 d (8,5) 128,6 4,7,9 7,86 dd (8,2:0,25) 128,9
6 7,11 dd (8,5:2,6) 120,5 7,8,10 7,17 dd (8,2:2,5) 121,0
7 - 160,1 - - 162,6
8 7,45 d (2,6) 112,5 1,6, 10 7,37 dd (2,5:0,25) 112,7
9 - 133,4 - - 134,4
10 - 126,7 - - 126,7
1 4,57 q (6,6) 91,5 45 4,57 q (6,4) 91,6
2 - 45,2 - - 45,8
3 1,44 d (6,6) 14,0 1,2 1,38d(6,4) 14,4
4' 1,48 s 25,6 3,1,2,5 144 s 26,1
5' 1,28s 20,6 3,1,2, 4 1,26 s 20,7
N.O. - N&o observado.
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FIGURA 16. Espectro de RMN de ‘H de S1 (CDCls, 200 MHz).
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FIGURA 17. Mapa de correlacao direta *H-"*C de S1 (CDCls;, 400 MHz).
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S1.

OH

O espectro de RMN de *H da substancia S2 (Figura 21; pagina 100) foi muito
semelhante ao da substancia S1. As principais diferencas foram observadas na
regido dos hidrogénios aromaticos, que apresentou apenas dois simpletos (6 7,51
(H-5) e 7,55 (H-8)), caracteristico de hidrogénios em para, além de um simpleto
alargado em 96 6,04 (OH - C-7) e de um sinal de metoxila em & 4,03 (C-6). O espectro
de RMN de **C{*H} (Figura 22; pagina 101) apresentou, entre outros, sinais de dois
carbonos aromaticos oxigenados em & 150,9 (C-6) e 149,4 (C-7). Os mapas de
correlacdo 'H-'°C direta (Figura 23; pagina 101) e a longa distancia (Figura 24;
pagina 102) mostraram que os hidrogénios do grupo metoxila estdo ligados ao
carbono em 0 56,5 e fazem correlagdo com o carbono em & 150,9 (C-6). Observa-se
ainda que o hidrogénio em 9 7,51 (H-5) faz correlagbes com os carbonos em 6 182,1
(C-4), 149,4 (C-7) e 126,5 (C-9), enquanto que o hidrogénio em & 7,55 (H-8) mostra
correlagdes com os carbonos em 6 128,0 (C-10), 150,9 (C-6) e 177,9 (C-1) (Tabelas
20 e 21; péaginas 116-117; Figura 26; pagina 102), com isso pode-se determinar que

0 grupo metoxila deve estar em C-6. De acordo com esses dados, esta substancia



100

(S2) foi determinada como 6-metoxi-7-hidroxi-a-dunniona, inédita na literatura. A
férmula molecular de S2 (C16H170s) pode ser confirmada a partir de EMAR (Figura
25; pagina 102), no qual o pico do ion [M+H]" aparece em m/z 289,1076. Um
isbmero constitucional de S2 (6-hidroxi-7-metoxi-a-dunniona) foi isolado em 2010 de
Streptocarpus dunnii (SHERIDAN et al., 2010).
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FIGURA 21. Espectro de RMN de 'H de S2 (CDCl3, 200 MHZz).



101

— o © o< oo Al ©

al I~ 0 S oD S ®© Qi «© L N e AN

O I~ 0 W< O AN AN — O — © 1o} 0o <

— - - - (o] Yol < NN

|| Y/ N2 | . .
T T T T T T I T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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FIGURA 24. Mapa de correlacdo ‘H-'*C a longa distancia de S2 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 26. Principais correlacbes observadas no mapa de correlacdo 'H-BC a longa distancia de
S2.

A substancia S3 apresentou no seu espectro de RMN de 'H (Figura 27;
pagina 104) sinais de dois hidrogénios na regido de hidrogénios aromaticos como
dupletos (J=8,5 Hz) em & 7,86 (H-5) e 7,14 (H-6), dois grupos metoxila em & 3,91 (H-

8) e 3,95 (H-7). Analisando-se os experimentos de correlacdo *H-*C direta (Figura
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28; pagina 104) e a longa distancia (Figura 29; pagina 105) pode-se verificar que os
grupos metoxila estdo nas posi¢coes C-7 e C-8. As principais correlagdes foram as
seguintes: 0s grupos metoxila em & 3,91 e 3,95 estédo ligados, respectivamente, aos
carbonos em 0149,9 (C-8) e 158,3 (C-7); o hidrogénio em & 7,14 (H-6) faz
correlacdo a longa distancia com estes dois carbonos; o hidrogénio em & 7,86 (H-5)
faz correlacdo com os carbonos em o 124,6 (C-9), 158,3 (C-7) e 181,7 (C-4), sendo
este ultimo do grupo carbonila em C-4 (Tabelas 20 e 21; paginas 116-117; Figura
31; pagina 105). Com isso, esta substancia foi identificada como sendo 7,8-dimetoxi-
a-dunniona, também inédita na literatura. A férmula molecular Ci7H190s foi
confirmada pelo espectro de massas de alta resolucéo (Figura 30; pagina 105) que

apresentou um pico em m/z 303,1233 ([M+H]") compativel com a estrutura de S3.
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S3.
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O espectro de RMN de 'H da substancia S4 (Figura 32; pagina 107) foi muito
semelhante ao da substancia S3, pois apresentou dois sinais de hidrogénios na
regido de aromaticos (& 7,59 (H-5) e 7,03 (H-6)) como dupletos de constante de
acoplamento de 8,3 Hz. Entretanto esse espectro apresentou apenas um sinal de
grupo metoxila integrando para trés hidrogénios (6 3,97) e um sinal de hidroxila
quelada em & 12,07. No mapa de correlacéo *H-'*C a uma ligac&o (Figura 34; pagina
108), o grupo metoxila apresenta correlagdo com o carbono em & 153,9 (C-7). A
posicdo deste grupo e da hidroxila quelada (que precisam estar em C-5 ou C-8) foi
decidida observando-se as correlagées *H-**C & longa distancia (Figura 35; pagina
108) dos hidrogénios do anel aroméatico. Esse experimento mostrou que o hidrogénio
em & 7,03 (H-6) faz correlacdo com os carbonos em & 125,5 (C-10) e 152,6 (C-8),
enquanto que o hidrogénio em & 7,59 (H-5) faz correlagdo com os carbonos em o
114,9 (C-9), 153,9 (C-7) e 181,0 (C-4) (Tabelas 20 e 21; paginas 116-117; Figura 37,
pagina 109) indicando que o grupo metoxila deve estar em C-7 (0 153,9) e a
hidroxila esta ligada ao carbono C-8 (6 152,6) (Figura 33; pagina 107). Com essas
informacdes e outras retiradas desse experimento e do mapa de correlacdo direta
'H-13C, sS4 foi identificada como sendo 7-metoxi-8-hidroxi-a-dunniona, uma
substancia inédita. O espectro de massas de alta resolugéo (Figura 36; pagina 109)
confirmou a férmula molecular de S4 pois apresentou um pico em m/z 289,1072
(IM+H]") calculado para C1gH170s,
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FIGURA 36. Espectro de massas de alta resolu¢&o no modo positivo ([M+H"]) de S4.

FIGURA 37. Principais correlacbes observadas no mapa de correlacdo 'H-2C a longa distancia de
S4.

A substancia S5 foi isolada em uma mistura da qual foi identificado apenas o
componente majoritario. O seu espectro de RMN de *H (Figura 38; pagina 110) foi
muito semelhante ao da substancia S2, com dois simpletos na regido de hidrogénios
aromaticos (0 7,55 (H-8) e 7,51 (H-5)), mas apresentando sinais de dois grupos
metoxila, quase sobrepostos, em & 4,03. Com os mapas de correlacdo *H-*C direta
(Figura 39; pagina 111) e a longa distancia (Figura 40; pagina 111), foi determinada
a posicdo dos grupos metoxila em C-6 e C-7, pois o hidrogénio em & 7,51 (H-5)
mostrou correlacdo com o grupo carbonila em & 182,2 (C-4) e o hidrogénio em & 7,55
(H-8) com o grupo carbonila em $178,0 (C-1) (Tabelas 20 e 21; paginas 116-117;
Figura 41; pagina 112). A estrutura de S5 foi determinada como sendo 6,7-dimetoxi-
a-dunniona, porém por estar em mistura, nenhum outro experimento foi realizado

com esta substancia.
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FIGURA 41. Principais correlacbes observadas no mapa de correlacdo 'H-BC a longa distancia de
S5.

A substancia S6 apresentou um espectro de RMN de 'H (Figura 42; pagina
113) muito semelhante ao de S3 e S4, pois apresentou dois sinais na regiao de
hidrogénios aromaticos em & 7,40 (H-5) e 7,06 (H-6) como dois dupletos de
constante de acoplamento de 8,4 Hz, caracterizando uma relagéo orto, e dois grupos
metoxila em & 3,93 e 3,92. O espectro de RMN de *C{'H} (Figura 43; pagina 114)
apresentou 17 sinais, sendo dois em 6 181,4 (C-1) e 175,5 (C-2), caracteristicos de
grupos carbonila, e outro em 6 168,5, que é caracteristico de C-4 nas dunnionas
(INOUE et al., 1982). Pelo mapa de correlacédo *H-'*C a longa distancia (Figura 45;
pagina 115), pode-se observar que o hidrogénio em & 7,40 (H-5) mostra correlagfes
com os carbonos em o 124,0 (C-9), 157,4 (C-7) e 168,5 (C-4), enquanto que o
hidrogénio em & 7,06 (H-6) apresenta correlagbes com os carbonos em 6 120,6 (C-
10) e 152,9 (C-8) (Figura 48; pagina 116). A analise das demais correlacdes, além
dos dados do mapa de correlacéo direta *H-"*C (Figura 44; pagina 114; Tabelas 20 e
21; paginas 116-117) levou a identificacdo de S6 como 7,8-dimetoxidunniona, uma
substancia que é inédita na literatura. Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios
dos grupos metila 4’ e 5’ foram determinados através de experimentos de NOE.
Irradiacdo do sinal de H-4’ (81,24, s) causou 0 aumento da intensidade do dupleto
em o 1,45 (H-3'), mas nao do quarteto em 0 4,61 (H-1") (Figura 46; pagina 115). A
formula molecular de S6 foi confirmada pelo espectro de massas de alta resolugéo
no modo positivo (Figura 47; pagina 116), o qual apresentou um pico em m/z
303,1232 ([M+H]"), compativel com C17H190s.
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FIGURA 46. NOE irradiando o hidrogénio em 6 1,24 (H-4") de S6 (CDCls, 400 MHZz).
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FIGURA 48. Principais correlacbes observadas no mapa de correlacdo 'H-BC a longa distancia de

S6.

TABELA 20. DADOS DE RMN DE *C{'H} DE S2, S3, S4, S5 E S6 (CDCls).

Posicao S2 S3 S4 S5 S6
1 177,9 N.O. 183,7 178,0 181,4
2 158,6 N.O. 158,3 N.O. 175,5
3 130,0 129,3 132,6 130,1 121,2
4 182,1 181,7 181,0 182,2 168,5
5 107,8 123,4 120,0 107,8 121,4
6 150,9 115,5 115,1 150,9 115,6
7 149,4 158,3 153,9 149,5 157,4
8 112,2 149,9 152,6 112,1 152,9
9 126,5 124,6 114,9 126,4 124,0
10 128,0 127,3 125,5 128,1 120,6
r 91,6 91,3 91,8 91,6 92,5
2 45,2 45,2 45,3 45,2 44,0
3 14,2 14,2 14,2 14,3 14,6
4 20,6 20,6 20,5 20,5 20,4
5’ 25,9 25,9 25,8 25,9 25,7
6-OCHj; 56,5 - - 56,7 -
7-OCHj; - 56,1 56,4 56,6 56,3
8-OCHj; - 61,2 - - 61,4

N.O. — Nao observado.



TABELA 21. DADOS DE RMN DE 'H E HMBC DAS SUBSTANCIAS S2, S3, S4, S5 E S6 (CDCly).

s2? s3° s4? S5 S6*
Pos. &4, mult. LDJH,c &4, mult. LDJH,c &y, mult. LDJH,c &4, mult. LDJH,c &y, mult. LDJH,c
(J em Hz) (J em Hz) (J em Hz) (J em Hz) (J em Hz)
1 - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - -
5 7,51s 4,7,9 7,86 d (8,5) 4,79 7,59 d (8,3) 4,7,9 7,51s 4,7,9 7,40d (8,4) 4,79
6 - - 7,14 d (8,5) 7,8,10 7,03 d (8,3) 8,10 - - 7,06 d (8,4) 8,10
7 - - - - - - - - - -
8 7,55s 1,6,10 - - - - 7,55s 1,6,10 - -
9 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
r 4,56 q (6,6) 45 4,55 q (6,8) 4 4,58 q (6,6) 45 4,56 q (6,5) 45 4,61 q(6,7) 45
3 1,43 d (6,6) 1,2 1,43 d (6,8) 1,2 1,44 d (6,6) 1,2 1,42 d (6,5) 1,24 1,45d (6,7) 1,2
4 1,27 s 31,25 1,27 s 31,25 1,27 s 31,25 1,27 s 31,25 1,24s 31,25
5’ 1,47 s 3124 1,46s 3124 1,47 s 31,24 1,47 s 31,24 1,43 s 31,24
6-OCHj3 4,03 s 6 - - - - 4,03s 6 - -
7-OH 6,04 s 6,7,8 - - - - - - - -
7-OCHjs - - 3,95s 7 3,97s 7 4,03 s 7 3,93s 7
8-OH - - - - 12,07 s 7,9 - - - -
8-OCHjs - - 391s 8 - - - - 392s 8

N.O. — N&o observado; ® 400 MHz; ° 600 MHz
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A substancia S7 apresentou um espectro de RMN de 'H (Figura 49; pagina
119) muito semelhante ao de S3 e S6. Foram observados sinais de dois hidrogénios
aromaticos em & 7,88 (H-5) e 7,13 (H-6) como dupletos (J=8,7 Hz) e de dois grupos
metoxila em & 3,94 e 3,91. Porém o hidrogénio oximetinico e o grupo metila C-3’
estavam mais protegidos do que em S3, sendo observados em & 3,22 (H-2') e 1,29
(H-3"), respectivamente. De acordo com os dados do mapa de correlacéo direta *H-
13C (Figura 50; pagina 119) pode-se determinar que o hidrogénio em & 3,22 (H-2')
esta ligado ao carbono em 6 44,5 (C-2"), cujo deslocamento quimico indica ser ndo
oxigenado. Pelo mapa de correlacdo 'H-*C & longa distancia (Figura 51; pagina
120) esse hidrogénio faz correlagdes com os carbonos em 6 14,3 (C-3'), 28,6 (C-4"),
125,9 (C-3) e 158,6 (C-2) e os hidrogénios em 9 1,29 (d, J=7,2 Hz - H-3") fazem
correlagdo com os carbonos em & 44,5 (C-2'), 93,4 (C-1') e 125,9 (C-3) (Figura 53;
pagina 120). Analisando as demais correlacfes (Tabela 22; pagina 124), foi possivel
determinar a estrutura de S7 com sendo uma naftoquinona com o grupo 2,3-diidro-
2,2,3-trimetilfurano, e ndo 2,3-diidro- 2,3,3-trimetilfurano como nas dunnionas. Este
esqueleto é inédito na literatura e foi nomeado de canescenona, portanto S7 foi
denominada de 7,8-dimetoxicanescenona. A sua férmula molecular foi confirmada
pelo espectro de massas de alta resolucdo no modo positivo (Figura 52; pagina
120), no qual foi observado o pico em m/z 303,1224 ([M+H]") calculado para
C17H190s.
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FIGURA 50. Mapa de correlacao direta *H-"*C de S7 (CDCls;, 600 MHz).
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A substancia S8 apresentou no seu espectro de massas de alta resolugéao
(Figura 57; pagina 123), um pico em m/z 303,1226 ([M+H]"), que corresponde a
férmula molecular C17H1905. O seu espectro de RMN de *H (Figura 54; pagina 122)
apresentou sinais de dois hidrogénios aroméaticos em 6 7,87 (H-5) e 7,20 (H-6) como
dupletos (J=8,5 Hz), indicando uma relacdo orto. Um grupo 3,3-dimetilalila foi
definido pela presenca de trés sinais atribuidos aos hidrogénios olefinicos em & 6,28
(dd, 17,4 e 10,5 Hz - H-2'), 4,99 (dd, 17,4 e 1,0 Hz - H-3') e 4,94 (dd, 10,5 e 1,0 Hz -
H-3") e sinais de hidrogénios referentes a duas metilas equivalentes (61,55, s - H-4' e
H-5). Também foram observados sinais atribuidos aos hidrogénios de dois grupos
metoxila em 6 3,95 e 3,94 e de uma hidroxila em 6 8,09. Pelo mapa de correlacao
direta *H-*C (Figura 55; pagina 122) pode-se observar que o hidrogénio em & 6,28
(H-2") esté ligado ao carbono em & 148,1 (C-2"), os hidrogénios em & 4,99 e 4,94 (H-
3') estéo ligados ao carbono em & 109,4 (C-3') e os grupos metila estdo ligados aos
carbonos em & 28,2 (C-4' e C-5'). De acordo com o mapa de correlacdo *H-*C a
longa distancia (Figura 56; pagina 123) o hidrogénio em & 7,87 (H-5) apresenta
correlagdes com os carbonos em 6 121,7 (C-9), 157,1 (C-7) e 183,9 (C-4) enquanto
que, o hidrogénio em & 4,99 (H-3') faz correla¢cées com os carbonos em 6 40,7 (C-1")
e 148,1 (C-2"). Além disto, pode-se observar que os hidrogénios em 6 1,55 (H-4' e H-
5') mostram correlagdo com os carbonos em & 40,7 (C-1'), 126,9 (C-3) e 148,1 (C-2)
(Tabela 22; pagina 124; Figura 58; pagina 123). A comparacao destes e dos demais
dados com a literatura mostrou que S8 devia ser um derivado da naftoquinona
conhecida como dunniol (KHAMBAY et al., 1999) que ja foi isolada de Sinningia
allagophylla (RIVA et al., 2012). Portanto a estrutura de S8 foi determinada 7,8-

dimetoxidunniol.
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TABELA 22. DADOS DE RMN DE 'H, "*C{"H} E HMBC DAS SUBSTANCIAS S7 E S8 (CDCls, 600
MH2z).

S7 S8
Posicao &y, mult. 5 LD\]H,C &y, mult. 5 LDJH,c
(J em Hz) (J em Hz)
1 - N.O. - - N.O. -
2 - 158,6 - - N.O. -
3 - 125,9 - - 126,9 -
4 - 181,8 - - 183,9 -
5 7,88d (8,7) 123,6 4,79 7,87 d (8,5) 124,5 4,79
6 7,13d (8,7) 1154 8,10 7,20 d (8,5) 117,1 7,8,10
7 - 158,3 - - 157,1 -
8 - 150,1 - - 149,2 -
9 - 124,8 - - 121,7 -
10 - 127,4 - - 127,9 -
1 - 93,4 - - 40,7 -
2’ 3,22q(7,2) 44,5 2,3,3,4 6,28 dd (17,4:10,5) 148,1 N.O.
4,99 dd (17,4:1,0)
3 1,29d (7,2) 14,3 3,12 109,4 1,2
4,94 dd (10,5:1,0)
4 148s 28,6 1,25 155s 28,2 31,25
5’ 146s 22,2 r2.4 155s 28,2 31,24
7-OCH3 3,94 s 56,3 7 3,95s 56,1 7
8-OCH3 391s 61,3 8 3,94 s 61,0 8
2-OH - - - 8,09 s - 3

N. O. - Nao observado.

4.2.HIDRONAFTOQUINONA - S9

O espectro de RMN de 'H da substancia S9 (Figura 59; pagina 126) foi
semelhante ao das dunnionas. Porém mostrava um simpleto adicional em & 4,04 (H-
1") integrando para dois hidrogénios, além de diferencas no deslocamento quimico
dos hidrogénios do anel 2,3-diidro-2,3,3-trimetilfurano, que estavam desprotegidos
em relacdo ao das dunnionas anteriores. O mapa de correlacdo 'H-"*C a uma
ligacdo (Figura 60; pagina 126) mostrou que os hidrogénios em & 4,04 (H-1") estéo

ligados ao carbono em & 35,6 (C-1"), e no mapa de correlacdo *H-*C a longa
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distancia (Figura 61; pagina 127) apresentaram correlacbes com os carbonos em o
157,3 (C-2) e 168,1 (C-2"). Pode-se observar ainda a presenca de sinais referentes
a dois grupos metoxila em 6 4,02 que fazem correlagcédo com os carbonos em & 142,9
(C-7) e 151,6 (C-8) (Tabela 23; pagina 128; Figura 63; pagina 128). De acordo com
estes dados e outros observados nos mapas de correlagéo, foi proposta a estrutura
de S9 como sendo um derivado de S3, que sofreu adicdo no grupo carbonila em C-
1. Esta substancia é inédita na literatura e foi denominada 1-hidroxi-1-
metilenocarboxi-7,8-dimetoxi-a-dunniona. O espectro de massas, ho modo positivo
(Figura 62; pagina 127), mostrou um pico em m/z 363,13, compativel com formula
molecular de S9 (Cy19H2307). S9 apresenta dois estereocentros (C-1 e C-2’), mas a
configuracgéo relativa entre eles ndo pode ser estabelecida.
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FIGURA 63. Principais correlacbes observadas no mapa de correlacdo 'H-2C a longa distancia de

S9.

TABELA 23. DADOS DE RMN DE 'H, *C{*H} E HMBC DA SUBSTANCIA S9 (CDCl;, 600 MHz).

Posicéo Oy; mult. (J em Hz) Oc LDJH,C

1 - N.O. -

2 - 157,3 -

3 - 113,4 -

4 - 181,6 -

5 7,27 d (9,0) 113,5 4,7,9

6 7,83d (9,0 119,5 N.O.

7 - 142,9 -

8 - 151,6 -

9 - 115,8 -

10 - N.O. -

r 4,68 q (6,7) 90,4 4

2 - 45,0 -

3 1,51d (6,7) 14,5 1,2

4 132s 21,9 3,125

5’ 158s 26,3 3,124
7-OCHj; 4,02 s 57,8 7
8-OCHj; 4,02 s 61,2 8

1" 4,04 s 35,6 2,2”

2" - 168,1 -

N.O. — Nao observado.
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4.3. ANTRAQUINONA - IDENTIFICACAO DE S10

A substancia S10 apresentou no seu espectro de RMN de 'H (Figura 64;
pagina 130) sinais na regido de hidrogénios aromaticos entre & 8,32 a 7,59, relativos
a sete hidrogénios, em 6 8,31 (m, 2H, H-5 e H-8), 8,22 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-4), 8,11
(dg, J = 1,8 € 0,6 Hz, 1H, H-1), 7,80 (m, 2H, H-6 e H-7), 7,61 (ddd, J = 7,9, 1,8 € 0,7
Hz, 1H, H-3). Além desses, p6de-se observar um sinal em & 2,55 como um simpleto
qgue integra para trés hidrogénios, caracteristico de grupo metila ligado a anel
aromatico. O mapa de correlacéo direta *H-*C (Figura 65; pagina 130) mostra que
os hidrogénios em & 8,31 (H-5 e H-8) estédo ligados aos carbonos em 6 126,6 (C-5 e
C-8), o hidrogénio em & 8,22 (H-4) esta ligado ao carbono em & 126,9 (C-4), o
hidrogénio em 6 8,11 (H-1) esta ligado ao carbono em & 127,5 (C-1), os hidrogénios
em 07,80 (H-6 e H-7) estado ligados aos carbonos em 6 134,7 (C-6 e C-7), enquanto
gue os hidrogénios em 9 2,55 estdo ligados ao carbono em & 21,8. Pelo mapa de
correlacdo *H-'3C a longa distancia (Figura 66; pagina 131) pode-se observar que 0s
hidrogénios em 0 8,31 (H-5 e H-8) fazem correlagdo com os carbonos em 6 133,4
(C-8a), 134,7 (C-6 e C-7), 183,0 (C-10) e 183,7 (C-9), o hidrogénio em & 8,22 (H-4)
faz correlagdo com os carbonos em & 133,4, 145,4 (C-2), 183,0, enquanto que o
hidrogénio em 9 8,11 (H-1) faz correlacdo com os carbonos em & 21,8 (C-2-CHy),
131,2 (C-4a), 135,1 (C-3) e 183,7 (C-9) e os hidrogénios em d 2,55 fazem correlacao
com os carbonos em 6 127,5 (C-1), 135,1 e 145,5 (Tabela 24; pagina 131; Figura 67;
pagina 132). Com esses dados a substancia S10 pode ser identificada como a
antraquinona tectoquinona (MOREIRA et al., 2006), que ja foi isolada de S.
aggregata (VERDAN, 2011; VERDAN et al., 2015) e S. warmingii (VERDAN et al.,

2014). Essa foi a Unica antraquinona identificada em S. canescens.
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TABELA 24. DADOS DE RMN DE ‘H, *C{*H} E HMBC DA SUBSTANCIA S10 (CDCl;, 400 MHz).

Posic&o 8 mult 3¢ e
(J em Hz)
1 8,11 dq (1,8:0,6) 1275 3. 4a, 9, 2-CH;
2 - 145,5 -
3 7,61 ddd (7,9:1,8:0,7) 135,1 1, 2, 4a, 2-CHj3
4 8,22 d (7,9) 126,9 2, 9a, 10
4a - 131,2 -
5 8,31 m 126,6 7, 8a, 10
6 7,80m 134,7 8, 10a
7 7,80m 134,7 5, 8a
8 8,31 m 126,6 6, 9, 10a
8a - 133,4 -
9 - 183,7 -
9a - 133,4 -
10 - 183,0 -
10a - 133,8 -
2-CHjs 255s 21,8 1,2,3
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FIGURA 67. Principais correlacdes observadas no mapa de correlagdo 'H-"*C a longa distancia de
S10.

4.3. BENZOFURANOS - DETERMINACAO ESTRUTURAL DE S11 E S12

A substancia S11 apresentou um pico com relagdo m/z 285,0759 ([M+H]") no
espectro de massas de alta resolucdo (Figura 71; pagina 135), correspondente a
férmula molecular C16H130s. Seu espectro de RMN de *H (Figura 68; pagina 133)
apresentou trés simpletos em ¢ 10,13 (1H), 9,95 (1H) e 3,84 (3H, OMe). Também
foram observados sinais de seis hidrogénios na regiao de aromaticos, sendo dois
mais protegidos (0 6,46 (H-6) e 6,59 (H-8), d, J=2,0 Hz), e quatro mais desprotegidos
(6 7,01-7,70), formando um sistema de spin tipico de um anel aromético 1,4-
dissubstituido. O experimento de correlacdo direta *H-*C (Figura 69; pagina 134)
mostrou que o hidrogénio em & 9,95 (H-4) esta ligado a um carbono em  188,5 (C-
4), indicando um grupo aldeido, enquanto que o hidrogénio em 6 10,13 (H-5) néo
tem correlacdo com nenhum carbono, devendo ser de um grupo hidroxila. A analise
do mapa de correlacdo ‘H-*C a longa distancia (Figura 70; pagina 134) levou a
estrutura de S11. O anel A foi definido pelas correlagcées entre o grupo metoxila e o
carbono em 0 161,2; o hidrogénio em 6 10,13 (OH, C-5) e os carbonos em 4 99,0 (C-
6) e 152,5 (C-5); e o hidrogénio em & 6,59 (H-8) com os carbonos em & 99,0 (C-6),
107,2 (C-10), 156,3 (C-9) e 161,2 (C-7). A posicdo do anel B foi dada pelas
correlagdes dos hidrogénios em 6 7,70 (H-2' e H-6") com os carbonos em 0 158,5 (C-
4’) e 165,8 (C-2). O grupo aldeido deve estar em C-3, uma vez que o hidrogénio em
0 9,95 (H-4) mostra correlagdo com os carbonos em 6 107,2 (C-10) e 118,4 (C-3)
(Tabela 25; péagina 138; Figura 72; pagina 135). Assim foi possivel determinar a
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estrutura de S11, uma substancia inédita denominada 2-(4’-hidroxifenil)-5-hidroxi-7-

metoxi-3-benzofuranal.
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FIGURA 68. Espectro de RMN de 'H de S11 com ampliacdes (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 71. Espectro de massas de alta resolu¢do no modo positivo ((M+H]") de S11.

FIGURA 72. Principais correlacbes observadas no mapa de correlacdo 'H-2C a longa distancia de
S11.

A substancia S12 apresentou um pico com m/z 305,1022 que corresponde a
uma formula molecular C;7H140sLi (Figura 76; pagina 138). O espectro de RMN de
'H de S12 (Figura 73; pagina 136) difere daquele de S11 pelo aparecimento de um
sinal adicional de metoxila em & 3,91 (s). Pelo mapa de correlacdo direta *H-'*C
(Figura 74; pagina 137), nao foi possivel identificar a correlagdo do hidrogénio em o
9,95 (H-4), mas foram observadas as correlacdes dos hidrogénios na regido de
aromaticos e das metoxilas. Com o mapa de correlacdo *H-'*C a longa distancia
(Figura 75; pagina 137) pbde-se determinar a posicdo da metoxila adicional como
sendo em C-4’, pois esta apresentou correlacdo com o carbono em o 162,3, da
mesma forma que os hidrogénios em 6 7,75 (H-6") (Tabela 25; pagina 138; Figura
77; pagina 139). Portanto, S12 que também é inédita, foi identificada como 2-(4'-

metoxifenil)-5-hidroxi-7-metoxi-3-benzofuranal.
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TABELA 25. DADOS DE RMN DE *H, “*C{*H} E HMBC DE S11 E S12 (CDCl;, 400 MHz).

S11 S12
Posicao &y, mult. LD\]H,C &y, mult. 5 LDJH,C
(J em Hz) (J em Hz)
2 - 165,8 - - 166,0 -
3 - 118,4 - - 117,9 -
4 9,95s 188,5 3,10 9,95s N.O. 3,10
5 - 152,5 - - 152,2 -
6 6,46 d (2,0) 99,0 5,8,10 6,46 d (2,0) 98,5 8,10
7 - 161,2 - - 161,3 -
8 6,59 d (2,0) 88,3 6,7,9,10 6,60 d (2,0) 88,2 6,9,10
9 - 156,3 - - 156,1 -
10 - 107,2 - - 107,4 -
1T - 121,1 - - 120,8 -
2’e® 7,70 d (8,7) 130,9 2,246 7,75d (8,9) 130,5 2,246
ey 701d(8,7) 1164 1,345 | 7,07d(8)9) 114,8 1,35
4 - 158,5 - - 162,3 -
7-OCH3 3.84s 55,8 7 3.84s 55,9 7
4'-OCH; - - - 391s 55,5 4
5-OH 10,13 s - 5,6 10,16 s -

N.O. - Nao observado.
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FIGURA 77. Principais correlacdes observadas no mapa de correlacdo *H-"°C a longa distancia de
S12.

4.4. SESQUITERPENOS - IDENTIFICACAO DE S13 E S19 E DETERMINACAO
ESTRUTURAL DE S14, S15, S16, S17, S18 E S20

As substancias S13, S14, S15, S16, S17, S18, S19 e S20 apresentaram
espectros de RMN de *H tipicos de terpenos, com diversos sinais de grupos metila,
metileno e metinico (5 0,8 a 2,0). Os espectros de RMN de **C apresentaram sinais
de 15 carbonos, indicando sesquiterpenos. Destas substancias apenas S13 e S19
sdo conhecidas. As substancias S13 a S18 foram isoladas como solidos amorfos
incolores e as substancias S19 e S20 foram isoladas em mistura como um sélido
cristalino branco.

A substancia S13 apresentou no seu espectro de RMN de 'H (Figura 78;
pagina 141), entre outros sinais, quatro simpletos em 6 0,92 (H-13), 0,97 (H-14), 1,07
(H-12) e 1,27 (H-15) referentes a grupos metila isolados. Nao foram observados
sinais de hidrogénios carbinélicos ou olefinicos. Os espectros de RMN de *C{*H} e
DEPT-135 (Figura 79; pagina 141) mostraram sinais de um carbono quaternario
oxigenado em & 76,0 (C-9), dois carbonos quaternarios mais protegidos em & 42,1
(C-4) e 46,6 (C-6), trés carbonos metinicos em & 60,9 (C-7), 62,3 (C-1) e 63,9 (C-8),
cinco carbonos metilénicos em 6 27,0 (C-11), 29,7 (C-2), 45,3 (C-3), 45,5 (C-10) e
58,7 (C-5) e mais 4 carbonos metilicos em & 21,8 (C-15), 22,1 (C-13), 28,8 (C-14) e
30,9 (C-12). Esses dados indicaram a férmula molecular C,5H260, correspondente a
3 graus de insaturacdo. Uma vez que ndo ha nenhum carbono sp? a molécula deve
ser triciclica. Os mapas de correlagéo *H-*C a uma ligacéo (Figura 80; pagina 142)

e a longa distancia (Figura 81; pagina 142) mostraram que os hidrogénios dos
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grupos metila em & 0,92 (H-13) e 0,97 (H-14) apresentam correlacdo a longa
distancia entre si, e com os carbonos em 9 46,6 (C-6), 58,7 (C-5) e 60,9 (C-7). Os
hidrogénios do grupo metila em 6 1,07 (H-12) apresentam correlagdo com 0s
carbonos em & 42,1 (C-4), 45,3 (C-3), 58,7 (C-5) e 63,9 (C-8). Além disto, os
hidrogénios da metila em & 1,27 (H-15) apresentam correlagdo com os carbonos em
0 45,5 (C-10), 62,3 (C-1) e 76,0 (C-9). Esses dados apontam para um alcool
sesquiterpénico com esqueleto carbbnico do tipo presilphiperfolano, o que foi
confirmado pelas demais correlagdes (Tabela 26; pagina 143; Figura 82; pagina
143). Com estes dados foi possivel identificar S13 como (rel.1R, 4S, 7R, 8S, 9R)-
presilphiperfolan-9-ol, previamente isolado de Artemisia chamaemelifolia (ALBERTO
MARCO et al., 1996).

S13
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FIGURA 82. Principais correlacdes observadas no mapa de correlagdo 'H-°C a longa distancia de

S13.

TABELA 26. DADOS DE RMN DE 'H, *C{'H} DE S13 (CDCl;, 400 MHz) E COMPARACAO COM

DADOS DA LITERATURA (ALBERTO MARCO et al., 1996).

S13 Presilphiperfolan -9-ol
Oy; mult. Oy; mult.
Pos. Oc LD\]H,C oc
(J em Hz) (J em Hz)
1 1,76 m 62,3 7,9 1,73 m 62,2
2a 1,55m 1,48 m
29,7 4,8 29,7
2b 1,77 m 1,73 m
3a 1,50 m 1,48 m
45,3 8,12 45,3
3b 1,65m 1,60 m
4 - 42,1 - - 42,1
5a 1,53 m 1,43 d (13)
58,7 3,7,8,12,13 58,7
5b 1,64 m 1,60d (13)
6 - 46,6 - - 46,6
1,28 ddd
7 1,31 dd (10,7:2,4) 60,9 8 60,8
(10,5:10,5:2,5)
8 1,36 d (10,7) 63,9 7,9 1,34 dd (10,5: 10,5) 63,8
9 - 76,0 - - 76,0
10a 1,51 m 1,48 m
45,5 1,7,15 45,4
10b 1,91 ddd (13,3:4,4:1,9) 1,87 ddd (13:4:2)
11a 1,23 m 1,20 m
27,0 6,8 26,9
11b 1,66 m 1,60 m
12 1,07 s 30,9 3,4,5,8 1,03 s 30,9
13 0,92s 22,1 56,7, 14 0,88 s 22,0
14 0,97 s 28,8 5,6,7,13 0,93 s 28,8
15 1,27 s 21,8 1,9, 10 1.22s 21,7
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A substancia S14 apresentou no espectro de massas de alta resolugdao no
modo positivo (Figura 91; pagina 149) um pico de m/z em 235,1694, indicando a
férmula molecular C15H»30,. O seu espectro de RMN de *H (Figura 85; pagina 146)
mostrou sinais de trés grupos metila, sendo um em 9 0,83 (d, J=6,8 Hz, H-15), e 0s
outros dois como simpletos em 6 1,18 (H-12) e 1,23 (H-14); de um hidrogénio
olefinico em & 6,71 (d, J=0,8 Hz, H-5), e diversos multipletos entre 6 0,99 e 1,89. O
espectro de RMN de **C{*H} (Figura 86; pagina 147) apresentou quinze sinais, entre
eles, um sinal em & 170,6 (C-13), indicando a presenca de uma carboxila. Em
comparacao com o espectro DEPT-135 (Figura 86; pagina 147) foi determinada a
presenca de trés carbonos metilicos em 6 27,4 (C-12), 25,4 (C-14) e 15,6 (C-15),
guatro metilénicos em & 39,2 (C-3), 32,4 (C-11), 29,8 (C-10) e 27,6 (C-2), quatro
metinicos em 8 155,1 (C-5), 58,1 (C-8), 44,0 (C-1) e 27,3 (C-9) e quatro quaternarios
em 6 170,6 (C-13), 138,7 (C-6), 51,8 (C-4) e 47,4 (C-7). Esses dados sugerem um
sesquiterpeno triciclico com uma ligacdo dupla e um grupo carboxila. O elevado
deslocamento quimico do carbono olefinico ligado ao hidrogénio indica que a ligacao
dupla esta conjugada com o grupo carbonila. Esses dados sédo semelhantes aos de
um esqueleto triquinano 6/5/5, do tipo presilphiperfolano (ALBERTO MARCO et al.,
1996), como em S13.

Como pode ser notado, no esqueleto do tipo presilphiperfolano ha dois grupos
metila ligados ao mesmo carbono (C-6). Entretanto a analise dos experimentos de
correlacdo 'H-'°C direta (Figura 87; pagina 147) e a longa distancia (Figura 88;
pagina 148) ndo mostrou a presenca dessa fei¢cdo estrutural em S14. Isso nos levou
a proposicao de um esqueleto rearranjado, formado pela migracdo de um grupo
metila de C-6 para C-7. Esse novo esqueleto foi coerente com todas as correlacbes
observadas nos experimentos de RMN bidimensionais (Tabela 27; pagina 153) e foi

nomeado de leucotrichano.

o< OO0

Presilphiperfolano Leucotrichano

FIGURA 83. Formacéo do esqueleto leucotrichano a partir do presilphiperfolano.
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A configuragdo relativa (C-1, C-4, C-7, C-8 e C-9) desta molécula foi
determinada por experimentos de NOE. A irradiacdo seletiva do hidrogénio em d
1,89 (H-9) (Figura 90; pagina 149) causou aumento na intensidade do sinal dos
hidrogénios em & 0,83 (H-15), 0,99 (H-10a) e 1,71 (H-1). Por outro lado a irradiacao
seletiva do hidrogénio em & 1,40 (H-8) (Figura 89; pagina 148) causou aumento na
intensidade do sinal dos hidrogénios em 9 0,83 (H-5), 1,18 (H-12), 1,23 (H-14) e 1,72
(H-3b). Com estas observacdes pode-se inferir com certeza a configuracao relativa
da molécula como sendo 1S*, 4R*, 7S* 8S*, 9S*. Esse novo composto (S14) foi

nomeado acido leucotrichdico.

15

14
H/l/lll,,

A fim de determinar a configuracdo absoluta foi realizada uma analise
conformacional de S14 utilizando modelos moleculares e célculos da teoria de
densidade funcional (B3LYP) (STEPHENS et al.,, 1994; FRISCH, 2003). Essa
molécula possui 3 anéis, tendo pouca flexibilidade, de modo que, o anel de seis
membros pode adotar apenas duas conformacgdes, cadeira ou barco torcido. Essas
duas conformacgbes foram submetidas a andlise conformacional, que resultou na
indicacdo de que a conformac&do em barco torcido é menos energética (16 kJ mol™).
Uma repulsdo estérica € observada na conformacdo em cadeira, na qual o grupo
metila em & 0,83 (C-15) mostra intera¢gdes 1,3-diaxiais com os hidrogénios em 0 1,40
(H-8) e 1,52 (H-11) (Figura 84; pagina 146). A rotacdo Otica tedrica também foi
calculada para o composto com a conformacdo de menor energia. Este calculo
mostrou que o isébmero 1S, 4R, 7S, 8S, 9S é levorotatorio e como o resultado
experimental de rotacdo especifica de S14 foi negativa (-211,2), esta foi assinalada

como a configuracdo absoluta do acido leucotrichdico.
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FIGURA 92. Principais correlagfes
S14.

observadas no mapa de correlacdo 'H-BC a longa distancia de
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O espectro de massas de alta resolu¢cdo no modo positivo de S15 (Figura 96;
pagina 152) apresentou um pico em m/z 221,1391, correspondente a uma férmula
molecular C1sH,50. O seu espectro de RMN de *H (Figura 93; pagina 151) foi muito
semelhante ao da substancia S14, porém S15 apresentou sinais de dois hidrogénios
oximetilénicos em & 4,15 (H-13) e o hidrogénio olefinico (H-5) estava mais protegido
(5 5,42). Pela anélise do mapa de correlacdo direta *H-'*C (Figura 94; pagina 151)
verificou-se que os hidrogénios em 6 4,15 (H-13) estéo ligados ao carbono em 4 59,8
(C-13). O mapa de correlacdo *H-*C a longa distancia (Figura 95; pagina 152)
mostrou que esses hidrogénios fazem correlagdo com o carbono em o 146,9 (C-6)
(Tabela 27; pagina 153; Figura 97; pagina 153). Portanto S15 é um alcool primario,
tendo o grupo oximetileno na posicdo C-13 do esqueleto leucotrichano, sendo
denominado leucotrichol. A estereoquimica absoluta de S15 foi assinalada como 1S,
4R, 7S, 8S, 9S por comparagcdo com S14, uma vez que ambas apresentam

deslocamentos quimicos semelhantes e séo levorotatorias.
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TABELA 27. DADOS DE RMN DE 'H, “*C{'H} E HMBC DAS SUBSTANCIAS S14 E S15 (CDCl,, 400

MH?2z).
S14 S15
Posicdo (ﬁH;ennq] urlté) O P (gHéerT ur||t£) O P

1 1,71 m 44,0 78,15 1,75m 43,7 2,7,8,15

2a 1,30 m 48 1,30 m 28,0 1,3

2b 1,49 m 278 4,8 1,45 m 4,8

3a 1,60 m 1,2,4 1,54 m 39,9 1,2,4,8

3b 1,72 m 39.2 2,458 1,62 m 2,4,5

4 - 51,8 - - 51,0 -

5a 542q(0,9) 1345 4,6,7,8,13

b 6,71d(0,8) 1551 3,4,6,7,8,12,13

6 - 138,7 - - 146,9 -

7 - 47,4 - - 48,0 -

8 1,40dd 58,1 5,6,9,12,14 1,34d(12,5) 586  14,56,9,1214

(12,6:0,8)

9 1,89 m 27,3 8,10,15 1,87 m 28,6 8,10
10a 0,99 m 11 1,00 m 29,9 11,15
10b 1,79 m 298 7,9,15 1,76 m 7,9,15
11a 1,52 m 7,8,9,10,14 1,18 m 31,7 8
11b 1,56 m 324 6,7,8,10,14 1,48 m 6,7,8,10,14
12 1,18 s 27,4 34,58 1,13s 27,6 3,4,5,8
13 - 170,6 - 4,15 sl 59,8 5,6
14 1,23 s 25,4 6,7,8,11 1,11 d (0,5) 25,9 6,7,8,11
15 0,83d(6,8) 156 1,9,10 0,83d (6,7) 15,6 1,9,10

FIGURA 97. Principais correlacbes observadas no mapa de correlacdo 'H-BC a longa distancia de

S15.

A substancia S16 apresentou no espectro de RMN de *H (Figura 98; pagina

155) entre outros, sinais de dois hidrogénios oximetilénicos em 6 4,11(H-14b) e 4,05

(H-14a), um hidrogénio olefinico em 8 5,22 (ddd, J=2,3, 1,3 e 1,2 Hz, H-9), e de trés
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grupos metila, sendo um simpleto em 6 0,97 (H-13) e dois dupletos em 9, 0,97 (J=6,6
Hz, H-12) e 1,04 (J=7,3 Hz, H-15). A combinacdo do espectro “*C{*H} com o
experimento DEPT-135 (Figura 99; pagina 156) permitiu deduzir a presenca de trés
carbonos quaternarios em & 144,6 (C-10), 65,4 (C-1) e 56,8 (C-8), quatro metinicos
em 0 134,3 (C-9), 52,4 (C-5), 48,6 (C-11), 42,6 (C-4), cinco metilénicos em 6 60,8 (C-
14), 37,5 (C-6), 36,1 (C-7), 34,7 (C-2) e 30,1 (C-3), e trés metilicos em & 20,3 (C-12),
19,7 (C-13) e 14,1 (C-15). Considerando esses dados, pode-se dizer que S16 € um
sesquiterpeno triciclico com uma ligacdo dupla e um grupo CH,OH. Uma pesquisa
na literatura sugeriu um esqueleto triquinano 5/5/5, do tipo silphiperfolano (subtipo
subergano) (GROWEISS et al.,, 1985), o qual foi confirmado pelas correlacdes
observadas nos experimentos de RMN bidimensionais (Tabela 28; pagina 159). Por
exemplo, no mapa de correlacdo direta *H-'*C (Figura 100; pagina 156), pode-se
visualizar que o hidrogénio em & 2,80 (H-11) esta ligado ao carbono em o 48,6 (C-
11), os hidrogénios oximetilénicos (H-14) estdo ligados ao carbono em & 60,8 (C-14),
e o hidrogénio em 9 1,85 (H-5) esta ligado ao carbono em & 52,4 (C-5). No mapa de
correlacdo 'H-*C a longa distancia (Figura 101; pagina 157), pode-se observar que
o hidrogénio em 9 2,80 (H-11) faz correlacdo com os carbonos em & 14,1 (C-15),
65,4 (C-1) e 144,6 (C-10); os hidrogénios em & 4,05 e 4,11 (H-14) apresentam
correlagdo com os carbonos em 9 48,6 (C-11), 134,3 (C-9), 144,6. Os grupos metila
H-12 e H-13 tém o mesmo deslocamento quimico (6 0,97), mas o primeiro € um
dupleto e o segundo um simpleto. Os hidrogénios em & 0,97 (H-12) mostram
correlagbes com os carbonos em o 42,6 (C-4) e 52,4 (C-5), enquanto que as
correlagdes dos hidrogénios em 6 0,97 (H-13) sdo com os carbonos em 6 36,1 (C-7),
56,8 (C-8), 65,4 (C-1) e 134,3 (C-9) (Figura 105; pagina 159). Com isto a estrutura
de S16 pode ser proposta como um alcool primario baseado no esqueleto
subergano. Uma substancia com a mesma estrutura plana foi previamente isolada
de Subergorgia suberosa e recebeu o nome de subergorgiol (WANG et al., 2002).
Entretanto os nossos dados de RMN de *C{*H} foram diferentes daqueles
publicados, sugerindo que S16 € um diastereoisbmero do subergorgiol. Para
confirmar isso foram realizados experimentos de NOE. A irradiagédo seletiva de H-5
(6 1,85) (Figura 102; pagina 157) causou aumento na intensidade do sinal de H-15 (o
1,04) e H-12 (5 0,97). Por outro lado a irradiacédo seletiva de H-11 (6 2,80) (Figura

103; pagina 158) causou aumento na intensidade do sinal de H-13 (& 0,97). Com



155

estes resultados pode-se inferir a estereoquimica relativa mostrada na estrutura
S16, a qual difere daquela do subergorgiol pela configuracdo no carbono 11. E,
portanto um epimero do subergorgiol, sendo denominado 11-epi-subergorgiol. Os
dados de RMN de *C{'H} de S16 estdo de acordo com aqueles de outros
silphiperfolenos com a mesma estereoquimica relativa (ALBERTO MARCO et al.,
1996). O espectro de massas de alta resolugdo no modo positivo (Figura 104;

pagina 158) corrobora esta identificacdo, pois indicou uma formula molecular
C1sH250, igual aquela de S16.
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FIGURA 105. Principais correlaces observadas no mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia de

S16.

TABELA 28. DADOS DE RMN DE 'H, **C{"H} E HMBC DE S16 (CDCl;, 400 MHz) E COMPARACAO
COM DADOS DA LITERATURA (CDCl;, 500 MHz) (WANG et al., 2002)

S16 Subergorgiol
Pos. Oy; mult. &y, mult.
8¢ Puc 8¢
(J em Hz) (J em Hz)
1 - 65,4 - - 64,1
2a 1,67 m 15 1,75 ddd (13,0:5,5:2,0)
34,7 28,9
2b 1,54 m 1,11 1,26 td (12,5:5,5)
3a 1,38 m 4 1,08 dd (11,0:5,5)
30,1 35,8
3b 142 m 12 1,69 ddd (11,5:5,5:2,5)
1,43 m 42,6 3 1,33 m 39,7
1,85 ddd (7,5:7,1:0,7) 52,4 1,6,8,11,13 1,49 m 64,9
6a 1,58 m 15 151m
37,5 29,9
6b 1,41 m 4,8 1,21 dd (11,0:5,5)
7a 1,65m 1,8 1,59 dd (11,0:5,5)
36,1 37,6
7b 1,15 m 13 1,44 dd (11,0:6,0)
- 56,8 - - 57,3
5,22 ddd (2,3:1,3:1,2) 1343 1,8,11,14 527s 134,0
10 - 144,6 - - 146,7
11 2,80 qddd (7,5:2,3:1,1:0,9) 48,6 1,2,9,10,15 2,52 q(7,5) 50,9
12 0,97 d (6,6) 20,3 4,5 0,99 d (7,0) 20,0
13 0,97 s 19,7 1,7,8,9 1,00s 22,9
1l4a 4,05 ddd (13,9:1,3:1,1) 9,10,11
60,8 4,19 q (14) 61,3
14b 4,11 ddd (13,9:1,2:0,9) 9,10,11
15 1,04 d (7,3) 14,1 1,10,11 0,97 d (7,0) 17,7
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As substancias S17 e S18 foram isoladas em mistura. A pequena quantidade
obtida (1,3 mg) e a sua rapida decomposi¢cado impediram uma posterior separacao,
mas uma proposta estrutural foi feita com base nos dados obtidos. O espectro de
RMN de 'H da mistura (Figura 106; pagina 161) apresentou-se muito semelhante
aos das substancias S14, S15 e S16 diferindo principalmente pela presenca de dois
simpletos em & 9,67 (H-14) e 9,72 (H-13), integrando para 1 e 0,5 hidrogénios,
respectivamente, e auséncia de sinais de hidrogénios oximetilénicos. No espectro de
RMN de 'H a substancia majoritaria mostrou sinais de trés grupos metila, sendo um
dupleto em & 0,83 (J=6,7 Hz, H-15) e dois simpletos em & 1,20 (H-14) e 1,22 (H-12),
além de um dupleto de um hidrogénio olefinico (6 6,55, J=0,9 Hz, H-5). No mapa de
correlacdo direta 'H-'*C (Figuras 107; pagina 162) estes hidrogénios estavam
associados aos carbonos em 9 15,4 (C-15), 24,9 (C-14), 27,0 (C-12) e 161,5 (C-5),
respectivamente. Por comparacdo com os deslocamentos quimicos de S14 e S15 foi
deduzido que essa substancia tinha o esqueleto leucotrichano. No mapa de
correlacdo 'H-*C a longa distancia (Figura 108; pagina 162) pode-se visualizar que
o hidrogénio em & 6,55 (H-5) faz correlagdo com os carbonos em & 46,7 (C-7), 52,5
(C-4), 58,5 (C-8), 149,9 (C-6) e 191,5 (C-13). Considerando as demais correlagbes
foi proposta a estrutura S17 para essa substancia, que foi denominada
leucotrichanal. Voltando a substancia minoritaria, foram observados no espectro de
RMN de *H sinais de trés grupos metila, sendo um simpleto em & 1,04 (H-13) e dois
dupletos em 60,97 (J=6,7 Hz - H-12) e 1,27 (J=7,3 Hz - H-15), além do sinal de um
hidrogénio olefinico em & 6,44 (d, J=2,3 Hz - H-9). O mapa de correlacéo direta *H-
13C mostrou que estes hidrogénios estavam ligados aos carbonos em & 19,6 (C-13),
19,4 (C-12), 24,9 (C-15) e 162,0 (C-9), respectivamente. Por comparagcdo com S16,
esses dados definiram o esqueleto carbonico 11-epi-silphiperfoleno. As poucas
correlacdes observadas no mapa de correlacdo *H-'*C a longa distancia (Tabela 29;
pagina 163; Figura 109; pagina 163) confirmaram a estrutura dessa substancia S18,

como um aldeido inédito denominado 11-epi-silphiperfolenal.
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S17 + S18.

S17

S18

FIGURA 109. Principais correlaces observadas no mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia de

TABELA 29. DADOS DE RMN DE *H, “*C{*H} E HMBC DE S17 E S18 (CDCl;, 400 MHz).

S17 S18
Posicéo Oy; mult. &y, mult.

(J em Hz) % ne (J em Hz) % ne
1 1,77 m 441 2,4 - 66,1 -
2 N.O. 27,8 N.O. N.O. N.O. N.O.
3 N.O. 39,3 N.O. N.O. 36,1 N.O.
4 - 52,5 - N.O. 42,4 N.O.
5 6,55 d (0,9) 1615 4,6,7,8,13 N.O. 52,4 N.O.
6 - 149,9 - N.O. N.O. N.O.
7 - 46,7 - N.O. 37,3 N.O.
8 1,43 d (12,6) 58,5 5,6,12,14 - 58,4 -
9 1,90 m 27,4 N.O. 6,44 d (2,3) 162,0 1,8,11,14
10 N.O. 29,5 N.O. - 147,5 -
11 N.O. 31,9 N.O. 2,97dq(7,3:2,3) 46,9 10
12 1,22s 27,0 3,4,5,8 0,97 d (6,7) 19,4 34,5
13 9,72d (0,4) 191,5 N.O. 1,04 s 19,6 1,7,8,9
14 1,20 s 24,9 4,7,8,11 9,67 sl 190,6 N.O.
15 083d(6,7) 154 1,9,10 1,27 d (7,3) 24,9 1,10,11

N.O. - Nao observado.

As substancias S19 e S20 foram isoladas juntas, e se mostraram inseparaveis

nas analises por CCDA em gel de silica e alumina. Entretanto, os seus espectros de

RMN

revelaram ser

uma mistura de duas substancias,

pois apresentaram

duplicidade de sinais, com intensidades diferentes. O espectro de RMN de *H da

mistura (Figura 110; pagina 165) apresentou apenas sinais na regido de hidrogénios

alifaticos, entre 6 0,8 e 2,0, como as substancias anteriores. Nesse espectro a
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substancia majoritaria apresentou sinais de quatro grupos metila sendo eles em 9
1,32 (s, H-13), 1,26 (s, H-15), 1,00 (s, H-12) e 0,84 (d, J=7,0 Hz - H-14). Os demais
sinais séo dificeis de serem diferenciados, pois h4 muita sobreposicdo. No mapa de
correlacdo 'H-'*C a uma ligacdo (Figura 112; pagina 166) esses grupos metilas
apresentam correlacéo direta com os carbonos em 6 27,6 (C-13), 30,2 (C-15), 28,9
(C-12) e 15,6 (C-14), respectivamente. Analisando as intensidades dos sinais dos
carbonos no espectro de RMN de *C{*H} sobreposto ao DEPT-135 (Figura 111;
pagina 166), foi possivel determinar que a substancia majoritaria apresenta quatro
carbonos metilicos em & 15,6 (C-14), 27,6 (C-13), 28,9 (C-12) e 30,2 (C-15), cinco
metilénicos em & 25,3 (C-9), 31,6 (C-5), 35,3 (C-4), 37,0 (C-8) e 42,0 (C-1), trés
metinicos em 41,5 (C-7), 56,5 (C-10) e 61,0 (C-2) e trés carbonos quaternarios em
0 43,4 (C-11), 54,1 (C-6) e 75,1 (C-3). O grupo metila em & 1,32 (H-13), no mapa de
correlacdo 'H-"*C a longa distancia (Figura 113; pagina 167), apresentou correlacdo
com os carbonos em 6 28,9 (C-12), 43,4 (C-11), 56,5 (C-10), e 61,0 (C-2), enquanto
gue os hidrogénios em & 0,84 (H-14) mostraram correlacdo com os carbonos em &
37,0 (C-8), 41,5 (C-7) e 54,1 (C-6). Também pode ser observado nesse experimento,
que os hidrogénios em & 1,00 (H-12) fazem correlacdo a longa distancia com os
carbonos em & 27,6 (C-13), 43,4 (C-11), 56,5 (C-10) e 61,0 (C-2), e que os
hidrogénios em 9 1,26 (H-15) fazem correlacdo com os carbonos em 6 35,3 (C-4),
61,0 (C-2) e 75,1 (C-3) (Tabela 30; pagina 168; Figura 114; pagina 167). Esses
dados sugeriram um alcool sesquiterpénico com férmula molecular CisHy60,
compativel com trés graus de insaturacdo. Como ndo ha sinais de hidrogénios ou
carbonos olefinicos, essa substancia deve ser triciclica. Foram comparados os
dados obtidos com aqueles da literatura (BROWN et al., 2003), o que levou a
identificacdo de S19 como sendo o sesquiterpeno cedrol. A substancia minoritaria
também apresentou sinais de quatro grupos metila em 9 1,30 (s, H-13), 1,27 (s, H-
15), 0,97 (s, H-12) e 0,85 (d, J=6,6 Hz - H-14). Pela similaridade de deslocamento
guimico dos demais sinais, o segundo componente deve ser um estereoisdmero do
cedrol. Comparando os deslocamentos quimicos dos sinais remanescentes no
espectro de RMN de *C{*H} com os sinais atribuidos ao cedrol, nota-se que C-1, C-
2, C-8 e C-14 estdo mais protegidos em relagao ao cedrol (de 7,5, 1,9, 1,9 e 1,5
ppm, respectivamente) enquanto que C-5, C-6 e C-11 estdo mais desprotegidos (de

3,5, 1,9 e 1,4 ppm, respectivamente). Estas variacdes estdo de acordo com os
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dados de alguns cedranos com estereoquimica invertida, em relagdo ao cedrol, em
C-2/C-6/C-7 (BARRERO et al., 2000). Portanto, o segundo constituinte da mistura

deve ser 2,6,7-tri-epi-cedrol (S20), um diastereoisémero do cedrol, que € inédito na
literatura.
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FIGURA 110. Espectro de RMN de 'H de S19 + S20 com amplia¢gBes (CDCl3, 400 MHZz).
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TABELA 30. DADOS DE RMN DE 'H, *C{*H} E HMBC DE S19 E S20 (CDCl;, 600 MHz).

o O4; mult. (J em Hz) Oc &y; mult. (J em Hz) oc b

Posicao Juc
S19 S20

1 1,65; 1,36 m 42,0 1,08 d (12,1); 1,56 m 34,5 2,3,4,11

2 1,58 m 61,0 1,54 m 59,1 3,4,6,11,12

3 - 75,1 - 75,3 -

4 1,78 m 35,3 N.D. 36,4 5,6

5 1,38 m 31,6 N.D. 35,1 10

6 - 54,1 - 56,0 -

7 1,69 m 41,5 N.D. 42,0 6

8 1,88;1,29 m 37,0 N.D. 35,1 6,10

9 1,54;1,37 m 25,3 N.D. 24,1 10,11

10 1,80 m 56,5 1,87 m 54,9 5,7,13

11 - 43,4 - 44.8 -

12 1,00 s 28,9 0,97 s 28,1 2,10,11,13

13 1,32s 27,6 1,30s 27,8 2,10,11,12

14 0,84 d (7,0) 15,6 0,85 d (6,6) 14,1 6,7,8

15 1,26s 30,2 1,27 s 30,4 2,34

N.D. — N&o definido devido a sobreposicao dos sinais.

A obtencéo de sesquiterpenos foi surpreendente porque a ocorréncia desses
compostos em Gesneriaceae foi registrada até o momento apenas no género
Aeschynanthus, que é nativo do velho mundo (Asia, Africa, Europa e Oceania). Além
disso, os sesquiterpenos de Aeschynanthus sédo do tipo eudesmano, que tem ampla
ocorréncia entre as angiospermas.

A producdo de um grande numero de sesquiterpenos triciclicos parece
distinguir as duas espécies de outras sinningias previamente estudadas pelo nosso
grupo e que pertenciam aos clados Corytholoma (S. warmingii, S. aggregata e S.
allagophylla) ou Sinningia (S. speciosa). Nesta ultima nenhum sesquiterpeno foi
detectado, enquanto que nas espécies do clado Corytholoma foram registrados
poucos sesquiterpenos. E possivel que a biossintese de sesquiterpenos seja mais
ativada nas espécies do clado Dircaea, diferenciando-as das espécies dos demais
clados. O estudo de outras espécies podera confirmar essa hipotese.

Embora sesquiterpenos sejam abundantes em S. canescens e S. leucotricha,
apenas a segunda continha substancias com o novo esqueleto leucotrichano. E

notavel que o alcool leucotrichol tenha sido encontrado nas trés coletas de S.
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leucotricha, levando a sugestdo de que essa substancia poderia ser um marcador

guimico da espécie.

4.4.1. Analise por CG-EM dos sesquiterpenos

A identificacdo de sesquiterpenos por CG pode ser realizada pela
comparacao do indice de retencdo e do espectro de massas com dados publicados
(Ex. ADAMS, 2007) e bancos de dados eletrénicos presentes nos equipamentos,
usando a formula (2) (pagina 58). A fim de gerar informacdes para a identificacdo em
mistura, alguns dos sesquiterpenos obtidos foram analisados por CG-EM, usando as
condicdes analiticas empregadas por ADAMS (2007).

O cromatograma de S16 (11-epi-subergorgiol) (Figura 115; pagina 171)
apresentou apenas um pico em 37,047 minutos, correspondente a um indice de
retencdo de 1606. O espectro de massas dessa molécula (Figura 118; pagina 174)
mostra o ion molecular com m/z 220, o que esta em acordo com a estrutura
proposta para esta molécula. A fragmentacdo dessa molécula também confirma a
estrutura, pois aparece o pico de perda de H,O com m/z 202 ([M-H,0]"), que é uma
guebra que ocorre comumente em alcoois que apresentam um hidrogénio em y ou &
em relacdo a hidroxila (Figura 116; pagina 172). O proximo pico com m/z 189 é a
perda de CH,=OH", que prova a existéncia de um alcool priméario (Figura 116;
pagina 172). Os outros picos de fragmentacdo sdo mais dificeis de serem
interpretados, mas a férmula molecular dessas perdas foi sugerida, como para m/z
161 ([M-C3H;0]"), 148 ([M-C4HgQJ"), 135 ([M-CsHgO]"), 119 ([M-CgH130]"), 105 ([M-
C;H150]"), 91 ([M-CgH170]", ion tropilio), 79 (IM-CgH170]"), 55 ([M-C11H170]").

A substancia S15 teve seu cromatograma registrado de uma fragdo que
continha também a substéncia S16 (Figura 115; pagina 171), mas sabendo qual € o
pico referente a este, sabe-se qual é aquele do leucotrichol (S15). Seu pico eluiu em
37,694 minutos (IR = 1623) e seu espectro de massas (Figura 118; pagina 174)
apresentou o pico do ion molecular com m/z 220, o que corresponde a massa do
leucotrichol. O primeiro pico de fragmentagdo € o m/z 202 que € o pico de perda de
agua ([M-H,OJ"), depois tem os picos com m/z 191 ([M-CHOJ"), 163 ([M-C3Hs0]"),
147 ([M-C4Hg0]"), 133 ([M-CsH110]%), 119 ([M-CeH130]"), 105 ([M-C7H150]"), 91 ([M-
CgH170]"), 79 ([M-CgH1,0]"), 53 ([M-C11H150]").
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O cromatograma da substancia S13 (Figura 115; pagina 171) mostrou que ela
ndo estava pura, mas foi possivel identificar seu pico, que é o majoritario (tg =
33,552), pois apresentou um IR de 1516, e 0 espectro de massas com um ion
molecular com m/z 222 (Figura 118; pagina 174), equivalente ao de S13. A
fragmentacdo dessa substancia mostra que o primeiro pico (m/z 204) é referente a
perda de H,O ([M-H,0]"), o segundo pico com m/z 189 é relativo a perda de uma
unidade de metila ([M-H,O-CH3]"). Os demais fragmentos foram interpretados da
seguinte maneira: m/z 161 ([M-H,0-2(CH5)]"), 148 ([M-C4H100]"), 133 ([M-C4H100-
CHg3]"), 124 ([M-CgH100]"), 109 ([M-C7H130]"), 105 ([M-CgHo]"), 95 ([M-CgH150]"), 91
([M-CoH;0]"), 81 ([M-CoH170]"), 79 (IM-C10H;0]"), 67 (IM-C11H;0]"), 55 ([M-
C11H190]"). Nesta fracdo também foi possivel identificar a presenca de S16 (tr =
37,061) e S15 (tr = 37,693).
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FIGURA 116. Propostas de fragmentacdo do ion m/z 220 para formacao dos ions m/z 202 e 189 de
S16.

O cromatograma da mistura S17 + S18 (Figura 117; pagina 173) apresentou
um pico principal, além de outros minoritarios. O composto majoritario eluiu em
21,683 minutos (IR = 1645) e seu espectro de massas possui 0 pico do ion
molecular com m/z 218 (Figura 118; pagina 174), o qual equivale a massa dos dois
aldeidos presentes na mistura, € nenhum outro pico apresentou um espectro de
massas semelhante a este, portanto esses dois compostos coeluiram. A
fragmentacdo desta molécula sugere a saida de um grupo metila originando o
fragmento com m/z 203 e outros fragmentos mais dificeis de serem atribuidos, mas
suas formulas moleculares foram sugeridas. Por exemplo, em m/z 175 pode ser
sugerida a saida do grupo C,H:0", em m/z 161 de C3HsO", em m/z 147 de C4H;O",
em m/z 133 de CsHoO", em m/z 119 de CgH1,0O", em m/z 105 de C;H130", em m/z
91 de CgH150", em m/z 79 de CgH150" € em m/z 55 de Cy1H150".

O cromatograma da mistura S19 + S20 mostrou apenas dois picos muito
proximos, eluindo em 35,659 e 36,139 minutos (Figura 117; pagina 173). O pico
majoritario € aquele com maior tempo de retencédo e corresponde a um IR de 1594,
0 que é compativel com o cedrol (S19) (ADAMS, 2007) (Figura 118; pagina 174).
Portanto, o outro pico (tr = 35,659) deve ser o 2,6,7-tri-epi-cedrol (S20), com um IR
de 1582 e espectro de massas (Figura 118; pagina 174) muito semelhante ao do
cedrol, o que é esperado, ja que as duas moléculas sdo diastereoisomeros. Pela
fragmentacdo dessa molécula pode-se observar que ha a perda de um grupo metila
com m/z 207, seguida da perda de H,O em m/z 189. Para os outros picos foi dada a
seguinte interpretacdo: m/z 177 ([M-C2Hs0]"), 161 ([M-CHs-H,0-C,H4]"), 150 ([M-
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C4HgO]"), 135 ([M-CsH110]%), 121 ([M-CgH130]"), 107 ([M-C;H150]"), 95 (M-
CgH150]"), 81 ([M-CgH170]"), 69 ([M-C10H170]"), 55 ([M-C11H190]").

Esses resultados contribuem para a identificacdo dos sesquiterpenos S13,
S15, S16, S17, S18, S19 e S20 em misturas, através da cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas.

35

2

25|

S17

20]
15

19]

L

T T T T T T T T T T T T
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 &0 375
(}(1,0(1] 000) (x1,000,000)
TiC FEUS
9.0 ]

36.139

S
35.659

8.&: 7.0%
7.0

6.0 a0

5.0

4 Cr 109 z
] 1 N Z

3.0] 340 350 %0 370 380
2.0

1.0

0.0+

10 20 30 40 50 60

FIGURA 117. Cromatogramas das substancias S17 + S18, e S19 + S20.



174

1004
1 S13
] 55
507 67 1 1E9
] 204
C' i Iill |“‘ | Leasd ||| 1l Tu ]l77 0 ?. 2?2
25.0 50.0 1000 1250 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0
%
] 5
1004 9 S15
1 105 119
50 67 T qu 163
] 191
] 173
0 ||| !u ||| |I ||.. Lt || ll |IIT||||I Tu ||T T I|T 202 220
25.0 50.0 750 100. 0 125.0 150.0 175.0 2000 225.0 250.0
] 91
1004
h 55 105 135 S16
] 79 119
50 67 8 Lo L
] 1L S
0 50.0 750 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0
10010000
[ g REH
s 181 S17+S18
075 . 1
79
050 - .
025 H ‘ 175
sl U e Ll || Al l 0 TR [ = |
500 750 1UU n WSU 0 1750 2000 2260 200 250
%
1007 9 S19
] 150
507
; 81 J[ . 135
o BER R || A i‘ ' 138 |||'| l?llh :!-?7 189 . 2?7 222'
50.0 75 0 100 O 125.0 150.0 1750 200.0 225.0
1007 9
: 150 S20
50 81 135
5 69 | 1T7 191 |
Ll il |||.. Al LE 53 il 104, 177 180 207 o
50.0 750 1000 1250 1500 1750 200.0 225.0
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4.5.TRITERPENOS -IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS S21, S22 E S23

As substéncias S21 e S22 foram isoladas em mistura como um sdlido
amarelado. O seu espectro de RMN de 'H (Figura 119; pagina 176) apresentou
muitos sinais na regido de hidrogénios alifaticos (0 2,8 a 0,7), além de sinais de
hidrogénios carbinolicos (& 3,7 a 3,3) e olefinicos (& 5,2). Pela duplicidade
apresentada em algumas regides do espectro, principalmente dos hidrogénios
olefinicos, deduziu-se a existéncia de uma mistura de dois triterpenos. O espectro de
RMN de *C{*H} (Figura 120; pagina 176) apresentou, entre outros, dois sinais na
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regido de carbonos carbindlicos em & 76,2 (C-3) e 70,9 (C-23), quatro carbonos
olefinicos em & 144,1, 138,4, 125,6 e 122,4 (C-12 e C-13) e duas carboxilas de acido
em o 181,1 e 180,9 (C-28) (Tabela 31; pagina 178). Estas informacgdes levam a
deducéo da presenca de dois acidos triterpénicos. Os deslocamentos quimicos dos
carbonos olefinicos em triterpenos séo altamente caracteristicos de cada esqueleto
(OLEA; ROQUE, 1990). O par em o 144,1 (C-13) e 122,4 (C-12) corresponde ao
esqueleto olean-12-eno e o par em & 138,4 (C-13) e 125,6 (C-12) corresponde ao
esqueleto urs-12-eno. Pelo mapa de correlagédo 'H-'*C direta (Figura 121; pagina
177) pode-se observar que o hidrogénio em 6 5,27 (H-12) esta ligado ao carbono em
0122,4, e o hidrogénio em & 5,24 esta ligado ao carbono em & 125,6. No mapa de
correlacdo 'H-*C a longa distancia (Figura 122; pagina 177) observa-se, por
exemplo, que o hidrogénio em 9 3,62 (H-23) faz correlacdo com os carbonos em &
11,9 (C-24), 41,8 (C-4), 49,8 (C-5), 76,2 (C-3), e 0 hidrogénio em 9 1,59 (H-9) faz
correlagdo com os carbonos em 9 15,9 (C-25), 17,1 (C-26), 37,0 (C-10), 39,1 (C-8)
(Figura 123; pagina 178). Com estas informacbes, e outras extraidas dos
experimentos de RMN bidimensionais, além de uma pesquisa na literatura, as
substancias dessa mistura foram identificadas como hederagenina (S21) e 4cido 23-
hidroxiursolico (S22) (SOUSA et al., 1984; FURUYA et al., 1987).

29

S21
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FIGURA 123. Principais correlacdes observadas no mapa de correlagdo 'H-"*C a longa distancia de

S21.

TABELA 31. DADOS DE RMN DE 'H E *C{*H} DE S21 E S22 (CDCl; + MeOD, 50 MHz).

S21 S22 S21 S22
Posicéo Posicéo
Oy; mult. (J em Hz) oc oc Oy; mult. (J em Hz) dc dc

1 N.D. 38,3 38,5 16 N.D. 23,6 23,2
2 1,09e 1,20 m 27,8 26,2 17 - 46,6 47,8
3 3,60 m 76,2 76,2 18 2,86 m 41,4 53,0
4 - 41,8 41,8 19 N.D. 46,2 39,5
5 0,91 m 49,8 49,4 20 - 30,8 29,9
6 N.D. 18,7 18,7 21 N.D. 34,1 37,0
7 N.D. 32,1 33,2 22 N.D. 32,6 32,6
8 - 39,1 39,3 23 3,36e3,62m 70,9 70,9
9 1,59 m 48,0 48,0 24 0,84s 11,9 11,9
10 - 37,0 37,0 25 0,97 s 15,9 16,1
11 1,01 m 23,6 24,4 26 0,82s 17,1 17,2
12 5,271 (3,4) 122,4 | 125,6 27 1,15s 26,0 23,4
13 - 144,1 | 138,4 28 - 181,1 | 180,9
14 - 42,3 42,0 29 091s 33,2 17,2
15 N.D. 28,2 28,2 30 0,87 s 23,4 21,4

N. D. - Nao determinado.
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O espectro de RMN de 'H da substancia S23 (Figura 124; pagina 180) foi
muito semelhante ao da mistura anterior, diferindo principalmente por apresentar
sinais de dois hidrogénios olefinicos em 6 4,61 (dd, J=2,0 e 1,6 Hz, H-29a) e 4,74 (d,
J=1,6 Hz, H-29b). Por este experimento foi possivel observar também que esta
molécula possui um hidrogénio em & 3,19 (H-3) como um duplo dupleto (J=9,8 e 4,8
Hz), um hidrogénio em 2,99 (ddd, J=10,7, 10,7 e 4,8, H-19) e um grupo metila em
51,69 (s, H-30). Analisando os mapas de correlacdo *H-*C direta (Figura 125;
pagina 181) e a longa distancia (Figura 126; pagina 181), pode-se observar que 0S
hidrogénios em 0 4,61 e 4,74 estdo ligados ao carbono em & 109,5 (C-29), e
apresentam correlagdo com os carbonos em 6 19,2 (C-30) e 46,8 (C-19). Da mesma
forma, o hidrogénio em & 3,19 esta ligado ao carbono em & 78,9 (C-3) e faz
correlacdo a longa distancia com os carbonos em & 15,3 (C-24) e 28,0 (C-23), o
hidrogénio em 9 2,99 esta ligado ao carbono em 46,8 (C-19) e faz correlagdo com
os carbonos em & 19,2 (C-30) e 31,2 (C-21). Por sua vez, o grupo metila em 6 1,69
(H-30) apresentou correlagdes com os carbonos em 9 46,8 (C-19), 109,5 (C-29) e
150,4 (C-20). Pode-se observar ainda que alguns hidrogénios fazem correlagdo com
um carbono em o 179,2 (C-28), caracteristico de carboxila de acido (Tabela 32;
pagina 182, Figura 127; pagina 183). Com base nesses dados e comparacédo com a
literatura foi possivel determinar o esqueleto desta substdncia como sendo um
lupeno (OLEA; ROQUE, 1990), e identificar S23 como o acido betulinico
(KENNEDY, 2012). Esta substancia, que ja foi isolada de diversas espécies de
Betula (Betulaceae), se mostrou muito ativa contra células de melanoma sem ser
citotdéxica, apresentou atividade antibacteriana, antiviral, anti-HIV e antifingica
(KRASUTSKY, 2006).
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TABELA 32. DADOS DE RMN DE 'H, *C{*H} E HMBC DE S23 (CDCls, 400 MHz).

Posicao 8y; mult. (J em Hz) 3¢ Pc

1 1,04 e 1,66 m 38,6 10

2 0,85e1,60m 27,0 4,10

3 3,19 dd (9,8: 4,8) 78,9 23, 24
4 - 38,9 -

5 0,69 m 55,3 1,10

6 1,38e 1,51 m 18,3 8

7 1,37 m 34,2 26

8 - 40,7 -

9 1,27 m 50,4 10,25
10 - 37,6 -

11 1,41 e 1,44 m 21,1 9,10
12 1,05 e 1,69 m 25,5 14

13 1,04 m 38,3 15

14 - 42,3 -

15 1,18 e 1,29m 29,7 13

16 1,22 e 1,55 m 29,0 14, 28
17 - 48,5 -

18 1,61m 49,2 13, 14, 19, 20
19 2,99 ddd (10,7:10,7:4,8) 46,8 21, 30
20 - 150,4 -

21 1,40 e 1,43 m 31,2 18, 20
22 1,05 e 1,26 m 35,8 18, 28
23 0,96 s 28,0 3,4,5,24
24 0,76 s 15,3 3,4,5,23
25 0,83s 16,1 4,59
26 0,94s 15,8 7.8,9, 14
27 0,97 s 14,5 8,13, 14, 15
28 - 179,2 -
29a 4,61 dd (2,0:1,6) 19, 30
29b 4,74 d (1,6) 109.5 19, 30
30 1,69s 19,2 19, 20, 29
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FIGURA 127. Principais correlacdes observadas no mapa de correlacéo 'H-BC a longa distancia de
S23.

4.6. ETILCICLOEXANOIDES - IDENTIFICACAO DE S24, S25, S26 E S27

As substancias S24, S25, S26 e S27 apresentaram dados espectrais distintos
das demais, estando ausentes sinais de anéis aromaticos ou grupos metila. As
qguatro sdo conhecidas e apresentam um esqueleto basico com apenas oito &tomos
de carbono, que é comumente designado como etilcicloexandide.

A substancia S24 apresentou no seu espectro de RMN de *H (Figura 128;
pagina 185) sinais de dois grupos metileno em § 2,23 (H-7ax), 2,34 (H-7eq), 2,61 (H-
6eq) e 2,78 (H-6ax), trés hidrogénios carbindlicos em & 3,96 (H-8ax), 4,08 (H-8eq) e
4,25 (H-5) e dois hidrogénios olefinicos um em 66,02 (d, J= 10,2 Hz, H-2) e 0 outro
em 36,77 (dd, J= 10,2 e 1,4 Hz, H-3). Os espectros de RMN de **C{*H} e DEPT-135
(Figura 129; pagina 186) apresentaram oito sinais, sendo um referente a uma
carbonila de cetona a,B-insaturada em 6 197,8 (C-1), dois de carbonos olefinicos em
0 127,8 (C-2) e 149,0 (C-3), dois de carbonos metilénicos em & 39,0 (C-7) e 39,6 (C-
6) e trés carbonos oxigenados, sendo um metilénico em 6 66,0 (C-8), um metinico

em o 80,8 (C-5) e um quaternario em o 74,4 (C-4) (Tabela 33; pagina 196). Pelo
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mapa de correlacdo direta *H-'*C (Figura 130; pagina 186) pode-se observar que 0
hidrogénio em 8 2,61 esta ligado ao carbono em & 39,6 (C-6), o hidrogénio em & 4,25
esta ligado ao carbono em o 80,8 (C-5) e o hidrogénio em & 2,34 esta ligado ao
carbono em & 39,0 (C-7). No mapa de correlacdo *H-*C a longa distancia (Figura
131, pagina 187) pode-se visualizar que o hidrogénio em 4 6,02 (H-2) faz correlacao
com os carbonos em 6 39,6 (C-6), 74,4 (C-4), 197,8 (C-1), e o hidrogénio em & 4,25
(H-4) faz correlagdo com os carbonos em 6 39,0 (C-7), 66,0 (C-8), 74,4 (C-4), 149,0
(C-3), 197,8 (C-1) (Figura 134; pagina 188). A partir desses dados, S24 foi
prontamente identificada como halleridona, uma cicloexenona previamente isolada
de Halleria lucida (MESSANA et al., 1984) e também pelo nosso grupo a partir dos
tubérculos de S. aggregata (VERDAN et al., 2015) e S. warmingii (VERDAN et al.,
2014).

A rotacdo especifica desta molécula resultou em zero, portanto é um
racemato, que deve ter sido formado pela ciclizacdo ndo esteroespecifica. A
configuracdo cis, com o anel tetraidrofurano para o mesmo lado nos dois
estereocentros, foi deduzida pelas constantes de acoplamento. Nesta situacao,
ocorre um acoplamento em "W" do hidrogénio em & 4,25 (H-5) com o hidrogénio em
0 6,77 (H-3), resultando no desdobramento do sinal de H-3 em um duplo dupleto,
tendo uma constante de acoplamento a longa distancia de 1,4 Hz. Experimentos de
NOE também confirmaram esta configuracdo, pois a irradiacdo seletiva do
hidrogénio em 9 4,25 (H-5) causou aumento apenas do sinal dos hidrogénios em &
2,61 e 2,78 (H-6) (Figura 132; pagina 187) e a irradiacao seletiva do hidrogénio em
06,77 (H-3) causou apenas aumento do sinal do hidrogénio em & 6,02 (H-2) (Figura
133; pagina 188). O espectro de massas da halleridona (Figura 135; pagina 188)
apresentou o pico do ion molecular com m/z 154 (CgH1003), 0 que é esperado para
essa estrutura. A fragmentacdo de massas dessa molécula resultou em varios picos
como com m/z 136 ([M-H,0]"), 112 ([M-C,H,0J"), 110 ([M-C,H4O]"), 82 ([M-
C4Hg0]"), 68 ([IM-CsH100]"), 54 ([M-CsHgO2 ou M-CgH1,0]%).
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FIGURA 135. Espectro de massas de baixa resolucdo de S24.

A substéancia S25 foi isolada como um 6leo amarelo. O seu espectro de RMN

de 'H (Figura 136; pagina 190) foi muito semelhante ao da substancia anterior,

porém ndo apresentou 0s sinais de hidrogénios olefinicos. Ao invés disto, foram

observados sinais de hidrogénios metilénicos entre 61,73 e 2,77 e também um sinal
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referente a dois hidrogénios carbinélicos em 64,01 (t, J=5,6 Hz, H-8). O seu
espectro de RMN de *C{*H} (Figura 137; pagina 190) apresentou seis sinais, um
referente a uma carbonila de cetona em 6 212,2 (C-1), dois carbonos oxigenados em
0 70,5 (C-4) e 59,9 (C-8), e mais trés sinais de carbonos metilénicos em 6 41,7 (C-7),
37,2 (C-3 e C-5) e 36,8 (C-2 e C-6) (Tabela 33; pagina 196). Esses dados sugeriram
uma molécula simétrica, com dois carbonos equivalentes. Pelos experimentos de
correlacdo direta *H-3C (Figura 138; pagina 191) e a longa distancia (Figura 139;
pagina 191) pode-se observar que os hidrogénios em & 4,01 (H-8) estédo ligados ao
carbono em 0 59,9 e fazem correlagdo com os carbonos em 6 41,7(C-7) e 70,5 (C-4)
(Figura 140; pagina 192). Estas caracteristicas espectrais foram reconhecidas como
da cleroindicina-B, uma etilcicloexanona conhecida (TIAN et al., 1997) e identificada
pelo nosso grupo em Sinningia speciosa (VERDAN et al.,, 2009). O espectro de
massas dessa molécula (Figura 141; pagina 192) apresenta o pico do ion molecular
com m/z 158, equivalente a formula molecular CgH1403, que é aquela de S25. A
fragmentacdo dessa substancia gerou fragmentos com m/z 140 ([M-H.0]"), 113 ([M-
C,Hs0]"), 101 ([M-C3Hs0]"), 83 ([M-C3H-0]"), 71 ([M-C4H;02 ou M-CsH110]%), 55
(IM-CsH1102]").
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FIGURA 139. Mapa de correlagéo 'H-BC a longa distancia de S25 (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 140. Principais correlaces observadas no mapa de correlagdo 'H-"*C a longa distancia de
S25.
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FIGURA 141. Espectro de massas de baixa resolucdo de S25.

A substancia S26 apresentou no seu espectro de RMN de 'H (Figura 142;
pagina 193) sinais de oito hidrogénios metilénicos entre 62,07 e 2,72 e trés
oxigenados entre 53,89 e 3,97. O seu espectro de RMN de **C{*H} combinado com
o DEPT-135 (Figura 143; pagina 194) apresentou sinais de um grupo carbonila de
cetona em & 209,5 (C-1), trés de carbonos oxigenados, sendo um quaternario em o
77,2 (C-4), um metinico em & 83,5 (C-5) e um metilénico em 4 66,0 (C-8), além de
quatro carbonos metilénicos entre 33,4 e 42,4. Analisando-se 0s mapas de
correlacdo 'H-°C direta (Figura 144; pagina 194) e a longa distancia (Figura 145;
pagina 195) pode-se estabelecer a estrutura de S26, como a substancia conhecida
como cleroindicina-C (TIAN et al., 1997), que esta sendo relatada pela primeira vez
no género Sinningia (Tabela 33; pagina 196; Figura 146; pagina 195). O espectro de
massas dessa substancia confirma sua estrutura (Figura 147; pagina 195), pois
apresentou o pico do ion molecular com m/z 156 (CgH1,03) e os fragmentos com m/z
128 ([M-CHs ou COJ"), 112 ([M-C;H4O]"), 97 ([M-C3H;0O]"), 83 ([M-C3HsO, ou
C4HeO]"), 71 (IM-C4Hs0, ou CsHsO]"), 55 ([M-CsHeO2 ou CgH130]).
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FIGURA 147. Espectro de massas de baixa resolucdo de S26.



TABELA 33. DADOS DE RMN DE 'H, *C{*H} E HMBC DAS SUBSTANCIAS S24, S25 E S26 (CDCl,, 400 MHz).
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S24 S25 S26
Pos. LD LD LD
&y; mult. (J em Hz) Oc NI Oy ; mult. (J em Hz) Oc NITRS &4 ; mult. (J em Hz) oc NI
1 - 197,8 - - 212,2 - - 209,5 -
2ax 2,77 ddd (15,0:13,7:6,0) 1,45 | 2,48ddd (17,5:8,3:5,2) 1,34
6,02 d (10,2) 127,8 1,4,6 36,8 35,0
2eq 2,25 m 1,45 | 2,27 ddd (17,5:8,6:4,3) 1,3,4
3ax 1,73 m 1,4,6
6,77 dd (10,2:1,4) 149,0 1,4,7 37,2 2,16 m 334 12457
3eq 2,11 m 14,6
4 - 74,4 - - 70,5 - - 77,2 -
5ax 1,73 m 1,4,6
4,25 ddd (5,8:4,7:1,4) 80,8 14,578 37,2 3,96 t (4,4) 83,5 1,3,4,7
5eq 2,11m 1,4,6
6ax 2,78 dd (16,8:4,7) 06 1,3,4,6 | 2,77 ddd (15,0:13,7:6,0) 68 1,4,5 2,72 dd (16,3:4,4) 424 1,4,5
6eq 2,61 dd (16,8:5,8) ’ 1,3,4,6 2,25m ’ 1,4,5 2,57 dd (16,3:4,4) ’ 1,4,5
7ax | 2,23 ddd (13,1:8,1:6,6) 34,58
39,0 1,84t (5,6) 41,7 3,458 2,07 m 40,6 45,
7eq | 2,34 ddd (13,1:8,3:6,4) 3458
8ax | 3,96 ddd (8,6:8,1:6,4) 34,7 3,97 m
66,0 4,011 (5,6) 59,9 4,7 66,0 4,7
8eq | 4,08ddd (8,6:8,3:6,6) 34,7 3,89 m
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A substancia S27 apresentou seu espectro de RMN de *H (Figura 148; pagina
198) um pouco diferente das substancias anteriores, pois mostrou dois sinais de
hidrogénios olefinicos, um em & 7,02 (dt, J=10,1 e 1,9 Hz, H-3 e H5) e outro em &
6,11 (dm, J=10,1 Hz, H-2 e H-6), além de sinais de hidrogénios oxigenados (0 4,22 a
3,14), sendo um deles um dupleto (J=7,7 Hz) em & 4,22 (H-1"), e um tripleto (J=6,5
Hz) em & 2,05 (H-7) referente a um grupo CH, vizinho a outro CH,. A combinacgéo
dos espectros de RMN de *C{'H} e DEPT-135 (Figura 149; pagina 199) indicou
treze sinais, sendo trés metilénicos em & 41,1 (C-7), 62,8 (C-6) e 65,8 (C-8), oito
metinicos em & 71,7 (C-4'), 75,2 (C-2'), 78,1 (C-5'), 78,2 (C-3"), 104,4 (C-1'), 128,1
(C-2 e C-6), 154,6 (C-3) e 154,7 (C-5) e dois carbonos quaternarios, correspondendo
a um carbono oxigenado em 4 69,4 (C-4) e um grupo carbonila a,B-insaturado em &
188,1 (C-1). Estes dados indicam um etilcicloexeno glicosilado. Neste caso o
cicloexeno é praticamente simétrico, resultando na equivaléncia quase total dos
deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio e carbono neste anel. Com as
informacdes obtidas dos experimentos de correlacdo 'H-'*C direta (Figura 150;
pagina 199) e a longa distancia (Figura 151; pagina 200) pode-se visualizar, entre
outros, que o hidrogénio em & 7,02 (H-3 e H-5) esta ligado ao carbono em 6 154,6 e
faz correlacdo com os carbonos em 6 41,1 (C-7), 69,4 (C-4), 128,1 (C-2 e C-6),
154,7 (C-5), 188,1 (C-1), o hidrogénio em & 4,22 (H-1") est4 ligado ao carbono em &
104,4 e faz correlacdo com os carbonos em 9 65,8 (C-8), 75,2 (C-2') e 78,1 (C-5"), e
o hidrogénio em o 3,99 (H-8b) esta ligado ao carbono em & 65,8 e faz correlacéo
com os carbonos em & 41,1 (C-7), 69,4 (C-4) e 104,4 (C-1") (Tabela 34; pagina 200;
Figura 152; pagina 201). Com isso e uma busca na literatura, identificou-se S27
como sendo o cornosideo (SASAKI et al.,, 1978), isolado de diversas espécies da
familia Gesneriaceae (VERDAN; STEFANELLO, 2012).
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FIGURA 150. Mapa de correlacéo direta ‘H-*C de S27 (MeOD, 400 MHz).
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FIGURA 151. Mapa de correlagéo 'H-BCa longa distancia de S27 (MeOD, 400 MHz).

TABELA 34. DADOS DE RMN DE 'H, **C{*H} E HMBC DE S27 (MeOD, 400 MHz).

Posicéo &4; mult. (J em Hz) oc LDJHVC
1 - 188,1 -
2e6 6,11 dm (10,1) 128,1 1,4,6
3eb5 7,02 dt (10,1:1,9) 154,6 e 154,7 1,3,4,5,6,7
4 - 69,4 -
7 2,05t (6,5) 41,1 3,4,58
8a 3,64 m 4,7, 1
8b 3,99 dt (10,0:6,5) 658 4,7, 1
1 4,22.d (7,7) 104,4 8,2,5%
2 3,14 dd (8,7:7,7) 75,2 1,3
3 3,35m 78,2 2,4
4 3,25m 71,7 5,6
5 3,25m 78,1 3,4,6
6'a 3,66 m 4.5
6'b 3,85 m 028 &
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FIGURA 152. Principais correlacdes observadas no mapa de correlagcéo 'H-BC a longa distancia de
S27.

4.7. FENOLICOS SIMPLES (PARABENOS) - IDENTIFICACAO DE S28 E S29

As substancias S28 e S29 foram isoladas em pequena quantidade como
sélidos amarelos. Apresentaram espectros de RMN de *H muito semelhantes na
regido aromatica, sendo dois sinais como dupletos (J=8,8 Hz) em 6 7,9 (H-2 e H-6) e
6,8 (H-3 e H-5), integrando para dois hidrogénios cada, tipicos de substituicdo para
no anel aromatico. A principal diferenca entre eles foi a presenca no espectro de S28
(Figura 153; pagina 203) de um simpleto em & 3,89 (H-8), o qual, no espectro de S29
(Figura 156; pagina 204), foi substituido por um quarteto em 6 4,34 (J=7,2 Hz, H-8),
acompanhado de um tripleto em & 1,38 (J=7,2 Hz, H-9). Portanto, S28 tinha um
grupo metoxila, enquanto S29 tinha um grupo etoxila. Nos mapas de correlacdo *H-
13C direta (Figura 154; pagina 203) e a longa distancia (Figura 155; pagina 204) de
S28, pode-se observar que o hidrogénio em & 7,96 (H-2 e H-6) estd ligado ao
carbono em 6 131,9 e faz correlagdo com os carbonos em 6 159,0 (C-4) e 167,4 (C-
7), enquanto que os hidrogénios em & 3,89 (H-8) estéo ligados ao carbono em 6 52,0
e fazem correlagdo com o carbono em 3 167,4 (C-7). Pelos mapas de correlacdo *H-
13C direta (Figura 157; pagina 205) e a longa distancia (Figura 158; pagina 205) de
S29, pode-se observar que o hidrogénio em & 7,96 (H-2 e H-6) estd ligado ao
carbono em 6 131,8 e faz correlagdo com os carbonos em 4 131,8 (C-2 e C-6), 159,7

(C-4) e 166,5 (C-7), enquanto que os hidrogénios em o 4,34 (H-8) estédo ligados ao
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carbono em 4 60,7 e fazem correlacdo com os carbonos em 9 14,3 (C-9) e 166,5 (C-
7). A analise dos demais dados obtidos dos experimentos de RMN bidimensionais
(Tabela 35; pagina 202; Figura 159; pagina 206) levou a identificagdo de S28 como
0 p-hidroxibenzoato de metila, também conhecido como metilparabeno (LI et al.,
2003; KANNATHASAN et al., 2011), que ja foi isolado de varias espécies, incluindo
Palicourea coriacea (DA SILVA et al.,, 2008) e S29 como o p-hidroxibenzoato de
etila, conhecido como etilparabeno (SCOTT, 1972; LI et al.,, 2003). Compostos
fendlicos desse tipo sdo muito usados como conservante em alimentos, cosméticos,

etc, pois possuem uma boa atividade antimicrobiana (CAO et al., 2013).

OH OH
7 7
S28 S29

TABELA 35. DADOS DE RMN DE *H, “*C{*H} E HMBC DE S28 E S29 (CDCl;, 400 MHz).
S28 S29

Posicdo e
Oy; mult. (J em Hz) oc Oy; mult. (J em Hz) Oc
1 - 123,0 - 123,2 -
2,6 7,96 d (8,8) 131,9 7,96 d (8,8) 1318 2,4,6,7
3,5 6,86 d (8,8) 115,2 6,85 d (8,8) 115,1 1,3,4,5
4 - 159,0 - 159,7 -
7 - 167,4 - 166,5 -
8 3,89s 52,0 4,34 q(7,2) 60,7 7,9
9 - - 1,381 (7,2) 14,3 8
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FIGURA 153. Espectro de RMN de 'H de S28 com ampliacdes (CDCls, 400 MHZz).
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FIGURA 157. Mapa de correlacéo direta *H-"*C de S29 (CDCls;, 400 MHz).

| | | Lo 1j4 J__ ppm
ebe —
- 50
- L ] ®
OH

L 100
- d

150
- - .

o) o N
trrrrYrrYrrrrrYr~rrr~rrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr T
85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0.0 ppm
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FIGURA 159. Principais correlacdes observadas nos mapas de correlagdo ‘H-">C a longa distancia de
S28 e S29.

As duas substancias foram submetidas a analise por espectrometria de
massas de baixa resolucdo no modo negativo. O espectro de S28 (Figura 160;
pagina 207) apresentou um pico com m/z 151,02, que corresponde a férmula
molecular CgH;O3;. O ion molecular foi fragmentado (Figura 161; pagina 207) e
resultou em um pico com m/z 135,96 ([M-CHg]), que € pela saida do grupo metila, e
esse, fragmentado, resultou no pico com m/z 91,82 ([M-CO,]), que é a saida da
carboxila, esses fragmentos estdo mostrados a seguir (Figura 162; pagina 208).
Para S29, o espectro de massas (Figura 163; pagina 208) apresentou um pico com
m/z 165,12, equivalente a formula molecular CyHgO3. Esse pico foi fragmentado
(Figura 164; pagina 208), resultando no pico com m/z 136,94 ([M-C,H,]-) referente a
saida do grupo etila e na sequéncia, esse fragmentado resultou no pico com m/z
92,91 ([M-COg]), que é a saida da carboxila (Figura 165; pagina 208).
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FIGURA 161. Espectro de massas da fragmentac&o do fon molecular de S28 (MS?).
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4.8. GLICOSIDEOS - IDENTIFICAGCAO DE S30, S31, S32, S33, S34 E S35

O espectro de RMN de 'H (Figura 166; pagina 210) da substancia S30
apresentou os sinais tipicos de uma unidade de glucose, juntamente com 0s sinais
de um grupo etoxila em & 3,95 e 3,61 (H-7) como duplo dupletos (J=9,6 e 7,1 Hz) e
1,23 (H-8) também como um duplo dupleto (J=7,1 e 7,1 Hz). O espectro de RMN de
13C{*H} (Figura 167; pagina 210) apresentou oito sinais entre & 102,7 a 14,0. Pelos
mapas de correlagdo *H-*C direta e a longa distancia (Figuras 168-169; paginas
211; Tabela 36; pagina 209), pode-se observar que o hidrogénio em & 4,26 (H-1)
esta ligado ao carbono em 6 102,7, e faz correlagcdo com o carbono em 9 64,8 (C-7),
que por sua vez, esta ligado aos hidrogénios em & 3,95 e 3,61 (Figura 170; pagina
212). Portanto, o grupo etoxila esta ligado ao carbono anomeérico da glucose. As
demais correlagcbes confirmaram S30 como sendo etil-B-D-glucopiranosideo
(TITINEN et al., 2006).

TABELA 36. DADOS DE RMN DE *H, “*C{*H} E HMBC DE S30 (MeOD, 400 MHz).

Posicdo & mult. (J em Hz) 5 inc
1 4,26 d (7.8) 102,7  2.3,7
2 3,16 dd (9,1:7.8) 73.7 1,3
3 3,35 (9,1) 76,7
4 3,27 m 70,2
5 3,26 m 76,5
6 3,66 dd (11,9:5,5) e 3,86 dd (11,9:2,0) 61,3 4,5
7 3,61 e 3,95 dd (9,6:7,1) 64,8 1,8
8 1,23dd (7,1:7,1) 14,0 7
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FIGURA 170. Principais correlacdes observadas nos mapas de correlagdo ‘H-">C a longa distancia de
S30.

As substancias S31 a S35 foram isoladas como sélidos avermelhados, sendo
gue somente S31 foi obtida pura. Todas sdo conhecidas, e ja foram descritas

anteriormente em espécies da familia Gesneriaceae.

A substancia S31 apresentou no seu espectro de RMN de *H (Figuras 171-
173; paginas 214-215) sinais caracteristicos de um grupo cafeoila (5 7,56 (H-7"), d,
J=15,9 Hz; 7,04 (H-2"), d, J=1,9 Hz; 6,87 (H-6"), dd, J=8,2 e 1,9 Hz; 6,77 (H-5"), d,
J=8,2 Hz e 6,28 (H-8"), d, J=15,9 Hz), um grupo 3,4-diidroxi-1-etoxifenila (6 6,68 (H-
2), d, J=1,9 Hz; 6,64 (H-5), d, J=8,0 Hz; 6,55 (H-6), dd, J=8,0 e 1,9 Hz; 3,96 (H-8), m;
3,70 (H-8), m e 2,78 (H-7), t, J=7,6 Hz) e varios multipletos de hidrogénios
oximetinicos e oximetilénicos (6 4,54 (H-6'b), dd, J=12,0 e 1,8 Hz; 4,37 (H-6'a) dd,
J=12,0 e 5,9 Hz; 4,33 (H-1), d, J=7,6 Hz; 3,52 (H-5'), m, 3,40 (H-3'), m; 3,39 (H-4"),
m e 3,23 (H-2'), m), caracteristicos de uma unidade de (-glucose. O espectro de
RMN de C{*H} (Figura 174; pagina 215) apresentou 23 picos, incluindo um pico em
0 105,0 (C-1", caracteristico do carbono anomérico da (3-glucose e outro em 6 169,7
(C-9M), que corresponde ao grupo carbonila da unidade cafeoila. Esses dados
apontaram para um glicosideo fendlico. A posicdo dos grupos foi determinada por
andlise dos experimentos de RMN bidimensionais. Pelo experimento de correlacdo
'H-BC direta (Figura 175; pagina 216) pode-se observar que o hidrogénio em & 7,56
(H-7") esta ligado ao carbono em & 147,7, o hidrogénio em & 6,64 (H-5) esta ligado
ao carbono em & 117,0, o hidrogénio em & 4,33 (H-1") esta ligado ao carbono em
0 105,0, e os hidrogénios em o 3,70 e 3,96 (H-8) estdo ligados ao carbono em d
72,8. Pode ser visualizado no experimento de correlacdo *H-*C a longa distancia
(Figura 176; pagina 216) que o hidrogénio em o 7,56 faz correlagcdo com os carbonos

em o 115,5 (C-2"), 123,6 (C-6"), 128,1 (C-1") e 169,7 (C-9") (carbonila de éster),
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engquanto que o hidrogénio em & 6,77 (H-5") faz correlacbes com os carbonos em &
128,1 (C-1"), 147,2 (C-3") e 150,0 (C-4"), confirmando a unidade cafeoila. De forma
semelhante, pode-se observar que o hidrogénio em 9 6,64 (H-5) faz correlacées com
os carbonos em & 131,9 (C-1), 145,1 (C-4) e 146,5 (C-3), enquanto que o hidrogénio
em 0 3,96 (H-8) faz correlacdo com os carbonos em 6 37,1 (C-7), 105,0 (C-1') e
131,9 (C-1), confirmando a unidade 3,4-diidroxi-1-etoxifenila e mostrando que a
mesma estéa ligada ao carbono anomérico da glucose. Por sua vez, o hidrogénio em
0 4,37 (H-6'a) faz correlacdes com os carbonos em 72,2 (C-4"), 75,9 (C-5') e 169,7
(C-9"), mostrando que o grupo cafeoila esta ligado ao carbono 6 da glucose (Tabela
37; pagina 221, Figura 177; pagina 217). Desta forma, S31 foi identificado como
calceolariosideo B (DAMTOFT; JENSEN, 1994).

S31
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S31.

As substancias S32 e S33 foram obtidas em mistura, e diferem de S31 pela
posicdo ocupada pelos grupos cafeoila no anel de B-glucose. No espectro de RMN
de *H de S32 + S33 (Figura 178; pagina 218) pode-se observar a presenca de uma
mistura de dois glicosideos fendlicos, pois ha quatro hidrogénios correspondentes a
ligacdo dupla em trans da unidade cafeoila (& 6,29, 6,33, 7,59, 7,59) e dois
hidrogénios anoméricos (5 4,37 e 4,42). Pelos mapas de correlacdo ‘H-°C direta
(Figura 179; pagina 219) e a longa distancia (Figura 180; pagina 219) pode-se
observar que o hidrogénio em 9 4,82 (d, J=9,3 Hz, H-4") esta ligado ao carbono em &
72,4 e faz correlagdo com os carbonos em 6 168,7 (C-9"), 76,0 (C-5') e 62,3 (C-6'), 0
hidrogénio em & 5,04 (d, J=9,4 Hz, H-3') esta ligado ao carbono em 6 78,9 e faz
correlagdo com os carbonos em 8 69,8 (C-4'), 73,4 (C-2") e 169,0 (C-9"). Com esses
experimentos também pode ser observado que o hidrogénio em & 4,37 (d, J=7,8 Hz,
H-1") esta ligado ao carbono em & 104,3 e faz correlacdo com o carbono em & 72,0
(C-8) e o hidrogénio em ¢ 4,42 (d, J=7,9 Hz, H-1") esta ligado ao carbono em & 104,2
e faz correlagdo com o carbono em o 72,0 (C-8) (Tabela 37; pagina 221; Figura 181,
pagina 220). Com essas e outras correlacdes extraidas dos espectros de RMN e
uma busca na literatura, S32 e S33 foram identificadas como sendo calceolariosideo
A e plantainosideo A, respectivamente (DAMTOFT; JENSEN, 1994).
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TABELA 37. DADOS DE RMN DE 'H, "*C{*H} E HMBC DAS SUBSTANCIAS S31, S32 E S33 (MeOD, 400 MHz).
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S31 S32 S33
Posicdo | &.; mult. (J em Hz) dc Puc 3y mult. (J em Hz) S Puc Sy, mult. (J em Hz) S Puc

1 - 131,9 - - 131,4 - - 131,4 -

2 6,68 d (1,9) 117,6 3,4,6,7 6,70 d (2,0) 117,0 4,6,7 6,69 d (2,0) 117,0 4,6,7
3 - 146,5 - - 146,0 - - 146,0 -

4 - 145,1 - - 144.,8 - - 144.,8 -

5 6,64 d (8,0) 117,0 1,3 4 6,67 d (8,0) 116,2 1,3 6,67 d (8,0) 116,2 1,3

6 6,55 dd (8,0:1,9) 121,8 2,4, 7 6,56 dd (8,0:2,0) 121,1 2,4, 7 6,56 dd (8,0:2,0) 121,1 2,4, 7
7 2,781 (7.6) 37.1 1,2,6,8 2,791 (7.8) 36,4 1,2,6,8 2781 (7,6) 36,4 1,2,6,8
8 3,70 e 3,96, m 72,8 1,1,7 3,72 e 4,05, m 72,0 1,1,7 3,72e 4,05 m 72,0 b,1,1
1 4,33 d (7,6) 105,0 2.3,8 4,37 d (7.8) 104,3 8 4,42 d (7,9) 104,2 8

2’ 3,23 m 75,5 1,3,8 3,30 m 75,1 1,3 3,39 m 73,4 1,3
3 3,40 m 78,3 2,4 3,64 m 75,6 2,4 5,04 d (9,4) 78,9 2,4, 9"
4 3,39 m 72,2 2', 3,6 4,82d (9,3) 72,4 5,6’ 9" 3,53 m 69,8 3,5,6
5 3,52m 75,9 1,3,4 3,51m 76,0 4 3,37 m 77,5 4

6a 4,37 dd (12,0:5,9) 45,9 373m N.O.
6'b 4,54 dd (12,0:1,8) 051 45,9 35-3.7m 62.3 N.O. 3,88 dd (12,1:2,4) 62.3 4

1’ - 128,1 - - 127,7 - - 127,7 -

2" 7,04 d (1,9) 115,5 3",4", 6", 7" 7,05d (1,8) 115,0 4", 6", 7" 7,05d (1,8) 115,0 4, 6", 7"
3” - 147,2 - - 146,8 - - 146,8 -

4" - 150,0 - - 149,6 - - 148,2 -

5" 6,77d (8,2) 116,8 17, 3", 4" 6,78d (8,2) 116,4 17,3 678 d (8,2) 116,4 17,3
6" 6,87dd (8,2:1,9) 1236 2" 4 7 6,96dd (8,2:1,8)  122,9 2" 47 7" 6,96dd (8,2:1,8)  122,9 2" 47 7"
7’ 7,56 d (15,9) 147,7 17,27, 67,9 7,59 d (15,8) 147,1 2”,6", 9" 7,59 d (15,8) 147,1 2”,6"7, 9"
8" 6,28 d (15,9) 115,3 17, 9” 6,29 d (15,8) 114,6 17,97 6,33 d (15,8) 115,4 17,97
9” - 169,7 - - 168,7 - - 169,0 -
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A substancia S34 foi isolada em uma mistura, da qual era o componente
majoritario. Seu espectro de RMN de 'H (Figura 182; pagina 223) apresentou 0s
sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos de glicosideos fendlicos (6 7,57
a 6,26), mas a regido dos hidrogénios carbindlicos era muito mais complexa do que
nas substéncias anteriores. Nessa regido pode-se observar a presenca de dois
dupletos em & 4,42 (J=7,4 Hz, H-1) e 4,44 (J=7,2 Hz, H-1"), além de um hidrogénio
mais desprotegido em & 4,93 (d, J=9,1 Hz, H-4"). No espectro de RMN de *C{*H}
(Figura 183; pagina 224) pode-se observar a presenca de uma carbonila de éster em
5 168,6 (C-9"). Pelos mapas de correlacdo *H-*C direta (Figura 184; pagina 224) e a
longa distancia (Figura 185; pagina 225) pode-se visualizar que o hidrogénio em 9
4,93 (H-4") esta ligado ao carbono em & 71,1 e faz correlagdo com os carbonos em &
62,5 (C-6", 75,9 (C-2Y, 85,4 (C-3') e 168,6; o hidrogénio em & 3,83 (H-3") esta ligado
ao carbono em 0 85,4 e faz correlagdo com os carbonos em 6 71,1 (C-4') e 107,0 (C-
1™); e o hidrogénio em & 4,44 (H-1") esta ligado ao carbono em & 107,0 e faz
correlagdo com o carbono em & 85,4 (C-3'). Ainda pode ser extraido dos mapas de

correlagcdes que os hidrogénios em o 3,08 e 3,64 (H-5") estdo ligados ao mesmo
carbono em & 67,4 e o segundo faz correlagdo com os carbonos em 6 71,1 (C-4™),
77,7 (C-4™ e 107,0 (C-1"), além do hidrogénio anomérico em & 4,42 (C-1") fazer
correlagcdo com o carbono em & 72,3 (C-8) (Tabela 38; pagina 229; Figura 186;
pagina 225). Com uma analise mais detalhada das correlacbes, e comparagdo com
dados da literatura, S34 foi identificada como sendo o conandrosideo (JENSEN,

1996).
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FIGURA 186. Principais correlagbes observadas nos mapas de correlacao 'H-BCa longa distancia de
S34.

A substéncia S35 foi isolada em mistura, como o0 componente majoritario,
sendo S34 o componente minoritario. Os dados de S35 puderam ser obtidos pela
comparacdo com aqueles de S34. O espectro de RMN de 'H (Figura 187; pagina
227) apresenta além dos hidrogénios na regido de aroméaticos, um sinal em 9 5,18
(H-1") como um simpleto, um hidrogénio em & 4,32 (d, J=7,7 Hz, H-1'), trés

hidrogénios em 6 1,25 (d, J=6,1 Hz, H-6"), entre outros. Pelos mapas de correlacao
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'H-13C direta (Figura 188; pagina 227) e a longa distancia (Figura 189; pagina 227)
pode-se observar que o hidrogénio em o 4,32 (H-1") esta ligado ao carbono em &
104,4 e faz correlacdo com o carbono em 9 72,3 (C-8), o hidrogénio em & 5,18 (H-
1"™) esta ligado ao carbono em & 102,7 e faz correlagdo com os carbonos em 9 70,1
(C-5"), 71,9 (C-3™) e 83,9 (C-3'), e o hidrogénio em o 3,55 (H-5') esta ligado ao
carbono em o 75,8 e faz correlagédo com os carbonos em 6 70,8 (C-4") e 104,4 (C-1").
Além disso, pode-se observar que os hidrogénios em 8 4,35 e 4,49 (H-6") estdo
ligados ao carbono em d 64,7 e fazem correlagdo com os carbonos em & 70,8 (C-4")
e 168,5 (C-9"), e os hidrogénios em & 1,25 (H-6") estéo ligados ao carbono em &
17,9 e fazem correlacdo com os carbonos em & 70,1 (C-5™) e 74,1 (C-4™) (Tabela
38; pagina 229; Figura 190; pagina 228). Apds um estudo dessas correlagbes e das

estruturas isoladas previamente, S35 pode ser identificada como isoverbascosideo
(JENSEN, 1996).

S35
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FIGURA 187. Espectro de RMN de 'H de S34 + S35 com ampliag6es (MeOD, 400 MHz).
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FIGURA 188. Mapa de correlacéo direta *H-"*C de S34 + S35 (MeOD, 400 MHz).
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TABELA 38. DADOS DE RMN DE 'H, *C{*H} E HMBC DE S34 E S35 (MeOD, 400 MHz).

S34 S35
Pos oy; mult. &y, mult.
(J em Hz) % Ine (J em Hz) % Tne
1 - 131,6 - - 131,5 -
2 6,70 d (2,0) 117,3 1,4,6,7 6,70 d (1,7) 117,2 46,7
3 - 146,2 - - 145,8 -
4 - 144,8 - - 144,8 -
5 6,68 d (8,0) 116,7 1,3 6,64 d (8,0) 116,4 1,3
6 6,57 dd (8,0:2,0)  121,4 24,7 6,54 dd (8,0:1,7)  121,3 2,47
7 2,79t (7,5) 36,8 1,2,6,8 2,791 (7,6) 36,8 1,2,6,8
8a 3,95m 3,74m 1,1
8b 4,04m 723 L 4,04 m 723 1,17
1 4,42 d (7,4) 104,1 8 4,32d(7,7) 104,4 8
' 3,48 m 75,9 1,3 3,32m 75,5 3
3 3,83 m 85,4 4.1 3,53 m 83,9 1,45
4 4,93d (9,1) 71,1 2',3',6',9” 3,36 m 70,8 2
5 3,53 m 76,1 1.4 3,55 m 75,8 1.4
6 oom 62,5 14 asom 64,7 4,9
3,71m 4,49 m
1" - 127,9 - - 127,7 -
2" 7,06 d (2,0) 115,1 4"6",7" 7,04d (1,7) 115,2 476",7"
3” - 1474 - - 146,9 -
4" - 149,8 - - 149,5 -
5" 6,79 d (8,1) 116,5 1",3",4" 6,77 d (8,1) 117,2 1",3",4"
6" 6,96 dd (8,1:2,0) 1231 274" 7" 6,90dd (8,1:1,7) 1232 2" .47
7" 7,57 d (15,9) 147,3 2",6",9" 7,56 d (15,8) 147,2 2",67,9”
8" 6,26 d (15,9) 115,3 1",9" 6,29 d (15,8) 114,9 17,9”
9” - 168,6 - - 168,5 -
1" 4,44 d (7,2) 107,0 3 5,18s 102,7 3,2",3",5"
2" 3,73m 74,8 N.O. 3,29 m 71,9 N.O.
3" 3,28 m 77,7 N.O. 3,29 m 71,9 N.O.
4" 3,88'm 71,1 172 3,41m 74,1 2",6"
5 3,08e3,64m 67,4 173" 4" 4,00 m 70,1 4
6" - - - 1,25d (6,1) 17,9 4™ 5"

N.O. — Nao observado.

O espectro de massas dessa mistura (S34 + S35) foi obtido no modo negativo

(IM-H]) (Figura 191; pagina 230) e revelou dois picos com m/z 609,19 e 623,19,

correspondendo as formulas moleculares C,gH34015 € Ca9H36015, que sdo esperadas
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para S34 e S35, respectivamente. O pico de S34 foi fragmentado, resultando em m/z
447,17 (IM-CoHeO3]) que é a perda do grupo cafeoila. Este fragmento foi
posteriormente fragmentado resultando em m/z 315,00 ([M-CsHgO4]), saida da
unidade de xilose e esse ultimo resultou em m/z 134,92 ([M-CgH120¢]), que é a
perda da unidade de glicose (Figuras 192-194; paginas 230-231) (KEEFOVER-RING
et al., 2014). A fragmentacdo do pico do ion molecular de S35 (Figuras 195-197;
paginas 231-232) resultou nas mesmas quebras de S34, com a diferenca de massa
da unidade de rhamnose em lugar da xilose. A estrutura com seus fragmentos
propostos estdo apresentados a seguir (Figura 198; pagina 232), usando como base
os dados de massas obtidos e o estudo de Li e colaboradores (2005) (LI et al.,
2005).
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FIGURA 191. Espectro de massas no modo negativo ([M-H]) de S34 + S35.
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FIGURA 192. Espectro de massas da fragmentacéo do fon molecular de S34 (MS?).



231

T: MS -c ESTFUllms3 609.00@cid20.00 447.
5
100, 312.0

60

135.00

160.89
297.19

o

O@cid1I7.00 [120.00-700.00]
o

HoHO.

HO'
447.07

HO

150

200

250

300

350

T
400
m/z

450

500

1
650 700

FIGURA 193. Espectro de massas da fragmentacao do ion m/z 447,07 ([M-CgH¢O3]) de S34 (MS3).
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FIGURA 194. Espectro de massas da fragmentacao do ion m/z 314,92 ([M-CsHgO,]) de S34 (MS").
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FIGURA 195. Espectro de massas da fragmentacéo do fon molecular de S35 (MS?).
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FIGURA 196. Espectro de massas da fragmentacao do ion m/z 461,07 ([M-CgH¢Os]) de S35 (MS3).
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FIGURA 197. Espectro de massas da fragmentacao do ion m/z 315,11 ([M-CgH1004]) de S35 (MS").
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4.9. DETERMINACAO DA COMPOSICAO DAS MISTURAS DE COMPONENTES
VOLATEIS DE S. canescens.

4.9.1. SCA - Extrato em hexano dos tubérculos de S. canescens

O extrato em hexano de Sinningia canescens é oleoso, com aroma adocicado
e apresentou um espectro de RMN de 'H (Figura 199; pagina 234) tipico de uma
mistura de terpendides, com muitos sinais na regido de hidrogénios alifaticos, entre
0,7 a 2,0. Com a finalidade de identificar as substéncias desse extrato, sem o
trabalho de isolamento, este foi submetido a analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. O cromatograma obtido (Figura 200; pagina
234) se mostrou pouco complexo, com dois compostos em grande quantidade. O de
maior tempo de retencao foi identificado como cedrol (S19), enquanto o outro nao
constava na bibliografia consultada (ADAMS, 2007). Entretanto o seu tempo de
retencdo e o espectro de massas € idéntico ao do sesquiterpeno S20. Essa analise
mostra que estes dois sesquiterpenos estdo presentes em grande quantidade no
extrato hexanico. Outros 20 componentes da mistura foram identificados, sendo 19
sesquiterpenos ndo oxigenados e um oxigenado (Tabela 39; pagina 235). Essa
amostra ndo foi analisada por CG-DIC, mas a quantidade dos dois componentes
majoritarios foi obtida a partir da area dos picos detectados pelo espectrometro de

massas, resultando em 19,5 e 26,4 % de S20 e S19, respectivamente.
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FIGURA 199. Espectro de RMN de 'H do extrato em hexano de S. canescens (SCA) (CDCls, 200
MHz).
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FIGURA 200. Cromatograma de SCA (antes de 22,5 min. e depois de 47,5 min. ndo héa picos).
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TABELA 39. COMPOSICAO VOLATIL DO EXTRATO HEXANICO DE S. canescens (SCA).

Composto IR % IR™
d-elemeno (S36) 1329 1335
a-ylangeno (S37) 1363 1373
a-copaeno (S38) 1368 1374

2-epi-a-funebreno (S39) 1371 1380
iso-italiceno (S40) 1392 1402
a-cedreno (S41) 1402 1411
2-epi-B-funebreno (S42) 1404 1411
B-cedreno (S43) 1411 1419
muurola-3,5-dieno (S44) 1442 1453
a-acoradieno (S45) 1457 1464
-acoradieno (S46) 1464 1469
y-gurjuneno (S47) 1468 1477
a-amorpheno (S48) 1472 1483
[B-selineno (S49) 1483 1490
y-amorpheno (S50) 1486 1495
valenceno (S51) 1490 1496
a-muuroleno (S52) 1492 1500
trans-B-guaieno (S53) 1498 1502
o-cadineno (S54) 1515 1522
2,6,7-tri-epi-cedrol (S20) 1582 N.C.
cedrol (S19) 1594 1600
epi-a-cadinol (S55) 1632 1638

N.C. - Nao consta.

4.9.2. SCA-l - Primeira fracdo do extrato em hexano dos tubérculos de S.
canescens.

O 6leo incolor SCA-I obtido do extrato em hexano de S canescens através de
fracionamento cromatografico apresentou uma unica mancha quando analisado por
CCDA em diversos sistemas de solvente. O seu espectro de RMN de 'H (Figura
201; pagina 236) apresentou diversos multipletos na regido de & 0,7 a 1,10,
caracterizando uma mistura de terpendides, além de um sinal intenso em 9 1,25,
tipico dos grupos metilénicos de compostos alifaticos de cadeia longa. O espectro de
RMN de *C{*H} desse 6leo (Figura 202; pagina 237) apresentou muitos sinais na

regido de 014,0 a 60,0, aléem de alguns referentes a carbonos carbindlicos e
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olefinicos. Por essa razdo, e também por ser fortemente aromatico, o 6leo foi
analisado por CG-EM e CG-DIC. O cromatograma obtido (Figura 203; pagina 237)
mostra que o Oleo é uma mistura bastante complexa. A comparacdo dos espectros
de massas e dos indices de retencdo dos diversos picos com a literatura levou a
identificacdo de 48 substancias, correspondendo a 86,2% do total do 6leo (Tabela
40; paginas 238-239; Figuras 204-206; paginas 239-241). Este contém
predominantemente sesquiterpenos nao oxigenados (82,6%), juntamente com uma
pequena fracdo de sesquiterpenos oxigenados (2,0%) e compostos alifaticos (1,6%).
Monoterpenos e fenilpropanoides nao foram encontrados. Os componentes
majoritarios sdo a-cedreno e 2-epi-B-funebreno (18,3%), B-santaleno (14,6%), e
trans-cadina-1(6)4-dieno (10,0%). Dos 22 compostos volateis identificados no
extrato hexanico, 17 foram encontrados neste 6leo.

Vale ressaltar que a composicdo quimica determinada anteriormente para o
Oleo essencial de S. aggregata (STEFANELLO et al., 2005) apresentou-se muito
diferente deste, possuindo principalmente compostos alifaticos de cadeia longa e
sesquiterpenos oxigenados, enquanto que o 6leo das flores de S. tubiflora contém
linalol como constituinte principal (PERRET et al., 2003).

A obtencdo deste Oleo a partir do extrato etanolico de S. canescens foi
inesperada, pois em geral os componentes mais volateis de uma planta séo

perdidos quando se prepara extratos etanolicos.
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FIGURA 201. Espectro de RMN de 'H de SCA-I (CDCl3, 200 MH2z).
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FIGURA 203. Cromatograma de SCA-I.
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TABELA 40. COMPOSICAO DO OLEO DA FRACAO SCA-1 DO EXTRATO HEXANICO DE S.

canescens.

Composto IR @ IR™ %
d-elemeno (S36) 1329 1335 2701
a-ylangeno (S37) 1363 1373 0,8+0,0
a-copaeno (S38) 1367 1374 0,9+0,0

2-epi-a-funebreno (S39) 1371 1380 1,1+0,0
[B-elemeno (S56) 1383 1389 04+0,1
a-funebreno (S57) 1393 1402 3,7+0,0
sesquithujeno (S58) 1397 1405 0,7+0,0
a-cedreno (S41) 1404 1410
18,3+0,0
2-epi-B-funebreno (S42) 1406 1411

B-cedreno (S43) 1412 1419 10,4 0,0
[3-copaeno (S59) 1421 1430 1,2+0,0
trans-a-bergamoteno (S60) 1427 1432 0,3+0,1
a-guaieno (S61) 1430 1437 0,6+0,0
prezizaeno (S62) 1438 1444 0,3+0,0
amorpha-4,11-dieno (S63) 1443 1449 1,2+£0,0
B-santaleno (S64) 1453 1459 146 +0,1
a-acoradieno (S45) 1457 1464 29+0,1
B-acoradieno (S46) 1464 1469 20+0,1
trans-cadina-1(6)-4-dieno (S65) 1469 1475 10,0+0,2
a-amorpheno (S48) 1472 1483 15+£0,1
B-selineno (S49) 1478 1489 0,7+0,0
y-amorpheno (S50) 1487 1495 0,5+0,0
a-muuroleno (S52) 1492 1500 0,7+0,0
cupareno (S66) 1497 1504 1,5+0,0
[B-bisaboleno (S67) 1500 1505 1,1+£0,0
y-cadineno (S68) 1506 1513 2,2+0,0
trans-calameneno (S69) 1515 1521 2,7+0,0

a-cadineno (S54) 1529 1537 <0,1
oxido de cariofileno (S70) 1574 1582 1,1+£0,1
1-hexadeceno 1581 1588 0,4+0,0

cis-calamenen-10-ol (S71) 1651 1660 <0,1
trans-calamenen-10-ol (S72) 1658 1668 0,2+0,0

cadaleno (S73) 1666 1676 <0,1
cis-14-nor-muurol-5-en-4-one (S74) 1678 1688 0,3+0,0
2-pentadecanona 1692 1697 0,2+0,0
n-eicosano 2000 2000 0,2+0,0

continua
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TABELA 40. COMPOSICAO DO OLEO DA FRACAO SCA-1 DO EXTRATO HEXANICO DE S.

canescens.

concluséo
Composto IR & IR™ %
n-heneicasano 2100 2100 0,2+0,0
n-docosano 2200 2200 0,2+0,0
n-tricosano 2300 2300 0,2+0,0
n-tetracosano 2400 2400 0,2+0,0

H
S39 S41 S42
H
P
S43 S57

FIGURA 204. Sesquiterpenos com esqueleto cedrano identificados em S. canescens.
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FIGURA 205. Sesquiterpenos com esqueleto cadinano identificados em S. canescens.
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FIGURA 206. Sesquiterpenos com esqueletos diversos identificados em S. canescens.
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4.10. COMPARACAO DOS EXTRATOS POR CLAE-DAD

Os extratos e algumas substancias puras foram submetidos a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para documentar seus perfis cromatograficos
e também compara-los. Este procedimento foi realizado da mesma forma para todas
as amostras, utilizando o gradiente exploratério linear em metanol (Tabela 17;
pagina 85), o qual compreende uma ampla faixa de forca da fase movel, fixando o

comprimento de onda em 254 nm.

As substancias que tiveram seus perfis obtidos por CLAE foram S1, S2, S3,
S6, S24, S25, S26 e S31. Os respectivos picos de cada composto seguiram a
eluicdo esperada, inicialmente eluiram as substancias polares e pequenas (S24,
S25, S26), seguido pelas polares e de maior massa (S31) e, finalmente houve a
eluicdo das substancias menos polares (S1, S2, S3, S6) (Figura 207; pagina 243).
Foram obtidos os espectros no UV dessas substancias (Figura 209; pagina 245), o
que associado ao tempo de retencdo, permite identifica-las nos extratos. Outras
substancias que foram purificadas de S. canescens por CLAE (Figura 208; pagina
244), tiveram seus espectros de UV registrados e também foram usadas para
identificacdo nos extratos brutos (Figura 210; pagina 246).



243

10,4

UA
1
>
>
'?

r

(%))

N

[o)]

) 38,0
5 ] —=
) = v ) ) 1
52,6
< _L ‘\ —S6
T ) ) v ) 1
53,5
<
] L .
)
) ) ) v ) 1
54,1
< j S2
) v ) v ) v ) v 1
55,1
< I —S3
T T T T —_— T T 1
0 20 40 60 80

Tempo (minutos)

FIGURA 207. Cromatogramas das substancias isoladas S1, S2, S3, S6, S24, S25, S26 e S31 no
gradiente linear exploratorio de metanol, com seus respectivos tempos de eluicéo.
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FIGURA 208. Comparac¢do dos cromatogramas das fragbes SCB-IX-A, SCB-IX-B e SCB-IX-C e da
substancia S9 no método isocratico de H,O:ACN/20:80 e fluxo de 1,0 mL min, com identificacdo dos
compostos isolados.
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FIGURA 210. Espectros de UV obtidos dos cromatogramas das substancias S4, S7, S8,S9, S11, S28
e S29.

Analisando os cromatogramas dos extratos em hexano dos tubérculos das
trés coletas de S. leucotricha (Figura 211; pagina 247), pode-se observar que eles
apresentam poucos picos intensos, o que pode ser explicado parcialmente pela
presenca de poucas substancias que absorvem na regido do UV. Em SLA1 néo foi
possivel identificar nenhum composto. Em SLB1 foram identificadas as substancias
Sl e S2e em SLC1 apenas S1.

Analisando o cromatograma obtido do extrato em hexano das folhas de S.
leucotricha (Figura 212; pagina 247), ndo foi possivel identificar a presenca de
naftoquinonas, porém observam-se Vvarios picos acima de 60 minutos, indicando a
presenca de substancias pouco polares. Esses resultados mostram que o0s

metabdlitos secundarios majoritarios nas folhas e tubérculos séo diferentes.
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FIGURA 211. Comparacdo dos cromatogramas dos extratos em hexano das trés coletas dos
tubérculos de S. leucotricha no gradiente exploratério linear de metanol em 254 nm (entre 0 e 30
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FIGURA 212. Cromatograma do extrato em hexano das folhas de S. leucotricha no gradiente
exploratorio linear de metanol em 254 nm (entre O e 18 minutos ndo ha picos).
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O cromatograma obtido do extrato em hexano dos tubérculos de S.
canescens (Figura 213; pagina 248) mostrou-se um pouco mais complexo do que

aqueles de S. leucotricha. Foram identificadas as quinonas S2, S3, S4 e S8.

S3

S2

UA
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S4

——SCA

40 60 80
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FIGURA 213. Cromatograma do extrato em hexano dos tubérculos de S. canescens no gradiente
exploratorio linear de metanol em 254 nm.

Ao compararmos 0s cromatogramas obtidos dos extratos em diclorometano
dos tubérculos das trés coletas de S. leucotricha (Figura 214; pagina 249), ha picos
referentes as naftoquinonas nos trés extratos. Em SLAZ2 foi observado a presenca de
S2 (54,2 minutos), em SLB2 foram identificadas S1 e S2, e em SLC2, S1 e S24.

No extrato em diclorometano das folhas de S. leucotricha (Figura 215; pagina
249) nao foram detectadas naftoquinonas, nem outro composto isolado dos

tubérculos.
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FIGURA 214. Comparac¢do dos cromatogramas dos extratos em diclorometano das trés coletas dos

tubérculos de S. leucotricha no gradiente exploratério linear de metanol em 254 nm.
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FIGURA 215. Cromatograma do extrato em diclorometano das folhas de S. leucotricha no gradiente

exploratério de metanol em 254 nm.
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O perfil cromatografico do extrato em diclorometano dos tubérculos de S.
canescens (SCB) (Figura 216; pagina 250), € muito mais complexo que aqueles
apresentados pelos correspondentes extratos dos tubérculos de S. leucotricha.
Foram identificadas sete substancias: S1, S2, S3, S4, S9, S24 e S25.

S2

UA

S1

S9

/
$25

. ——SCB

g T E T . T g 1
0 20 40 60 80
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FIGURA 216. Cromatograma do extrato em diclorometano dos tubérculos de S. canescens no
gradiente exploratério linear de metanol em 254 nm.

Os extratos dos tubérculos das trés coletas de S. leucotricha em acetato de
etila (SLA4 e SLC3) ou em acetona (SLB3), que apresentam polaridades similares,
também foram comparados (Figura 217; pagina 251). Pode-se observar que SLA4
apresentou poucos picos na regido de substancias pouco polares. Em SLB3 foram
identificadas S1 e S2, enquanto em SLC3 foram identificadas S1, S24, S31 e S34.
Esses cromatogramas mostram claramente que glicosideos fendlicos foram
acumulados apenas nos tubérculos da 32 coleta, o que pode ser consequéncia do
crescimento em condi¢des climaticas diferentes do local de origem da planta.
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FIGURA 217. Comparacdo dos Cromatogramas dos extratos em acetato de etila (SLA4 e SLC3) ou
acetona (SLB3) das trés coletas dos tubérculos de S. leucotricha.

O cromatograma do extrato em acetato de etila dos tubérculos de S.
canescens (Figura 218; pagina 252) apresentou picos intensos entre 30 e 40
minutos, que séo caracteristicos de glicosideos fendlicos. Foram identificadas cinco
substancias: S2, S24, S25, S31 e S34. Pode-se dizer que esse extrato de S.
canescens é similar ao extrato da terceira coleta de S. leucotricha, possuindo
etilcicloexandides, glicosideos fendlicos e naftoquinonas, mas destacando-se o0s

glicosideos fendlicos.
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FIGURA 218. Cromatograma do extrato em acetato de etila dos tubérculos de S. canescens no
gradiente exploratério linear de metanol em 254 nm.

Comparando-se os extratos em metanol (SLA5S) e etanol (SLB4 e SLC4) das
trés coletas dos tubérculos de S. leucotricha (Figura 219; pagina 253), observa-se
gue no extrato da primeira coleta (SLA5) permaneceram substancias pouco polares,
enquanto que os outros dois contém glicosideos fendlicos e outras substancias
polares. Em SLB4 foram identificadas as substancias S1 e S31. SLC4 apresentou
um perfil semelhante, tendo sido identificadas além de S1 e S31, a substancia S34.

Analisando o extrato etanodlico das folhas de S. leucotricha (Figura 220;
pagina 253), percebe-se a presenca de glicosideos fendlicos entre 30 e 40 minutos.
Portanto, os extratos mais polares de folhas e tubérculos de S. leucotricha contém

alguns compostos em comum.
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FIGURA 219. Comparacado dos cromatogramas dos extratos em metanol (SLA5) ou etanol (SLB4 e
SLC4) das trés coletas dos tubérculos de S. leucotricha no gradiente exploratério linear de metanol
em 254 nm.
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FIGURA 220. Cromatograma do extrato em etanol das folhas de S.leucotricha no gradiente
exploratério de metanol em 254 nm.

O perfil cromatografico do extrato etanolico dos tubérculos de S. canescens

(Figura 221; pagina 254) apresentou-se muito semelhante a SLC4, possuindo



254

principalmente picos de glicosideos fendlicos. Foram identificadas sete substancias:
S1, S2, S3, S24, S25, S31 e S34.
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FIGURA 221. Cromatograma do extrato em etanol dos tubérculos de S. canescens no gradiente
exploratério linear de metanol em 254 nm.

A fracdo em 1-butanol foi obtida apenas de S. canescens e foi dividida em
duas fracbes: SCD e SCE. Esta ultima foi formada pelo material precipitado durante
a evaporacao do solvente. Como pode ser observado nos seus cromatogramas
(Figura 222; pagina 255), essas duas fracdes sdo muito semelhantes o que ja era
esperado, uma vez que SCE derivou de SCD por precipitacdo. Ambas apresentam
um pico principal, com duas substancias, na regido de glicosideos fendlicos. Uma
das substancias pode ser identificada como S34, enquanto a outra € um glicosideo
ndo identificado. Esse segundo glicosideo ndo é o mesmo nas duas fragdes, pois o
tempo de retencédo é diferente. Para se comprovar a presenca majoritaria de S34
nessas fracdes, os seus espectros de RMN de *H foram obtidos (Figura 223; pagina
255). Os resultados confirmaram que SCD contém majoritariamente a substancia
S34 e outro glicosideo fendlico néo identificado.
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FIGURA 222. Cromatogramas das fracbes em 1-butanol (SCD e SCE) dos
canescens no gradiente exploratério linear de metanol em 254 nm.
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FIGURA 223. Comparacdo dos espectros de RMN de 'H da substancia S34 com as fracdes

butandlicas de S.canescens SCD e SCE (MeOD, 200 MHz).

O estudo fitoquimico ja havia revelado que as duas espécies possuem

substancias em comum. Essa andlise por CLAE-DAD mostra que algumas dessas

substancias podem ser identificadas no extrato bruto, sem necessidade de
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isolamento. Esse dado é importante para o estudo de outras espécies do género.

Algumas informagbdes obtidas dos cromatogramas dos extratos das duas
espécies também sdo visualizadas nos espectros de RMN de 'H. Observando os
espectros dos extratos de S. leucotricha (Figura 224; pagina 256), pode-se verificar
gue os dois primeiros (SLC1 e SLC2) apresentam principalmente compostos
alifaticos, por outro lado os outros dois extratos mais polares (SLC3 e SLC4)
apresentam sinais caracteristicos de glicosideos fendlicos.

Analisando os espectros de RMN de 'H dos extratos de S. canescens (Figura
225; pagina 257) o mesmo perfil observado para S. leucotricha é visto para essa
espécie, com os dois primeiros extratos (SCA e SCB) possuindo majoritariamente
compostos alifaticos e os outros trés extratos mais polares (SCC, SCD e SCE) com

sinais caracteristicos de glicosideos fendlicos.
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FIGURA 224. Comparacdo dos espectros de RMN de 'H dos extratos dos tubérculos de S.
leucotricha (200 MHz, CDCl; ou MeOD).



257

SCE

) i
sco AMJ___J/LNN\A o
o o

SCB

,. e

SCA |

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

B W,

FIGURA 225. Comparacdo dos espectros de RMN de 'H dos extratos dos tubérculos de S.
canescens (200 MHz, CDCI; ou MeOD).

Analisando as substancias isoladas de cada extrato das trés coletas de S.
leucotricha, pode-se concluir que a extracéo por sohxlet (SLB) néo foi seletiva, pois
algumas substancias foram encontradas nos trés extratos (éter de petréleo,
diclorometano e acetona). Esperava-se que esteroides e substancias alifaticas de
cadeia longa fossem extraidos com éter de petroleo, as substancias de média
polaridade (naftoquinonas e sesquiterpenos) com diclorometano e, o extrato em
acetona concentrasse as substancias mais polares, como os glicosideos fendlicos.
Por outro lado, a extragcao a frio seguida de CLV foi mais seletiva, pois foram obtidas
fracbes com substancias de polaridade semelhante.

A partir da fragdo em hexano de S. canescens (SCA) foram isolados
naftoquinonas, sesquiterpenos e etilcicloexanos. Estas classes de compostos
também foram encontradas na fracdo em diclorometano (SCB), juntamente com
triterpenos e glicosideos fendlicos. Neste caso, a particdo do extrato etandlico com
solventes foi eficiente para separar as substancias em grupos de polaridade
semelhante.

Essas observacgdes levam a conclusao de que, para as espécies de Sinningia,

a obtencdo de extratos por maceracao a frio € melhor do que a extracdo a quente
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em extrator soxhlet. Pode-se optar pelo uso de varios solventes em ordem crescente
de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol) ou fazer uma Unica
extracdo com etanol seguido de particdo liquido-liquido com solventes (hexano,

diclorometano, acetato de etila, 1-butanol).

4.11. ENSAIOS DE ATIVIDADE CITOTOXICA

A atividade citotoxica das amostras foi avaliada em valores de TGI
(concentrac@o necessaria para total inibicdo do crescimento celular), sendo que séo
consideradas inativas as amostras com valores de TGl maiores que 50 pug mL™,
fracamente ativas aquelas com valores entre 50 e 15 pg mL™*, moderadamente
ativas entre 15 e 6,25 ug mL? e potentes sdo as amostras com valores de TGl
menores que 6,25 pg mL™ (FOUCHE et al., 2008; MENEZES et al., 2013).

O extrato etandlico total de S. canescens (SCET) apresentou uma atividade
fraca contra as linhagens de células de mama e ovario resistente a mdultiplos
farmacos, com valores de TGl de 27,82 e 28,87 pg mL™, respectivamente. Contra
todas as outras linhagens de células esse extrato foi inativo, incluindo as células
normais (HaCat), para as quais foi necessaria uma concentracéo de 179,39 pg mL™
de extrato para inibir totalmente o crescimento celular (Tabela 41; pagina 261). As
fracOes obtidas por particio foram um pouco mais potentes do que o extrato total,
mas apenas SCE apresentou uma atividade fraca contra linhagens de células de
ovario resistente a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES), pois apresentou um valor de
TGI de 32,1 ug mL™. A atividade dessa fracédo deve ser consequéncia do segundo
glicosideo fendlico nédo identificado. Nenhuma fracdo de S. canescens mostrou
toxicidade as células normais. O extrato etandlico total de S. leucotricha (SLET)
apresentou atividade fraca contra as linhagens de células de melanoma, prostata e
célon (TGI 35,52 - 40,83 ug mL™) e atividade forte contra células de leucemia (TGI
0,36 ug mL™). Dentre as fracbes obtidas por particdo, aquela que apresentou 0s
menores valores de TGI foi a butandlica (SLT3), que revelou atividade fraca contra

células de préstata e célon (TGI 42,7 e 18,3 ug mL™, respectivamente). A fracdo em
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acetato de etila (SLET2) foi moderamente ativa contra as células de célon com o
valor de TGI de 15,6 pg mL™ e a fracdo em hexano (SLET1) foi inativa (Tabela 41;
pagina 261). Nenhuma das fracbes foi ativa contra as células de leucemia. E
possivel que a grande atividade do extrato etandlico contra essa linhagem célular
fosse conseqiéncia de um sinergismo entre os diversos componentes ou que a
substancia ativa tenha ficado na fase aquosa remanescente da particdo, que nao foi
recuperada, ou ainda tenha sofrido decomposi¢cdo durante a particdo e/ou
armazenamento das fragoes.

Das seis substancias submetidas ao teste de atividade citotoxica (S1, S14,
S16, S25, S26 e S31), apenas as substancias S1 e S31 deram resultados positivos.
S1 foi potente contra as células de glioma e ovario resistente a multiplos farmacos
(TGl 4,58 e 4,66 pg mL™, respectivamente); moderamente ativa contra as células de
melanoma, mama, rim, pulmao, préstata e célon (TGl 11,33 - 31,31 pg mL™); inativa
contra as células de ovario, leucemia e a linhagem normal (VERO). Por outro lado,
S31 mostrou apenas uma atividade fraca contra as células de préstata (TGI de 34,3
Hug mL™). Esses resultados indicam que as naftoquinonas, juntamente com o0s
glicosideos fendlicos, sdo as substancias responsaveis pela atividade citotoxica
apresentada pelos extratos de S. canescens e S. leucotricha. A atividade citotoxica e
antitumoral das quinonas tem sido bastante documentada (HAYASHI et al., 1987;
XIAO et al., 2011). A substancia S1 ja havia sido testada anteriormente, mostrando
atividade citotéxica em células tumorais de mama e pancreas (SHERIDAN et al.,
2010). Também ha registros da atividade citotoxica de glicosideos fendlicos
(JIMENEZ; RIGUERA, 1994). Considerando que esta substancia estava presente
nas duas espécies, pode-se supor que a diferenca de atividade observada seja
consequéncia da quantidade desta substancia, de sinergismo, ou da presenca de

substancias minoritarias que nao foram avaliadas ou identificadas.
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FIGURA 226. Estruturas da sulforrodanima B (A) e doxorrubicina (B).



TABELA 41. DADOS DE ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE S. leucotricha, S. canescens E DAS SUBSTANCIAS S1 E S31.
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Linhagens de TGI (Mg mL'l)
células SCET SCA SCB SCC SCD SCE SLET  SLET1 SLET2 SLET3 S1 S31 Doxorrub.
UACC-62 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. 37,32 N.T. N.T. N.T. 11,33 78,5 0,56
U251 >250 >150 >150 61,7 >150 73,7 N.T. >250 161,5 160,8 4,58 52,7 25,3
MCF-7 27,82 >150 >150 65,9 87,7 78,1 143,15 >250 143,1 72,7 13,23 >250 2,58
NCI-ADR/RES 28,87 >150 >150 81,1 90,2 32,1 80,82 >250 >250 >250 4,66 53,5 4,24
786-0 >250 >150 >150 50,5 91,3 57,9 90,53 >250 83,6 181,7 14,34 57,0 2,71
NCI-H460 >250 >150 >150 >150 >150 >150 >250 >250 >250 175,4 15,39 >250 0,57
PC-3 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. 35,52 >250 121,6 42,7 20,12 34,3 0,78
OVCAR-3 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. 57,93 N.T. N.T. N.T. 68,53 N.T. >25
HT-29 >250 >150 >150 93,5 >150 >150 40,83 90,0 15,6 18,3 31,31 105,2 >25
K562 N.T. >150 >150 >150 >150 >150 0,36 >250 >250 >250 >75 >250 0,009
VERO N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. >250 59,2 69,7 >75 N.T. 11,6
HaCat 179,39  >150 >150 86,4 106,8 104,6 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. >250 0,37

N.T. — ndo testado; SCET- extrato etandlico de S. canescens; SCA - extrato em hexano de S. canescens; SCB - extrato em diclorometano de S. canescens;

SCC - extrato em acetato de etila de S. canescens; SCD - extrato em butanol de S. canescens; SCE - precipitado do extrato em butanol de S. canescens; SLET

— extrato etandlico de S. leucotricha; SLET1 — fracdo em hexano de S. leucotricha; SLET2 — fracdo em acetato de etila de S. leucotricha; SLET3 — fracdo em

butanol de S. leucotricha; S1 — 7-hidroxi-a-dunniona; S31 - calceolariosideo B; UACC-62 — melanoma; U251 — glioma (SNC); MCF-7 — mama; NCI-ADR/RES —

ovario resistente a multiplos farmacos; 786-0 — rim; NCI-H460 — pulma&o, tipo ndo pequenas células; PC-3 — préstata; OVCAR-3 - ovario; HT-29 — c6lon; K562 —

leucemia; VERO - rim, célula normal de macaco verde; HaCat — célula normal.

- fracamente ativo; - moderadamente ativo;

- ativo.
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5. PROPOSTAS DE BIOGENESE PARA OS COMPOSTOS INEDITO S ISOLADOS

5.1. NAFTOQUINONAS

As naftoquinonas sdo biossintetizadas pela via do chiquimato (DEWICK,
1997), passando pelo acido O-succinilbenzdéico (OSB) (INOUE et al., 1984). Derivam
do acido chiquimico (77) (Figura 227; pagina 263), que com fosforilacdo usando
ATP, gera o &cido trifosfatochiquimico (78). Esse ultimo &cido sofre adicdo de uma
unidade de fosfoenolpiruvato (PEP) (79) pela acdo da enzima EPSP sintase, com
posterior eliminacdo-1,2 do acido fosforico, resultando no &cido trifosfato-5-
enolpiruvilchiquimico (EPSP) (81). Para a formacao do &cido corismico (82), ocorre
eliminacdo-1,4 de acido fosférico, e este passa para seu isdbmero (acido
isocorismico) (83) por um rearranjo dos grupos hidroxila. O acido 2-oxoglutarico (87)
€ descarboxilado na presenca de TPP (88) gerando o anion TPP do semialdeido
succinico (84), o qual ataca o acido isocorismico em uma reac¢do do tipo Michael
(Figura 227; pagina 263). Na sequéncia ocorre a saida da TPP (90), com formagé&o
do acido 2-succinil-5-enolpiruvil-6-hidroxi-3-ciclohexen-1-carboxilico (SEPHCHC)
(91), posteriormente eliminacdo de acido piravico para formar o acido 2-succinil-6-
hidroxi-2,4-cicloexadien-1-carboxilico (SHCHC) (92) e desidratacdo, chegando ao
intermediario OSB (93). Essa desidratacdo € uma eliminacdo syn nao usual, que
involve a remocéo inicial de um préton com estabilizagdo do anion pelo carboxilato.
Esse intermediario sofre adicdo de tioéster coenzima-A (94), na sequéncia ocorre
uma condensacao de Claisen que permite a formacao de um anel (95), desidratacao
(96), hidrélise do tioéster e enolizagdo para o tautdmero de menor energia que é 0
acido 1,4-diidroxinaftoico (97) (Figura 228; pagina 264).
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FIGURA 227. Formagédo do acido isocorismico, um intermediario na biossintese das naftoquinonas
(DEWICK, 1997).
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FIGURA 228. Formacao do acido 1,4-diidroxinaftoico, precursor biossintético das naftoquinonas
(DEWICK, 1997).

De acordo com Inoue e colaboradores (INOUE et al., 1984), as naftoquinonas
de Streptocarpus dunnii sdo biossintetizadas via acido 1,4-diidroxinaftdico (97)
(Figuras 229; pagina 265), passando por lawsona (98), seguido de prenilacdo com
DMAPP (difosfato dimetilalila) (99), e posterior rearranjo de Claisen para formar a 2-
hidroxi-3-(1,1-dimetilalil)-1,4-naftoquinona (102), que € o precursor de todas as
naftoquinonas, como por exemplo, a dunniona (104) e a a-dunniona (103) (Figura
229; pagina 265).
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FIGURA 229. Rota biossintética de algumas naftoquinonas a partir do acido 1,4-diidroxinaftoico.

Apos a formacdo da o-dunniona (103), uma sequéncia de oxidacdes por
monooxigenases com auxilio de NADPH (fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e
adenosina) e O-metilagdes por metiltransferases com auxilio da SAM (S-adenosina
metionina) (106) (Figura 230; pagina 266) ocorrem para a biossintese das dunnionas
S1a Sb5.

A biossintese de S7 deve envolver um rearranjo 1,2 de metila, que origina o
esqueleto basico da canescenona (105), seguido de oxidacdo e O-metilacdo pela
SAM. A substancia S9 deriva de S3 por adicdo de CH3;COOH (Figura 230; pagina
266).
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FIGURA 230. Proposta biogenética para as naftoquinonas S1, S2, S3, S4, S5, S7 e S9 a partir da a-
dunniona.

A dunniona S6 pode ser formada a partir da dunniona 104 da figura 229
(pagina 265), por uma monooxigenase. Com monooxigenases, 0 segundo atomo de
oxigénio do O, é reduzido a agua por um doador de hidrogénio (NADPH). Para
formar S6, ocorre, posteriormente, O-metilacdo pela SAM (Figuras 231 e 232;
pagina 267).

A substancia S8 deve ter sido formada a partir da 2-hidroxi-3-(1,1-dimetilalil)-
1,4-naftoquinona (102) com consequente oxidacdo e O-metilacdo (Figura 233;

pagina 267).
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FIGURA 232. Proposta biogenética para a naftoquinona S6 a partir da dunniona.
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FIGURA 233. Proposta biogenética para a naftoquinona S8 a partir do 2-hidroxi-3-(1,1-dimetilalil)-1,4-
naftoquinona.
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5.2. BENZOFURANOS

O padréo de oxidacdo dos anéis aromaticos dos benzofuranos sugere uma
biossintese mista, reunindo uma unidade de acido p-cumarico da via do chiquimato,
e a floracetofenona da via do acetato. O malonil-CoA (111) é formado a partir do
acetil-CoA (110) com o complexo enzima-biotina (112) (Figura 234a; pagina 269). A
unido de uma unidade de acetil-CoA com trés unidades de malonil-CoA forma um
policetideo, que apds reacao de Claisen e enolizacéo, forma a floracetofenona (114)
(Figura 234b; pagina 269). Para a formagdo do acido p-cuméarico (121) a partir do
acido corismico (82) (Figura 234c; pagina 269), ocorre primeiramente um rearranjo
de Claisen catalisado pela enzima corismato mutase que atua se ligando ao
conférmero pseudoaxial (116) do acido corismico, permitindo um estado de
transicdo com conformacéo cadeira formando o acido prefénico (117). Depois ocorre
aromatizacdo descarboxilativa, e perda da hidroxila, catalisada pela enzima
prefenato desidratase, para formar o acido fenilpirivico (118). Apds transaminagao
deste ultimo acido pela PLP (5'-fosfato pirodoxal), forma-se a L-fenilalanina (L-Phe,
119) que por oxidacdo com a enzima hidroxilase dependente de tetraidropterina,
sendo o oxigénio da hidroxila derivado de O, passa para L-tirosina (L-Tyr, 120). Com
auxilio da TAL (tirosina amonia liase), a partir da L-tirosina forma-se o acido p-
cumarico (121). Apos a formacgéo dos dois precurssores, pode ocorrer oxidagado pela
acado da enzima peroxidase (Figura 235; pagina 270), com a formacéo de radicais,
que sao estabilizados por ressonancia (122 e 123). A reacao entre os radicais ocorre
com perda de COCHs, que é seguida por uma condensacédo para formacéo do anel
diidrofurano (125) (DAVIN; LEWIS, 2003). Reacdes posteriores, como oxidacao do
anel diidrofurano, reducédo do acido para aldeido (126) e na sequéncia metilacdo da
hidroxila em C-7 levam ao 2-(4’-hidroxifenil)-5-hidroxi-7-metoxi-3-benzofuranal (S11).
Uma segunda metilagdo em C-4', forma o 2-(4’-metoxifenil)-5-hidroxi-7-metoxi-3-
benzofuranal (S12) (Figura 235; pagina 270).
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5.3. SESQUITERPENOS

Os sesquiterpenos sao oriundos da via do mevalonato, ou seja, o acido
mevaldnico é o precursor, formado a partir de trés unidades de acetil-CoA. Apé6s a
formagdo do &cido mevalbnico, com ajuda de ATP, forma-se o difosfato de
isopentenila (IPP, 128), que isomeriza para difosfato de dimetilalila (DMAPP, 99)
com auxilio da enzima isopentenildifosfato isomerase. Uma unidade de DMAPP (99)

perde o OPP com auxilio da enzima geranildifosfato sintase, gerando um cation
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(127) que apoés adicdo eletrofilica dessas duas moléculas (127 + 128) gera um
carbocéation terciario (129) que seguido de uma perda de proton estereoespecifica
gera o difosfato de geranila (GPP, 130) (Figura 236; pagina 272). Este € o precursor
dos monoterpenos, mas, com mais uma unidade de IPP, usando a enzima
farnesildifosfato sintase, outro carbocation terciario é formado (132) e apdés perda de
préton estereoespecifica, o difosfato de farnesila (FPP, 133) é gerado. O FPP é o
precursor de todos os sesquiterpenos (Figura 236; pagina 272).

Os esqueletos dos sesquiterpenos encontrados em S. leucotricha possuem
um intermediario comum, o céation presilphiperfolanila (139). Ap6s a saida do OPP
do FPP forma o cation FPP (134), posteriormente ocorre ciclizagdo formando o
cation humulila (135), seguida de outra ciclizacdo com fechamento de um
ciclobutano formando o cétion cariofilila (136). Na sequéncia ocorre um rearranjo de
ligacdo (137), depois outro rearranjo do par de elétrons da ligacdo 1 (138) e
finalmente migracdo 1,3 de hidrogénio para formar o céation presilphiperfolanila (139)
(RADULOVIC; DENIC, 2013). Para formacdo dos presilphiperfolanos, ocorre
desidrogenacédo do cation presilphiperfolanila para formacéo do presilphiperfol-7-eno
(140), depois saida de H* (141), migracdo da metila C-14 de C-6 para C-7 (142),
nova desidrogenacdo (143), isomerizacdo do grupo metila C-15 formando o
leucotricheno (144), que sofrera diferentes niveis de oxidacdo para formar S14, S15
e S17 (Figura 236; pagina 272).

A proposta de biossintese dos silphiperfolanos também tem como precurssor
o cation presilphiperfolanila (139), que com deslocamento de ligacdo forma o céation
cameroonanila (145) que ja possui trés anéis de cinco membros. Na sequéncia
ocorre novo deslocamento de ligacéo para formacéo do cation silphiperfolanila (146),
depois saida de H" formando o silphiperfol-5-eno (147), isomeriza¢do de todos o0s
estereocentros (148), e oxidacdo por monooxigenase uando NADPH para formar
primeiro a substancia S16 e depois de outra oxidacdo, S18 (RADULOVIC; DENIC,
2013; MENUT et al., 1997) (Figura 237; pagina 273).
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O cedrol (S19) e o 2,6,7-tri-epi-cedrol (S20) isolados de S. canescens
possuem uma biossintese diferente daquela proposta para os silphiperfolanos.
Todos os sesquiterpenos derivam do difosfato de farnesila (FPP, 133), mas no caso
dos cedranos, o intermediario seguinte € o cation nerolidila, ao invés do cation
humulila (135) (Figura 238; pagina 274). O difosfato de nerolidila possui duas formas
isoméricas, transoid (148) e cisoid (149), cada uma gerando esqueletos de
sesquiterpenos distintos. A primeira origina 0s germacranos, eremofilanos,
aristolanos, etc (NOEL et al., 2010), enquanto que a segunda gera os cedranos,
zizaenos, acoradienos, curcumenos, etc (HONG; TANTILLO, 2009). No caso dos
cedranos, apos a formacdo do cation farnesila (cisoid, 150), ocorre ciclizacdo 1,6
com formacéo do cétion bisabolila (151), posteriormente, rearranjo 1,2 de hidrogénio
para formar o céation homobisabolila (152) (BROCK et al., 2011). Na sequéncia,
ocorre ciclizacdo 6,10 formando o cation acorenila (153) e finalmente, ciclizacao
2,11, formando o cation cedrila (154) (carbocation terciario) que é o precursor dos
cedranos (FARALDOS et al., 2010). A oxidacao desse cation leva ao cedrol (S19), e
reacfes de isomerizacdo formam o 2,6,7-tri-epi-cedrol (S20) (Figura 238; péagina
274).
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6 CONCLUSAO

De S. leucotricha e S. canescens foram isoladas no total 35 substancias,
sendo que 16 foram obtidas de S. leucotricha, 13 de S. canescens e seis das duas
espécies. Além disto, 39 sesquiterpenos foram identificados em fracGes volateis de
S. canescens atraves de CG-EM. As duas espécies apresentam grande similaridade
guimica, uma vez que forneceram substancias das mesmas classes: naftoquinonas,
benzofuranos, sesquiterpenos, triterpenos, etilcicloexanos e glicosideos fendlicos.

Os sesquiterpenos isolados pertencem ao grupo dos triquinanos, que sao
sesquiterpenos triciclicos de ocorréncia restrita na natureza. Trés tipos de
esqueletos triqguinanos foram encontrados em S. leucotricha: silphiperfolano,
presilphiperfolano e, um novo esqueleto, denominado leucotrichano. Em S.
canescens ocorrem principalmente cedranos.

Naftoquinonas sao recorrentes na familia Gesneriaceae, mas em S.
canescens foram encontradas naftoquinonas diferentes daquelas identificadas em
outras espécies de Sinningia, sendo uma delas com um esqueleto novo
(canescenona). Pela primeira vez foram isolados benzofuranos, uma classe de
substancias que ainda nao havia sido encontrada na familia.

Portanto, S. leucotricha e S. canescens acumulam substancias tipicas da
familia, algumas com novos esqueletos carbdnicos. Esses resultados confirmam a
diversidade quimica do género e o0 seu potencial para o isolamento de novas
substancias.

A similaridade quimica entre S. canescens e S. leucotricha sugere sistemas
biossintéticos semelhantes, o que estaria de acordo com a sua proximidade
filogenética, uma vez que ambas pertencem ao mesmo clado (Dircaea).

Os extratos etanolicos de ambas as espécies apresentaram atividade
antiproliferativa, mas contra diferentes linhagens de células tumorais e com
poténcias diferentes. O extrato de S. canescens foi apenas fracamente ativo contra
células de mama e ovario resistente a multiplos farmacos, enquanto que o extrato de
S. leucotricha foi fortemente ativo contra células de leucemia. Dentre as classes de
substancias presentes, as naftoquinonas se destacam pela atividade citotoxica.

Nove naftoquinonas foram isoladas, sendo quatro delas comum as duas



276

plantas. Destas, apenas 7-hidroxi-a-dunniona (S1) teve a sua atividade
antiproliferativa investigada, revelando uma forte atividade contra células de glioma e
ovario resistente a multiplos farmacos. Esses resultados indicam que S. leucotricha e
S. canescens produzem diferentes substancias com atividade citotoxica e apontam
para a necessidade de avaliar outros extratos e substancias puras dessas espécies,
visando identificar substancias mais potentes e/ou seletivas frente as células

tumorais.
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