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RESUMO

A familia Gesneriaceae compreende cerca de 150 géneros e 3.000 espécies, podendo
ser ervas, cipos ou arbustos, geralmente ornamentais. No Brasil ocorrem 27 géneros e
211 espécies, algumas das quais sdo utilizadas na medicina tradicional. O género mais
comumente encontrado no Brasil é Sinningia, com 72 espécies. A espécie Sinningia
warmingii € uma planta herbacea, de ciclo anual, com tubérculo perene. Pode ser
encontrada no Brasil desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul além de nos demais
paises da América do Sul com excec¢édo do Chile e Uruguai. Estudos fitoquimicos com
espécies de Sinningia revelaram a presenca de diversas classes de compostos como
quinonas, terpenos, cromenos, e glicosideos fendlicos. Em um estudo anterior o extrato
em hexano dos tubérculos de Sinningia warmingii rendeu oito substancias conhecidas:
tectoquinona, 1-hidroxitectoquinona, 7-hidroxitectoquinona, 7-metoxitectoquinona,
aggregatina C, aggregatina D, halleridona e 8-metoxilapachenol. O trabalho atual teve
como objetivos continuar o estudo fitoquimico dos tubérculos de S. warmingii e avaliar a
sua atividade antimicrobiana. Os tubérculos de S. warmingii, secos e moidos, foram
extraidos com etanol. O extrato resultante foi particionado com hexano, acetato de etila e
butanol. As substancias presentes nas fragcbes foram isoladas e purificadas através de
técnicas cromatograficas. Para identificacdo das substéncias isoladas foram utilizados
métodos espectroscopicos, principalmente ressonéncia magneética nuclear e
espectrometria de massas, além de comparacdo com a literatura. Desse modo foram
obtidas oito substancias: tectoquinona (SW1), aggregatina E (SW2), aggregatina F
(SW3), warminguiina A (SW4), warminguiina B (SW5), halleridona (SW6), cleroindicina B
(SW7), e cornosideo (SW8). Destas, SW1 e SW6 j& haviam sido reportadas
anteriormente em S. warmingii, SW4 e SW5 sio inéditas, e as demais estdo sendo
reportadas pela primeira vez na espécie. O extrato etandlico e as fragbes em hexano,
acetato de etila e butanol foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana, in vitro,
contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 14458, S. epidermidis
ATCC 12228), Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 10799, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853) e fungos (Candida albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC 30070, C.
dubliniensis ATCC 778157 e C. parapsilosis ATCC 22019). Todas as amostras se
mostraram inativas (CIM > 500 ug mL™") e por essa razdo as substancias isoladas nao
foram testadas.

Palavras chaves: Gesneriaceae, Sinningia warmingii, naftoquinonas, atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

The Gesneriaceae family comprises about 150 genera and 3,000 species of herbs, shrubs
or lianas, usually ornamental. In Brazil there are 27 genera and 211 species, of which
some are used in the traditional medicine. The largest genus is Sinningia with 72 species.
Sinningia warmingii is an herbaceous plant with annual cycle and perennial tubers, which
is found in Brazil from Minas Gerais to Rio Grande do Sul as well as in other countries of
South America except Chile and Uruguay. Phytochemical studies with Sinningia species
revealed the presence of several classes of compounds such as quinones, terpenes,
chromenes, and phenolic glycosides. In a previous study, the hexane extract from
Sinningia warmingii tubers yielded eight known substances: tectoquinone, 1-
hydroxytectoquinone, 7-hydroxytectoquinone, 7-methoxytectoquinone, aggregatin C,
aggregatin D, halleridone and lapachenole. This work aims to continue the phytochemical
study of S. warmingii tubers, and to evaluate its antimicrobial activity. Dried and
powdered tubers of S. warmingii, were extracted with ethanol and the resulting extract
were partitioned with hexane, ethyl acetate and 1-butanol. Compounds were isolated by
chromatographic techniques, and identified by spectroscopic methods, mainly nuclear
magnetic resonance and mass spectrometry, besides comparison with the literature. In
this way, eight compounds were identified: tectoquinone (SW1), aggregatin E (SW2),
aggregatin F (SW3), warmingiin A (SW4), warmingiin B (SWS5), halleridone (SWS6),
cleroindicin B (SW7), and cornoside (SW8). SW1 and SW6 had been previously reported
in S. warmingii, SW4 and SW5 are new, and the other are being reported for the first time
in the species. The ethanolic extract and fractions in hexane, ethyl acetate and butanol
were evaluated in vitro for antimicrobial activity against Gram-positive bacteria
(Staphylococcus aureus ATCC 14458, S. epidermidis ATCC 12228), Gram-negative
(Escherichia coli ATCC 10799, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) and fungi
(Candida albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC 30070, C. dubliniensis ATCC 778157,
and C. parapsilosis ATCC 22019). All samples were inactive (MIC> 500 g mL™"), and for
this reason the isolated substances were not tested.

Key words: Gesneriaceae, Sinningia warmingii, naphthoquinones, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

Produtos naturais sdo substancias formadas através de vias do metabolismo
secundario, ou seja, aquelas ndo essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou
reproducdo de um organismo. Podem ser encontrados em fungos, bactérias e
organismos marinhos, mas as plantas superiores sdo a principal fonte de produtos
naturais. Sdo frequentemente produzidos em resposta a estimulos externos, como
variagoes de nutrientes, infeccdo e competicdo com outras espécies (VAISHNAV e
DEMAIN, 2010; STROHL, 2000). Cada espécie produz um conjunto de metabdlitos
secundarios adequado as demandas particulares do seu nicho ecolodgico.

A diversidade quimica dos metabdlitos secundarios reflete as diferencas entre os
organismos, com suas particularidades morfolégicas e enzimaticas (HARTMANN, 2007).
O metabolismo secundario vegetal tem sido uma rica fonte de novas substancias
biologicamente ativas, muitas das quais se tornaram extremamente importantes na
terapia (NEWMAN et al., 2008). A grande biodiversidade, ainda pouco explorada,
representa um estimulo para a descoberta de medicamentos baseados em produtos
naturais. A interagdo dos diversos organismos entre si e com o ambiente leva a produgao
de diversas substancias quimicas naturais complexas (McCHESNEY et al., 2007).

Apesar do declinio na utilizagdo de produtos naturais, devido ao desenvolvimento
de analogos sintéticos com alto rendimento, a investigacdo quimica, principalmente de
familias pouco conhecidas, é importante para a descoberta de novas moléculas, que
possam ser utilizadas diretamente na terapia ou como modelo de novas drogas
destinadas tanto a farmacos, como também para cosméticos, agroquimicos entre outros
(McCHESNEY et al., 2007).

Dentre os compostos bioativos com maior interesse, estdo aqueles que
apresentam atividade antitumoral, visto que varios tumores ainda ndo dispdem de
tratamento adequado. Existe também interesse na descoberta de novos farmacos
destinados aos tratamentos de doengas infecciosas. Entre os anos de 2005 e 2007 um
total de 13 farmacos derivados de produtos naturais foram aprovados para utilizacao
(COSTA-LUTUFO et al., 2010), e no decorrer dos anos esse numero so6 tende a crescer.

Além desse aspecto utilitario, os estudos fitoquimicos contribuem para a
compreensdo das relagdes filogenéticas entre os taxons (quimiossistematica) e para
documentar a composigao quimica de espécies que podem vir a ser extintas no futuro

préximo.
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1.1. FAMILIA GESNERIACEAE

A familia Gesneriaceae Rich. & Juss. é pantropical, com poucas espécies
encontradas nas regides frias. Atualmente sdo reconhecidos cerca de 150 géneros e
3000 espécies. No Brasil ocorrem 27 géneros e 211 espécies, sendo 140 espécies
endémicas. (ARAUJO et al., 2015). As gesneriaceas podem ser ervas, cipds ou arbustos,
perenes ou anuais, terrestres, epifitas (sobre outras plantas) ou rupicolas (sobre pedras).
Apresentam folhas geralmente opostas, podendo ser rosuladas ou verticiladas e as flores
zigomorfas com uma diversa variedade de cores, sendo frequentemente utilizadas como
ornamentais. A espécie ornamental mais conhecida da familia é a violeta africana
(Saintpaulia ionantha) (Figura 1) (BOGGAN & SHALIT, 2006).

A familia Gesneriaceae pertence a ordem das Lamiales, estando
taxonomicamente  proxima as  familias Plumbaginaceae, Lentibulariaceae,
Calceolariaceae e Oleaceae (BARROS, et al., 2010). Gesneriaceae é subdividida em
duas subfamilias, Cyrtandroideae e Gesnerioideae de acordo com o desenvolvimento do
embrido apdés a germinacdo da semente. Na subfamilia Cyrtandroideae os cotilédones
crescem de maneira desigual e ndo ha presenga de endosperma e ovario supero. As
espécies desta subfamilia sdo paleotropicais com ocorréncia na Africa, Asia, Europa e
Oceania, com exceg¢do da tribo Coronanthereae que ocorre na Australia e América do
Sul. A subfamilia Gesnerioideae, ao contrario da Cyrtandroideae, apresenta crescimento
dos cotilédones de maneira homogénea e presenca de endosperma e ovario infero na
maioria das espécies. Esta subfamilia é exclusivamente neotropical (ARAUJO et al.,
2005; BURTT, 1977; PERRET et al., 2013)

Muitas espécies de Gesneriaceae sao utilizadas na medicina tradicional,
principalmente contra febre, tosse, resfriado, dores, doengas infecciosas e inflamatdrias
(VERDAN & STEFANELLO, 2012).

Cultivandos —
www.cultivand®.com.br

Figura 1. Espécie da familia Gesneriaceae, Saintpaulia ionantha (violeta africana).
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1.2. GENERO SINNINGIA

O género Sinningia Nees é neotropical, compreendendo 72 espécies, distribuidas
desde o sul do México até o norte da Argentina. A maioria € encontrada no territério
brasileiro, principalmente nas regides Sul e Sudeste do pais (ARAUJO & CHAUTEMS,
2015a; ARAUJO & CHAUTEMS, 2015b; FERREIRA et al., 2014). Sao ervas terrestres,
rupicolas (crescendo em cima de pedras) ou epifiticas (crescendo em cima de arvores),
com caule carnoso ou lenhoso na parte basal, sem raizes adventicias e sistema
subterraneo tuberoso perene, em alguns casos obsoleto. A maioria das espécies de
Sinningia apresenta um ciclo anual de desenvolvimento. As partes aéreas crescem
durante o periodo chuvoso (primavera/verdo) e fenecem no periodo de seca
(outono/inverno), deixando as gemas dormentes nos tubérculos, que renascem na
proxima primavera (CHAUTEMS, 2003; ARAUJO et al., 2005). Entretanto algumas
espécies sao excecao a esse padrdo. Como exemplo, podemos citar S. nordestina,
distinta dos demais membros do género pela presenca de tubérculos vestigiais, que néo
rebrotam (CHAUTEMS et al., 2000).

A maioria das espécies de Sinningia sao ervas pequenas, com flores vermelhas
ou alaranjadas, o que lhes da um grande potencial ornamental. Sinningia speciosa,
conhecida como gloxinia, é cultivada e facilmente encontrada nas floriculturas. O seu
cultivo foi iniciado na Inglaterra ainda no inicio do século XIX (ZAITLIN, 2012). Outra
espécie vendida como ornamental é S. leucotricha, conhecida como rainha-do-abismo
(brazilian edelweiss no exterior), cujas populagdes naturais estdo em risco devido a
coleta indiscriminada, aliada a degradacdo ambiental causada pela agricultura e pela
expansao urbana (Figura 2) (UNEMOTO et al., 2006).

Figura 2. Espécies de Sinningia. A - Sinningia leucotricha; B — S. speciosa (gloxinia).
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Algumas espécies de Sinningia sdo empregadas na medicina popular. Os
indigenas mexicanos utilizam S. incarnata como contraceptivo e contra diarréia
(WIEHLER, 1995; BORK et al.,1997), enquanto que na Coldbmbia essa planta é
considerada revitalizante (CARBONO-DELAHOZ & DIB-DIAZGRANADOS, 2013). S.
tubiflora € empregada como purgativo na Argentina (WIEHLER, 1995). No Brasil, os
tubérculos de S. allagophylla sao considerados uteis como ténico e emoliente, enquanto
que as partes aéreas sdo empregadas como diurético e febrifugo (MORS et al., 2000;
GOMES & SHEPHERD, 2000). Outra espécie considerada medicinal no Brasil é S.
macrostachya, utilizada para tratar problemas renais (CEOLIN, 2009).

Estudos quimicos e farmacoldgicos com espécies de Sinningia sédo relativamente
recentes, estando restritos a poucas espécies. Sinningia cardinalis (Lehm) H.E. Moore foi
a primeira espécie do género a ser investigada, revelando a presenga das antocianinas
luteolinidina-5-O-glucopiranosideo (1), apigeninidina-5-O-glucopiranosideo (2), luteolina-
7-O-glicosideo (3), luteolina-7-O-glucuronideo (4) e apigenina-7-O-glucuronideo (5), além
de verbascosideo (6), um glicosideo fendlico, e do acido cinamico (7) (Figura 3)
(JENSEN, 1996; SWINNY et. al., 2000; WINEFIELD, et al., 2005).

Duas espécies tiveram os seus constituintes volateis investigados: S. tubiflora
cujas flores produzem um aroma rico em linalol (8) (PERRET et al., 2003), e S.
aggregata, que produz uma resina aromatica constituida de compostos alifaticos de
cadeia longa e uma fragdo sesquiterpénica. Nesta fracdo se destacam acetato de (2)-
nerolidila (8,5%, 9), espatulenol (7,5%, 10) e (E)-nerolidol (6,4%, 11) (STEFANELLO et
al., 2005) (Figura 4).

Tendo em vista a escassez de dados quimicos sobre a familia Gesneriaceae e,
em particular sobre o género Sinningia, 0 nosso grupo de pesquisa tem se dedicado nos
ultimos anos ao estudo fitoquimico de espécies desse género.

O estudo fitoquimico dos tubérculos de S. aggregata forneceu 20 substancias:
tectoquinona (12), 1-hidroxitectoquinona (13), 6-hidroxitectoquinona (14), 7-
hidroxitectoquinona  (15),  7-metoxitectoquinona  (16), pustulina (17), 1,6-
diidroxitectoquinona (18), aggregatinas A-F (19-24), cornosideo (25), tirosol (26), ferulato
de icosila (27), calceolariosideo-B (28), halleridona (29), sitosterol (30) e, estigmasterol
(31) (Figuras 5-9). As substancias 19-24 eram inéditas na literatura (VERDAN et al.,
2010; 2015b).

Os tubérculos de S. speciosa renderam as naftoquinonas 16 e rubiawallina-B (32),
enquanto que as partes aéreas forneceram os esteroides 30 e 31, juntamente com os
cicloetilexanoides isorengiol (33) e cleroindicina-B (34) (Figuras 6-9) (VERDAN et al.,
2009).

Os tubérculos de S. allagophylla, uma planta encontrada na regido centro-sul do
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Brasil, forneceram 22 substancias: 12, 15, 23, 29, oleato de sitosterila (35), linoleato de
sitosterila (36), oleato de estigmasterila (37), linoleato de estigmasterila (38), dunniol (39),
o-dunniona (40), dunniona (41), 8-hidroxidunniona (42), lapachenol (43), 8-
metoxilapachenol (44), allagophylldimeros A-C (45-47), (2S)-12-hidroxilapachenol (48),
(3R)-3,4-diidro-3-hidroxi-4-oxo-8-metoxilapachenol (49), 6-metoxi-7,8-benzocumarina
(50), cedrol (51) e acido oleandlico (52) (Figuras 5-8, 9-12). As substancias 44-49 eram
inéditas na literatura (RIVA et al., 2012; SCHARF et al., 2016).

S. leucotricha forneceu varios sesquiterpenos como o acido leucotrichéico (53),
leucotrichol (54), presilphiperfolan-9-ol (55), 11-epi-subergorgiol (56), 11-epi-
silphiperfolenal (57), além dos triterpenos hederagenina (58), acido 23-hidroxiursolico (59)
e acido betulinico (60), e das naftoquinonas 7,8-dimetoxidunniona (61), 7- hidroxi-a-
dunniona (62) e 6-metoxi-7-hidroxi-a-dunniona (63) (Figuras 6, 11 e 12) (VERDAN et al.,
2013; 2015a).

Os tubérculos de S. canescens produzem um O6leo aromatico contendo
principalmente sesquiterpenos nao oxigenados (82,6%), sendo os principais constituintes
B-santaleno (64, 14,6%), p-cedreno (65, 10,4%), a-cedreno (66), 2-epi-B-funebreno (67) e
trans-cadina-1(6)-4-dieno (68, 10,0%). Os compostos 66 e 67 co-eluiram, representando
juntos 18,3%. Além do 6leo foram isoladas as seguintes substancias: 12, 29, 39, 54, 55,
62, 63, 7,8-dimetoxi-a-dunniona (69), 7-metoxi-8-hidroxi-a-dunniona (70) (Figuras 5, 6, 8,
11 e 19) (VERDAN et al., 2014; 2015a).
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Figura 10. Cromenos e cumarina (50) isolados de Sinningia spp.
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Figura 12. Triterpenos isolados de Sinningia spp.

Algumas substancias isoladas de Sinningia spp apresentaram atividade bioldgica.
A naftoquinona dunniol (39), isolada de S. allagophylla, apresentou atividade citotéxica in
vitro contra as linhagens de células tumorais humanas de glioma, mama, ovario
resistente a multiplos farmacos e leucemia. Dunniol inibiu totalmente o crescimento
dessas células em concentragdes de 1,14-6,88 ug mL™ (RIVA et al., 2012). Essa mesma
planta forneceu o cromeno 8-metoxilapachenol (44) que apresentou atividade anti-
inflamatéria e analgésica (BARBOSA et al., 2013), além de atividade larvicida (SCHARF,
2014). A substancia aggregatina D (22) isolada pela primeira vez de S. aggregata,
também apresentou atividade citotoxica contra as linhagens de células tumorais humanas
de melanoma, rim e ovarios. A concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento
das células (ICso) variou de 0,30-12,8 ug mL™" (VERDAN et al., 2015b). Além disso, essa
substancia mostrou se analgésica na dor de origem inflamatéria (SOUZA et al., 2015).

No presente trabalho pretende-se dar continuidade ao estudo do género
Sinningia, através da investigacédo de S. warmingii (Hiern.) Chautems.

S. warmingii (Figura 13), é uma planta herbacea, anual, com tubérculo perene,
que atinge até 50 cm de altura. Ocorre no Brasil, desde Minas Gerais até o Rio Grande
do Sul, e também nos demais paises da América do Sul, com excec¢éo do Chile e Uruguai
(ARAUJO et al., 2005; ARAUJO & CHAUTEMS, 2015a). N&o foi encontrado um nome
popular para esta planta no Brasil, mas na provincia de Utcubamba, regido Amazénica,

no Peru, ela é conhecida como “papa-madre” e tem sido utilizada pela populagao local
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para o tratamento de problemas ginecoldgicos, como inflamagao puerperal e infecgbes
causadas por fungos ou bactérias. Uma andlise fitoquimica revelou a presenga nos

tubérculos principalmente de glicosideos fendlicos (CASANA et al., 2012).

Figura 13. Fotos de S. warmingii: planta florida no campo, detalhe da flor e tubérculo.

Um estudo fitoquimico anterior com o extrato em hexano dos tubérculos de S.
warmingii rendeu oito substancias conhecidas, 12, 13, 15, 16, 21, 22, 29 e 43, que
haviam sido isoladas anteriormente de S. aggregata e/ou S. allagophylla (VERDAN et al.,
2014). Entretanto varias fracdes do extrato hexanico, que continham constituintes
minoritarios, ndo foram purificadas, bem como os extratos em solventes mais polares
(acetato de etila e butanol). Além disso, nenhum ensaio biolégico havia sido conduzido

com essa planta.

2. OBJETIVOS

2.1. GERAIS
Realizar o estudo fitoquimico de Sinningia warmingii e avaliar a sua atividade

bioldgica.

2.2. ESPECIFICOS
Isolar e identificar os principais metabdlitos secundarios de diferentes extratos dos

tubérculos de S. warmingii. Realizar testes de atividade antimicrobiana com os extratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PROCEDIMENTOS GERAIS

Nas separagdes por cromatografia em coluna (CC), usou-se gel de silica 60. Para
preparar as placas cromatograficas preparativas (CCDP), espalhou-se uma suspenséao
de gel de silica 60 PF25, em mistura com agua destilada numa proporg¢ao de 15 g/30 mL,
sobre placas de vidro 20x20 cm, usando um espalhador, que forneceu uma espessura de
1,00 mm. Para as andlises por cromatografia de camada delgada analitica foram
utilizadas placas prontas recobertas com gel de silica na espessura de 0,25 mm. Na
revelacdo destas placas usou-se radiagao UV (366 e 254 nm) e, solugéo a 5% de H,SO,
em etanol. Os reagentes e solventes utilizados foram produtos analiticos.

Para identificagdo das substancias isoladas, foi utilizada principalmente a técnica
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os espectros foram obtidos em
espectrometros operando a 200, 400 ou 600 MHz para 'H e 50, 100 e 150 MHz para °C,
usando-se técnicas uni e bidimensionais (HSQC e HMBC). Como solventes foram
utilizados CDCI3; e/ou MeOD e, TMS como referéncia interna. Os dados obtidos foram
comparados com aqueles publicados na literatura. A analise por difragdo de Raios X foi
realizada em um equipamento Brucker D8 venture, equipado com um monocromador e
uma fonte de cobre. Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos em um
espectrémetro LTQ-Orbitrap XL (THermo Scientific), com ionizagcdo por “spray” de
elétrons.

As separagdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas em um equipamento de cromatografia HPLC Waters composto por bomba
quaternaria, injetor automatico, detector PDA 2998 e acoplado a um sistema de aquisic&o
de dados Empower software. Foi utilizada uma coluna semi-preparativa, Phenomenex
Nucleosil 100A C18, com injecdes a partir de 25 uL, espessura da fase estacionaria de 5
um e tamanho 250x10 mm. Os solventes organicos utilizados foram metanol e acetonitrila
grau HPLC, além de agua ultrapura (Milli-Q). Estes foram filtrados em membrana de
nailon 0,45 um (Millipore) e desgaseificados por 30 minutos em banho de ultrassom antes

de serem usados.
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3.2. ESTUDO FITOQUIMICO

3.2.1. COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Os tubérculos de Sinningia warmingii (Hiern.) Chautems foram coletados na
cidade de Londrina, PR em maio de 2012, pela botanica Clarisse B. Poliquesi. Uma

exsicata foi depositada no Museu Botanico Municipal sob o numero 12804.

3.2.2. PREPARAGAO DOS EXTRATOS

Os tubérculos frescos (307,2 g) foram fatiados, secados em estufa em
temperatura de 40°C e entéo triturados. O material seco resultante (61,3 g) foi extraido
com etanol pela técnica de maceracdo a frio, que consiste em deixar o material em
contato com o solvente, a temperatura ambiente, por 24 horas, e apds esse tempo,
remover o solvente por filtracdo, adicionando nova por¢cdo de solvente. Este
procedimento foi repetido por trés vezes utilizando 600 mL de solvente em cada vez. O
solvente foi evaporado em evaporador rotativo, resultando no extrato etandlico bruto
(SWE, 2,82 g). Este foi dissolvido em EtOH:H,0 9:1 (150 mL) e extraido com hexano (3 x
50 mL). Em seguida foi adicionado 120 mL de H,O e a mistura resultante foi extraida
novamente com AcOEt (3 x 100 mL), e n-BuOH (3 x 100 mL). Os solventes foram
removidos, resultando nos extratos em hexano (0,59 g), AcOEt (0,28 g) e n-BuOH (0,198
g) (Esquema 1).

3.2.3. ISOLAMENTO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

A fracdo em hexano (SWD) foi fracionada através de cromatografia em coluna
(CC) utilizando como fase estacionaria gel de silica, eluida com misturas de
hexano:acetona (99:1 até 3:7), acetona pura, acetona: metanol (1:1) e por fim metanol.
Foram recolhidas 43 fragdes de 30 mL, que foram reunidas em 11 grupos apods

comparagéao por CCDA (Tabela 1, Esquema 2).



Tubérculos de
Sinningia warmingii

Secados a 40°C e moidos —®

Massa Seca
61,39

«—— Extracdo com Etanol

Extrato etandlico
2,82¢

<+—— Particdo com solventes

Hexano Acetato de etila Buténol
0,599 0,28 g 0,198 g

Esquema 1. Procedimento da extragédo dos tubérculos de Sinningia warmingii.

Tabela 1. Fracdes obtidas da cromatografia em coluna da fragdo em hexano.

GRUPO FRAGAO SOLVENTE MASSA (mg)
- SWD 1-11 Hexano:acetona 19 1
(100:0; 99:1; 9:1) ’
il SWD 12-13 Hexano:acetona 9:1 141,6
1 SWD 14-16 Hexano:acetona 8:2 36,3
Y SWD 17-18 Hexano:acetona 8:2 15,6
*V SWD 19-22 Hexano:acetona 3:2 13,4
Vi SWD 23-24 Hexano:acetona 3:2 27,2
*VII SWD 25-27 Hexano:acetona 3:2 164,6
VIII SWD 28-30 Hexano:acetona 1:1 48,4
IX SWD 31-32 Hexano:acetona 3:7 33,1
X SWD 33-35 Hexano:acetona 3:7 13,0

Acetona; Acetona:MeOH

Xl SWD 36-43 1:1: MeOH

22,6

*Fracdes estudadas anteriormente.
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O grupo |V foi purificado por CLAE (método isocratico H,O:ACN 1:4 com fluxo de
1,0 mL min™", por 20 min), fornecendo as fragdes SWD17-l (Tg =7,83 min; 1,6 mg, SW2),
SWD17-1l (Tg =8,54 min; 1,5 mg, SW3), e SWD17-IV (Tr = 13,47 min; 0,4 mg, SW1).

O grupo VIl foi purificado por CCDP, eluida com CH,CIl,:AcOEt 95:5, sendo
isoladas SWD 28 C (4,6 mg, SW4 + SW5) e SWD 28 D (6,3 mg, SW4). A fragdo SWD 28
C foi purificada por CLAE (ACN 100% fornecendo SW4 (Tg = 3,31 min, 2,7 mg).

O grupo X foi purificado através de CLAE (método isocratico H,O: CH;0OH 62:38
com fluxo de 1,0 mL min™, por 20 min), sendo obtida SWD 33-35 C (Tg = 7,59 min; 7,1
mg, SW7).

Fracao em hexano (SWD)
0,59 ¢

) CC em Hexano:acetona

11 grupos
| |
Grupo IV Grupo VI Grupo X
15,6 mg 48,4 mg 13,0 mg
<+—— CLAE H,O:ACN 1:4 CLAE H,0:CH3;0H 62:38 —»
SW7
7,1 mg
SwW2 Sw3 SwWi1 SWD 28 C SWD 28D
1,6 mg 1,5 mg 0,4 mg
SW4 + SW5 Sw4
4,6 mg 6,3 mg
CLAE ACN 100% —
SwW4
2,7 mg

Esquema 2. Procedimento experimental do fracionamento da fragcdo em hexano.

A fragdo em AcOEt (SWA) foi submetida a CC, eluida com CH,Cl, e misturas de
CH.CI;:MeOH, sendo recolhidas 40 fracbes de 20 mL, as quais foram reunidas em 9

grupos (Tabela 2, Esquema 3).
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GRUPO FRACAO SOLVENTE MASSA (mg)
| SWA 1-3 CH,Cl, 54
1 SWA 4-12 CH2C|2; CHzClzZMeOH 1,7

98:2
I SWA 13-15 CHzC'z:'\giOH 98:2; 10,1
W, SWA 16-17 CH,Cl;:MeOH 9:1 2,1
v SWA 18-22 CH,Cl;:MeOH 8:2 23,8
VI SWA 23-24 CH,Cl;:MeOH 8:2 35
VI SWD 25-28 CH,Cl;:MeOH 8:2; 3:2 24,8
Viil SWD 22-32 CH,Cl;:MeOH 3:2 9,9
IX SWD 33-40 CH,Cl,:MeOH 3:2; 28.7

MeOH

Parte do grupo lll (10,1 mg) foi purificada por CLAE (H,O: ACN 83:17, isocratico,
fluxo de 1,0 mL min™, por 6 min). Foi obtida a fragdo SWA 13-15 A (Tg = 3,57 min; 1,1

mg, SW6).
Fracao em acetato de etila
(SWA)
<+—— CCem CH2C|2
9 Grupos
| |
Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Grupo V Grupo VI Grupo VII Grupo VIII Grupo XI
5,4 mg 1,7 mg 10,1 mg 2,1 mg 23,8 mg 3,5mg 24,8 mg 9,9 mg 28,7 mg
<+— CLAE H,O:ACN 83:17
SW6
1,1 mg

Esquema 3. Procedimento experimental do fracionamento da fragdo em acetato de etila.
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A fracdo em n-BuOH (SWB) foi submetida a cromatografia em coluna, eluida com
AcOEt: MeOH:H,O em gradiente 8:1:0,25; 7:2:0,25; 6:3:0,25; 5:4:0,25; 3:6:0,25 e por fim
metanol, rendendo 37 fragdes que foram agrupadas em 10 grupos (Tabela 3, Esquema
4).

Os grupos lll e V foram purificados por CCDP em AcOEt:MeOH:H,0 8:1:0,25. Do
grupo lll foi isolada SW6 (8,8 mg), enquanto o grupo V forneceu SW7 (1,4 mg) e SW6
(0,5 mg).

O grupo X foi purificado por CCDP em AcOEt:MeOH:H,O 6:3:0,25, fornecendo
SWB 22 - 24 B (3,8 mg, SW8).

Tabela 3. Fragdes obtidas da cromatografia em coluna da fragdo em 1-butanol.

GRUPO FRAGAO SOLVENTE MASSA (mg)
| SWB1-3 ACOE;:: 1“{'5(2):“20 2,7
I SWB 4 ACOE; 1“{'5(2):“20 0,8
I SWB 5 ACOE;Z 1“{'5(2):“20 10,3
W, SWB 6 ACOE;Z 1“{'5(2):“20 6,4
Vv SWB7-9 ACOE; 1“{'5(2):“20 14,2

VI SWB 10 - 13 ACOE;:: 1“{'5(2):“20 24,3
VI SWB 14 — 17 ACOE;:: 2'\/'5 (2):“20 3,4
Viil SWB 18 — 20 ACOE;::Z'\E(Z)::WO 11,2
IX SWB 21 ACOE;::XS (2)5H:H20 4,7
X SWB 22 — 24 ACOE; g'(ig::Hzo 23,5

Xl SWB 25 - 37 MeOH 35,0
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Fracdo em n-butanol (SWB)

0,198 g
[«——CC em AcOEt: MeOH:H,0
10 grupos
Grupo Il Grupo V Grupo X
10,3 mg 14,2 mg 23,5 mg
<+—— CCDP AcOEt:MeOH:H,0 — CCDP AcOEt:MeOH:H,O —,
8:1:0,25 6:3:0,25
SW6 SW8
0,5 mg 1,4 mg

Esquema 4. Procedimento experimental do fracionamento da fragdo em n-butanol.

3.3. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O extrato bruto em etanol dos tubérculos de S. warmingii (SWE), e as fracdes
obtidas por particado (SWD, SWA, SWB) foram testados in vitro contra bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 14458, S. epidermidis ATCC 12228), Gram-
negativas (Escherichia coli ATCC 10799, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) e
fungos (Candida albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC 30070, C. dubliniensis ATCC
778157 e C. parapsilosis ATCC 22019).

As amostras foram avaliadas aplicando o método de microdiluicdo (SALVADOR
et al., 2002), com concentracdes entre 10 a 500 ug mL™. A concentragao inibitéria minima
(CIM) foi calculada, como a menor concentragdo necessaria para a completa inibicao de
crescimento do microrganismo testado. Os testes foram realizados em duplicata com trés
repeticdes, tendo bacitracina e cetoconazol como controles positivos para bactérias e
fungos, respectivamente. A solugédo de propilenoglicol / agua destilada estéril (5:95, v/v)
foi o controle negativo. Os testes foram realizados no Instituto de Biologia (UNICAMP),

sob responsabilidade do Prof. Dr. Marcos José Salvador.
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3.4. DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Swi1

Tectoquinona: Solido amarelo; massa molecular calculada C45H100,: 222,2431; CLAE:
tr= 13,43 min, isocratico H,O:ACN 1:4; RMN "H, HSQC, HMBC Figuras: 14-17 (paginas
37-38), Tabela 5 (pagina 39).

SW2

Aggregatina E: Oleo amarelado; massa molecular calculada C1sH1404: 258,2716; CLAE:
tz= 7,83 min, isocratico H,O:ACN 1:4; [o]p*°= +7,23 (c=0,053, CHCIl3); RMN 'H, HSQC,
HMBC Figuras: 18-21 (paginas 41-42), Tabela 6 (pagina 43).

SW3

Aggregatina F: Oleo amarelado; massa molecular calculada C15H140s: 274,2706; CLAE:
tz= 8,54 min, isocratico H,O:ACN 1:4; [a]o®= +14,0 (c=0,04, CHCl;); RMN 'H, HSQC,
HMBC Figuras: 22-25 (paginas 44-46), Tabela 7 (pagina 46).

Sw4

Warminguiina A: Sdlido incolor; EM-AR: m/z [M + Na]" calculado para CszyHxOgNa:
501,4858, obtido: 501,1308; CLAE: tg= 3,31 min, ACN 100%; [a]o*° = + 50,0 (c= 0,003,
CH30H); UV-Vis (MeOH) Amax/nm (log €) = 206 (4,0), 218 (3,9), 269 (3,5); DC (c= 0,01,
CH30H) Amax (8) = 251 (-15.3), 300 (+12.6), 366 (+4.5); Raios X Figura 26 (pagina 48);
RMN 'H, HSQC, HMBC Figuras: 28-30 (paginas 49-50), Tabela 8 (pagina 52).

SW5

Warminguiina B: Sélido incolor; EM-AR: m/z [M - H] calculado para C3oH250s: 513,5195,
obtido: 513,15641; RMN 'H, HSQC, HMBC Figuras: 33-39 (paginas 54-57), Tabela 9
(pagina 58).

SW6

Halleridona: Oleo avermelhado; massa molecular calculada CgH1,03: 154,6299; CLAE:
tz= 3,57 min, isocratico H,O:ACN 83:17; RMN 'H, DEPT-135 Figuras: 40-41 (paginas 59-
60), Tabela 10 (pagina 60).
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SW7

Cleroindicina B: Oleo incolor; massa molecular calculada CgH1403: 158,1968; CLAE: tg=
7,59 min, isocratico H,0:CH3;OH 62:38; RMN 'H, HSQC, HMBC Figuras: 42-45 (paginas
62-63), Tabela 11 (pagina 64).

SW8
Cornosideo: Sélido branco; massa molecular calculada Ci4H»00g: 316,3072; RMN 'H,
HSQC, HMBC Figuras: 46-49 (paginas 65-67), Tabela 12 (pagina 67).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico dos tubérculos de S.
warmingii resultou no isolamento e identificacdo de oito substancias (Tabela 4). Destas,
SW4 e SW5 sao inéditas, SW1 e SW6 ja foram descritas em S. warmingii, e as demais

estdo sendo descritas pela primeira vez na espécie.

Tabela 4. Substancias isoladas de Sinningia warmingii.

Substancia Massa (mg)

SWi1 0,4
SW2 1,6
SW3 1,5
SW4 9,0
SW5 + SW4 4,6
SW6 10,4
SW7 8,5

SW8 3,8
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4.1. IDENTIFICAGAO DA ANTRAQUINONA SW1

O espectro de RMN de 'H de SW1 (Figura 14) mostrou sinais de sete hidrogénios
na regido de hidrogénios aromaticos, distribuidos em dois sistemas de spins. Um deles
apresentava dois multipletos em &4 8,31 e 7,80 (dois hidrogénios cada), sugerindo um
anel aromatico 1,2-dissubstituido. O outro mostrava sinais de trés hidrogénios em &y
8,22, 8,11 e 7,61, com constantes de acoplamento tipicas de um anel aromatico 1,2,4-
trissubstituido. Foi também observado um simpleto em &y 2,55, integrando para trés
hidrogénios, indicando um grupo metila ligado a um anel aromatico.

Através dos mapas de correlagdo 'H-'°C direta (HSQC) e a longa distancia
(HMBC) foram obtidos os dados de RMN de "*C de SW1 (Figuras 15 e 16; Tabela 5).
Foram observados 12 sinais correspondentes aos dois anéis aromaticos entre . 126,6 e
0. 145,5, dois sinais de grupos carbonila de cetona a-B-insaturada em &, 183,0 e 6. 183,7
e um sinal de grupo metila em &, 21,8, caracterizando uma metilantraquinona.

Pelo experimento HMBC determinou-se a posicdo do grupamento metila no C-2,
através das correlagdes desse grupo com os carbonos em &, 127,5 (C-1), 135,1 (C-3) e
145,5 (C-2). As demais correlagdes confirmaram a estrutura da 2-metilantraquinona,
conhecida como tectoquinona (MOREIRA et al., 2006).
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H de SW1, com ampliagdo regido aromatica (CDCl;
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Figura 15. Mapa de correlagéo direta 'H-">C de SW1 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 16. Mapa de correlagéo a longa distancia 'H-">C de SW1 (CDCls, 400 MHz).

Figura 17. Correlagbes observadas no mapa de correlagao 'H-"Ca longa distancia de

SWi1.
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Tabela 5. Dados de RMN de SW1 (CDCl;, 400 MHz) e comparagdo com dados da
literatura (CDCl;, 300 MHz, MOREIRA et al., 2006).

SwW1 Tectoquinona
Pos. Ou; mult.
Sc Sw; mult. (J em Hz) P e 5¢
(J em Hz)
1 127,5 8,11 dq (0,6; 1,8) 3,4,9, CHs| 1274 8,11 d (1,3)
2 145,5 - - 145,2 -
3 135,1 7,61ddd (0,6;1,8;7,9) 1,2,4,CHs| 134,9 7,60 dd (8,0; 1,3)
4 126,9 8,22 d (7,9) 2,9,10 | 1275 8,20 d (8,0)
4 131,2 - - 131,3 -
5 126,6 8,31 m - 127,1 8,31 m
6 134,7 7,80 m - 133,9 7,79 m
7 134,7 7,80 m - 134,0 7,79 m
8 126,6 8,31 m - 127,1 8,31 m
8’ 133,4 - - 133,6 -
9 183,7 - - 183,4 -
9’ 133,4 - - 133,4 -
10 183,0 - - 183,0 -
10° 133,8 - - 133,6 -
CH; 21,8 2,55s 1,2,3 21,9 254 s

4.2. IDENTIFICAGAO DAS HIDRONAFTOQUINONAS SW2 E SW3

No espectro de RMN de 'H (Figura 18) da substancia SW2 foram observados

sinais de quatro hidrogénios aromaticos entre &4 7,54 e &4 8,09, formando um sistema de

spin caracteristico de um anel aromatico 1,2-dissubstituido. Também foram observados

sinais de trés hidrogénios olefinicos, sendo dois dupletos em &4 6,44 e 6,47, e um

simpleto em &y 6,15, além de sinais de hidrogénios oximetilénicos em &y 3,84 e 3,99, e

de um grupo metila em &4 1,71.

No mapa de correlagéo direta 'H -"*C (HSQC, Figura 19) foi possivel relacionar os

hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela 6).
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Através do mapa de correlagdo a longa distancia (Figura 20) foram observados
seis carbonos quaternarios, incluindo um dioxigenado em &, 99,0, um oxigenado em O,
81,0 e um carbono carbonilico em d. 184,5.

Entre as correlagbes observadas no HMBC, aquelas entre o grupo metila (C-12) e
os carbonos em &, 74,8 (C-2), 81,0 (C-3) e 141,1 (C-4), e também aquelas entre o grupo
oximetileno (H-2) e os carbonos C-4 e C-11b (&, 99,0) podem ser consideradas de
diagnéstico para o grupo diidrometiloxepino. Por outro lado, as correlagbes entre H-8 (dy
8,10) e C-7 (5, 184,5) e, H-6 (&4 6,15) com C-5 (&, 126,3) e C-11b (5. 99,0) indicaram
uma hidronaftoquinona (Tabela 6). Analisando todos os dados SW2 foi identificada como
aggregatina E, uma hidronaftoquinona ja isolada pelo nosso grupo de pesquisa dos
tubérculos de Sinningia aggregata (VERDAN et al., 2015b) e S. allagophylla (SCHARF et
al., 2016).
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Figura 20. Mapa de correlagéo a longa distancia 'H - "*C de SW2 (CDCls, 400 MHz).

Figura 21. Principais correlagdes observadas no mapa de correlagdo 'H-"°C a longa
distancia de SW2.
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Tabela 6. Dados de RMN de SW2 (CDCl;, 400 MHz) e comparagdo com dados da
literatura (CDCl;, 400 MHz, VERDAN et al., 2015b).

Pos. SW2 Aggregatina E
d¢ 54; mult. s 5¢ 54; mult.
(J em Hz) (J em Hz)
2 74,8 3,84 d (6,4) 3,4,12 74,8 3,84 d (6,4)
3,99 d (6,4) 4,11b 4,00 d (6,4)
3 81,0 - - 81,0 -
4 1411 6,47 d (9,5) 3,5a,11b 1411 6,47 d (9,5)
5 126,3 6,44 d (9,5) 3, 5a 126,3 6,44 d (9,5)
5a | 149,3 - - 149,3 -
6 122,5 6,15 s 5,7a,11b 122,6 6,15 s
7 184,5 - - 184,5 -
7a | 131,8 - - 131,8 -
8 126,3 8,09 dd (7,8; 1,4) 7,10, 11a 126,3 8,10 dd (7,8; 1,4)
9 130,0 7,54 ddd (7,8;7,6;1,3) 7a, 11 130,1 7,54 ddd (7,8;7,6;1,3)
10 | 1331 7,65 ddd (7,8;7,6;1,4) 8, 11a 133,2 7,66 ddd (7,8;7,6;1,4)
11 126,4 7,77 dd (7,8 1,3) 7a,9, 11b 126,4 7,77 dd (7,8 1,3)
11a | 137,6 - - 137,6 -
11b | 99,0 - - 99,2 -
12 19,7 1,71s 19,7 1,71s

O espectro de RMN de 'H (Figura 22) da substancia SW3 foi muito similar ao de
SW2 indicando que essas duas substancias possuiam o mesmo esqueleto basico. No
entanto, no espectro de RMN de 'H de SW3 observou-se um sinal tipico de uma hidroxila
quelada (64 12,30), e sinais de apenas trés hidrogénios ligados a anel aromatico (64 7,03,
7,54 e 7,26), em um sistema de spin caracteristico de um anel 1,2,3-trissubstituido. Os
demais sinais de uma hidronaftoquinona com um anel metiloxepino também foram
observados (Tabela 7). O grupo hidroxila deve estar em C-8, devido ao seu
deslocamento quimico, que indica interacdo com um grupo carbonila. As correlagdes nos
mapas de contorno HSQC e HMBC (Figuras 23 e 24; Tabela 7) confirmaram SW3 como
aggregatina F, uma substancia ja isolada dos tubérculos de Sinningia aggregata
(VERDAN et al., 2015b).
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Figura 25. Principais correlacbes observadas no mapa de correlagdo 'H-*C a longa

distancia de SW3.

Tabela 7. Dados de RMN de SW3 (CDCl;, 400 MHz) e comparagdo com dados da
literatura (CDCl;, 400 MHz, VERDAN et al., 2015b).

Pos. Sw3 Aggregatina F
d¢ 54; mult. s d¢ 54; mult.
(J em Hz) (J em Hz)
2 [ ma 3ROGHSER T seaed
3 89,9 - - 89,9 -
4 | 1418 6,50 d (9,4) 3, 5a 141,8 6,51 d (9,4)
5 | 1257 6,43 d (9,4) 3,5a,11b | 1257 6,43 d (9,4)
5a | 150,7 - - 150,7 -
6 | 1217 6,10 s 5,7a,11b | 1217 6,10 s
7 | 1899 - - 189,9 -
7a | 1153 - - 115,3 -
8 | 1615 - - 161,5 -
9 | 1192 7,03 dd (8,3; 1,1) 7a, 11 119,2 7,04 dd (8,3; 1,1)
10 | 1357 7,54 dd (8,3; 7,7) 8, 11a 135,7 7,55 dd (8,3; 7.,7)
11 | 1175 7,26 dd (7,7 1,1) 7a,9,11b | 1175 7,26 dd (7,7 1,1)
11a | 138,0 - - 138,0 -
11b | 99,0 - - 99,0 -
12 | 196 1,70 s 2,3, 4 19,6 1,70 s
OH - 12,30 s 7a,8,9 - 12,30 s
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4.3. DETERMINAGAO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS DIMERICOS DE
NAFTOQUINONAS SW4 E SW5

O espectro de RMN de 'H de SW4 (Figura 28) foi muito similar ao de SW2,
apresentando sinais para 0s mesmos grupos, com pequenas diferengas nos
deslocamentos quimicos, exceto pelo sinal de H-6 (&4 6,15) de SW2 que estava ausente
no espectro de SW4. Nos mapas de correlagdo HSQC e HMBC (Figuras 29 e 30) foram
observados 15 carbonos, como para SW2 (Tabela 6). As correlagdes observadas
também apontaram para o mesmo esqueleto de SW2. A auséncia de um sinal para H-6
sugeriu em um primeiro momento, que este hidrogénio teria sido substituido por um
grupo hidroxila. Entretanto H-5 (64 6,35) mostrou correlagbes com carbonos em 8. 80,6,
99,5, 126,4 e 147,4, e por comparagao com os deslocamentos quimicos de SW2, C-6
deve ser o carbono em &, 126,4. Esse deslocamento quimico indica a ligagado de C-6 com
outro carbono. Como apenas 15 carbonos foram detectados, deve-se ter uma estrutura
simétrica. O espectro de massas de SW3 no modo positivo (Figura 27) mostrou um pico
em m/z 501,1308 [M + Na]J’, indicando a formula molecular CsH20¢. Por comparacgéao
com um possivel dimero de SW2, nota-se que SW4 perdeu duas moléculas de agua,
devendo ter formado um anel entre C-3 e C-11b. A fim de confirmar essa suposi¢cdo, um
monocristal foi obtido através de lenta evaporagcao de uma solugcado de acetonitrila e,
analisado por cristalografia de Raios X. Essa analise permitiu confirmar a estrutura e
determinar a configuragcdo absoluta de SW4. Como pode ser visto na Figura 26, essa
substancia € um dimero, derivado de SW2 com a configuragao absoluta 3R, 3'R, 11bS,
11b’S, e foi denominada warminguiina A. O espectro de dicroismo circular de SW4
(Figura 31) foi similar aos espectros de dicroismo de SW2 e SW3 descritos na literatura
(VERDAN et al., 2015b) indicando que essas trés substancias tém a mesma configuragéo
absoluta em C-3 e C-11b.



Figura 26. llustracdo da estrutura de SW4 obtida por cristalografia de Raios X.
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Figura 31. Espectro de dicroismo circular de SW4.

Figura 32. Principais correlacbes observadas no mapa de correlagdo 'H-*C a longa
distancia de SW4.
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Tabela 8. Dados de RMN de SW4 (CDCl;, 600 MHz).

Posigdo d¢ 5y; mult. (J em Hz) 2 Juc
- 244 3,86 d (6,5) 3,4,12
4,00 d (6,5) 4,11b
3,3 80,6 - -
4,4 141,4 6,45 d (9,7) 2, 5a, 12
5,5 124,2 6,35 d (9,7) 3,6, 12
5a, 5'a 147.,4 - -
6,6’ 126,4 ; -
7,7 182,7 ; -
7a, 7’a 131,3 - -
8,8 126,7 8,10 ddd (7,8; 1,3; 0,8) 7,10, 11a
9,9 130,0 7,54 ddd (7,8; 7,6; 1,3) 7a, 11
10,10’ 133,1 7,67 ddd (7,8; 7,6; 1,3) 8, 11a
11, 11’ 126,0 7,81 ddd (7,8; 1,3; 0,8) 7a,9, 11b
11a, 11'a 137,4 - -
11b, 11'b 99,5 - -
12 19,2 1,71s 2,3,4

O espectro de RMN de 'H de SW5 (Figura 34) apresentou varios sinais em
duplicata, com intensidades diferentes, mostrando tratar-se de uma mistura. A presencga
de uma mistura é particularmente clara na regido dos hidrogénios olefinicos (Figura 36).
A integracdo dos sinais nessa regido mostra uma relagdo de 1:0,07 entre os dois
componentes. Por comparagdo com o espectro de RMN de 'H de SW4 (Figura 35) pode-
se notar que o componente minoritario € SW4 (warminguiina A). O outro componente
deve ter uma estrutura muito similar, pois o espectro tem o mesmo perfil com
deslocamentos quimicos ligeiramente diferentes. A analise das correlagbes nos mapas
de correlagdo HSQC e HMBC (Figuras 37 e 38; Tabela 9) indicou a presenga de 15
carbonos, devendo ser, portanto uma estrutura dimérica simétrica. Isso levou a
proposi¢cdo de uma estrutura derivada diretamente da dimerizacdo de SW2 (aggregatina

E), contendo quatro hidroxilas (em C-3, C-3’, C-11b e C-11’b), como mostrado abaixo.
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Com o objetivo de confirmar essa estrutura foi obtido o espectro de massas de
alta resolugdo no modo negativo (Figura 30). Observou-se um pico em m/z 477,13517,
que pode ser atribuido a SW4 (C3oH2106, [M — H]), e outro em m/z 513,15641, que pode
ser atribuido a SW5 (C30H250s, [M — H]). Desse modo, SW5 foi identificada como um
dimero de SW2, sendo denominada warminguiina B.

Foi feita uma tentativa de separagcdo das duas substancias por CLAE, mas
somente SW4 foi obtida. Também, um novo espectro de RMN de 'H da mistura foi obtido
apo6s seis semanas e mostrou que a proporcdo de SW5 havia variado de cerca de 60%
para 30% (Figura 36). Esses resultados sugeriram que SW4 seria um artefato formado a
partir de SW5 durante o processo de isolamento. A estrutura de SW5, com hidroxilas
proximas entre si favorece a desidratagao catalisada por acido. E tanto o gel de silica
como os solventes organicos usados comumente no laboratoério contém tragos de acidos.
Outra possibilidade é que essas substancias existam em equilibrio, em funcéo do teor de
agua presente tanto no gel de silica como nos solventes organicos. Sendo SW5
precursor de SW4 (warminguiina A), deve ter a mesma configuracdo absoluta.
Considerando que ha uma mudanga de prioridade dos grupos ao redor de C-11b, a sua

configuragao absoluta foi determinada como 3R, 3'R, 11bR, 11’bR.
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Figura 34. Espectro de RMN "H de SW5 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 35. Espectros de RMN de '"H de SW5 (superior) e SW4 (inferior), com ampliagdo
da regido dos hidrogénios metilicos (CDCl3, 600 MHz).
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H da regido olefinica de SW5 imediatamente apds o

isolamento (superior) e seis semanas depois (inferior) (CDCl3;, 600 MHz).
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Figura 37. Mapa de correlagéo direta 'H - '>C de SW5 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 39. Principais correlagdes observadas no mapa de correlagao 'H-1*C a longa
distancia de SW5.



Tabela 9. Dados de RMN de SW5 (CDCl;, 600 MHz).
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Posicéo S¢c On; mult. (J em Hz) e
3,86 d (6,6) 4,12
2,2 4.2 4,01 d (6,6) ]
3,3 80,6 - -
4,4 140,8 6,39 d (9,7) 2, 5a, 12
5,5’ 124.6 6,20 d (9,7) 3,6, 12
5a, 5'a 147,2 - -
6, 6’ 125,8 - -
7,7 182,2 - -
7a, T’a 131,2 - -
8,8 126,6 8,13 ddd (7,8; 1,2; 0,5) 7,10, 11a
9,9 129,8 7,55 ddd (7,8; 7,6; 1,3) 7a, 11
10, 10’ 132,9 7,68 ddd (7,8; 7,6; 1,2) 8, 11a
11,11 125,8 7,82 ddd (7,8; 1,3; 0,5) 7a, 9,12
11a, 11’a 137,2 - -
11b, 11’b 99,2 - -
12 19,3 1,70 s 2,3,4

4.4. IDENTIFICAGAO DOS ETILCICLOEXANOIDES SW6, SW7 E SW8

Nesse grupo de substancias os espectros de RMN de 'H ndo apresentam sinais

caracteristicos de hidrogénios ligados a anéis aromaticos ou de grupos metila, indicando

qgue sao substancias alifaticas.

Em varias fragdes foi obtida a mesma substancia SW6. O seu espectro de RMN

'H (Figura 40) apresentou caracteristicas de um composto ndo aromatico, hidroxilado.

Observou-se sinais de dois hidrogénios na regido olefinica, sendo um duplo dupleto em
oy 6,77 (J= 10,2; 1,4) e um dupleto em &4 6,02 (J= 10,2). Também foram observados
sinais de um hidrogénio oximetinico (&4 4,25), dois hidrogénios oximetilénicos (o4 4,08 e
3,95), além de quatro hidrogénios metilénicos (dy 2,78, 2,61, 2,34 e 2,23) (Tabela 10).
Com os espectros de RMN de "*C{'H} e DEPT-135 (Figura 41) foi deduzida a presenca

de oito carbonos, sendo trés metilénicos (8¢ 39,6, 39,0 e 66,0), trés metinicos (6¢ 80,8,
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127,8 e 149,0) e dois quaternarios (8¢ 74,4 e 197,8).

Esses dados foram prontamente reconhecidos como da substincia conhecida
como halleridona ou rengiolona. Esta molécula é obtida como um racemato, devido a
uma ciclizacdo nao estereoespecifica. O anel tetraidrofurano com configuragao cis é
deduzido pelas constantes de acoplamento (MESSANA et al., 1984; BELLAKHDAR et al.,
1988). Esta molécula é uma cicloexenona ja isolada anteriormente de outras fracdes de
S. warmingii (VERDAN et al., 2014).
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H de SW6 (CDCls, 200 MHz).
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Figura 41. Espectro de RMN de "*C{'H} e DEPT-135 de SW6 (CDCls;, 50 MHz).
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Tabela 10. Dados de RMN de SW6 (CDCl;, 400 MHz) e comparagdo com dados da
literatura (CDCl3;, 100 MHz, MESSANA et al., 1984).

SW6 Halleridona
Pos.
oc Ou; mult. (J em Hz) 5 Ou; mult. (J em Hz)
1 197.,8 - 197,7 -
2 127,8 6,02 d (10,2) 127.,4 6,02 d (10,0)
3 149,0 6,77 dd (10,2; 1,4) 149,2 6,86 dd
4 74,4 - 74,7 -
5 80,8 4,25 ddd (5,8; 4,7; 1,4) 80,8 4,28 dt (15,0)
6 ax 2,78 dd (16,8; 4,7)
39,6 39,2 2,70 m (16,0; 4,0)
6 eq 2,61 dd (16,8; 5,8)
7 ax 39.0 2,23 ddd (13,1;8,1;6,6)
7 eq ’ 2,34 ddd (13,1;8,3;6,4) 39,7 2:301(7,0)
8 ax 3,95 ddd (8,6; 8,1; 6,4)
66,0
8 eq 4,08 ddd (8,6;8,3;6,6) 65.9 3.961(7.0)
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Duas fracdes forneceram a substancia SW7. O seu espectro de RMN de 'H
(Figura 42) é muito semelhante ao da substancia apresentada anteriormente,
diferenciando-se por nao apresentar os sinais de hidrogénios olefinicos. Foram
observados sinais de oito hidrogénios metilénicos (64 1,73, 1,84, 2,11, 2,25 e 2,77), além
de um tripleto equivalente a dois hidrogénios oximetilénicos em &4 4,01 (J= 5,6, H-8).
Através dos experimentos de correlagdo direta (HSQC Figura 43) e a longa distancia
(HMBC Figura 44) "H-"*C foram observados sinais de apenas seis carbonos, sendo um
deles tipico de cetona (8¢ 212,2) e dois caracteristicos de carbonos alifaticos oxigenados
(6c 70,5 e 59,9). Esses dados sugeriram uma etilcicloexanona simétrica. No HMBC foi
observado que os hidrogénios em 6y 4,01 (H-8, 8¢ 59,9) fazem correlagdo com C-7 (d¢
41,7) e C-4 (6¢ 70,5), o sinal em &y 1,84 (H-7) faz correlagdo com C-4 e C-5 (6¢ 37,2), e
os hidrogénios em &y 2,77 (H-5) fazem correlagdo com C-1 (6¢c 212,2). Estes dados
espectrais estdo de acordo com a estrutura da substancia conhecida como cleroindicina
B (TIAN et al., 1997), previamente isolada pelo nosso grupo de Sinningia speciosa
(VERDAN et al., 2009).
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H de SW7 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 43. Mapa de correlagéo direta 'H - '>C de SW7 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 44. Mapa de correlagéo a longa distancia 1H - *C de SW7 (CDCls, 400 MHz).

Figura 45. Principais correlacbes observadas no mapa de correlagdo 'H-*C a longa
distancia de SW7.
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Tabela 11. Dados de RMN de SW7 (CDCl;, 400 MHz) e comparagcdo com dados da
literatura (CsDsN, 400 MHz, TIAN et al., 1997).

SW7 Cleroindicina B
Pos.
5¢ 5y; mult. (J em Hz) Y2 e 5¢ 5y; mult. (J em Hz)
1 212,2 - - 211,5 -
2 ax 2,77 ddd (15,0; 13,7; 6,0) 1,4,5 2,95 dt (13,6; 6,2)
36,8 37,8
2 eq 2,25 m 1,4,5 2,32 dt (13,6; 4,8)
3 ax 1,73 m 1,4,6 1,84 dt (13,2; 6,2)
37,2 37,6
3eq 211 m 1,4,6 2,16 dt (13,2; 4,8)
4 70,5 - - 69,8 -
5 ax 1,73 m 1,4,6 1,84 dt (13,2; 6,2)
37,2 37,6
5 eq 211 m 1,4,6 2,16 dt (13,2; 4,8)
6 ax 2,77 ddd (15,0; 13,7; 6,0) 1,4,5 2,95 dt (13,6; 6,2)
36,8 37,8
6 eq 2,25 m 1,4,5 2,32 dt (13,6; 4,8)
7 ax e 1,84 t (5,6)
7 eq ’ 2,34 ddd (13,1;8,3;6,4) 3.4,5.8 44,4 205(6,6)
8 ax 4,01t (5,6)
59,9 58,8 4,18t (6,6
8 eq 4,08 ddd (8,6:8,3:6,6) 4.7 (6.6)

A substancia SW8 apresentou em seu espectro de RMN de 'H (Figura 46) sinais
de quatro hidrogénios olefinicos (84 7,02 e 6,11), de varios hidrogénios oxigenados (dy
4,22-3,14), e de um grupo metilénico (dy 2,05, t, J=6,5) referente a um grupo CH, vizinho
a outro CH,. Os mapas de contorno HSQC e HMBC (Figuras 47 e 46, Tabela 12)
mostraram 13 sinais de carbonos, incluindo um grupo carbonila a,f-insaturado em &¢
188,1 e um carbono em &¢c 104,4, que pode ser atribuido ao carbono anomérico da
glucose. Esses dados indicaram um etilcicloexanoide simétrico glicosilado. Entre as
correlagbes, verificou-se que os carbonos em &c 154,6 e 154,7 estdo ligados aos
hidrogénios em &4 7,02 (H-3 e H-5), os quais possuem correlagdo com os carbonos em
0c 41,1 (C-7), 69,4 (C-4), 128,1 (C-2 e C-6), 154,7 (C-5) e 188,1 (C-1). Por outro lado, os
hidrogénios oximetilénicos em &y 3,99 (H-8b) e &4 3,64 (H-8a) estao ligados ao carbono
em &¢c 65,8 (C-8) e fazem correlagdo com os carbonos em &¢ 69,4 (C-4), 41,1 (C-7) e
104,4 (C-1'). Analisando-se todas as demais correlagbes (Tabela 12) e por comparagao
com a literatura SW8 foi identificada como cornosideo, um precursor para a formacao da
halleridona (JENSEN et al., 2000), ja isolado de Sinningia aggregata (VERDAN et al.,
2015b).
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Figura 46. Espectro de RMN de 'H de SW8 (MeOH-D4, 400 MHz).
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Figura 48. Mapa de correlagéo a longa distancia 'H -"*C de SW8 (MeOH-D4, 400 MHz).
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Figura 49. Principais correlacbes observadas no mapa de correlagdo 'H-*C a longa
distancia de SW8.

Tabela 12. Dados de RMN de SW8 (MeOH-D4, 400 MHz) e comparagao com dados da
literatura (D,O, 250 MHz, JENSEN et al., 2000).

SW8 Cornosideo
Posicao o Ox; mult.
o¢ Oy; mult. (J em Hz) Juc &¢ (J em Hz)
1 1881 - - 189,3 -
2e6 128,1 6,11 dm (10,1) - 127,9 6,59 (10,5)
3eb 154,6 e 154,7 7,02 dt(10,1;1,9) 1,2,4,5,6,7 154,0 7,44 (10,5)
4 69,4 - - 69,2 -
7 41,1 2,05 (6,5) 3,4,5,8 39,3 2,48t (7,0)
8a 3,64 m 4,7, 1 -
8b 05.8 3,99 dt (10,0; 6,5) 4,7, 71 05,8 -
1 104,4 4,22 d(7,7) 8 102,9 4,71 d (7,0)
2’ 75,2 3,14 dd (8,7;7,7) 1,3 73,8 -
3 78,2 3,35 m - 76,5 -
& 71,7 3,25m - 70,4 -
5 78,1 3,25 m - 76,7 -
6’a 3,66 m 4 -
6’b 628 3,85m 4 M -
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4.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Ensaios de atividade antimicrobiana utilizam de diversos métodos, entre os mais
conhecidos estdo a difusdo em agar, macro e microdiluigdo. O método de microdilui¢ao,
utiliza de placas de plastico estéreis, com 96 pocgos de fundo redondo ou cbnico, e nelas
sdo adicionados pequenos volumes de caldo contendo o meio de cultura e aos
microrganismos. O método é de baixo custo, rapido e com alto rendimento, permitindo
determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) (OSTROSKY et al., 2008).

Considerando o uso de S. warmingii no tratamento de doencgas infecciosas
(CASANA et al., 2012), o extrato etandlico e as fragdes obtidas por particdo foram
testadas para atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, C. parapsilosis, C.
dubliniensis e C. glabrata. Todas as amostras se mostraram inativas (CIM > 500 ug mL™)
€ por essa razao as substancias isoladas ndo foram testadas.

Apesar desse resultado negativo, nao pode ser afirmado que a espécie néo é util
no tratamento de doencas infecciosas, pois foi avaliado o material proveniente de uma
populagdo de S. warmingii da regido Sul. E possivel que as plantas crescendo na

Amazébnia tenham diferengcas na composi¢cao quimica que justifiquem o uso popular.

5. PROPOSTA DE BIOGENESE

As naftoquinonas sdo derivadas da via do chiquimato, tendo como precursor o
acido O-succinilbenzéico (OSB) (INOUE et al., 1984). A rota biossintética é iniciada com
0 acido chiquimico, que sofre fosforilagao com ATP, gerando o acido trifosfatochiquimico.
Este entdo, pela agdo da enzima EPSP sintase, ocorre adicdo de uma unidade de
fosfoenolpiruvato (PEP) e posteriormente uma eliminagdo-1,2 do acido fosférico,
resultando no acido trifosfato-5-enolpiruvilchiquimico (EPSP). A eliminacdo-1,4 de acido
fosférico do EPSP, leva a formacgao do acido corismico, que através de um rearranjo dos
grupos hidroxila gera o seu isbmero, o acido isocorismico. O acido 2-oxoglutarico &
descarboxilado na presenca de TPP, levando a formagao do anion TPP do semialdeido
succinico, que ataca o acido isocorismico através de uma reacdo do tipo Michael. Em
seguida ocorre a saida de TPP, gerando o acido 2-succinil-5-enolpiruvil-6-hidroxi-3-
cicloexen-1-carboxilico (SEPHCHC). Na sequéncia, ocorre a eliminagao do acido piruavico

e formagéo do acido 2-succinil-6-hidroxi-2,4-cicloexadien-1-carboxilico (SHCHC), seguida
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de uma desidratacao caracteristica de eliminagao syn, para entdo formar o OSB. Apds, o
OSB sofre adigdo de tioéster coenzima-A, logo depois ocorre uma condensagao do
Claisen para a formagdo de um anel, posteriormente uma desidratagdo seguida de

hidrélise do tio éster e enolizagdo para o acido 1,4-diidroxinaftéico (DEWICK, 2002).
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A C-alquilagédo concomitante a descarboxilagdo leva ao precursor direto das
aggregatinas. Na sequéncia uma oxidagao, seguida de uma adig&o intramolecular, geram
um hemicetal ciclico, que apds oxidacao leva a formagao da hidronaftoquinona SW2. O
acoplamento de duas unidades de SW2 leva a formacédo do composto SW5, que por sua
vez, com a perda de duas moléculas de agua gera o composto SW4. A oxidagdo de SW2
gera SW3, em quanto que, a sua alquilagdo com o grupo prenila leva a formagao da
aggregatina D.
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Figura 51. Proposta biogenética para os derivados de naftoquinonas isolados de S.

warmingii.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo de Sinningia warmingii foram identificadas duas substancias
inéditas, derivadas de naftoquinonas (warminguiinas A e B), além de seis conhecidas,
sendo uma antraquinona (tectoquinona), duas hidronaftoquinonas (aggregatinas E e F) e
trés etilcicloexanoides (halleridona, cleroindicina B e cornosideo). Destas apenas
tectoquinona e halleridona ja haviam sido reportadas nesta espécie. As substancias
conhecidas ja haviam sido isoladas de S. aggregata e/ou S. allagophyilla.

Dentre as substancias novas, os resultados indicaram que warminguiina A (SW4)
pode ser um artefato formado pela desidratagdo de warminguiina B durante o isolamento.
Por sua vez, warminguiina B (SW5) é estruturalmente formado pelo acoplamento de duas
unidades de aggregatina E (SW2), um hemicetal com um esqueleto carbbnico raro.
Apenas trés compostos deste tipo sdo conhecidos, tendo sido isolados pela primeira vez
de Sinningia aggregata. A presenga de aggregatinas em S. warmingii e também em S.
allagophylla sugere uma proximidade taxonémica entre essas especies.

Os resultados dos ensaios biologicos de atividade antimicrobiana nao se
mostraram relevantes em relagdo ao uso tradicional de S. warmingii em doencas
infecciosas. Entretanto para afirmar que o uso popular é invalido seria necessario estudar
as plantas usadas na Amazénia, pois a composi¢cdo quimica de qualquer planta varia ao

longo de sua area de disperséo.
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