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RESUMO

A familia Gesneriaceae Rich. & Juss compreende cerca de 150 géneros e
aproximadamente 3000 espécies de plantas ornamentais, de distribuicdo
pantropical, sendo constituida de ervas, cipds ou arbustos. Sinningia € um dos
géneros desta familia que compreende cerca de 70 espécies, distribuidas desde o
México até a Argentina. Neste trabalho foram estudadas duas espécies, Sinningia
hatschbachii, uma pequena erva com tubérculos perenes, encontrada na Mata
Atléntica e, Sinningia gerdtiana, uma erva perene que nao apresenta tubérculos,
encontrada em uma pequena area da bacia do Rio Ribeira. Estas espécies nao
tinham sido estudadas previamente, quanto a sua caracterizagdo quimica e
atividade biolégica. O material vegetal seco (tubérculos de S. hatschbachii e partes
aéreas de S. gerdtiana) foi extraido com solventes de diferentes polaridades e os
extratos fracionados através de técnicas cromatograficas como CCD, CC e CLAE.
Para identificacdo das substancias isoladas foram utilizados métodos
espectroscopicos, principalmente ressonancia magnética nuclear, além de
comparacéo com a literatura. De S. hatschbachii foram isoladas 14 substancias: 6-
hidroxi-2-O-metil-7-metoxidunniol (SH1), 7-hidroxi-a-dunniona (SH2), 7-hidroxi-6-
metoxi-a-dunniona  (SH3), 6-hidroxi-7-metoxi-a-dunniona  (SH4), 2,44 6-
tetrametoxidiidrochalcona (SHS5), 4’-hidroxi-2,4,6-trimetoxidiidrochalcona (SH6), 4’,2-
dihidroxi-4,6-dimetoxidiidro-chalcona (SH7), calceolariosideo B (SHS),
conandrosideo (SH9), 1,4-dimetoxi-2-naftoato de metila (SH10), 1-hidroxi-4-metoxi-
2-naftoato de metila (SH11), p-hidroxibenzoato de metila (SH12), sitosterol (SH13) ¢,
estigmasterol (SH14). As substancias SH9, SH13 e SH14 também foram isoladas de
S. gerdtiana, juntamente com sanangosideo (SG1), halleridona (SG2),
acetilcleroindicina B (SG3) e cleroindicina C (SG4). Destas, SH1 é inédita, enquanto
que SH4, SH5, SH6, SH7, SH10, SH11, SG1 e SG3 estdo sendo relatadas pela
primeira vez no género. Os extratos dos tubérculos de S. hatschbachii em hexano
(SHA), CH.CIl, (SHB), AcOEt (SHC) e EtOH (SHD) foram avaliados para as
atividades antimicrobiana, antioxidante e citotoxica. A atividade antimicrobiana foi
avaliada 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 mostraram-se inativas (CIM > 200 ug mL"). A
capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo ensaio ORAC (Capacidade de
absorcédo de radicais de oxigénio), utilizando a fluoresceina como reagente e o trolox
como padrao. Os resultados foram expressos em pmol de trolox equivalente por
grama de extrato seco (umol TE g'). Foram ativos os extratos em diclorometano
(1.095,6 umol TE g), AcOEt (2.843,3 umol TE g') e EtOH (5.981,2 umol TE g). No
ensaio de atividade citotdxica, os extratos em hexano, diclorometano e AcOEt foram
ativos contra as linhagens de células tumorais humanas PC-3 (préstata) e SKMEL
103 (melanoma). Os extratos em AcOEt e EtOH de S. gerdtiana foram testados para
atividade antioxidante, sendo que ambos foram ativos (1.185,0 e 4.888,6 umolITE g,
respectivamente).

Palavras-chave: Gesneriaceae, Sinningia hatschbachii, S. gerdfiana, naftoquinonas,
diidrochalconas, glicosideos fendlicos, etilcicloexanoides, atividade antimicrobiana,
citotdxica e antioxidante.



ABSTRACT

The Gesneriaceae Rich. & Juss family comprises about 150 genera and
approximately 3000 ornamental species of pantropical distribution, consisting of
herbs, vines or shrubs. Sinningia is one of the genera of this family that comprises
around 70 species, distributed from Mexico to Argentina. In this work were
investigated two species, Sinningia hatschbachii, a small herb with perennial tubers,
found in the Atlantic Forest, and Sinningia gerdtiana, a perennial herb without tubers,
found in a small area of the Ribeira River basin. There were not chemical or
biological studies on these species. Dried plant material (tubers of S. hatschbachii
and aerial parts of S. gerdtiana) was extracted with solvents of different polarities,
and the extracts were fractionated by chromatographic techniques, such as TLC, CC
and HPLC. Spectroscopic methods, mainly nuclear magnetic resonance, were used
to identify the isolated compounds, in addition to comparison with the literature. From
S. hatschbachii were isolated 14 compounds: 6-hydroxy-2-O-methyl-7-
methoxydunniol (SH1), 7-hydroxy-a-dunnione (SH2), 7-hydroxy-6-methoxy-a-
dunnione (SH3), 6-hydroxy-7-methoxy-a-dunnione (SH4), 2,44 6-
tetramethoxydihydrochalcone (SHS5), 4'-hydroxy-2,4,6-trimethoxydihydrochalcone
(SH6), 2-dihydroxy-4,6-dimethoxydihydrochalcone (SH7), calceolarioside B (SH8),
conandroside (SH9), methyl 1,4-dimethoxy-2-naphthoate (SH10), methyl 1-hydroxy-
4-methoxy-2-naphthoate (SH11), methyl 4-hydroxybenzoate (SH12), sitosterol
(SH13), and stigmasterol (SH14). Compounds SH9, SH13, and SH14 were also
isolated from S. gerdtiana, together with sanangoside (SG1), halleridone (SG2),
acetylcleroindicin B (SG3), and cleroindicin C (SG4). Among these compounds, SH1
is new, while SH4, SH5, SH6, SH7, SH10, SH11, SG1 e SG3 are being reported for
the first time in Sinningia. Hexane, CH.Cl,, EtOAc, and EtOH extracts from S.
hatschbachii were evaluated for antimicrobial, antioxidant and cytotoxic activities. /n
vitro antimicrobial activity was tested against Gram-positive (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 > 200 ug mL™). The antioxility capacity
of the extracts was evaluated by ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
assay using fluorescein as reagent, and trolox as standard. The results were
expressed in pmol of trolox equivalent by gram of dried extract (umol TE g'). The
extracts in CH2Cl, (1,095.6 umol TE g™), EtOAc (2,843.3 umol TE g'), and EtOH
(5,981.2 umol TE g”) were active. In the cytotoxic assay, the extracts in hexane,
CH.Cl,, and EtOAc were active against the human tumor cell lines PC-3 (prostate),
and SKMEL 103 (melanoma). AcOEt and EtOH extracts from S. gerdtiana were
tested for antioxidant activity, and both were active (1,185.0 e 4,888.6 umolITE g,
respectively).

Key words: Gesneriaceae, Sinningia hatschbachii, S. gerdtiana, naphthoquinones,
Dihydrochalcones, phenolic glycosides, ethylcyclohexanoids, antimicrobial, cytotoxic
and antioxidant activities.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - ESPECIES DE GESNERIACEAE. (A): Saintpaulia ionantha (VIOLETA
AFRICANA) (www.uesb.br/flower/alunos/violeta) (B): Sinningia speciosa (GLOXINIA)
(FONTE: O AUTOR). ..ot 29
FIGURA 2 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE ESPECIES DO GENERO Sinningia
NO BRASIL. A COR BRANCA INDICA AUSENCIA DE REGISTRO NAQUELE

ESTADO (ARAUJO;CHAUTEMS, 2018). .. ..uuiiiiiiiiie 30
FIGURA 3 - ANTRAQUINONAS (1-8) E CROMENOS (9-15) ISOLADOS DE
STPTHFIGIE BD. . s o s o s o £ s 858 T ¥ s e s T e 3 e e 3 it e e e s i s s s 08 o5

FIGURA 4 - ETILCICLOEXANOIDES (16-19), ESTEROIDES (20-25),
FLAVONOIDES (26-30), SUBSTANCIAS GLICOSILADAS (31-32), GLICOSIDEOS

FENOLICOS (33-38) ISOLADOS DE Sinningia SPP. .......cocooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee . 36
FIGURA 5 - HIDRONAFTOQUINONAS (39-41), NAFTOQUINONAS (42-55) E
DERIVADOS DE NAFTOQUINONAS (56-57) ISOLADAS DE Sinningia spp. .......... 37
FIGURA 6 - SESQUITERPENOS (58-60), TRITERPENOS (61-64) E OUTRAS (66-
75) SUBSTANCIAS ISOLADSS DE Sinningia SPP..........ccoceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 38
FIGURA 7 - FOTO DOS TUBERCULOS DE S. hatschbachii. .............c.c.ccccococuuee.... 39
FIGURA 8 - FOTOS DE UM EXEMPLAR DE S. hatschbachii. ..............cccccoocucuu..... 40
FIGURA 9 - FOTOS DE UM EXEMPLAR DE S. gerdtiana. ............ccccccocueeoveeee.... 41
FIGURA 10 - ESTRUTURA DO DUNNIOL ......ooviiiiiieieeeee e, 65
FIGURA 11 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SHY. .o e 66
FIGURA 12 - ESPECTRO DE MASSAS DE SHT .....ooviviiiioeeeeeeeeeeeeeeeee . 67
FIGURA 13 - ESPECTRO NO UV-VIS DE SH1.......ooooviviiioioeeeeoeeeeeeeeeee . 67
FIGURA 14 - ESPECTRO DE RMN DE "H DE SH1 (400 MHz, CDCla). .................. 68
FIGURA 15 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH1 DOS SINAIS
EM 84 6,23; 4,93 E 4,91 (400 MHZ, CDCI3) ..o, 68
FIGURA 16 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"*C A UMA LIGACAO DE SH1 (400
NAHZ, CIDOIS]. ur Juus s s ous s s s s s s s s s s s s s s s s s B et o s s 69
FIGURA 17 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A LONGA DISTANCIA DE SH1 (400
MIHZ, BB .. oo . o e L o B2 e s e s s b e L e e o b s s s o 69
FIGURA 18 - ESTRUTURA DE SH2 COM AS PRINCIPAIS CORRELACOES NO
HIVIBIG ... ... con e s e s s b s s sne s e g s e e s s e EEF AT s et 71
FIGURA 19 - ESPECTRO DE RMN DE "H DE SH2 (400 MHz, CDCl3) ................... 72
FIGURA 20 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH2 DA REGIAO
ENTRE 3 8,0 A 7,0 (400 MHZ, CDCla)......eoviieeeeeeeeeeeeeeee e, 72
FIGURA 21 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH2 DA REGIAO
ENTRE 84 1,52 A 1,20 (400 MHZ, CDCI3)....c.ovvieieeeeeeeeee e, 73
FIGURA 22 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A UMA LIGACAO DE SH2 (400
IVIHZ, CDCL3) ..o, 73

FIGURA 23 - MAPA DE CORRELACAO 'H-°C A LONGA DISTANCIA DE SH2 (400
IIHZ, CDCIB) ..., 74


http://www.uesb.br/flower/alunos/violeta

FIGURA 24 - CROMATOGRAMA DA PURIFICACAO DE SHAB24-B .................. 74

FIGURA 25 - ESTRUTURADE SH3........o e 75
FIGURA 26 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH3 EM COMPARACAO COM O
ESPECTRO DE 7-HIDROXI-6-METOXI-a-DUNNIONA (400 MHz, CDCl). ............. 76

FIGURA 27 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH3 E DE 7-
HIDROXI-6-METOXI-a-DUNNIONA DA REGIAO ENTRE &y 7,7 A 7,4 (400 MHz,
CDCIS). oo 77
FIGURA 28 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH3 E DE 7-
HIDROXI-6-METOXI-a-DUNNIONA NA REGIAO ENTRE &y 1,5 A 1,25 (400 MHz,

TEIMEE Tl e s s 5 e e ¢ s e s 3 g e i M & s o e s s 77
FIGURA 29 - ESTRUTURA DE SH4 COM AS PRINCIPAIS CORRELACOES 'H-"°C
BIONGADISTANERA ........oo.eon e ictoem s B e oot s S s e e v s e 78
FIGURA 30 - ESPECTRO DE RMN DE "H DE SH4 (400 MHz, CDCla). .................. 79
FIGURA 31 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH4 DOS SINAIS
EM 8y 7,53; 7,51 E 4,56 (400 MHZ, CDCI3). ...ovvoviieeeeeeeee e, 80
FIGURA 32 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH4 DA REGIAO
ENTRE 34 1,6 A 1,15 (400 MHZ, CDCI3)....cooieoeeeeeeeeeeeeee e, 80
FIGURA 33 - ESPECTRO DE RMN DE "°C {'"H} DE SH4 (100 MHz, CDCl)........... 81
FIGURA 34 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A UMA LIGACAO DE SH4 (400
MHz, CDCEY. ..ot oL Ml e Y 82
FIGURA 35 - MAPA DE CORRELACAO 'H-°C A LONGA DISTANCIA DE SH4 (400
MHZ, OO o o - o s s e B s s o kb e 0 s e ¢ 4 5 605 s 5 £ 2 82
FIGURA 36 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SHS. ... e 84
FIGURA 37 - ESPECTRO NO UV-VIS DE SH5.........coooiviiioiioeeeieeeeeeeeeee . 85
FIGURA 38 - ESPECTROS DE RMN DE "H DE SH5 (400 MHZ, CDCl)................. 85
FIGURA 39 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH5 ENTRE &y 8,2
A 6,8 (400 MHZ, CDCL3). ...t 86
FIGURA 40 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH5 DE &y 3,01 E
2,99 (400 MHZ, CDCI3). ..o e 86
FIGURA 41 - ESPECTRO DE RMN DE "°C {'"H} DE SH5 (100 MHz, CDCl)........... 87

FIGURA 42 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA "H-">C DA SUBSTANCIA SH5...87
FIGURA 43 - MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-*C DA

SUBSTANCIA SH5 ..o e, 88
FIGURA 44 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SHB ..o e, 89
FIGURA 45 - ESPECTRO DE RMN DE "H DE SH6 (400 MHz, CDCls). ......c.......... 90
FIGURA 46 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH6 DE 34 8,2 E 6,0
(A00 MHZ, CDICIB). ..o 90
FIGURA 47 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH6 DE 3y 3,1 E
2,90 (400 MHZ, CDCI3). ..o, 91

FIGURA 48 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-"*C DA SUBSTANCIA SH6 ...91
FIGURA 49 - MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-*C DA
SUBSTANCIA SHB ... 92



FIGURA 50 - ESTRUTURA DA SUBSTANCIA SH7 COM AS PRINCIPAIS

CORRELAGOES HMBC ..., 93
FIGURA 51 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (400 MHz, CDCls) DA SUBSTANCIA SH7
t SHB e, 94
FIGURA 52 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH7 + SH6 ENTRE
S 6,3 E 6,0 (400 MHZ, CDCI3). ..., 94
FIGURA 53 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA "H-">C DA SUBSTANCIA SH7 +
SHB (400 MHZ, CDCI3). ..., 95
FIGURA 54 - MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-*C DA
SUBSTANCIA SH7 + SH6 (400 MHZ, CDCl3). ..., 95
FIGURA 55 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DO GRUPO
GAFETIILA..........o. .o oo oo s e o B nen e s S o S i+ s s st o o 97
FIGURA 56 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HVMBC DO GRUPO
3,4-DIIDROXIFENILETOXILA ...t 97
FIGURA 57 - ESTRUTURA DO ACUCAR B-GLUCOSE .......cooveoioioeeeeeeee. 98
FIGURA 58 - ESTRUTURA DA SUBSTANCIA SHS..........ooiiviviiioioeeeeeeeee, 98
FIGURA 59- ESPECTRO DE RMN DE "H DA SUBSTANCIA SH8 (400 MHz, CDCls).
................................................................................................................................ 100
FIGURA 60 - EXPANSAO ENTRE 3 6,0 E 7,7 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE
SHB (400 MHZ, CDCIS). ...ttt e, 100
FIGURA 61 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A UMA LIGACAO DE SHS8 (400
HZ, DT o o e o s s s B sl s s bk o s s s sl s e s s s 0 101
FIGURA 62 - MAPA DE CORRELACAO 'H-°C A LONGA DISTANCIA DE SH8 (400
I, DT et /3 2o e B o b e e e e s s e« e s s e o s s 101
FIGURA 63 - ESTRUTURA DA XILOSE .......oiiviiieioeoeeeeeeeeeeeeee e, 102
FIGURA 64- ESTRUTURA E AS PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SHO ..o, 103
FIGURA 65 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (400 MHz, CDCls) DA SUBSTANCIA SH9
................................................................................................................................ 105
FIGURA 66 — EXPANSAO ENTRE &, 7,7 — 6,1 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DA
SUBSTANCIA SHO (400 MHZ, CDCl3). ..., 105
FIGURA 67 - EXPANSAO DA REGIAO ENTRE &, 4,30-5,0 DO ESPECTRO DE
RMN DE 'H DE SH9 (400 MHZ, CDCla)......cooiioeeeeiee oo 106
FIGURA 68 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A UMA LIGACAO DE SH9 (400
MHZ, CDCIY. ..o oo oo e 858 e o e BT e e e D s e e 106
FIGURA 69 - MAPA DE CORRELACAO 'H-°C A LONGA DISTANCIA DE SH9 (400
IMIHZ, CDCI3). ...ttt 107
FIGURA 70 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SHAO ..o, 108
FIGURA 71 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA
SHAD e, 109

FIGURA 72 - EXPANSAO ENTRE &y 7,50 E 8.30 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H
DE SH10 (600 MH2Z, CDClI3).....oiiiiiiiiiiiiiie e 110



FIGURA 73 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"C A UMA LIGACAO DE SH10 (600

IIHZ, CDCI3) ..o, 111
FIGURA 74 - MAPA DE CORRELACAO "H->C A LONGA DISTANCIA DE SH10
(B00 MHZ, CDCI). ..o, 111
FIGURA 75 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SHAT ..o, 113
FIGURA 76 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, CDCls) DA SUBSTANCIA
SHAT e, 114
FIGURA 77 - EXPANSAO ENTRE 34 7,40 E 8,40 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H
DE SH11 (800 MHZ, CDCL3). ...t 114
FIGURA 78 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"*C A UMA LIGACAO DE SH11 (600
MIHZ, GBI oo o oo e om0 L s 115
FIGURA 79 - MAPA DE CORRELACAO "H-'>C A LONGA DISTANCIA DE SH11
(B00 MHZ, CDCL3)........oeeeeeeeee ettt ettt en e, 115
FIGURA 80 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SHAZ ..., 116
FIGURA 81 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (400 MHz, MeOH-D,) DA SUBSTANCIA
SHAZ ... o e e T« 5 L e e b A s s b s s s s s 117
FIGURA 82 - EXPANSAO ENTRE & 8,0 E 7,6 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE
SH12 (400 MHZ, MEOH-D4). ...coeoeoeeeee oo, 118
FIGURA 83 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"C A UMA LIGACAO DE SH12 (400
MHZ, MEOH-D4 ). ..ottt ettt e, 118
FIGURA 84 - MAPA DE CORRELACAO "H->C A LONGA DISTANCIA DE SH12
(400 MHZ, MEOH-DL4) ..., 119
FIGURA 85 - ESTRUTURA E AS PRINCIPAIS CORRELACOES DAS
SUBSTANCIAS SHA3 E SHA4 ..o, 121
FIGURA 86 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, CDCl;) DAS SUBSTANCIAS
SHAB + SHAA. e, 123
FIGURA 87 - EXPANSAO ENTRE 34 2,40 E 0,50 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H
DAS SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCl3). ......oovoveiieeeieeeeee. 123
FIGURA 88 - EXPANSAO ENTRE 34 3,50 E 3,60 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H
DAS SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCla). .....oovovoviieioieeeeeeeee. 124
FIGURA 89 - EXPANSAO ENTRE 34 5,00 E 5,40 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H
DAS SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCla). ......ooovoviiiieeeeieeeeee. 124
FIGURA 90 - ESPECTRO DE '°C {'H} DAS SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (150
IIHZ, CDCI3). ..ot 125
FIGURA 91 - EXPANSAO ENTRE &3¢ 60 E 10 DO ESPECTRO DE RMN DE "°C
DAS SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCl3). ......oovoveieieeeeeeeeeeee. 125
FIGURA 92 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"C A UMA LIGACAO DAS
SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCla).......coocoiioveeeiieeeeeeeeeeeee . 126
FIGURA 93 - MAPA DE CORRELACAO 'H->C A LONGA DISTANCIA DAS
SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCla).......cocoioioeeeeeeeeeeeeeeeeee, 126

FIGURA 94 - ESTRUTURA DO ACUCAR B-ALLOPIRANOSE ............................. 128



FIGURA 95 - ESTRUTURA E AS PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA

SUBSTANCIA SGT ..., 128
FIGURA 96 - ESPECTRO DE RMN DE "H (400 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA SG1
................................................................................................................................ 130
FIGURA 97 - EXPANSAO ENTRE 34 6,20-7,7 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE
SG1 (400 MHZ, CDCl3)....evoeeeeeee e, 130
FIGURA 98 - EXPANSAO ENTRE 34 2,5-4,2 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE
SG1 (400 MHZ, CDCI3)....ovoeeeeeee e, 131
Figura 99 - EXPANSAO ENTRE &y 4,1 — 5,8 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE
SG1 (400 MHZ, CDCI3)......o.eeieeee e, 131
FIGURA 100 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A UMA LIGACAO DE SG1 (400
MIHZ, GBI oo o oo e om0 L s 132
FIGURA 101 - MAPA DE CORRELACAO 'H-">C A LONGA DISTANCIA DE SG1
(400 MHZ, CICT2Y e« s b e s s 0 s i s s o 0« By s o s s 10 132
FIGURA 102 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SG2 . ..., 134
FIGURA 103 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, CDCls) DA SUBSTANCIA
BCD . o com s b s T« 5 T e e b A e s b s s s s o 135
FIGURA 104 - EXPANSAO ENTRE &, 6,7 - 6,8 E 5y 6,02 - 5,9 DO ESPECTRO DE
RMN DE 'H DA SUBSTANCIA SG2 (600 MHz, CDCla). ........cvoveieioieeeeieeeeee. 136
FIGURA 105 - EXPANSAO ENTRE 34 3,90 E 4,30 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H
DA SUBSTANCIA SG2 (600 MHZ, CDCl3). .....ovoveieeieeeeeeoeeeeeee e, 136
FIGURA 106 - EXPANSAO ENTRE 34 2,20 E 2,90 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H
DA SUBSTANCIA SG2 (600 MHZ, CDCI3)......c.ovoveiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee . 137
FIGURA 107 - ESPECTRO DE RMN DE "*C (600 MHz, CDCls) DA SUBSTANCIA
SG2. ... s s s s s vom s s 5 . B¢ 75 s 3 ¢ s e s s v s s e s s s 137
FIGURA 108 - MAPA DE CORRELACAO 'H-C A UMA LIGACAO DA
SUBSTANCIA SG2 (600 MHZ, CDCL3). ..., 138
FIGURA 109 - MAPA DE CORRELACAO 'H-")C A LONGA DISTANCIA DA
SUBSTANCIA SG2 (600 MHZ, CDCl3). ..o, 138
FIGURA 110 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SG3. ..o e, 140
FIGURA 111 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA
SUBSTANCIA SGA. ..., 140
FIGURA 112 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, CDCl3) DAS SUBSTANCIAS
SG2+ SG3 + SGhu.. oo, 142

FIGURA 113 - EXPANSAO ENTRE &y 3,90 E 4,30 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H
DAS SUBSTANCIAS SG2 + SG3 + SG4 (600 MHz, CDCl;). OS PICOS
ASSINALADOS SAO DE SG3 (5 4,31): SG4 (31 4,24 E 3,91)...oovovvoovoeeoe 142
FIGURA 114 - EXPANSAO ENTRE &y 1,00 E 2,90 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H
DAS SUBSTANCIAS SG2 + SG3 + SG4 (600 MHz, CDCl3). ALEM DOS SINAIS DO
SG2, MOSTRADOS ANTERIORMENTE, FORAM ASSINALADOS OS SINAIS DE
SG3 (5 2,68; 2,22; 2,07: 1,93; 1,80 E 178), E DE SG4 (54 2,89; 2,74; 2,29; 2,24:
2,10 2.02 B 1,77 ). oo 143



FIGURA 115 - ESPECTRO DE RMN DE ™C {'H} (150 MHz, CDCl;) DAS
SUBSTANCIAS SG2 + SG3 + SG4. OS SINAIS ASSINALADOS SAO DE SG3 (3¢
211,8; 171,1: 69,6: 60,8: 40,3: 36,8: E 21,1) E SG4 (3¢ 209,5: 83,5; 66,0: 42,4: 40,6:
B5,0 B 33,4). ..o 143
FIGURA 116 - EXPANSAO ENTRE 3¢ 20 E 90 DO ESPECTRO DE RMN DE '°C
{"H} (150 MHz, CDCl;) DAS SUBSTANCIAS SG2 + SG3 + SG4. FORAM
ASSINALADOS OS SINAIS DE SG3 (3¢ 69,6; 60,8: 40,3; 36,8; E 21,1) E SG4 (3¢

83,5; 66,0; 42,4; 40,6; 35,0 E 33,4). ...oooo oo, 144
FIGURA 117 - MAPA DE CORRELACAO 'H->C A UMA LIGACAO DAS
SUBSTANCIAS SG2 + SG3 + SG4 (600 MHz, CDCls). ......ovoveiieeeeeeeeeeeee, 144
FIGURA 118 - MAPA DE CORRELACAO 'H-'*C A LONGA DISTANCIA DAS
SUBSTANCIAS SG2 + SG3 + SG4 (600 MHz, CDCls). ......oovoveeieieeeeeeeeeee. 145
FIGURA 119 - CROMATOGRAMA DA MISTURA SG2 + SG3 + SG4 ................... 145
FIGURA 120 - ESPECTRO DE MASSA DA SUBSTANCIASG2 .......cccccooovvve. 146
FIGURA 121 - ESPECTRO DE MASSA DA SUBSTANCIASG4 ........c.c.cocooven.. 147
FIGURA 122 - ESPECTRO DE MASSA DA SUBSTANCIASG3 ..o, 147

FIGURA 123 - ESTRUTURAS DE AAPH, FLUORESCEINA, QUERCETINA,
ISOQUERCETINA, ACIDO CAFEICO, ACIDO CLOROGENICO E TROLOX. ....... 151
FIGURA 124 - ESTRUTURA DA DOXORRUBICINA ..o 153



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - RELACAO DAS ESPECIES DE Sinningia COM ESTUDOS
FITOQUIMICOS E OS METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS
(ANTRAQUINONAS, CROMENOS, ETILCICLOEXANOIDES, ESTEROIDES,
FLAVONOIDES E GLICOSIDEOS FENOLICOS) (FIGURAS 3-4).......ccccccooviiin. 32
TABELA 2 - RELACAO DAS ESPECIES DE Sinningia COM ESTUDOS
FITOQUIMICOS E OS METABOLITOS SECUNDARIOS (NAFTOQUINONAS,
HIDRONAFTOQUINONAS E DERIVADOS) ISOLADOS (FIGURAS 5). .........c....... 33
TABELA 3 - RELACAO DAS ESPECIES DE sinningia COM ESTUDOS
FITOQUIMICOS E OS METABOLITOS SECUNDARIOS (SESQUITERPENOS,
TRITERPENOS E OUTRAS) (FIGURAS B). ..o 34
TABELA 4 - METODOS 1 E 2 ISOCRATICO. ..ot 43
TABELA 5 - EXTRATOS OBTIDOS DE S. hatschbachii (SH) E DE S. gerdtiana (SG)
E SEUS RENDIMENTOS A PARTIR DOS TUBERCULOS SECOS E DAS PARTES

AEREAS, RESPECTIVAMENTE. ..ot 45
TABELA 6 - FRACOES OBTIDAS DA COLUNADE SHAB. ...........cocoooiviieie. 47
TABELA 7 - FRACOES DA COLUNA DE SHAB 12. ..., 47
TABELA 8 - REUNIAO DAS SUBFRACOES DA COLUNADE SHAB22................ 48
TABELA 9 - SUBFRACOES DA COLUNADE SHAB 26. ...........cocooooviiioiee. 48
TABELA 10 - REUNIAO DAS FRAGCOES DA COLUNADE SHC. ...........cococoooov... 51
TABELA 11 - REUNIAO DAS FRACOES DA COLUNADE SHC 1. ........................ 51
TABELA 12 - SUBFRACOES DA COLUNADE SHC 4............cooooioviieeeiee. 52
TABELA 13 - REUNIAO DAS FRACOES DA COLUNADE SHC6. ........................ 53
TABELA 14 - FRACOES DA COLUNADE SGBC. ........oooooioiiooeeceeee. B3
TABELA 15 - FRACOES DA COLUNA DE SGDBUL. ........ocoovovovioioieeeeeee. 56
TABELA 16 - REUNIAO DAS FRACOES DA COLUNA DE SGDBUT 7. ................. 56
TABELA 17 - DADOS DE RMN DE SH1 (CDClz, 400 MHZz). ..o, 66

TABELA 18 - DADOS DE RMN DE SH2 (CDCls, 400 MHz), EM COMPARACAO
COM OS DADOS DA LITERATURA DA 7-HIDROXI-a-DUNNIONA (ACETONA-d,
500 MHz) (CAI €t @l., 2005) ... ... 71
TABELA 19 - DADOS DE RMN DE SH3 (CDCls, 400 MHz), EM COMPARACAO
COM OS DADOS DA LITERATURA DA 7-HIDROXI-6-METOXI-a-DUNNIONA
(ACETONA-ds, 500 MHz) (CAI €t @l., 2005). ...........ooooooeooeoeoeeoeeeeeeeeee e 76



TABELA 20 - DADOS DE RMN DE SH4 (CDCls;, 400 MHz), EM COMPARACAO
COM OS DADOS DA 6-HIDROXI-7-METOXI-a-DUNNIONA (MeOD, 400 MHz)
(SHERIDAN w2t il B0 ] ) susse s v souss suves ot s s soms s e s v s vt e Ko s s Yl oo K i 79
TABELA 21 - DADOS DE RMN DE SH5 (CDCls, 400 MHZ) ..o, 84
TABELA 22 - DADOS DE RMN DE SH6 (CDCls;, 400 MHz), EM COMPARAGCAO
COM OS DADOS DA LITERATURA DE LOUREIRIN B (CDCls;, 360 e 80,8 MHz)
(MEKSURITEN; CORDELL, 1988 Je i s s : a5 am 15 1 100 £ 2055 200 £ 155 105 2 s eott¥08 s 5 90 1 0 89
TABELA 23 - DADOS DE RMN DE SH7 (CDCls;, 400 MHz), EM COMPARACAQ
COM 0S DADOS DA LITERATURA DA 4’ 2-DIHIDROXI-4,6-
DIMETOXIDIIDROCHALCONA (Acetona-ds, 270 e 67,8 MHz) (ICHIKAWA et al.,

TABELA 24 - DADOS DE RMN DE SH8 (MeOD, 400 MHz), EM COMPARACAO
COM 0OS DADOS DA LITERATURA DO CALCEOLARIOSIDEOQ B (MeOD, 250 MHz)
(DAMTOFT,; JENSEN, 1994). ... i g9
TABELA 25 - DADOS DE RMN DE SH9 (MeOD, 400 MHz), EM COMPARACAOQ
COM OS DADOS DA LITERATURA DO CONANDROSIDEO (MeOD, 500 MHz)
g Et I W Mg 1) - R R SR I (R i (S ———— S ——— 103
TABELA 26 - DADOS DE RMN DE SH10 (CDCls;, 600 MHz), EM COMPARACAO
COM OS DADOS DA LITERATURA DO 1,4-DIMETOXI-2-NAFTOATO DE METILA
(CDCls, 250 MHz) (FLADER; LIU; BORCH, 2000).........cccviiiiiiiiiiiiiieeeeee, 109
TABELA 27 - DADOS DE RMN DE SH11 (CDCls, 600 MHz), EM COMPARAGCAO
COM OS DADOS DA LITERATURA DE 1-HIDROXI-4-METOXI-2-NAFTOATO DE
METILA (CDCls, 500 MHz) (FRAGA; DIAZ; QUINTANA, 2010)............cococvvevre... 113
TABELA 28 - DADOS DE RMN DE SH12 (CDCls, 400 MHz), EM COMPARACAO
COM OS DADOS DA LITERATURA PARA O p-HIDROXIBENZOATO DE METILA
(CDCls, 250 MHz) (KANNATHASAN et al.,, 2011). .o, 117
TABELA 29 - DADOS DE RMN DE SH13 E SH14 (CDCls, 600 MHz), EM
COMPARACAO COM OS DADOS DA LITERATURA DE SITOSTEROL E
ESTIGMASTEROL (CDCls, 400 MHZ, KOJIMA et al., 1990). ........ccccceviiiiiniinnn. 122
TABELA 30 - DADOS DE RMN DE SG1 (MeOD, 400 MHz), EM COMPARACAQ
COM OS DADOS DA LITERATURA DE SANANGOSIDEO (MeOD, 500 MHz)
(JENSEN, 1996). ... 129



TABELA 31 - DADOS DE RMN DE SG2 (CDCl;, 600 MHz), EM COMPARACAO
COM OS DADOS DA LITERATURA DE HALLERIDONA (CDCl;, 250 MHz,
MESSANA et al,, 1984). ... oo 135
TABELA 32 - DADOS DE RMN DE SG3 E SG4 (CDCl;, 400 MHz), EM
COMPARACAO COM oS DADOS DA LITERATURA PARA
ACETILCLEROINDICINA B (CDCls, 400 MHz, ABDULLAHI et al, 1986) E
CLEROINDICINA C (CDCls, 400 MHz, SG4, TIAN etal., 1997). ......ccccccciiiiiinn 141
TABELA 33 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE S. hatschbachii

TABELA 34 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE S. hatschbachii
E S.gerdfiana..................ccoooooiiiii i 150
TABELA 35 - ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO DOS EXTRATOS DE S
hatschbachii CONTRA LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS HUMANAS......... 153



ACN
CcC
CCDA
CCDP
CG-EM
CLAE
DCM

dd
ddd
EM
EM-AR
Hex
HMBC

HPLC

HSQC

N.O.

SH

SHA

SHB

SHC

SHD

SG

SGA

LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS

Acetonitrila

Cromatografia classica em coluna aberta

Cromatografia em camada delgada analitica

Cromatografia em camada delgada preparativa

Cromatografia Gasosa acoplado a espectrometria de massas
Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Diclorometano

Deslocamento quimico

Dupleto

Duplo dupleto

Duplo duplo dupleto

Espectrometria de massas

Espectrometria de massas de alta resolugao

Hexano

Hetetonuclear multiple bond correlation (correlagéo heteronuclear a multiplas
ligacGes)

High performance liquid chromatography (CLAE)

Heteronuclear single quantum coherence (correlacdo heteronuclear a uma
ligacao)

indice de retencao

N&o observado

Quarteto

Material botanico proveniente da coleta dos tubérculos de Sinningia
hatschbachii

Extrato em hexano dos tubérculos de Sinningia hatschbachii

Extrato em diclorometano dos tubérculos de Sinningia hatschbachii
Extrato em acetato de etila dos tubérculos de Sinningia hatschbachii
Extrato em etanol dos tubérculos de Sinningia hatschbachii

Material botanico proveniente da coleta das partes aéreas de Sinningia
gerdfiana

Extrato em hexano das partes aéreas de Sinningia gerdtiana



SGB
SGC
SGD

Tr

Extrato em diclorometano das partes aéreas de Sinningia gerdtiana
Extrato em acetato de etila das partes aéreas de Sinningia gerdtiana
Extrato em etanol das partes aéreas de Sinningia gerdtiana

Tripleto

Tempo de retencao



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..o, 27
1.1 FAMILIA GESNERIACEAE ..o, 28
1.2 O GENERO SiNNiNgia.........c.c.ocooeoeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 29
1.3 AS ESPECIES Sinningia hatschbachii E S. gerdtiana........................ 39
2. QOBJETINOS . . o : o ¢ 005 s i smonet s s s 5 s ¢ o B s s 3 s £ s s s s s s s e 41
2.1 OBJETINQ GERAL: ..o - o o s o - s e s e e s « s o s 00 o 50 g 41
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: .......oi oot 41
3. MATERIAIS E METODOS ........cooiiiiiioeeeeeeeeee e, 42
3.1 PROCEDIMENTOS GERAIS ... 42
3.2 MATERIAL VEGETAL......oooiiiiiiiiie e 44
3.3 PREPARACAO DE EXTRATOS ..o, 44
3.4 ISOLAMENTO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS ..........cccooo.... 46
3.4.1. Sinningia hatschbachii (SH) ...................c.ccccc 46
3.4.1.1 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE SHAE SHB ......... 46
3.4.1.2 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICODE SHC ..................... 51
3.4.2. Sinningia gerdtiana (SG).............ooiiii 55

3.4.2.1. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE SGBC E SGBut... 55
4. ATIVIDADES ANTIOXIDANTE, ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA ... 58

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ..o, 58
4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA ..........ccoovoiiieei. 58
4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA .......ccoovoieiieieeeeeee. 59
4.4 DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS ... e, 60
5. RESULTADOS E DISCUSSAOD ..o, 64
5.1 SUBSTANCIAS ISOLADAS DE S. hatschbachii. ..............c....ccc.c...... 64
5.1.1 NAFTOQUINONAS PRENILADAS ......coooviioiiieeieeeeeeeeeeeeee 64
5.1.1.1 DETERMINACAO ESTRUTURALDE SH1 ........ocoovoiiioiie. 64
51.1.2 IDENTIFICACAO DE SH2 ..., 70
5.1.1.3 IDENTIFICACAODE SH3EDE SH4 ............cocoooiiiiiiie. 74

5.1.2 DIIDROCHALCONAS ... 83



51.21 IDENTIFICACAODE SH5 ..o, 83

51.2.2 IDENTIFICACAO DE SH6 ........coovoiioiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 88
51.2.3 IDENTIFICACAO DE SH7 ....ocoooiiiiioeoioeeeeeeeeeeeeeeeeeee 92
5.1.3 GLICOSIDEOS FENOLICOS .......coioiiviioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 96
51.3.1 IDENTIFICACAO DE SH8 ..o, 96
51.3.2 IDENTIFICACAO DE SH ..o, 102
5.1.4 OUTRAS SUBSTANCIAS AROMATICAS ......cooooiviioiiiieieee 107
5.1.4.1 IDENTIFICACAO DE SH10 ..o, 107
51.4.2 IDENTIFICACAO DE SHTT ..o 112
51.4.3 IDENTIFICACAO DE SH12 ..., 116
5.1.5. ESTEROIDES ......c.ooiioe oottt s s sn e srn s s 119
5.1.5.1 IDENTIFICACAODE SH13ESH14 ...........coooooiiiiiiiie, 119
5.2 SUBSTANCIAS ISOLADAS DE S. gerdtiana.............c.ccccocueveeun... 127
5.2.1 GLICOSIDEO FENOLICO ...t 1F7
5.2.1.1 IDENTIFICACAO DE SG1 .....oooiiiiioeeeeeeeeeeeee e, 127
522 ETILCICLOEXANOIDES ......cov oottt 133
5221 IDENTIFICACAO DE SG2......c.oo oo, 133
52.2.2-IDENTIFICACAODE SG3E SG4 .........c.ccoovoioioiiiiiee, 139
6. ATIVIDADES BIOLOGICAS .........ooviiiiieeeeeeeeeeeee e 147
6.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE
S. RAISCADACHII ... 148
6.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE S. hatschbachii e S.
GEITLANGA ... ..ottt a 149
6.3 ATIVIDADE CITOTOXICA DOS EXTRATOS DE S. hatschbachii ..... 152
T.CONCLUSAO ..., 154

REFERENCIAS . oo 155



ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS




OCH; O OH 0

o)
OCHj OCH,
OCH,;
HO
OCH, OCH,
SH10 SH11 SH12

SH13 SH14
OH
o)
ng o OH
OH
OH
/
SG1
HO
HO
0 i O
A HoY - o “0
HO ;_ﬁd/ \\\"O\TT/CHS =/



OS RESULTADOS PARCIAIS DESTA PESQUISA FORAM DESCRITOS NO
SEGUINTE ARTIGO:

o Magali S. Amorim, Alessandra F. Serain, Marcos José Salvador and Maria
Elida A. Stefanello, Chemical Constituents of Sinningia hatschbachii. Natural
Product Communications, v. 12, n. 11, 1763-1764, 2017.



27

1. INTRODUGAO

A flora brasileira tem sido muito explorada como fonte de constituintes
quimicos, biologicamente ativos para o controle de doencas e pragas. Esta
importante reserva de recursos genéticos coloca o Brasil no grupo dos paises
denominados de megadiversos. Estudos como estes, se baseiam no
conhecimento quantitativo da composicéo, estrutura, funcionamento, dindmica,
distribuicdo e relagdes ambientais das comunidades vegetais em foco.

A teoria evolucionista relata que todos 0s seres vivos sao derivados de
um ancestral comum, o que explica, por exemplo, porque as principais
macromoléculas (carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos) sé&o
essenciais a vida dos seres vivos. Essas substancias essenciais a vida séo
classificadas como metabdlitos primarios. Existem também substancias que
sdo produzidas em pequenas quantidades, se comparadas com os metabdlitos
primarios, as quais nem sempre sao essenciais a vida, mas sdo importantes
para a sobrevivéncia desses seres vivos. Estas substancias sdo classificadas
como metabolitos secundarios (FUMAGALI et al., 2008; SIMOES et al., 2007).

Nas plantas, os metabdlitos secundarios sdo constituintes quimicos
extremamente diversos, responsaveis por desempenhar um papel importante
na sobrevivéncia das plantas, como protegé-las de herbivoros, ataque de
patogenos, bem como beneficia-las na competicdo com outras espécies e
favorece-las na atracdo de polinizadores, como 0s animais dispersores de
sementes e microrganismos simbiontes (bactérias e fungos que ndo prejudicam
seu hospedeiro, mas ajudam no crescimento das plantas). Além dos fatores
bibticos, dito anteriormente, os metabdlitos secundarios também protegem o
vegetal de influencias externas por fatores abidticos, tais como, temperatura,
umidade, protecdo contra raios UV e deficiéncia de nutrientes
(VAISHNAV:DEMAIN, 2010; STROHL, 2000).

A utilizacdo de produtos naturais para a prevencdo e cura de
enfermidades esta presente em toda a sociedade humana, e até hoje, grande
parte da populacdo mundial se utiliza deste recurso natural para suprir suas
necessidades basicas de salde. E importante ressaltar que a ciéncia como um
todo, principalmente nas areas de farmacologia, quimica, bioquimica,

toxicologia, biologia molecular tem avancado muito, e desenvolver novos
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estudos nesta area € importante para o desenvolvimento de novos farmacos
(NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2008; YUNES;FILHO, 2016).

Muitos metabdlitos secundarios possuem importantes atividades
biologicas, € mesmo diante dessa importancia, é estimado que apenas 6% de
aproximadamente 300.000 espécies de plantas superiores foram ou estéo
sendo investigados no ponto de vista bioldgico e apenas 15% com relagdo a
estudos quimicos (YUNES,; FILHO, 2016). Portanto, ha ainda muito a ser
estudado. E a investigagdo quimica e biolégica de plantas medicinais € o
primeiro passo para o estudo multidiciplinar no desenvolvimento de novos
farmacos. Além do que, a biodiversidade tem perdido varias espécies por
mudangas ambientais, muitas se tornando extintas, e ha muitas regides no
mundo e muitos “habitats” diferentes, nos quais uma biodiversidade nova e
incomum ainda é desconhecida ou esta sendo descoberta (COSTA-LUTUFO et
al., 2010).

Assim, torna-se cada vez mais importante estudar novas espécies de
plantas com o intuito de ampliar o conhecimento cientifico sobre compostos

bioativos, além de contribuiir para a quimiossistematica das espécies vegetais.

1.1 FAMILIA GESNERIACEAE

O nome “gesneria” € uma homenagem ao sui¢o Conradus Gesnerus,
considerado um naturalista na época. Gesneriaceae € uma das 24 familias de
Angiospermas que pertencem a ordem das Lamiales, junto com Lamiaceae,
Verbenaceae, Bignoniaceae, Calceolariaceae e Scrophulariaceae (REFULIO-
RODRIGUEZ; OLMSTEAD, 2014).

A familia Gesneriaceae Rich. & Juss compreende cerca de 150
géneros e aproximadamente 3000 espécies de plantas ornamentais, de
distribuicdo pantropical, sendo constituida de ervas, cipds ou arbustos. E uma
familia com ampla distribuicdo em todo 0 mundo, sendo suas espécies bem
representadas nos tropicos e subtrdpicos, com poucas espécies nativas em
regides temperadas (FIGURA 1; p. 29). Algumas das suas espécies s&o
utilizadas na medicina tradicional, principalmente contra febre, tosse, resfriado,
dores, doencas infecciosas e inflamatorias (HINOSHITA, 2017; VERDAN;
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STEFANELLO, 2012). No Brasil ocorrem 27 géneros e 220 espécies, sendo
140 endémicas (ARAUJO; CHAUTEMS; FERREIRA, 2018).

Por terem flores vistosas, cultivo facil e propagacdo vegetativa,
espécies de Gesneriaceae tem importdncia econdmica como plantas
ornamentais. Incluem-se nessa familia os géneros Streptocarpus,
Aeschynanthus, Codonanthe, Columnea, Episcia, Gloxinia, Kohleria,
Nautilocalyx, Nematanthus, Sinningia e Santipaulia. Espécies do género
Saintpaulia, como Saintpaulia ionantha (FIGURA 1), conhecida como violeta
africana, e a gloxinia, Sinningia speciosa (FIGURA 1) do género Sinningia sao
exemplos de espécies muito comercializadas no Brasil (HINOSHITA, 2017;
GASPARINO, 2008).

FIGURA 1 - ESPECIES DE GESNERIACEAE. (A): Saintpaulia ionantha (VIOLETA AFRICANA)
(www.uesb.br/flower/alunos/violeta) (B): Sinningia speciosa (GLOXINIA) (FONTE: O AUTOR).

FONTE: o autor (2018)

1.2 O GENERO Sinningia

A origem de Sinningia ocorreu na regido sudeste do Brasil, na Mata
Atlantica, regido que abriga a sua maior diversidade (PERRET et al., 2003). O
género ndo € endémico do pais, sendo encontrado desde o México até a
Argentina. Atualmente, s&o reconhecidas 74 espécies, das quais 72 sao
encontradas em territério brasileiro (ARAUJO; CHAUTEMS, 2018) (FIGURA 2;
p. 30), sendo que a maioria esta nas regides sul e sudeste (FERREIRA,
WAECHTER; CHAUTEMS, 2014).


http://www.uesb.br/flower/alunos/violeta
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FIGURA 2 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE ESPECIES DO GENERO Sinningia NO
BRASIL. A COR BRANCA INDICA AUSENCIA DE REGISTRO NAQUELE ESTADO
(ARAUJO;CHAUTEMS, 2018).

)

FONTE: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB7879>.

No Estado do Parana s&o encontradas 23 espécies de Sinningia, que &
o0 maior género de Gesneriaceae no Brasil e também o mais abundante no
estado (HINOSHITA, 2017).

As espécies de Sinningia s&o 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 com sistema
subterrdaneo tuberoso perene, em alguns casos obsoleto (CHAUTEMS;
BARACHO; SIQUEIRA FILHO, 2000).

A maioria das espécies de Sinningia apresenta um ciclo anual de
desenvolvimento. As partes aéreas crescem durante o periodo chuvoso
(primaveralveréo) e fenecem no periodo de seca (outono/inverno), deixando as
gemas dormentes nos tubérculos, que renascem na proxima primavera
(CHAUTEMS, 2003). Entretanto algumas espécies s&o excec¢ao a este padréo.
Como exemplo, podemos citar S. nordestina, distinta dos demais membros do
género pela presenca de tubérculos vestigiais, que nao rebrotam (CHAUTEMS;
BARACHO; SIQUEIRA FILHO, 2000). Existem poucos relatos de uso de
espécies de Sinningia na medicina popular. Como exemplos tém-se S.
incarnata que é utilizada pelos indigenas mexicanos como contraceptivo e
contra diarréia, enquanto que S. fubiflora € empregada como purgativo na
Argentina (WIEHLER, 1995). S. warmingii é usada para o tratamento de
problemas ginecoldogicos no nordeste do Peru (CASANA et al., 2012). No


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB7879
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Brasil, os tubérculos de S. allagophylla sdo usados como ténico e emoliente, e
as partes aéreas como diurético e febrifugo (MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000;
GOMES; SHEPHERD, 2000).

Com relagcdo aos estudos quimicos de espécies de Sinningia,
substancias de varias classes de metabdlitos secundarios tém sido isoladas,
como naftoquinonas, antraquinonas, flavonoides, cromenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, glicosideos fendlicos e compostos fendlicos simples
(TABELAS 1 - 3; p. 32-34). Algumas das substancias isoladas apresentaram
atividade biolégica. Como exemplo tem-se a naftoquinona 8-
hidroxideidrodunniona (83; p. 35), isolada de S. reitzii, que apresentou
atividades antiflamatéria e antinociceptiva (SOARES et al., 2017). A substancia
aggregatina D (39; p. 35), isolada de S. aggregata e S. warmingii, apresentou
atividade citotdxica contra as linhagens de células tumorais humanas de
melanona, rim € ovarios. A concentragdo necessaria para inibir 50% do
crescimento das células (ICsp) variou de 0,30-12,8 pg mL”" (VERDAN et al.,
2015a). Essa substancia também apresentou atividade analgésica na dor de
origem inflamatéria (SOUZA et al., 2015).



TABELA 1 - RELAGAO DAS ESPECIES DE Sinningia COM ESTUDOS
(ANTRAQUINONAS, CROMENOS, E ETILCICLOEXANOIDES). (FIGURAS 3-4).
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FITOQUIMICOS E OS METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS

Classes Substéncias N° Espécies Referéncias
1 S. aggregata; S.canescens; VERDAN et al., 2015b; 2014; RIVA
tectoquinona S. allagophylla; S.warmingii S’Biﬂ? 2012; WINIEWSKI et al,
2 S. aggregata; S. warmingii ~ VERDAN et al., 2015b;
1-hidroxitectoquinona WINIEWSKI et al., 2017.
3 S. aggregata; S. speciosa;  VERDAN et al., 2010; 2009;
7-metoxitectoquinona S. warmingii WINIEWSKI et al., 2017.
Antraquinonas 4 S. aggregata; S. VERDAN et al., 2010; SCHARF et
7- hidroxitectoquinona allagophylla; S. warmingii ~ al., 2016, WINIEWSKI et al., 2017.
1,6-diidroxitectoquinona 5 VERDAN et al., 2015b;
6-hidroxitectoquinona 6 S. aggregata
7-hidroxi-6-metoxitectoquinona (pustulina) 7
1-hidroxi-7-metoxitectoquinona (rubiawallina B) 8 S. speciosa VERDAN et al., 2009.
9 S. allagophylla RIVA et al., 2012 ;
lapachenol S. warmingii VERDAN et al., 2014.
8-metoxilapachenol 10 RIVA et al., 2012; SCHARF et al,,
(2S)-12-hidroxilapachenol 11 S. allagophylla 2016.
Cromenos (3R)-3,4-diidro-3-hidroxi-4-oxo-8-metoxilapachenol 12
allagophylldimeros A-C 13-15
16 S. aggregata; S. VERDAN et al., 2015; SCHARF et
allagophylla; s. canescens;  al., 2016; VERDAN et al., 2014;
halleridona S. leucotricha; S. warmingii. VERDAN etal., 2017, WINIEWSKI
etal., 2017.
Etilcicloexanoides cleroindicina C 17 S. leucotricha VERDAN et al., 2017
18 S. leucotricha; S. speciosa; VERDAN et al., 2017; VERDAN et
cleroindicina B S. warmingii. al., 2009; WINIEWSKI et al., 2017.
Isorengiol 19 S. speciosa VERDAN et al., 2009.
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TABELA 2 - RELACAO DAS ESPECIES DE Sinningia COM ESTUDOS EITOQUiMICOS E OS METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS (ESTEROIDES,
FLAVONOIDES, SUBSTANCIAS GLICOSILADAS, GLICOSIDEOS FENOLICOS, E HIDRONAFTOQUINONAS). (FIGURAS 4 E 5).

Classes Substéncias N° Espécies Referéncias
20 S. aggregata; S. speciosa;  VERDAN et al., 2010; VERDAN et
Sitosterol S. canescens. al., 2015b; VERDAN et al., 2009.
Estigmasterol 21 S. aggregata; S. speciosa;  VERDAN et al., 2010; VERDAN et
S. canescens. al., 2015b; VERDAN et al., 2009.
Esteroides oleato e linoleato de sitosterila 22-23 S. allagophylla RIVA etal., 2012.
oleato e linoleato de estigmasterila 24-25
luteolinidina-5-O-glucopiranosideo 26 SWINNY et al., 2000; WINEFIELD
apigeninidina-5-O-glucopiranosideo 27 et al., 2005.
Flavonoides luteolina-7-0O-glicosideo 28 S. cardinalis
luteolina-7-O-glucuronideo 29
apigenina-7-O-glucuronideo 30
S. aggregata; S. leucotricha VERDAN et al., 2015b; 2017;
Cornosideo 31 S. warmingii WINIEWSKI et al., 2017.
Subtancias Etilglucosideo 32 S. leucotricha VERDAN et al., 2017.
glicosiladas
calceolariosideo B 33 S. aggregata; S. VERDAN et al., 2015b; 2017.
canescens; S. leucotricha
calceolariosideo A 34 VERDAN et al., 2017,
Glicosideos fendlicos plantainosideo A 35
conandrosideo 36 S. canescens
isoverbascosideo 37
verbascosideo 38 S. cardinalis JENSEN, 1996;
aggregatina D 39 S. aggregata; S. warmingii  VERDAN et al., 2010; 2014.
5 3 i . - S. VERDAN et al., 2015b; SCHARF et
Hidromatioguinonas Agregaling 5 0 2//;5352552?’3‘_9 warmingii 4l 2016, WINIEWSKI et al,, 2017.
aggregatina F 41 S. aggregata; S. warmingii  VERDAN et al., 2015b; WINIEWSKI

et al., 2017.




TABELA 3 - RELACAO DAS ESPECIES DE Sinningia COM ESTUDOS FITOQUIMICOS E OS METABOLITOS SECUNDARIOS (NAFTOQUINONAS,

SESQUITERPENOS, TRITERPENOS E OUTRAS) (FIGURAS 5 E 6).

Classes Substéancias N° Espécies Referéncias
a-dunniona 42 S. allagophylla SCHARF et al., 2016.
7-hidroxi-a-dunniona 43 S. canescens; S. leucotricha; S.  VERDAN et al,, 2017; SOARES et al,, 2017.
reitzii
7-hidroxi-6-metoxi--a—dunniona 44 S. canescens; S. leucotricha VERDAN et al., 2017.
8-hidroxi -7-metoxi-a—dunniona 45 S. canescens VERDAN et al., 2017.
Naftoquinonas 5-hidroxi-6,7-dimetoxi-a-dunniona 46 S. reitzii SOARES et al., 2017.
(42-55) e dunniol 47 S. allagophylla RIVA et al., 2012.
derivados (56-57) 5-hidroxi-6,7-dimetoxidunniol 48 S. reitzii SOARES et al., 2017.
6,8-diidroxi-7-metoxi-2-O-metildunniol 49 S. reitzii SOARES et al., 2017.
dunniona 50 S. allagophylla SCHARF et al., 2016.
8-hidroxidunniona 51 S. allagophylla; S. reitzii SCHARF et al., 2016; SOARES et al., 2017.
7,8-dimetoxidunniona 52 S. leucotricha, S. canescens VERDAN et al., 2015a; 2017.
8-hidroxideidrodunniona 53 S. reitzii SOARES et al., 2017
7-hidroxideidrodunniona 54 S. reitzii SOARES et al., 2017
8-hidroxi-7-metoxi-2-O-metilstreptocarpona 55 S. reitzii SOARES et al., 2017
warminguiina A e B 56-57  S. warmingii WINIEWSKI et al., 2017.
acido leucotrichéico 58 S. leucotricha VERDAN et al., 2013.
11-epi-subergorgiol 59 S. leucotricha VERDAN et al., 2017.
Sesquiterpenos cedrol 60 S. allagophylla; S. canescens. SCHAREF et al., 2016; VERDAN et al., 2017.
(58-60) acido oleandlico 61 S. allagophylla SCHARF et al., 2016.
e triterpenos hederagenina 62 S. leucotricha VERDAN et al., 2013.
(61-64) acido 23-hidroxiursélico 63 S. leucotricha VERDAN et al., 2013.
acido betulinico 64 S. leucotricha, S. canescens VERDAN et al., 2017.
aggregatinas A-B 65-66  S. aggregatta VERDAN et al., 2010.
Aggregatina C 67 S. aggregatta; S. warmingii VERDAN et al., 2010; 2014.
4-hidroxibenzoato de etila e de metila 68, 71 S. canescens VERDAN et al., 2017.
ferulato de icosila 69 S. aggregata VERDAN et al., 2015b.
6-metoxi-7,8-benzocumarina 70 S. allagophylla SCHAREF et al., 2016.
Outros tirosol 72 S. aggregata VERDAN et al., 2015b.
sinningial A 73 S. canescens VERDAN et al., 2017.
sinningial B 74 S. leucotricha VERDAN et al., 2017.
acido cinamico 75 S. cardinalis WINEFIELD et al., 2005.
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FIGURA 3 - ANTRAQUINONAS (1-8) E CROMENOS (9-15) ISOLADOS DE Sinningia spp.
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FIGURA 4 - ETILCICLOEXANOIDES (16-19), ESTEROIDES (20-25), FLAVONOIDES (26-30),
SUBSTANCIAS GLICOSILADAS (31-32), GLICOSIDEOS FENOLICOS (33-38) ISOLADOS DE
Sinningia spp.
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FIGURA 5 - HIDRONAFTOQUINONAS (39-41), NAFTOQUINONAS (42-55) E DERIVADOS
DE NAFTOQUINONAS (56-57) ISOLADAS DE Sinningia spp.
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FIGURA 6 -

A SESQUITERPENOS (58-60),
SUBSTANCIAS ISOLADSS DE Sinningia spp.
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TRITERPENOS (61-64) E OUTRAS (66-75)
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1.3 AS ESPECIES Sinningia hatschbachii E S. gerdtiana

Sinningia hatschbachii Chautems (FIGURA 8; p. 40) é uma espécie
endémica da Serra do Mar, sendo encontrada nos estados de S&o Paulo, Parana e
Santa Catarina (CHAUTEMS, 2003). No Parana € encontrada na Floresta Ombrofila
Densa principalmente Alto Montana (HINOSHITA, 2017). E uma erva rupicola, ou
seja, cresce em cima de pedras, com caule de 8-20 cm, herbaceo, ereto, raramente
ramificado. Esta espécie € de ciclo anual, com tubérculo, e floresce de novembro a
fevereiro (CHAUTEMS, 2003; ARAUJO; CHAUTEMS, 2018). Os tubérculos
(FIGURA 7) servem para armazenar nutrientes e preservar a planta enquanto estiver

adormecida na fase de ndo crescimento do ciclo anual (HINOSHITA, 2017).

FIGURA 7 - FOTO DOS TUBERCULOS DE S. hatschbachii.

FONTE: o autor (2018)

Essa espécie tem suas flores vermelhas (FIGURA 8; p. 40) como tubo de
corola, com uma parte curta e anteras vermelhas, provavelmente associadas a
polinizagéo por beija-flores. Das espécies de Gesneriaceae ocorrentes no estado do
Parana somente S. hatschbachii é considerada em perigo de extingdo (HINOSHITA,
2017).
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FIGURA 8 - FOTOS DE UM EXEMPLAR DE S. hatschbachii.

FONTE: o autor (2018)

Sinningia gerdtiana Chautems (FIGURA 9; p. 41) € uma planta bastante rara,
pois ocorre somente em uma pequena area da bacia do Rio Ribeira, na divisa entre
Sé&o Paulo e Parana (CHAUTEMS et al., 2010). No Parana € encontrada no Serro
Azul, pertencente ao Vale do Rio Ribeira de Iguape (HINOSHITA, 2017).

Esta espécie é uma erva perene, terrestre, com caule de 30-80 cm, ereto,
ramificado, e n&o apresenta tubérculo. As flores séo brancas (FIGURA 9; p. 41) ou
levemente amareladas e surgem nos meses de fevereiro e margo
(ARAUJO;CHAUTEMS, 2018).

S. hatschbachii e S. gerdtiana foram identificadas pelo botanico Alain
Chautems, que é um especialista na familia Gesneriaceae. Os nomes dessas
plantas foram escolhidos para homenagear o botanico Gerdt Hatschbach, fundador
do Museu Botéanico Municipal de Curitiba.

Até o inicio deste trabalho n&o havia nenhum relato na literatura acerca de

estudo quimico e/ou bioldgico de S. hatschbachii e S. gerdtiana.
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FIGURA 9 - FOTOS DE UM EXEMPLAR DE S. gerdtiana.

FONTE: o autor (2018).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Realizar o estudo fitoquimico e avaliar a atividade biolégica das espécies
Sinningia hatschbachii e S. gerdtiana, de modo a contribuir para a
quimiossistematica da familia Gesneriaceae e para a descoberta de substancias

com potencial terapéutico.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v' Isolar os principais metabdlitos secundarios dos tubérculos de S.

hatschbachii e das partes aéreas de S. gerdtiana;

v' ldentificar os metabodlitos secundarios isolados utilizando ressonancia

magneética nuclear, e outras técnicas que forem necessarias;

v" Realizar testes de atividade antimicrobiana in vitro, atividade antioxidante e
atividade citotdéxica contra linhagens de células tumorais humanas dos

extratos brutos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Nas separagbes por cromatografia em coluna (CC) foi usada Silica-gel 60
(Merck, 7734). Para preparar as placas cromatograficas usadas em cromatografia de
camada delgada preparativa (CCDP), espalhou-se uma suspensé&o de Silica-gel 60
PF254 (Macherey-Nagel ou Vetec) em &agua destilada sobre placas de vidro,
obtendo-se uma espessura de 1,00 mm. Placas comerciais (Macherey-Nagel,
Whatman ou Merck) foram usadas para a comparacéo das fragbes (CCDA). Na
revelacdo destas placas usou-se radiagao UV (366 e 254 nm) e/ou solucdo a 5% de
H.SO4 em etanol. Os solventes utilizados foram produtos analiticos das marcas
Synth ou Vetec.

Para identificagdo 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 espectrémetros
DPX-200, Avance-400 e/ou Avance Ill 600, operando a 4,7; 9,4 e 14,1 Teslas (T),
respectivamente, e operando a 200, 400 e 600 MHz para 'H e 50, 100 e 150 MHz
para °C {'H}, 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 soffware Topspin e
comparados com aqueles publicados na literatura.

Os espectros de absorgcdo na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis) foram
obtidos em um espectrofotometro de UV — Vis Shimadzu, modelo UV — 2401 PC, em
cubetas de quartzo de 1mm, no comprimento de onda entre 200 e 800 nm, usando
MeOH para solubilizacdo da amostra. Essa analise foi realizada no Departamento
de Quimica da UFPR.

A medida de rotacdo especifica foi realizada no Departamento de Quimica da
UFPR, em um polarimetro JASCO P-2000, a 25°C, utilizando metanol como
solvente. Os valores da rotagdo especificam foram calculados utilizando a seguinte

formula:

%5 Rotagéo observada (graus) x 100
D

x| =
[ Caminho ético (dm)x concentragéo (g 100 mL'1)
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As analises por CG-EM (cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas) foram realizadas utilizando injecdo automatica (TripPlus As, Thermo) em
um cromatografo a gas (Focus GC,Thermo), acoplado a um espectrdmetro de
massas de ion trap (Polaris Q, Thermo). As amostras foram injetadas com divis&o de
fluxo (Split) 1:50 (1uL), e separadas através de coluna cromatografica modelo DB-5
(30 m x 0,025mm, Agilent). A separacao dos compostos foi feita com temperatura do
injetor a 230°C, linha de transferéncia a 250°C, com fluxo constante e compensacéo
a vacuo. Programacdo de temperatura do forno: 40°C, isoterma de 6 min,
aquecimento até 300°C na taxa de 3°C min”, com isoterma final de 5 min. O
espectrometro de massas foi operado no modo positivo de ionizagdo por impacto de
elétrons a 70 eV, com temperatura da fonte de ions em 200°C.

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas
no Departamento de Quimica da UFPR em um equipamento HPLC Waters
composto por bomba quartenaria, injetor automatico, detector PDA 2998 e acoplado
a um sistema de aquisicdo de dados Empower software. As colunas utilizadas s&o
de fase estacionaria C18, tamanho de particula de 5 pm e 250 mm de comprimento,
a coluna semipreparativa (X-terra) tem 10 mm de didmetro e a coluna analitica
(Macherey-Nagel) tem 4,6 mm de didmetro e uma pré-coluna (Macherey-Nagel) C18
com 3 mm de comprimento. As fases moveéis utilizadas foram solventes organicos
grau HPLC, filtrados em membranas de nailon (0,45 um) (Millipore) e a 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. Foram utilizados dois métodos

cromatograficos isocraticos (TABELA 4).

TABELA 4 - METODOS 1 E 2 ISOCRATICO.

Métodos Coluna C-18 Tempo (min.) Fluxo (mL min'1) H,0 (%, viv) ACN (%, viv)

1 Analitica 15 1,0 50 50

2 Semipreparativa 10 2,8 20 80

O espectro de massas de alta resolucéo da substancia SH1 foi obtido em um
espectrémetro de massas Mlcromass ESI-Qq Tof no Laboratorio de Espectrometria

de Massas ThoMson da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) com
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ionizacdo de eletronebulizagdo. As amostras foram solubilizadas em metanol / H,O
(7:3, viv) com H*, e posteriormente submetida a infusdo direta da fonte de ionizacéo

com fluxo de 5 pL min™.

3.2 MATERIAL VEGETAL

Exemplares de Sinningia hatschbachii (SH) foram coletados em jan/2003, de
uma populacéo natural de Morretes, PR (25° 28 37’S; 48° 50' 02” W), e mantidos
em cultivo na estufa do Museu Boténico Municipal de Curitiba. Tubérculos desses
exemplares cultivados (611,6 g) foram coletados em abril/2012.

Exemplares de Sinningia gerdtiana (SG) foram coletados em Barra do Turvo,
SP (24° 45 23”S; 48° 30" 17”7 W), em fev/2004. As plantas foram mantidas em
cultivo no Museu Boténico Municipal de Curitiba, até mar/2013, quando foram
transferidas para uma propriedade particular. Partes aéreas destes exemplares
cultivados foram coletadas em Fevereiro/2017 (973,6 Q).

As plantas foram identificadas pela boténica Clarisse Bolfe Poliquesi, a qual
depositou as respectivas exsicatas no herbario do Museu Botanico Municipal de
Curitiba (MBM 276.542 para S. hatschbachii e MBM 296.531 para S. gerdtiana).

3.3 PREPARAGAO DE EXTRATOS

Os tubérculos de S. hatschbachii (SH) e as partes aéreas de S. gerdtiana (SG)
foram secados em estufa a 40 °C por uma semana, e posteriormente pulverizado.
Os tubérculos de S. hatschbachii renderam 83,2 g, enquanto as partes aéreas de S.
gerdtiana renderam 107,9 g. Os extratos foram obtidos pela técnica de maceracéo a
frio, na qual o material vegetal pulverizado 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 evaporador rotativo. Este procedimento foi repetido
trés vezes, rendendo ao término o respectivo extrato. Os solventes utilizados foram:
hexano (hex), diclorometano (CH2Cl,), acetato de etila (AcOEt) e etanol (EtOH). O
volume utilizado foi de 500 mL de solvente para cada 100 g de material (ESQUEMA
1E 2, p. 45-46). A TABELA 5 (p.45) apresenta o rendimento de cada extrato.
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TABELA 5 - EXTRATOS OBTIDOS DE S. hatschbachii (S8H) E DE S. gerdfiana (8G) E SEUS
RENDIMENTOS A PARTIR DOS TUBERCULOS SECOS E DAS PARTES AEREAS,
RESPECTIVAMENTE.

Espécie vegetal Massa (g) Extratos Solventes Massa (g)

SHA Hexano 0,38

83,2¢g SHB Diclorometano 0,51

S. hatschbachii (SH) SHC Acetato de etila 2,79
SHD Etanol 9,36

SGA Hexano 1,22

107,99 SGB Diclorometano 0,89

S. gerdtiana (SG) SGC Acetato de etila 0,34
SGD Etanol 2,19

ESQUEMA 1 - PROCEDIMENTO DA EXTRACAO DOS TUBERCULOS DE S. hatschbachii

Tubérculos de
S. hatschbachii

Secados a 40°C e moidos —>

Massa seca
83,2¢

€&— Extracdo com solventes

SHA SHB SHC SHD
(0,38 g) (0,519) 2799 (9,36 g)
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ESQUEMA 2 - PROCEDIMENTO DA EXTRACAO DAS PARTES AEREAS DE S. gerdtiana

Partes aéreas de
S. gerdtiana (SG)

Secados a 40°C e moidos >

Massa seca
107,9¢g

€ Extracdo com solventes

I I [ I
SGA SGB SGC SGD
(1,22 9) (0,89 g) (0,340 g) 2199)

3.4 ISOLAMENTO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

3.4.1. Sinningia hatschbachii (SH)

3.4.1.1 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE SHA E SHB

Os extratos SHA e SHB foram reunidos (SHAB) apés analise por CCDA. Parte
de cada extrato (20 mg) foi reservada para testes bioldgicos.

O extrato reunido (SHAB, 0,85 g) foi submetido a CC eluida primeiramente
com hexano (100 mL), depois com misturas de hex:acetona 95:5 (240 mL), 9:1 (210
mL), 8:2 (150 mL), 1:1 (90 mL), acetona pura (90 mL) e por fim metanol (50 mL).
Foram recolhidas 35 fragbes de 30 mL cada, que foram reunidas em 12 por
similaridade apos a analise por CCDA (TABELA 6; p. 47).
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TABELA 6 - FRACOES OBTIDAS DA COLUNA DE SHAB.

Fracéao Cédigo Eluente Massa (mg) Substancias
isoladas/identificada
1-2 SHAB 1 Hexano 15,2 -
3 SHAB 3 Hexano 23,6 -
4-11 SHAB 4 hexano: acetona 95:5 9,3 -
12-13 SHAB 12 hexano: acetona 95:5 156,4 SH11
14-18 SHAB 14 hexano: acetona 9:1 496 -
19-21 SHAB 19 hexano: acetona 9:1 9,6 -
22-23 SHAB 22 hexano: acetona 8:2 11,7 SH5 e SH1
24-25 SHAB 24 hexano: acetona 8:2 284 SH3 e SH4
26-28 SHAB 26 hexano: acetona 1:1 124,9 SH6 e SH7
29-30 SHAB 29 Acetona 23,5 -
31 SHAB 31 Acetona 8,2 -
32-35 SHAB 32 Metanol 394 -

A fracdo SHAB-12 (156,4 mg) foi submetida a CC eluida com hexano: CHCl»
1:1 (50 mL), CH,CIl, (50 mL) e por fim MeOH puro (15 mL). Foram recolhidas 14

subfragdes de 10 mL cada, que foram reunidas em oito subfracbes (TABELA 7).

TABELA 7 - FRACOES DA COLUNA DE SHAB 12.

Suhbfragan codige Elyente Massa (mg) isolazzgl?;aewt:ilfiziadas
1-2 SHAB 12-2 hexano: CH,CI, 1:1 214 SH11
3-4 SHAB 12-3 hexano: CH,Cl,1:1 25,9 SH11
5-6 SHAB 12-5 hexano: CH,Cl, 1:1 4.4 -
7-8 SHAB 12-7 CH.Cl, 8,0 SH13 e SH14
9 SHAB 12-2 CH,Cl, 15,0 -
10-12 SHAB 12-3 CH,Cl, 21,8 -
13 SHAB 12-5 MeOH 1,0 -
14 SHAB 12-7 MeOH 57 -

As subfragdes SHAB 12-2 (21,4 mg) e SHAB 12-3 (25,9 mg) forneceram SH11
(4,7 mg) apds CCDP eluida com Hexano: AcOEt 9:1.

A fragdo SHAB 12-7 (8,0 mg) forneceu SH13 e SH14.

A fracdo SHAB 22 (111,7 mg) foi submetida a CC eluida com misturas de
CH.Cl,: AcOEt 955 (45 mL), 9:1 (20 mL), 8:2 (10 mL) e 1:1 (10 mL), seguido de
AcOEt puro (10 mL) e finalmente MeOH puro (15 mL). Entdo foram recolhidas 22
subfragdes de 30 mL que foram reunidas em 9 subfracdes (TABELA 8; p. 48).
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Subfragéao Cédigo Eluente Massa (mg) Substancias
isoladas/identificadas

1-2 SHAB 221 CH,Cl,: AcOEt 95:5 22 -

3-4 SHAB 22-3 CH,Cl,: AcOEt 95:5 216 SH5 e SH1

5-6 SHAB 22-5 CH,Cl,: AcOEt 95:5 8,0 -

7-9 SHAB 22-7 CH,Cl,: AcOEt 95:5 18,4 -

10 SHAB 22-10 CH,Cl,: AcOEt 9:1 2,7 -
11-12 SHAB 22-11 CH,Cl,: AcOEt 8:1 7,3 -
13-15 SHAB 2213 CH,Cl,: AcOEt 8:1 11,3 -

16 SHAB 22-16 CH,Cl,: AcOEt 1:1 99 -
17-22 SHAB 22-17 AcOEt/MeOH 17,0 -

A subfracdo SHAB 22-3 (21,6 mg) foi submetida a CCDP em CHxCl, puro,
resultando em SHAB 22-4C (SH5, 1,9 mg) e SHAB 22-4D (SH1; 4,8 mg).

A fracdo SHAB 24 (28,4 mg) foi submetida a CCDP em hexano: AcOEt 3:2
resultando em uma mistura de SH3 e SH4 (SHAB 24B, 4,0 mg), a qual foi separada
por CLAE. O método de separacgdo utilizado foi o método 1 (TABELA 4; p. 41),
resultando no isolamento de SHAB 24BI (SH3; 0,4 mg) e SHAB 24Bll (SH4; 1,3 mQ).

A fracdo SHAB 26 (124,5 mg) foi submetido a CC eluida com hexano (30 mL),
hexano: AcOEt 1:1 (45 mL), AcOEt (15 mL) e MeOH (20 mL). Foram recolhidas 37

subfracdes que foram reunidas em oito (TABELA 9).

TABELA 9 - SUBFRACOES DA COLUNA DE SHAB 26.

Cédigo Substéancias isoladas/
Subfragéao Eluente Massa (mg)
identificadas

1-4 SHAB 26-1 Hexano 6,7 -

5-7 SHAB 26-5 Hexano 16,6 SH6 e SH7
8-10 SHAB 26-8 Hexano 29,0 SH6 e SH7
11-16 SHAB 26-11 Hexano: AcOEt 1:1 19,9 -

17-18 SHAB 26-17 Hexano: AcOEt 1:1 52 -
19-24 SHAB 26-19 Hexano: AcOEt 1:1 8,9 -
25-27 SHAB 26-25 AcOEt 1,7 -
28-37 SHAB 26-28 AcOEt/MeOH 13,8 -

A subfracdo SHAB 26 - 5 (16,6 mg) foi submetida a CCDP em CH,Cl,: metanol
99:1 resultando SHAB 26 — 5B (SH6 + SH7, 2,4 mg).

A subfracdo SHAB 26-8 (29,0 mg) foi submetida a CCDP em CH.Cl,: metanol
95:5 resultando em mistura de SHAB 26-8B1 + SHAB 26-8B2 (SH6 + SH7; 2,5mQ).
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A fracdo SHAB 29 (23,5 mg) foi submetida a CCDP em CH.Cl,: MeOH 95:5
resultando SHAB 29C (2,7 mg), a qual forneceu SH2 (1,3 mg) apds purificagéo por
CLAE usando o método 2 (TABELA 4; p. 43).



ESQUEMA 3 - FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM Hex + CH,Cl, (SHAB) DE S. hatschbachii

SHAB
(0,85 g)

CC (12 fragdes)
Hex: acetona 95:5; 9:1;
8:2: 1:1; acetona; MeOH

SHAB 12 SHAB 22 SHAB 24 SHAB 26 SHAB 29
(156,4 mg) (111,7 mg) (28,4 mg) (124,5 mg) (23,5 mg) "
CI:-IC;)£8 g:lggff?e,ls) - CC (8 subfragdes)Hex: | > < AcOEt: CHCl,1:1
: "t AcOEt 1:1/AcOEt
CHCI, CC (9 subfragbes) : : l | SHAB 29C
CH.CI, : AcOEt (2,7 mg)
| | | | 95:5 SHAB 26-8 SHAB 26-8
9:1
SHAB 122 | | sHAB12-2 |[ sHAB 123 | | sHAB 127 || S iz =8ma} (288 mal
(21,4 mg) (21,4 mg) (25,9 mg) (8,0 mg) 1:1 CCDP S Ié CCDP
I | CH,Cl,:MeOH CH,Cl,:MeOH 99:1 CLAE
95:5 <= Método 2
CCDP ccDP
(Hex:AcOet 9:1) > SH3 e SH4 (8,0 mg) Hex: AcOEt 3:3 > SH6 + SH7 (2,5 mg + 2,4 mg) SH2 (1,3mg)
SH11 (4,7 mg) SHAB 22-3 SHAB 24-B
(21,6 mg) (4 mg)
CLAE
<&—— Método 1
CCDP (CH.CI, puro) —>
SH13 + SH14 (8,0 mg)
| | SH4 (0,4 mg) SH3 (1,3 mg)

SH5 (1,9 mg)

SH1 (4,8 mg)
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3.4.1.2 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE SHC

Parte do extrato em AcOEt (0,020 g) foi retirado para ensaios biologicos. O
restante (SHC, 2,77 g) foi submetido a CC eluida com AcOEt.: MeOH 85:15 (300
mL), depois com AcOEt: MeOH: H,0O 8:1,25:0,25 (100 mL) e por fim MeOH (150
mL). Foram recolhidas 47 fracbes de 30 mL cada, que foram reunidas em dez
grupos (TABELA 10).

TABELA 10 - REUNIAO DAS FRACOES DA COLUNA DE SHC.

Fragédo Cédigo Eluente Massa (g)
1-3 SHC 1 AcOEt: MeOH 85:15 0,082
4-5 SHC 4 AcOEt: MeOH 85:15 0,115
6-17 SHC 6 AcOEt: MeOH 85:15 1,78

18-21 SHC 18 AcOEt: MeOH 85:15 0,95

22-24 SHC 22 AcOEt: MeOH: H,0 8:1,25:0,25 0,038

25-34 SHC 25 AcOEt: MeOH: H,0 8:1,25:0,25 0,056

35-36 SHC 36 AcOEt: MeOH: H,0 8:1,25:0,25 0,154

37-38 SHC 39 MeOH 0,142

39-41 SHC 42 MeOH 0,103

42-47 SHC 45 MeOH 0,025

A fracdo SHC 1 (82,0 mg) foi submetida a CC eluida primeiramente em CH.Cl,
puro (50 mL), depois em misturas de CH,Cl,: AcOEt 9:1 (50 mL); 7:3 (30 mL); 1:2
(30 mL); AcOEt puro (20 mL) e finalizou-se com MeOH puro (15 mL). Foram
recolhidas 14 subfragcdes de 30 mL cada, que foram reunidas em 10 subfracBes
(TABELA 11).

TABELA 11 - REUNIAO DAS FRAGOES DA COLUNA DE SHC 1.

Subfracao Cédigo Eluente Massa (mg) Substéancias isoladas/
identificada (mg)

1 SHC 11 CH,Cl, 16,4 SH10

2 SHC 1-2 CH,Cl, 8,8 SH5

3 SHC 1-3 CH.Cl, 9,5 -

4-6 SHC 1-4 CH,Cl,: AcOEt 9:1 14,5 -

7 SHC 1-7 CH,Cl,: AcOEt 9:1 6,0 SH2

8 SHC 1-8 CH,Cl,: AcOEt 9:1 56 SH2 + SHé6

9 SHC 1-9 CH,Cl,: AcOEt 9:1 9,8 SH2 + SHé6

10 SHC 110 CH,Cl,: AcOEt 7:3 6,8 -

11 SHC 1-11 CH,Cl,: AcOEt 1:2 3,2 -

12-14 SHC 112 CH,Cl,: AcOEt 1:2 204 -




52

A subfracdo SHC 1-1 (16,4 mg) foi submetida a CCDP em CH,Cl,: AcOEt 8:2,
resultando SHC1-1B (15,1 mg), que foi submetida a outra CCDP em CH.Cl,: éter de
petréleo 8:2, resultando em SHC 1-1BA (SH10; 2,4 mg);

A subfracdo SHC 1-2 (8,8 mg) foi submetida a CCDP em CH,CI, resultando
em SHC 1-2A (SH5, 2,0 mQ).

A subfracdo SHC 1-7 (6,0 mg) foi submetida @ CCDP em CH,Cl,: AcOet 9:1,
resultando em SHC 1-7B (SH2; 2,8 mg).

A subfracdo SHC 1-8 (5,6 mg) foi submetida a CCDP em CHxCl»: AcOet 9:1,
resultando em SHC 1-8B (SH2 + SH6; 3,2 mg).

A subfragdo SHC 1-9 (9,8 mg) também foi submetida a CCDP em CH,Cly:
AcOet 7:3, resultando em SHC 1-9C (SH2 + SH6; 4,8 mg).

A subfragcdo SHC 4 (115 mg) foi submetida a CC eluida em misturas de AcOEt:
MeOH 97:3 (100 mL); 9:1 (50 mL); 8:2 (25 mL); 7:3 (25 mL) e MeOH puro (10 mL).
Foram recolhidas 16 subfracbes de 30 mL cada, que foram reunidas em cinco
subfracdes (TABELA 12).

TABELA 12 - SUBFRACOES DA COLUNA DE SHC 4.

Subfracdes Cédigo Eluente Massa Substéancias isoladas/
(mg) identificada (mg)
1 SHC 41 AcOEt: MeOH 97:3 54,6 -
2 SHC 4-2 AcOEt: MeOH 97:3 11,2 -
3 SHC 4-3 AcOEt: MeOH 97:3 13,2 SH8 + SH9
4 SHC 4-4 AcOEt: MeOH 97:3 6,9 -
AcOEt: MeOH
5-16 SHC 4-5 97:3;: 9:11; 8:2; 7:3; 66,2 -
MeOH

A subfragdo SHC 4-3 (13,2 mg) foi submetida a CCDP eluida em AcOEt:
MeOH 9:1, resultando em SH8 + SH9 (5,5 mg).

A fracdo SHC 6 (1,78 g) foi submetida a CC eluida em misturas de AcOEt:
MeOH 9:1 (200 mL); 82 (100 mL); 7:3 (100 mL); 1:1 (100 mL) e meOH puro (100
mL). Foram recolhidas 28 subfracbes de 30 mL cada, que foram reunidas em sete
subfracdes (TABELA 13; p. 53).
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TABELA 13 - REUNIAO DAS FRACOES DA COLUNA DE SHC 6.

Subfracdes Cédigo Eluente Massa (mg) Substéancias isoladas/
identificada (mg)
1 SHb 6-1 AcOEt: MeOH 9:1 7,2 SH12
2 SHb 6-2 AcOEt: MeOH 9:1 8,4 -
3-4 SHb 6-3 AcOEt: MeOH 9:1 2739 -
5 SHb 6-5 AcOEt: MeOH 9:1 676,6 -
9-13 SHb 6-9 AcOEt: MeOH 8:2 3749 SH8 e SH9
14-21 SHb 6-14 AcOEt: MeOH 7:3 313,6 -
22-28 SHb 6-22 MeOH 173,6 -

A subfracdo SHC 6-1 (7,2 mg) foi submetida a CCDP em CH,Cly: MeOH 97:3,
resultando em SHC 6-1A (SH12; 1,0 mg).

Uma parte da subfracdo SHC 6-9 (59,6 mg) foi submetida & CCDP em AcOEt:
MeOH: H,O 8: 1,5: 0,5, resultando em SHC 6-9A (SH8; 9,3 mg) e SHC 6-9B (SH9;
26,8 mq).



ESQUEMA 4 - FLUXOGRAMA GERAL DE FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM AcOEt (S8HC) DE S. hatschbachii
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CC (10 fracOes)
SHC AcOEt: MeOH 85:15;
(277 mg) AcOEt: MeOH: H;0
8:1,25:0,25;
« MeOH
| I
SHC 6
SHC 1 CC (10 fragées) SHC 4 (1,78 g)
72,0 mg) CH.Cl>: AcOEt (115.0 mg) ;
9:1: 7:3; 1:2; CC (10 fragoes)
< AcOEt < gg%‘?gfz'\{";%'j' <! CC (7 fragdes)
| | | | MeOH ‘ |
SHC4-3
SHC 1-1 SHC 1-2 SHC 1-7 SHC 1-8 SHC 1-9 (13,2 mg) SHC 61 SHcC 611
(16,4 mg) (8,2 mg) (6.0 mg) (6,6 mg) (9,8 mg) 2 mg) £4,6 mg)
ccop
CH:Cl,: AcOEt —> gl_?z%i S|P cepp < ccop
8:2 CHCL [ CCDP
CCDP cepp . , SH12 (1,0 m
SHC 1-1B CH.Cl,:AcOEt - < CH.Cl2. AcOEt ACOEt'_ MeOH . ) <i CCDP
........................................... (15,1mg) SH5 (2,0 mg) 911 7:3 21
ccoP
CH2C|2: %
| ACOEtS:1 | SHz 60 ma) ST SH8 93mg) |
SH10 (2,4 mg) SHS8 + SH9

(5.5 mg)

SH9 (26,8 mg)
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3.4.2. Sinningia gerdtiana (SG)

3.4.2.1. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE SGB, SGC E SGBut

O extrato em hexano (SGA; 1,22 g) foi descartado devido a quantidade
de compostos de ndo interesse, como graxa e clorofila.

O extrato em diclorometano (SGB,; 0,89 g) foi submetido a CC eluida
em Hex:AcOEt 9:1 (150 mL); 8:2 (150 mL), 7:3 (150 mL); 1:1 (200 mL) e MeOH
(50 mL). Foram recolhidas 22 fracdes de 30 mL cada, que foram agrupadas em
sete apds analise por CCDA. As fragbes 1 (52,1 mg), 2 (342,6 mg), 3 (63,9
mg), 4 (54,6 mg) e 5 (44,0 mg) continham substéncias alifaticas de cadeia
longa. A fracdo 6 (117,6 mg) continha SG3 quase pura. A fragéo 7 (242,3 mg)
continha SG3 acompanhada de grande quantidade de substancias alifaticas de
cadeia longa.

O extrato em AcOEt (SGC; 0,34 g) foi submetido a CC eluida com hex:
acetona 9:1(50 mL); 8:2 (100 mL); 7:3 (20 mL); 1:1 (20 mL) e por fim acetona
pura (50 mL). Foram recolhidas 22 fragcbes de 30 mL cada, que forneceram
sete fragcbes apos analise por CCDA (TABELA 14).

TABELA 14 - FRACOES DA COLUNA DE SGC.

Grupo Cédigo Eluente Massa (mg) Substéancias isoladas/
identificada
1-3 SGC-1 hexano: acetona 9:1 36,8 SH13 e SH14
4-8 SGC+4 hexano: acetona 8:2 11,6 -
9-12 SGC-9 hexano: acetona 8:2 21,8 -
13-15 SGC-13 hexano: acetona 8:2 96 -
16-17 SGC-16 hexano: acetona 7:3 20,1 SG2
18-20 SGC-18 hexano: acetona 1:1 345 SG2 + SG3 + SG4
21-22 SGC-21 acetona 31,7 -

A fragdo SGC-1 (36,8 mg) forneceu SH13 e SH14.

A fracdo SGC-16 (20,1 mg) foi submetida a CCDP eluida com hexano:
CHCl, 4:6, resultando em SGC-16C (§G2, 3,4 mg).

A fracdo SGC-18 (34,5 mg) foi submetida a CCDP eluida com éter de
petréleo: acetona 1:1, resultando em SGC-18B (SG2 + SG3 + SG4, 11,7 mg).
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O extrato etandlico (2,19 g), foi submetido a particdo com 1-butanol,
resultando em 1,09 g de fracdo butandlica (SGDBut). Esta foi submetida a CC
eluida com misturas de CH,Cl, : MeOH 99:1(100 mL), 9:1(200 mL), 1:1 (300
mL) e por fim MeOH puro (200 mL). Foram recolhidas 13 fragbes de 30 mL
cada, que foram reunidas em seis fragées apés CCDA (TABELA 15).

TABELA 15 - FRAGCOES DA COLUNA DE SGDBut.

Fracéao Cédigo Eluente Massa (g) Substéancias isoladas/
identificada
1-4 SGDBut 1 CH,Cl, : MeOH 99:1 0,246 -
5 SGDBut 5 CH,Cl, : MeOH 9:1 0,039 -
6 SGDBut 6 CH,Cl, : MeOH 1:1 0,056 -
7-8 SGDBut 7 CH,Cl, : MeOH 1:1 0,471 SH9 e SG1
9 SGDBut 9 MeOH 0,044 -
10-13 SGDBut 10 MeOH 0,101 -

A subfracdo SGDBut 7 (0,471 g) foi submetida a CC eluida com CHxCl,
. acetona 1:1(200 mL), acetona pura (250 mL) e por fim MeOH puro (150 mL).
Foram recolhidas 11 subfracbes de 30 mL cada, que renderam seis subfracbes
(TABELA 16).

TABELA 16 - REUNIAO DAS FRAGOES DA COLUNA DE SGDBUT 7.

Subfracao Cédigo Eluente Massa (mg) Substéancias isoladas/
identificada (mg)

1 SGDBut 7-1 CH,Cl, : acetona1:1 4.3 -

2-3 SGDBut 7- 2 CH-CI, : acetona1:1 23,9 -
4 SGDBut 7-4 CH-CI, : acetona1:1 447 SH9 + SG1
5 SGDBut7-5 CH,CI, : acetona1t:1 93,2 SH9

6-8 SGDBut 7- 6 CH,CI, : acetona1t:1 721 -

9-11 SGDBut 7-9 MeOQOH 143,2 -

A subfracdo SGDBut 7-4 (44,7 mg) continha SH9 + SG1. E a subfracéo
SGBut 7-5 (93,2 mg) continha SH9.



ESQUEMA 5 - FLUXOGRAMA GERAL DE FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DE S.gerdtiana

SGC CC (7 fragoes)
(0.34 a) Hex : Acetona
| < 9:1;8:2;7:3; 1:1;
CCDP
SGC-1 Hex SGC-16 SGC-18
(36,8 mq) CH.CI (20,1 mgq) (34,5 mq)
272
a8 < CCDP
Eter de petréleo:
SH13 e SH14 (36,8 mg) SG2 (3,4 mg) Aoetona 11

SG2 + SG3 + SG4 (11,7 mg)

SGD
(2,19 q)
<— Particdo com BuOH
SGDBut
(1,09 g) CC (6 fragdes)
CH,CL,: MeOH 99:1;
<— 9:1;1:1; MeOH
SGDBut 7
(0,47 g)

< CC (6 subfragoes)
CHZCIZ: Acetona1i:1

SH9 (93,2 mg)

MeOH

SG1 + SH9 (44,7 mg)
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4. ATIVIDADES ANTIOXIDANTE, ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA

As atividades descritas a seguir foram realizadas no Instituto de Biologia,

UNICAMP, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcos José Salvador.

41 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi investigada frente ao método ORAC-FL
(Capacidade de absorcdo dos radicais oxigenados com fluoresceina como a
sonda fluorescente), usando AAPH [2,2'-azobis (2-amidiopropano) diidrocloreto]
(FIGURA 123; p. 141) como fonte de radicais (PRIOR et al.,, 2003). Os
experimentos foram realizados em placas de 96 pocos (SALVADOR et at,,
2006). Véarias diluicdes das amostras foram preparadas (5-500 pg mL") em
tampao de fosfato, sendo utilizado como padrédo o Trolox (Acido 2-carboxilico-
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) (FIGURA 123; p. 152), nas concentragbes
de 12,5, 25, 50, 100 e 200 pM. Para a leitura foi usando um filtro fluorescente
(excitacdo A = 485 nm e emissao A = 528 nm) em um leitor de microplacas,
monitorando a reacg&o a 37 °C a cada 2 min por um periodo de 70 min. Foram
utilizados o acido caféico, o acido clorogénico, quercetina e isoquercetina como
controles positivos e como controle negativo utilizou-se o etanol. Os resultados
foram expressos em pmol de Trolox equivalente (TE) por grama de extrato

(umol TE g). Todos os experimentos foram feitos em triplicatas.
4.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi realizada através da técnica de
microdiluigdo, conforme metodologia descrita anteriormente (SALVADOR et al.,
2002). As cepas bacterianas e de leveduras foram inoculadas em caldo Mueller
Hinton (Difco) - Placas de agar MHb (Escherichia, Pseudomonas,
Staphylococcus e Candida, contendo inéculos de 106 cfu mL" (0,5 escala
McFarland). Foram utilizadas para este experimento as seguintes cepas:
Staphylococcus aureus ATCC 14458, S. epidermidis, Escherichia coli ATCC
35218, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 14458), Candida albicans ATTC
10231, Candida parapsilopis ATCC 22019, C. dubliniensis ATCC 778157 e C.

glabrata ATCC 30070. Os extratos foram testados em concentragbes variando
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entre 12,5-1000 pg mL™", e a concentracdo minima para inibir o crescimento
(concentragdo inibitéria minima — CIM) foi determinada (SALVADOR et al,,
2003). Nestes testes foram utilizados como controles positivos: cloranfenicol
para bactéricas e cetoconazol para fungos, € como controle negativo foi
utilizado DMSO/agua estéril (5:95). Os bioensaios foram realizados em

duplicatas.

4.3 AVALIAGAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Para a realizagdo da atividade citotdxica foram utilizadas as linhagens de
células tumorais PC-3 (prostata humano metastatico andrégeno-independente)
e SKMEL 103 (melanoma humano metastatico), e a linhagem controle, de
célula ndo tumoral 3T3 (linhagem de fibroblastos). O ensaio foi realizado de
acordo com o procedimento descrito por SKEHAN et al., 1990. As linhagens de
células tipo ATCC (American Type Culture Collection) foram distribuidas em
placa de 96 pocos (100 mL célula / poco) e tratadas com quatro niveis
diferentes de concentracao 0,25; 2,5; 25,0 e 250,0 pg.mL'1 dos extratos. Foi
adicionado DMSO (0,1%) a 37°C, com 5% de CO, por 48 horas. A
concentracgéo final de DMSO néo afeta a viabilidade da célula. Uma solugéo de
acido tricloroacético 50% foi adicionada e depois da incubac&o por 30 minutos
a 4’C, as células foram lavadas e secadas. A proliferacdo das células foi
determinada pela quantificagdo espectrofotométrica (540 nm) do teor de
proteina celular usando sulforodamina B. 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 foi usada como
controle positivo, e o solvente DMSO como controle negativo. Os resultados
foram expressos em ICso (g mL™) que é a concentracdo necessaria para inibir

o crescimento de 50% das células.
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4.4 DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

e SH1

6-hidroxi-7-metoxi-2-O-metildunniol sélido amarelo; EM/AR: m/z = 303,1256
[M+1]" calculado para C47H190s 303,1232 (FIGURA 12; p. 65); UV-Vis Anax (MeOH)
(log €): 277 (2,41); 301 (2,04); 351 (1,60) FIGURA 13 (p. 67); RMN de 'H, HSQC,
HMBC: FIGURAS 14-17 (p. 68-70), TABELA 17 (p. 66);

e SH2

7-hidroxi-a-dunniona: solido amorfo alaranjado; massa molecular calculada para
C15H1404 = 259,0970; [or]ﬁ)5 =-29,09 (c = 0,01 g 100 mL™", MeOH:), lit. -133 (CAI et
al., 2005); CLAE: tg= 6,8 minutos (Método 2; p. 43 ); RMN de 'H, HSQC, HMBC:
FIGURAS 19-23 (p. 72-74); TABELA 18 (p.71); (CAl et al., 2005).

e SH3

7-hidroxi-6-metoxi-a-dunniona: sélido amorfo alaranjado; massa molecular
calculada para C1H1705 = 289,1076; [or]ﬁ)5 =-34,88 (c=0,01 g 100 mL", MeOH), lit.
-86,9 (VERDAN et al., 2014); CLAE: tr= 9,8 minutos (FIGURA 24 p. 74; Método 1,

p.43); RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURAS 26-28 (p. 77-78); TABELA 19 (p.76):
(VERDAN et al., 2014).

e SH4

6-hidroxi-7-metoxi-a-dunniona: sélido amorfo alaranjado; massa molecular
calculada para C1sH1705 = 289,1076; [or]ﬁ)5 = - 83,07 (c = 0,001 g 100 mL™", MeOH),
lit. -98 (SHERIDAN et al., 2011); CLAE: tg= 9,6 minutos (Método 1; p.43); RMN de

"H, HSQC, HMBC: FIGURAS 30-32 (p. 80-83); TABELA 20 (p.80); (SHERIDAN et
al., 2011).

e SH5

2,4,4’ ,6-tetrametoxidiidrochalcona: sdélido amorfo levemente amarelado; massa
molecular calculada para C1gH220s5 = 330,171; UV-Vis Amax (MeOH) (log €). 264
(3,19) (FIGURA 37; p. 86); CLAE: tz= 8,2 minutos (Método 2: p. 43); RMN de 'H,
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HSQC, HMBC: FIGURAS 38-43 (p. 86-89); TABELA 21 (p. 85); (SHERIDAN et al.,
2011).

e SH6

4’-hidroxi-2,4,6-trimetoxidiidrochalcona: sdélido amorfo levemente amarelado;
massa molecular calculada para CygH200s = 316,155; RMN de '"H, HSQC, HMBC:
FIGURAS 45-49 (p. 91-93); TABELA 22 (p. 90); (MEKSURIYEN et al., 1988).

e SH7

2,4’-hidroxi-4,6-trimetoxidiidrochalcona: sélido amorfo levemente amarelado;
massa molecular calculada para Ci7H1s0s = 302,139;: RMN de 'H, HSQC, HMBC:
FIGURAS 51-54 (p. 95-96); TABELA 23 (p. 94); (ICHIKAWA et al., 1997).

e SHS8

Calceolariosideo B: soélido avermelhado;, massa molecular calculada para
Ca3H2s011 = 478,4518; RMN de 'H, de '°C, HSQC, HMBC: FIGURAS 59-62 (p. 101-
102); TABELA 24 (p.100) (DAMTOFT;JENSEN, 1994).

e SH9

Conandrosideo: solido avermelhado; massa molecular calculada para C,sH34045 =
609,5597; RMN de 'H, de '*C, HSQC, HMBC: FIGURA 65-69 (p. 106-108); TABELA
25 (p. 105) (JENSEN, 1996).

e SH10

1,4-dimetoxi-2-naftoato de metila: soélido amorfo alaranjado; UV-Vis Apax (MeOH)
(log €): 257 (2,46), 265 (2,51), 359 (1,90), 377 (1,82); EM/AR: m/z = 247,10019
[M+1]* calculado para C14H1504 = 247,09705; RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURAS
71-74 (p. 111-112); TABELA 26 (p. 110); (FLADER;LIU;BORCH et al., 2000).

e SH11

1-hidroxi-4-dimetoxi-2-naftoato de metila: sdélido amorfo alaranjado; massa
molecular calculada para Cy3H1204 = 232,246; RMN de '"H, HSQC, HMBC: FIGURAS
76-79 (p. 115-116); TABELA 27 (p. 114); (XIN;AISA;WANG et al., 2008).
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e SH12

p-hidroxi-benzoato de etila: sélido amorfo amarelo; RMN de 'H, HSQC, HMBC:
FIGURAS 81-84 (p. 118-120); TABELA 28 (p.118) (KANNATHASAN et al., 2011).

e SH13

B-Sitosterol: sdlido cristalino branco; massa molecular para CxgHs00 = 414,7130;
RMN 'H, °C {"H}: FIGURAS 86-93 (p. 124-127): TABELA 29 (p. 123).

e SH14

Estigmasterol: solido cristalino branco; massa molecular calculada para C2gH4s0
412,6972; RMN 'H, "°C {'"H}: FIGURAS 86-93 (p. 124-127); TABELA 29 (p. 123).

e SG1

Sanangosideo: sélido amarelado; massa molecular calculada para CozHsO11 =
478,4518; RMN de 'H, de "*C{'H}, HSQC, HMBC: FIGURAS 96-101 (p. 131-133);
TABELA 30 (p.130) (JENSEN, 1996).

e SG2

Halleridona: éleo alaranjado; Massa molecular calculada para CgHioO3; = 154; EM
(70 eV): m/z (int.rel.) = 154 (1,63) [M]" e picos em m/z (int.rel.) 110 (55), 82 (100), 68
(58) e 54 (25); [or]ﬁ)5 =0 (c=0,001 g 100 mL", MeOH); CG: tempo de retencéo (Tr) =
21,5 min; indice de retencdo (Ir) = 1310; RMN de "H e de "*C{'H}, HSQC, HMBC:
FIGURAS 103-109 (p. 136-138); TABELA 31 (p.136) (MESSANA et al., 1984).

e SG3

Acetilcleroindicina B: 6leo amarelo, Massa molecular calculada para CioH1604 =
200,22; EM (70 eV): m/z (int.rel.) = 200 (0,15) [M]* e picos em m/z (int.rel.) 140 (34),
122 (30), 83 (64), 70 (56), 55 (43) e 43 (100); CG: Tr = 30,8 minutos; Ir = 1318;
RMN de "H, de "*C{'H}, HSQC, HMBC: FIGURAS 112-118 (p. 143-145); TABELA 32
(p. 142) (ABDULLAHI et al., 1986).
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e SG4

Cleroindicina-C: 6leo amarelo;; Massa molecular calculada para para CgH,03 =
156,01; EM (70 eV): m/z (int.rel.) = 156 (6,17) [M]" e picos em m/z (int.rel.) 138 (6,6),
128 (27), 111 (34), 97 (84), 86 (60), 83 (69), 71 (72), 55 (100) e 43 (90); CG: Tr =
21,8 minutos; Iz = 1536; RMN de 'H, de "*C{'H}, HSQC, HMBC: FIGURAS 112-118
(p. 143-146); TABELA 32 (p. 142) (TIAN et al., 1997).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico dos tubérculos de S. hatschbachii e das partes aéreas
de S. gerdtiana forneceram no total dezoito substéancias. Estas foram identificadas
por técnicas espectrométricas, como UV-Vis, RMN e EM, além de comparagéo com
dados da literatura. A identificacdo dessas substancias sera apresentada a seguir,
bem como a avaliagdo das atividades antimicrobiana, citotoxica e antioxidante dos
extratos de S. hatschbachii, e a atividade antioxidante dos extratos em AcOEt e
EtOH de S. gerdtiana.

5.1 SUBSTANCIAS ISOLADAS DE S. hatschbachii.

Dos tubérculos de S. hatschbachii foram preparados quatro extratos
(hexano, CH2Cl,, AcOEt e EtOH). Os dois primeiros (SHA e SHB) eram similares por
CCDA e foram reunidos para o fracionamento cromatografico. O extrato reunido
forneceu uma substancia inédita (SH1) e sete substancias conhecidas (SH2-SH7 e
SH11). As substancias SH2, SH5 e SH6 foram encontradas também no extrato em
AcOEt, que ainda forneceu mais quatro substancias conhecidas: SH8-SH10 e SH12.
A determinacdo estrutural sera apresentada por classes, iniciando pelas
naftoquinonas (SH1-SH4), em seguida as diidrochalconas (SH5-SH7), glicosideos
fendlicos (SH8-SH9), outras substancias aromaticas (SH10-SH12) e esteroides
(SH13-SH14).

5.1.1 NAFTOQUINONAS PRENILADAS

5.1.1.1 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DE SH1

A substancia SH1 foi isolada como um sdlido amarelo. O seu espectro de
massas de alta resolugdo no modo positivo apresentou um pico em m/z 303,1256,
referente ao ion [M+H]*, indicando a formula molecular C17H1s0s (FIGURA 12; p.
67).

O espectro de absorcéo na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou
uma banda intensa em 277 nm, caracteristica de croméforos insaturados ou
aromaticos (FIGURA 13; p. 67).
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O espectro de RMN de "H (FIGURA 14-15; p. 68) apresentou sinais de dois
hidrogénios ligados a um anel aromatico (dy 7,47 e 7,44) como simpletos, indicando
uma relacéo para. Um grupo 3,3—dimetilalila foi definido pela presencga de trés sinais
de hidrogénios olefinicos em &y 6,23 (dd, 17,1 € 10,6 Hz, H-12), 4,93 (dd, J =171 ¢
0,8 Hz; H-13a) e 4,91 (dd, J = 10,6 e 0,8 Hz, H-13b), além de um simpleto em &y
1,51 referente a dois grupos metila equivalentes. Também foram observados trés
simpletos adicionais, sendo dois deles atribuidos aos hidrogénios de dois grupos
metoxila (8y 4,02 e 3,91), e o terceiro atribuido a uma hidroxila (o4 6,11). Pelo mapa
de correlagéo direta 'H-">C (HSQC) (FIGURA 16; p; 69) os hidrogénios foram
associados aos seus respectivos carbonos (TABELA 17; p. 66). O mapa de
correlacdo "H-"C a longa distancia (HMBC) (FIGURA 17; p; 69) mostrou que os
hidrogénios em &y 7,47 (H-5) e 7,44 (H-8) apresentavam correlagdes com o0s
carbonos carbonilicos em 1854 (C-4) e 181,2 (C-1), indicando uma 14-
naftoquinona. Considerando esses dados pode-se afirmar que SH1 é uma 1,4-
naftoquinona contendo dois grupos metoxila, um grupo hidroxila e um grupo 3,3-
dimetilalila. Revisando a literatura foi encontrada uma substancia similar, conhecida
como dunniol (FIGURA 10) (KHAMBAY et al., 1999), da qual SH1 é um derivado.

FIGURA 10 - ESTRUTURA DO DUNNIOL

A posicdo dos substituintes em SH1 foi determinada pelas correlagdes
observadas no HMBC (TABELA 17; p. 66), e por compara¢édo com os dados de RMN
do dunniol (KHAMBAY et al., 1999). Os grupos metila mostraram correlagbes entre
si e com os carbonos em &¢ 41,5 (C-11); 148,9 (C-12) e 141,2 (C-3). Os grupos
metoxila em &y 3,91 e 4,02 mostraram no HMBC correlagdes com os carbonos em
Oc 158,3 e 150,0, respectivamente. Por outro lado, os hidrogénios aromaticos
apresentaram correlagdo com o carbono em d¢ 150,7, mas ndo com aquele carbono
em O¢ 158,3, indicando que apenas um dos grupos metoxila estava ligado ao anel

aromatico. O outro grupo deve estar em C-2. O grupo hidroxila apresentou apenas
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uma correlagdo com um carbono em &¢ 112,1, que pela analise dos mapas de
correlagcdo HSQC e HMBC corresponde a C-5. Entdo o grupo hidroxila deve estar
em C-6, e um grupo metoxila em C-7. Desse modo SH1 foi identificada como 6-
hidroxi-2-O-metil-7-metoxidunniol (FIGURA 11). Esse €& o primeiro relato de

isolamento dessa substancia.

FIGURA 11 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA SUBSTANCIA SH1.

TABELA 17 - DADOS DE RMN DE SH1 (CDCls, 400 MHz).

Posicdo &y, mult. (JemHz) 8¢ 2 he
1 - 181,2 -
2 . 158,3 .
3 . 1412 .
4 . 185,4 .
5 747, s 112,1 4,79
6 . 150,7
7 . 150,0 .
8 744, s 106,9 1,6, 10
9 . 124,9 .
10 . 1291 .
1 . 415 .
12 6,23, dd (17,1;10,6) 148,9 .
132 4,93 dd (17,1;0,8) 108,2
13° 4,91, dd (10,6; 0,8) }
14 151, s 282 3.11,12,15
15 151, s 282 3.11,12, 14
6-OH 6,11, s - 5
2 -OCH, 391, s 61,0 2

7 - OCH; 402 s 56,4 7
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FIGURA 12 - ESPECTRO DE MASSAS DE SH1
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FIGURA 14 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH1 (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 16 - MAPA DE CORRELACAO "H-"C A UMA LIGACAO DE SH1 (400 MHz, CDCly).
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5.1.1.2 IDENTIFICAGAO DE SH2

No seu espectro de RMN de 'H (FIGURA 19-21; p. 70-71) foram observados
sinais para trés hidrogénios em &y 7,95 (d, J = 8,2 Hz; H-5); 7,46 (d, J = 2,9 Hz, H-8)
e 7,10 (dd, J = 8,2 e 2,9 Hz, H-6). Estes sinais indicam um anel aromatico 1,3,4-
trissubstituido. Também foram observados os sinais tipicos de um grupo 2,3,3-
trimetil-2,3-diidrofurano: um quarteto em &y 4,56 (J = 6,7 Hz), um dupleto em 0y
1,43 (J = 6,7 Hz) e dois simpletos em 6y 1,48 e 1,28. (TABELA 18; p. 69).

O mapa de correlagdo direta 'H-'">C mostrou os carbonos ao quais os
hidrogénios estdo ligados (TABELA 18, p. 69). E o mapa de correlacdo a longa
distancia 'H-">C mostrou que o hidrogénio em By 7,46 apresentava correlagdo com
um carbono carbonilico em 8¢ 178,4, enquanto que o hidrogénio em &y 7,95
mostrava correlagdo com outro grupo carbonila em &¢ 181,5, além de um carbono
oxigénado (&¢c 159,7), e um carbono quaternario (&¢ 133,5). Essas correlagdes
indicaram uma 1,4-naftoquinona, com um grupo hidroxila no anel aromatico. Neste
tipo de naftoquinona o grupo carbonila mais protegido estda em C-1 (INOUE et al,,
1982). Entéo, o sinal em &y 7,46 pode ser atribuido ao hidrogénio em C-8. Como H-8
€ um dupleto com acoplamento em meta, o grupo hidroxila deve estar em C-7. Essa
concluséo esta de acordo com as correlagdes observadas no HMBC para H-5 (dy
7,95, d, J = 8,2 Hz). Com essas e as demais correlacdes SH2 foi identificada como
7-hidroxi-a-dunniona, ja isolada de outras espécies como Chirita eburnea (CAl et al.,
2005), além de ja ter sido isolda de Sinningia leucotricha e S. canescens (VERDAN
et al.,, 2017). Essa substancia apresenta um estereocentro (C-11), de modo que
poderia ser isolado o isébmero levogiro ou dextrégiro. Estudos de cristalografia de
Raios-X com esse tipo de substancia mostraram que o levogiro tem a configuragcao

absoluta S, enquanto que o dextrogiro € R (COOKE et al., 2006). A atividade ética

de SH2 foi determinada com o valor de [oc]§5= - 29,09, a FIGURA 18 (p. 69) mostra a

estrutura de SH2 com a configuragéo absoluta 11S.
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FIGURA 18 - ESTRUTURA DE SH2 COM AS PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC

TABELA 18 - DADOS DE RMN DE SH2 (CDCls;, 400 MHz), EM COMPARAGAO COM OS DADOS

DA LITERATURA DA 7-HIDROXI-o-DUNNIONA (ACETONA-ds, 500 MHZz) (CAI et al., 2005)

Posigéio SH2 7-hidroxi-a.-dunniona
Su, mult. (J em Hz) Sc S duic Su, mult. (J em Hz) ¢
1 ~ N.O. . = 178.9
2 . N.O. . = 159,1
3 . 131,0 . = 130,3
4 . 181,5 . = 182,2
5 7,95, d (8,2) 128,8 4,7,9 7,86, d (8,2) 128,9
6 7,10, dd (8,2; 2,9) 120,9 10 7,17, dd (8,2:2,5) 121,0
7 - 159,7 - - 162,6
8 7,46, d (2,9) 112,9 10 7,37, d (2,5) 112,7
9 . 133,5 - - 134,6
10 - 126,9 . - 126,7
11 4556, q (6,7) 91,2 - 457 q (6.4) 91,6
12 - 45,0 14,15 - 458
13 1,43, d (6,7) 14,1 11, 12 1,38, d (6,4) 14,4
14 1,28, s 20,7 3,11,12,15 1,26, s 20,7
15 1,48, s 26,2 3,11,12, 14 1,44, s 26,1

N.O. = ndo observado
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FIGURA 19 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH2 (400 MHz, CDCly)
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FIGURA 21 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH2 DA REGIAO ENTRE 3y 1,52 A

1,20 (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 23 - MAPA DE CORRELACAO "H-"C A LONGA DISTANCIA DE SH2 (400 MHz, CDCly)
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5.1.1.3 IDENTIFICAGAO DE SH3 E DE SH4

As substancias SH3 e SH4 estavam presentes na fracdo SHAB 24B e o seu

cromatograma no CLAE apresentou dois picos, que foram coletados em 9,6 e 9,8
min (FIGURA 24).

FIGURA 24 - CROMATOGRAMA DA PURIFICAGAO DE SHAB 24-B
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A substancia SH3 foi isolada como um sélido amorfo amarelo. O seu
espectro de RMN de 'H (FIGURA 26-28; p. 74-75) apresentou dois simpletos em 3y
7,52 e 7,55, que podem ser atribuidos a dois hidrogénios aromaticos em uma
relacdo para. Também mostrou um simpleto tipico de um grupo metoxila (5y 4,03),
além dos sinais de um grupo 2,3,3-trimetil-diidrofurano (dy 4,56, g, J = 6,6 Hz, &y
1,43,d, J = 6,6 Hz, &4 1,47 e 1,27,s) (TABELA 19, p. 74). Esses dados indicaram
uma naftoquinona semelhante a SH2, com uma substituicdo a mais no anel
aromatico em C-6. Como no espectro de RMN nao mostrou outro sinal de
hidrogénio, deduziu-se ter um grupo hidroxila nesta posicdo. Porém, a pequena
quantidade obtida ndo permitiu a obtencao dos espectros de RMN bidimensionais
para comprovacéo, entédo a identificacao foi feita a partir de comparacéo dos dados
de RMN de "H, como mostra na FIGURA 26 (p. 74), com aqueles de naftoquinonas
previamente isoladas de espécies de Sinningia. Desse modo, SH3 foi identificada
como 7-hidroxi-6-metoxi-a-dunniona (VERDAN et al., 2014). A atividade ética de

SH3 foi determinada com o valor de [oc]§5= - 83,03, a FIGURA 25 mostra a sua

configuragéo absoluta S.

FIGURA 25 - ESTRUTURA DE SH3
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TABELA 19 - DADOS DE RMN DE SH3 (CDCls, 400 MHz), EM COMPARACAO COM OS DADOS
DA LITERATURA DA 7-HIDROXI-6-METOXI-a-DUNNIONA (CDCl;, 400 MHz) (VERDAN et al.,
2014).

SH3 7-hidroxi-6-metoxi-a-dunniona
Posicao
Sy, mult. (J em Hz) oy, mult. (J em Hz)
1 _ _
2 - -
3 - -
4 - -
5 751, s 7,52, s
6 - -
7 - -
8 7,55, s 7,55, s
9 - -
10 = =
1 4,56, q (6,6) 456, q (6,6)
12 - -
13 1,43, d (6,6) 1,42, d (6,6)
14 1,27, s 1,27, s
15 1,47, s 1,47, s
6-OCH; 4,03, s 4,03, s
7-OH - 6,02, s

FIGURA 26 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH3 EM COMPARACAO COM O ESPECTRO DE 7-
HIDROXI-6-METOXI-a-DUNNIONA (400 MHz, CDCl).
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FIGURA 27 - EXPAN§AO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH3 E DE 7-HIDROXI-6-METOXI-a-
DUNNIONA DA REGIAO ENTRE &y 7,7 A 7,4 (400 MHz, CDCly).

7.51

8
H

7-hidroxi-6-metoxi-a-dunniona

SH3

T T T T T T T T T T T T T T T
760 759 758 757 756 755 754 753 752 751 750 749 748 747 ppm

e e
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A substancia SH4 foi isolada como um sélido amorfo amarelo. O seu
espectro de RMN de 'H (FIGURA 30-32: p. 80-81) foi muito semelhante ao da
substancia SH3, apresentando sinais para 0s mesmos grupos, mas com pequenas

mudangas nos deslocamentos quimicos. Assim foram observados sinais de dois
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hidrogénios aromaticos em uma relacéo para (dy 7,51 € 7,53), bem como os sinais
caracteristicos de um grupo 2,3-diidro-2,3,3-trimetilfurano, e de uma metoxila ligada
ao anel aromatico (3 4,02) (TABELA 20, p. 79). O espectro de °C {'"H} (FIGURA 33:
p. 82) apresentou, além de outros, dois sinais pouco intenso em 8¢ 181,0 (C-4) e
178,0 (C-1) caracteristicos de carbonila de acetona, além de um sinal em 8¢ 158,6
(C-2), tipico de carbono sp? oxigenado. No mapa de correlacdo 'H-'°C a longa
distancia foram observadas correlagbes entre os hidrogénios aromaticos € grupos
carbonila (8¢ 177,9 e 181,9) indicando que SH4 é uma 1,4-naftoquinona. Sabendo
que nesse tipo de substancia o grupo carbonila em C-1 € mais protegido, o sinal em
Oy 7,51 foi atribuido a H-8, que apresentou correlacido com o grupo carbonila em &¢
177,9 (C-1). Em consequéncia, o sinal em dy 7,53 foi atribuido a H-5, o qual mostrou
correlagées com C-4 (8¢ 181,9), C-7 (Oc 149,7) e C-9 (8¢ 129,2). O grupo metoxila foi
localizado em C-7 devido a sua correlagdo com o carbono em d¢ 149,7 (TABELA 20,
p. 79). Portanto, SH4 foi identificada como 6-hidroxi-7-metoxi-a-dunniona, uma
substancia conhecida (SHERIDAN et al., 2011). A atividade o&tica de SH4 foi

determinada com o valor de [oc]§5= - 34,88, a FIGURA 29 mostra a estrutura a sua

configuragéo absoluta 11S.

FIGURA 29 - ESTRUTURA DE SH4 COM AS PRINCIPAIS CORRELACOES 'H-">C A LONGA
DISTANCIA




79

TABELA 20 - DADOS DE RMN DE SH4 (CDCls, 400 MHz), E COMPARACAO COM OS DADOS DA
6-HIDROXI-7-METOXI-a-DUNNIONA (MeOD, 400 MHz) (SHERIDAN et al., 2011).

Posigio SH4 - 6-hidroxi-7-metoxi-a-dunniona
Sy, mult. (J em Hz) d¢ Ju,c Sy, mult. (J em Hz) d¢
1 - 178,0 - - 179,3
2 - 158,7 - - -
3 - 130,0 - - 129,2
4 - 181,9 - - 182,6
5 753, s 112,3 4,7,9 7,30 106,6
6 - 150,8 - - 154,9
7 - 1497 - - 157,9
8 751, s 107,9 1,6,10 7,10 114,0
9 - 125,6 - - 126,6
10 - 129,5 - - 130,4
1" 456, q (6,6) 91,6 14,15 4,51 90,3
12 - 452 - - 445
13 1,44, d (6,6) 14,2 11,12 1,41 12,6
14 1,27, s 20,6 3,11,12,15 1,25 19,1
15 1,46, s 25,9 3,11,12, 14 1,44 245
7-OCH, 402, s 56,6 7 3,89, s 54 1
FIGURA 30 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH4 (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 31 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH4 DOS SINAIS EM 3, 7,53; 7,51 E

4,56 (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 32 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH4 DA REGIAO ENTRE &, 1,6 A

1,15 (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 33 - ESPECTRO DE RMN DE °C {'H} DE SH4 (100 MHz, CDCl,).
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FIGURA 34 - MAPA DE CORRELACAO "H-"C A UMA LIGACAO DE SH4 (400 MHz, CDCl5).
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5.1.2 DIIDROCHALCONAS

5.1.2.1 IDENTIFICAGAO DE SH5

O espectro de absor¢cdo na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou
uma banda intensa em 264 nm, caracteristica de croméforos insaturados ou
aromaticos (FIGURA 37; p. 85).

O espectro de RMN de "H (FIGURAS 38-40: p. 85-86) de SH5 apresentou dois
sinais como dupletos em dy 7,97 (J = 9,0 Hz; H-2/H-6’) e 6,91 (J = 9,0 Hz; H-3'/H-
5’), integrando para dois hidrogénios cada, tipicos de substituicdo para no anel
aromatico, além de um simpleto, integrando para dois hidrogénios, em 6,13 (H-3'/H-
5), indicativo de um segundo anel aromatico. Foi observado na regido de
hidrogénios alifaticos dois duplo dupletos em &y 2,98 (J = 10,5 e 1,2 Hz, H-7) e 3,03
(J = 10,5 e 1,2 Hz, H-8), integrando para dois hidrogénios cada, indicando dois
grupos metileno. Ainda no espectro de RMN de 'H, observou-se trés simpletos em
Oy 3,86; 3,81 e 3,78 integrando respectivamente para trés, trés e seis hidrogénios,
que foram atribuidos a quatro grupos metoxilas.

No espectro de RMN de "*C (FIGURA 41; p. 87) foram observados sete sinais
em 8¢ 130,5; 113,6; 90,6; 55,7; 55,4; 38,5 e 18,6 que corroboraram com os dados
obtidos através do HSQC e HMBC (TABELA 21, p. 84). O HMBC mostrou que os
hidrogénios em &y 7,97 (H-2’/H-6’) tinham correlagdo com os carbonos em &¢ 130,5,
163,2 e 199,3, sendo o deslocamento quimico deste ultimo tipico de um grupo
carbonila de cetona. Como o grupo metoxila em dy 3,86 esta ligado ao carbono em
O¢c 163,2, pode-se afirmar que o anel aromatico ligado ao grupo carbonila tem uma
metoxila na posicdo para. As outras trés metoxilas devem estar no outro anel
aromatico, que deve ser simetricamente substituido, pois apresenta um unico sinal
integrando para dois hidrogénios. Duas situagdes sdo possiveis: as metoxilas podem
estar nas posi¢des 3, 4 e 5, ou nas posi¢des 2, 4 e 6. O HMBC mostra que as duas
metoxilas equivalentes estao ligadas ao carbono em d¢ 158,8, que por sua vez tem
correlagdo com o grupo metileno em oy 2,98. Portanto o segundo anel aromatico
deve ser 1,2, 4 6-tetra-substituido. Considerando as demais correlagbes observadas,
SH5 foi identificada como sendo 24,4 6-tetrametoxidiidrochalcona. Esta substancia
foi obtida por sintese ha muito tempo atras (CHATTERJEA; PRASAD, 1973), mas
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seus dados de RMN nado foram publicados. Este é o primeiro relato do seu

isolamento a partir de fontes naturais.

FIGURA 36 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA SUBSTANCIA SH5.

TABELA 21 - DADOS DE RMN DE SH5 (CDCls, 400 MHz)

SH5
Posicéao dn, mult. 5 LD
(J em Hz) e He

1 - 110,1 -

2 - 158,8 -

3 6,13, s 90,6 1,3, 4

4 - 159,6 -

5 6,13, s 90,6 1,3, 4

6 - 158,8 -

7 299 m 18,5 1,2,6,8

8 3,02, m 38,5 1,7,9

9 - 199,4 -

1 - 130,4 -
2’e 6’ 7,97,d (9,0 130,4 216,49
Jebd 6,91, d (9,0) 113,5 3/5,2/6, 4

4 - 163,2 -

4’- OCH; 3,86, s 55,4 4
2e 6 -OCH3 3,78, s 55,6 2eb6
4 - OCH3 3,81s 553 4




FIGURA 37 - ESPECTRO NO UV-VIS DE SH5
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FIGURA 38 - ESPECTROS DE RMN DE 'H DE SH5 (400 MHZ, CDCls).
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FIGURA 39 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH5 ENTRE 5., 8,2 A 6,8 (400 MHZ,
CDCly).
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FIGURA 40 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH5 DE &, 3,01 E 2,99 (400 MHz,
CDCly).
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FIGURA 41 - ESPECTRO DE RMN DE **C {'H} DE SH5 (100 MHz, CDCly)
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FIGURA 43 - MAPA DE CORRELAGCAO A LONGA DISTANCIA 'H-"°C DA SUBSTANCIA SH5

L [ | M " e 1 ppm
" a0 = 0
- - - 20
- - 40
n - 60
E— - 80
100
— . -
120
140
- . U K - 160
180
. - - 200
220
T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

5.1.2.2 IDENTIFICAGAO DE SH6

No espectro de RMN de '"H (FIGURA 45-47; p. 90- 91) foram observados
dois dupletos em 0y 7,93 (J = 8,3; H-2'/H-6’) e 6,84 (J = 8,3; H-3'/H-5’), integrando
para dois hidrogénios cada, tipicos de substituicdo para no anel aromatico, além de
um simpleto, integrando para dois hidrogénios, em 6,13 (H-3'/H-5"), indicativo de um
segundo anel aromatico. Foi observado na regido de hidrogénios alifaticos dois
multipletos em &y 2,97 e 3,02, integrando para dois hidrogénios cada, indicando dois
grupos metileno. Ainda no espectro de RMN de "H, observou-se dois simpletos em
Oy 3,81 e 3,77 com integracdo para trés hidrogénio cada, atribuido para dois grupos
metoxilas. Com os experimentos HSQC e HMBC (FIGURAS 48-49; p. 91-92;
TABELA 22; p. 89) foi possivel observar que o grupo metoxila em &y 3,80 estava
ligado ao carbono em &¢ 159,7, 0 qual mostrava correlacdo com o simpleto em dy
6,13. Por outro lado, as duas metoxilas equivalentes em d¢ 3,77 estavam ligadas ao
carbono em 3¢ 158,9, que tinha correlagdo com o grupo metileno em d¢ 3,0.

Portanto, SH6, possui o grupo 2,4,6-trimetoxifenila como SH5. O segundo anel
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aromatico foi definido pelos dupletos em &y 7,93 e 6,85, sendo que o primeiro
mostrou correlagées com os carbonos em 8¢ 199,4 e 159,6. Este ultimo deve ser um
carbono ligado a um grupo hidroxila. Portanto, SH6 difere de SH5 pela presencga de
um grupo hidroxila em C-4" ao invés de um grupo metoxila. Essa substancia, 4’-
hidroxi-2,4,6-trimetoxidiidrochalcona (FIGURA 44), é conhecida como loureirin B
(MEKSURIYEN; CORDELL, 1988).

FIGURA 44 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA SUBSTANCIA SHé

TABELA 22 - DADOS DE RMN DE SH6 (CDCl;, 400 MHz), EM COMPARAGAO COM OS DADOS
DA LITERATURA DE LOUREIRIN B (CDCl;, 360 e 80,8 MHz) (MEKSURIYEN; CORDELL, 1988).

Posicéo SH6 o LOUREIRIN B
Sy, mult. (J em Hz) d¢c Juc Sy, mult. (J em Hz) S¢
1 - 110,1 - - 109,5
2 - 158,7 - - 159,5
3 6,13, s 90,6 3,4,6 6,11, s 90,4
4 - 159,7 - - 158,6
5 6,13, s 90,6 3,4,6 6,11, s 90,4
6 - 158,9 - - 159,5
7 297, m 18,6 1,8,9,6 299 m 18,9
8 3,02, m 38,6 1,7,9 3,07, m 38,5
9 - 1994 - - 201,5
1 - 130,5 - - 129,1
2’e @’ 7,93,d(8,3) 130,8 4.5 9 7,93,d(8,7) 130,0
3eb 6,84, d (8,3) 115,2 2.3,6 6,93, d (8,7) 115,4
4 - 159,6 - - 161,3
266 - 3,77, s 556 266 3,77, s 55,5
OCH; Y : Y :
4 - OCH; 3,81, s 554 4 3,78, s 55,3
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FIGURA 45 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH6 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 46 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH6 DE &y 8,2 E 6,0 (400 MHz,
CDCly).
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FIGURA 47 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH6 DE &y 3,1 E 2,90 (400 MHz,
CDCly).
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FIGURA 48 - MAPA DE CORRELAGAO DIRETA 'H-"°C DA SUBSTANCIA SH6
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FIGURA 49 - MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-"°C DA SUBSTANCIA SH6
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5.1.2.3 IDENTIFICAGAO DE SH7

A substancia SH7 fol identificada em mistura. A presenca de uma mistura foi
evidenciada no espectro de RMN de 'H (FIGURA 51-52; p. 94), que mostrou quatro
simpletos entre oy 3,74 e 3,80, com intensidades relativas aproximadas de 1:6:1:3.
Considerando os sinais mais intensos, o simpleto em &y 6,13 (H-3 / H-5) foi
associado a substancia majoritaria (SH6).

Para a substancia SH7 foram considerados os sinais minoritarios no espectro
de RMN de "H da mistura (FIGURA 51-52: p. 94). Observam-se dois dupletos em 3y
7,93 (J = 8,3; H-2’/ H-6') € 6,85 (J = 8,3; H-3/ H-5), integrando para dois hidrogénios
cada, tipicos de substituicdo para no anel aromatico como em SH5 e SH6. A
substancia SH7 difere das demais diidrochalconas pela presenca de dois dupletos
em Oy 6,17 (J = 2,3 Hz, H-3) € 6,04 (J = 2,3 Hz, H-5), que podem ser atribuidos a
dois hidrogénios aromaticos em orientacdo meta. A auséncia de equivaléncia entre
esses hidrogénios mostra que o0 anel ndo € simetricamente substituido. Também foi
observado um simpleto de um grupo hidroxila em dy 8,86. As correlacbes desses

sinais menos intensos nos mapas de correlacédo HSQC e HMBC (FIGURAS 53-54;
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p. 95; TABELA 23; p. 93) indicam que o constituinte minoritario (SH7) difere de SH5
por ter uma hidroxila em C-2 ou C-6, em lugar de uma metoxila. Portanto SH7 foi
identificado como 4’,2-dihidroxi-4,6-dimetoxidiidrochalcona (FIGURA 50; p. 94),

isolada pela primeira vez do caule de Dracaena loureiri (ICHIKAWA, et al, 1997).

FIGURA 50 - ESTRUTURA DA SUBSTANCIA SH7 COM AS PRINCIPAIS CORRELACOES HMBC

TABELA 23 - DADOS DE RMN DE SH7 (CDCls, 400 MHz), EM COMPARACAO COM OS DADOS
DA LITERATURA DA 4’,2-DIHIDROXI-4,6-DIMETOXIDIIDROCHALCONA (Acetona-ds, 270 e 67,8
MHz) (ICHIKAWA et al., 1997).

SH7 4’ 2-dihidroxi-4,6-
Posicio dimetoxidiidrochalcona
¢ S, mult. B¢ Y S, mult. B¢
(J em Hz) B (J em Hz)
1 -~ 108,7 -~ = 109,2
2 . 156,5 . . 1573
3 6,17, d (1,9) 94,8 3,4,6 6,10, s 95,1
4 . 159,8 : . 157,3
5 6,04, d (1,9) 91,3 3,4,6 6,10, s 91,3
6 - 159,1 - - 157,3
7 2,90, m 16,5 1,8,9,6 2,90, t (7,0 18,5
8 3,32, m 38,7 1,7,9 3,15, £ (7,0) 39,0
9 - 201,8 ’ . 200,4
1’ - 130,6 - . 129,9
2e6 7,93, d (8,3) 130,9 45 9 7,95, d (9,0) 95,1
Jeb 6,85, d (8,3) 115,2 2,36 6,92, d (9,0) 116,0
& - 159,6 - - 162,9
2-0OH 8,86, s - 2,3 8,75, s -
6 - OCH, 3,74, s 55,3 4 3,72, s 55,4
4 - OCH; 3,79, s 55,5 6 3,79, s 55,9
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FIGURA 51 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (400 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA SH7 + SH6
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FIGURA 52 - EXPANSAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH7 + SH6 entre o 6,3 E 6,0
(400 MHz, CDCly).
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FIGURA 53 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-"°C DA SUBSTANCIA SH7 + SH6 (400

MHz, CDCl5).
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FIGURA 54 - MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-""C DA SUBSTANCIA SH7
+ SH6 (400 MHz, CDCls).
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5.1.3 GLICOSIDEOS FENOLICOS

As substancias SH8 e SH9 foram isoladas como sélidos avermelhados.
Ambas s&o conhecidas, e ja foram encontradas em outras espécies de

Sinningia.

5.1.3.1 IDENTIFICAGAO DE SH8

A substancia SH8 apresentou no seu espectro de RMN de 'H (FIGURA
59-60; p. 100) sinais de seis hidrogénios aromaticos, sendo quatro dupletos em
Oy 7,04 6,69 (J=2,0Hz), 6,78 (J=8,0 Hz), € 6,65 (J = 7,9 Hz), e dois duplos
dupletos em 546,88 (/=8,0e 2,0 Hz) e 6,54 (dd, J = 7,9 e 2,0) (FIGURA 60;
p.100). Portanto ha dois anéis aromaticos 1,3,4-trissubstituidos. Os sinais de
dois hidrogénios olefinicos em &y 7,56 e 6,28 (d, J = 15,8 Hz) (FIGURA 60;
p.100), indicaram uma ligacdo dupla com a configuragdo E. Também foi
observado um multipleto em &4 2,80, e diversos multipletos entre 8y 3,23 - 4,51,
caracteristicos de hidrogénios oximetinicos e oximetilénicos, sugerindo um
glicosideo. A estrutura de SH8 foi proposta apds analise dos espectros de RMN
bidimensionais (HSQC e HMBC) (FIGURA 61-62; p. 101). As correla¢cdes mais
importantes serdo apresentadas a seguir, enquanto as demais estdo na
TABELA 24 (p. 99).

O mapa de correlagdo a longa distancia 'H-'°C (HMBC) (FIGURA 62;
p. 101) mostrou que um dos hidrogénios da ligacdo dupla (&4 7,56, H-7’) tinha
correlagées com um grupo carbonila em 8¢ 169,0 (C-9), e um dos carbonos do
anel aromatico (&¢c 115,1, C-2’). Por sua vez, H-2' (&4 7,04) tinha correlagéo
com um carbono oxigenado em 8¢ 149,5 (C-4’), enquanto que H-5 (846,77)
correlacionava com outro carbono oxigenado em d¢ 146,8 (C-3’). Desse modo

ficou evidente a presencga de um grupo cafeoila (FIGURA 55; p.97).
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FIGURA 55 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DO GRUPO
CAFEOILA

Também no HMBC (FIGURA 62; p. 100) foi observado que o multipleto
em Oy 2,80 (H-7) tinha correlagbes com um carbono oxigenado em &¢ 72,2 (C-
8) e um carbono aromatico em d¢ 116,7 (C-2). Além disso, H-5 (dy 6,65)
correlacionava com um carbono oxigenado em &8¢ 1457 (C-3) e o H-2
correlacionava com outro carbono oxigenado em 8¢ 144,5 (C-4). Ja o H-6
correlacionava com o carbono em &¢ 36,6 (C-7). Analisando-se as demais
correlagbes (TABELA 24; p. 97) fol deduzida a presenca de um grupo 3,4-
diidroxifeniletoxila (FIGURA 56).

FIGURA 56 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGCOES NO HMBC DO GRUPO 3 4-
DIIDROXIFENILETOXILA

O mapa de correlacdo de ligacdo direta 'H- '*°C (HSQC) (FIGURA 61;
p. 94) mostrou que o hidrogénio em &y 4,33 (d, J = 7,8 Hz, H-1") estava ligado
ao carbono em &, 104,5, que € caracteristico do carbono anomérico da B-
glucose (FIGURA 57; p. 96). Nenhum outro carbono anomérico foi observado,

indicando uma unica unidade agucar.
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FIGURA 57 - ESTRUTURA DO AGUCAR B-GLUCOSE

A posicdo do grupo 3,4-diidroxifeniletila na unidade de B-glucose foi
determinada pela correlagédo no HMBC (FIGURA 62; p. 94) entre H-8 (54 3,99 e
3,73, m) e o carbono anomérico (C-1", d¢c 104,5). Por outro lado, a posi¢céo do
grupo cafeoila foi deduzida pelo deslocamento quimico de H-6” (B4 4,51 e
4 35), o qual esta mais desprotegido do que o usual (&4 3,7 e 3,9), indicando
esterificacdo da hidroxila em C-6”. Os dados obtidos coincidem com aqueles
de calceolariosideo B (FIGURA 58) (DAMTOFT,; JENSEN, 1994).

FIGURA 58 - ESTRUTURA DA SUBSTANCIA SH8
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TABELA 24 - DADOS DE RMN DE SH8 (MeOD, 400 MHz), EM COMPARAGAO COM 0OS
DADOS DA LITERATURA DO CALCEOLARIOSIDEO B (MeOD, 250 MHz) (DAMTOFT,;
JENSEN, 1994).

SHS8 Calceolariosideo B
Posicao
8y, mult. (J em Hz) Sc b 8y, mult. (J em Hz) 8¢
1 - 131.3 - - 131,3
2 6,69, d (2,0) 116,7 1,6 6,67, d (2,0 1171
3 - 145,7 - - 146,0
4 - 1445 - - 1445
5 6,65, d (7,9) 1161 1,3 6,63, d(8,0) 116,4
6 6,54, dd (7,9; 2,0) 121,3 2,47 6,56, dd (8,0; 2,0) 121,2
7 2,80, m 36,3 1,2,6,8 2,79, t(7,5) 36,7
8 3,99e 3,73, m 72,2 1”7 3,96e3,70m 72,2
1 - 127,7 - - 127,6
2’ 7,04, d (2,0 1151 4'6 7,04, d (2,0) 1151
3 - 146,8 - - 147,2
4 - 149,5 - - 149,5
5 6,78, d (8,0) 116,2 1,3 6,77, d (8,5) 116,5
6’ 6,88, dd (8,0; 2,0) 122,9 2'4 6,89, dd (8,5; 2,0) 123,2
7 7,56, d (15,8) 147,3 2,69 7,56, d (16,0) 146,6
8’ 6,28, d (15,8) 114,7 N.O. 6,29, d (16,0) 114,8
9’ - 169,0 - - 169,2
12 4,33,d(7,8) 104,5 8 433,d(7,5) 104,4
27 3,23, m 746 1”7 3,22,t(8,9) 75,0
3” 3,40, m 77,5 4” 3,38 77,8
4” 3,38, m 71,8 N.O. 3,38 716
5” 3,52, m 751 N.O. 3,52, m 75,3
- 451, dd (12,0;2,1) e 64,5 N 4,50, dd (12,0; 2,0) e 64,6

4,33, dd (12,0; 5,8)

4,33, dd (12,0; 5,5)

N.O. = ndo observado.
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FIGURA 59- ESPECTRO DE RMN DE 'H DA SUBSTANCIA SH8 (400 MHz, CDCl,).
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FIGURA 60 - EXPANSAO ENTRE &y 6,0 E 7,7 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH8 (400
MHz, CDCl3).
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FIGURA 61 - MAPA DE CORRELACAO "H-"C A UMA LIGACAO DE SH8 (400 MHz, CDCl,)
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FIGURA 62 - MAPA DE CORRELACAOQ "H-"°C A LONGA DISTANCIA DE SH8 (400
MHz, CDCls)
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5.1.3.2 IDENTIFICAGAO DE SH9

A substancia SH9 também apresentou em seu espectro de RMN de 'H
(FIGURA 65-67; p. 105-106) sinais caracteristicos dos mesmos grupos da
substancia SH8, ou seja, um grupo cafeoila, um grupo 3,4-diidroxifeniletoxila e
sinais de hidrogénios oximetinicos e oximetilénicos de glicosideos. Com o
experimento de correlacdo direta 'H-'°C (HSQC) (FIGURAS 68: p. 106;
TABELA 25; p. 104) pode-se observar sinais de dois hidrogénios anoméricos,
um deles em Oy 4,42 (8¢ 104,1) e outro em 0Oy 4,44 (8¢ 107,1). O primeiro &
caracteristico da B-glucose, como ja mencionado. O segundo sinal pode ser
associado a presenca de uma unidade de xilose (FIGURA 63) (JENSEN,
1996).

FIGURA 63 - ESTRUTURA DA XILOSE

o)
zZ _\m OH

3 OH

HO 2
HO

A posicao do grupo 3,4-diidroxifeniletoxila foi determinada pela
correlagéo entre H-8 (8 4,04 e 3,73) e o carbono anomérico da glucose (C-17,
8¢ 103,9). O grupo cafeoila foi colocado em C-4” e o grupo xilosila em C-3”
devido as correlacdes entre H-4” (0 4,92, t, J = 9,1 Hz) e os carbonos em &¢
62,2 (C-6”), 76,4 (C-5"), 85,4 (C-3”) e 168,4 (C-9'). A ligacado entre a 3-glucose
e a xilose (1""—3”) foi dada pela correlagédo entre o hidrogénio anomérico da
xilose (Oy 4,44) e C-3”. As demais correlagbes (TABELA 25, p. 104)
confirmaram a estrutura de SH9 como sendo do conandrosideo (KAWADA et
al., 2000).
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FIGURA 64- ESTRUTURA E AS PRINCIPAIS CORRELAGCOES NO HMBC DA SUBSTANCIA
SH9
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TABELA 25 - DADOS DE RMN DE SH9 (MeOD, 400 MHz), EM COMPARAGCAO COM OS
DADOS DA LITERATURA DO CONANDROSIDEO (MeOD, 500 MHz) (KAWADA et al., 2000).

Conandrosideo

Posicao
8y, mult. (J em Hz) B B e 8., mult. (J em Hz) ¢

1 . 131,8 - . 131,4
2 6,72, d (1,9) 117,4 46,7 6,66, d (2,0) 116,3
3 . 146,1 - . 1446
4 . 144,8 - . 146,8
5 6,70, d (7,9) 116,0 1,3 6,64, d (8,0) 117,1
6 6,57, dd (7,9; 1,9) 121,5 47 6,53, dd (8,0; 2,0) 121,3
7 2,80, m 36,6 1,2,6,8 2,712,777, m 36,5
8 4,04 e 3,73, m 72,4 1,17 4,01 e3,69, m 72,2
'k . 121,5 - - 127,8
2’ 7,06, d (1,8) 115,5 37 7,02, d(1,8) 115,1
3 - 146,9 - - 146,1
& 5 149,5 - . 149,6
5’ 6,79, d (8,1) 116,7 1,3 6,75, d (8,0) 116,6
6’ 6,96, dd (8,1; 1,8) 123,5 247 6,92, dd (8,0; 2,0) 123,0
7 7,57, d (15,9) 147,3 2.9 7,53, d (16,0) 147,2
8’ 6,26, d (15,9) 115,3 1.9 6,23, d (16,0) 115,2
9’ R 168,4 - . 167,2
17 4,42, d(7,9) 103,9 8 4,38, d (8,0) 103,9
2” 3,48, m 75,3 173" 3,44, dd (9,0; 8,0) 74,9
3” 3,83, t(9,1) 85,4 i 3,80, £ (9,0) 85,2
4” 4,92, t(9,1) 71,1 9',3",6" 4,88, t(9,0) 70,9
5” 3,54, d (9,12) 76,4 4” 3,48 -353, m 75,9
6” 3,64 € 3,56, m 62,2 g 3,48 -363, m 62,3
1 4,44, d(7,5) 107,1 g 4,40, d (7,5) 106,8
g 3,15, m 75,9 4 3,11, m 75,7
g 327, m 77,9 4 3,24, t(8,5) 77,6
4 3,35, m 71,1 N.O. 329-334,m 71,0
s 3.07. me 3. 64, m 67,2 I 3,04, t(10,5) € 3,57 — 67,3

363, m
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FIGURA 65 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (400 MHz, CDCls;) DA SUBSTANCIA SH9
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FIGURA 66 — EXPANSAO ENTRE 6y 7,7 — 6,1 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DA
SUBSTANCIA SH9 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 67 - EXPANSAO DA REGIAO ENTRE 3 4,30-5,0 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H

DE SH9 (400 MHz, CDCly)
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FIGURA 68 - MAPA DE CORRELACAO "H-"C A UMA LIGACAO DE SH9 (400 MHz, CDCl5).
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FIGURA 69 - MAPA DE CORRELACAO 'H-°C A LONGA DISTANCIA DE SH9 (400 MHz,
CDCly).
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5.1.4 OUTRAS SUBSTANCIAS AROMATICAS

As substancias SH10, SH11 e SH12 sdo substancias aromaticas
descritas na literatura. SH10 e SH11 derivam do acido 2-naftdico, enquanto

SH12 é um derivado do acido benzbico.

5.1.4.1 IDENTIFICAGAO DE SH10

O espectro de RMN de 'H de SH10 (FIGURA 71-72: p. 109-111)
mostrou sinais para cinco hidrogénios aromaticos, distribuidos em dois
sistemas de spin. Um dos sistemas contém um hidrogénio em &y 7,16 como
simpleto, indicando um anel aromatico pentassubstituido, enquanto o outro
sistema mostrou sinais de quatro hidrogénios com multiplicidades e constantes
de acoplamento caracteristicos de um anel aromatico 1,2-dissubstituido, com
sinais em &y 8,25 (m; H-5); 822 (m; H-8), 7,59 (m; H6) e 7,58 (m;, H-7)
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(FIGURA 72; p. 110). Além destes, o espectro apresentou ainda trés simpletos
em Oy 3,99, 4,00 e 4,02 caracteristicos de grupos metoxila.

No mapa de correlagdo direta 'H-"*C (HSQC) (FIGURA 73: p. 111)
foram observados em quais carbonos cada hidrogénio estava ligado, conforme
mostrado na TABELA 26 (p. 108).

Ja o mapa de correlagéo a longa distancia 'H-'C (HMBC) (FIGURA
74; p. 109) permitiu localizar os diferentes grupos substituintes. Assim, os
hidrogénios do grupo metoxila em &y 3,99 tinham correlacdo com um carbono
em O¢ 166,8, que é tipico da carbonila de um éster, indicando um éster metilico.
Por outro lado, os hidrogénios dos grupos metoxila em &y 4,00 e 4,02,
mostraram correlacdo com os carbonos em 8¢ 152,4 e 151,4 respectivamente.
O hidrogénio aromatico isolado (dy 7,16) deve estar em C-3, pois mostrou
correlagbes com o carbono carbonilico (d¢c 166,8, C-11), com o carbono
oxigenado em &¢ 152,4 (C-1), e com o carbono quaternario em &¢ 129,0 (C-10).
Assim o grupo metoxila em dy 4,00 esta em C-1, enquanto o terceiro grupo
metoxila deve estar em C-4. Com estas e as demais correlagbes (TABELA 26;
p. 107) SH10 foi identificada como 1,4-dimetoxi-2-naftoato de metila (FIGURA
70). Esta substancia foi obtida anteriormente apenas por sintese, e seus dados
de RMN de *C nao foram publicados (FLADER; LIU; BORCH, 2000). Portanto,
o isolamento de SH10 de fontes naturais esta sendo reportado pela primeira

vez neste trabalho, assim como os seus dados de RMN de '°C.

FIGURA 70 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA SUBSTANCIA
SH10
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TABELA 26 - DADOS DE RMN DE SH10 (CDCl;, 600 MHz), EM COMPARAGAO COM OS
DADOS DA LITERATURA DO 1,4-DIMETOXI-2-NAFTOATO DE METILA (CDCl;, 250 MHz)
(FLADER; LIU; BORCH, 2000)

1,4-dimetoxi-2-
naftoato
SHID de metila
Posicdo
on, mult. (J 8¢ LD Sy, mult. (J em Hz)
em Hz) HC

1 - 152,4 - -

2 - 118,8 - -
7,16, s 1034 1,2,10, 7,16, s

4 11

4 - 151,4 - -
5 8,25, m 122,1 7 8,24, m
6 7,58, m 127,2 8,10 7,59, m
7 759, m 127,2 59 7,59, m
8 822, m 123,3 6,1 824, m

9 - 129,0 - -

10 - 129,0 - -

1" - 166,8 - -
11— OCH; 4,00, s 63,1 1 4,01, s
4 - OCH, 4,02, s 55,6 4 4,02, s
1-OCH;4 3,99, s 52,0 11 4,00, s

FIGURA 71 - ESPECTRO DE RMN DE "H (600 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA SH10

99

3

] =] [ =]
mw e S8
M~ I~ ~ < =t

N/

) L N LLLJL__

6.5 60 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 15 1.0 0.5 ppm

T T
8.5 8.0 7.5 7.0
9 A g
=l o [=] (5] K571 K]




110

FIGURA 72 - EXPANSAO ENTRE &, 7,50 E 8.30 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH10
(600 MHz, CDCly)
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FIGURA 73 - MAPA DE CORRELACAO "H-"C A UMA LIGACAO DE SH10 (600 MHz, CDCl;)
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FIGURA 74 - MAPA DE CORRELACAO "H-"C A LONGA DISTANCIA DE SH10 (600 MHz,

CDCly).
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5.1.4.2 IDENTIFICAGAO DE SH11

O espectro de RMN de 'H de SH11 (FIGURA 76-77; p. 114) foi
semelhante ao da substadncia SH10, mostrando também sinais de cinco
hidrogénios aromaticos, distribuidos em dois sistemas de spin, sendo um
hidrogénio isolado (84 7,03), e quatro hidrogénios com multiplicidades e
constantes de acoplamento tipicos de um anel aromatico 1,2-dissubstituido (dy
819,dd, J=84e14Hz 839 dd, J=84¢e 14Hz, 763, ddd, /=84, 71 e
1,4 Hz, e 7,56, ddd, J = 84; 7,1 e 1,4 Hz). Foram ainda observados dois
simpletos em dy 3,97 e Oy 4,00, indicando a presenca de dois grupos metoxila,
e outro simpleto em &y 11,6, tipico de hidroxila em ligacdo de hidrogénio
intramolecular, indicando um grupo carbonila proximo (TABELA 27, p. 113).

Através do mapa de correlacdo direta 'H-">C (HSQC) (FIGURA 78; p.
115) cada hidrogénio foi associado ao respectivo carbono (TABELA 27, p. 113).

O mapa de correlagdo a longa distancia 'H-'°C (HMBC) (FIGURA 79;
p. 115) mostrou que o grupo metoxila em 0y 4,00 tinha correlagdo com um
carbono em &¢ 171,4 (C-11), que é tipico da carbonila de um éster. O segundo
grupo metoxila foi alocado em C-4 devido as correlagbes observadas entre os
hidrogénios em &y 3,97 (grupo metoxila), 7,03 (H-3) e 8,19 (H-5) com o
carbono em 8¢ 147,7 (C-4). Por outro lado, tanto a hidroxila em ligacéo de
hidrogénio como o hidrogénio em &y 8,39 (H-8) mostraram correlagédo com um
carbono oxigenado em & 155,6, 0 que € compativel com a presenca da
hidroxila em C-1. Com estas e as demais correlagdes observadas no HSQC e
no HMBC (TABELA 27, p. 111), SH11 foi identificada como 1-hidroxi-4-metoxi-
2-naftoato de metila (FIGURA 75). Esta substancia foi sintetizada por JUNG e
colaboradores (2007), sendo posteriormente isolada de Plocama pendula
(Rubiaceae), recebendo o nome comum de plocanaphthin (FRAGA; DIAZ,
QUINTANA; 2010). Este € o primeiro relato de sua ocorréncia na familia

Gesneriaceae.
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FIGURA 75 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA SUBSTANCIA

SH11

TABELA 27 - DADOS DE RMN DE SH11 (CDCls, 600 MHz), EM COMPARACAO COM OS
DADOS DA LITERATURA DE 1-HIDROXI-4-METOXI-2-NAFTOATO DE METILA (CDCls, 250
MHz) (JUNG et al., 2007).

1-hidroxi-4-metoxi-2-

. SH10 naftoato de metila
Posicao
dn, mult.
8y, mult. (J em Hz) S B e (J em Hz) B
1 - 155,6 1,2,9 - 155,4
2 - 125,7 - - 125,3
3 7,03s 100,5 1, 4,9, 6,95, s 100,2
10, 11
4 - 147,7 - - 147,5
5 8,19 dd (8,4; 1,4) 121,9 4,7 8,16, d (8,1) 121,8
6 763 ddd(8,4;7,1;1,4) 129,1 8,10 7,60, td 128,9
8,1;0,8)
7 7,56 ddd (8,4;7,1; 1,4) 126,5 5 7,53, td 126,3
(8,1;0,8)
8 8,39 dd (8,4; 1,4) 123,8 1,6 8,36, d (8,1) 123,6
9 - 104,2 - - 1041
10 - 130,0 - - 129,7
1 - 171,4 - - 171,2
11 - OCH, 400, s 52,2 11 3,95 s 52,2
4 - OCH; 3,97, s 55,8 4 3,92, s 555
1-0OH 1160, s - 1,2,9 11,59, s -
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FIGURA 76 - ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA SH11
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FIGURA 77 - EXPANSAO ENTRE &, 7,40 E 8,40 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SH11
(600 MHz, CDCly).
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FIGURA 78 - MAPA DE CORRELACAO 'H-°C A UMA LIGACAO DE SH11 (600 MHz,
CDCly).
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FIGURA 79 - MAPA DE CORRELACAO "H-""C A LONGA DISTANCIA DE SH11 (600 MHz,
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5.1.4.3 IDENTIFICAGAO DE SH12

A substancia SH12 foi isolada como um sélido amarelo, em mistura
com outras substancias ndo identificadas. O seu espectro de RMN de 'H
(FIGURA 81: p. 117) apresentou apenas dois sinais na regido de aromaticos
como dupletos (J = 8,9 Hz) em &4 7,85 e 6,81 (FIGURA 82; p. 118), integrando
para dois hidrogénios cada, indicando um anel aromatico com substituintes em
para. Além disso, o espectro de hidrogénio mostrou um simpleto em &y 3,84,
caracteristico de um grupo metoxila.

Pelo mapa de correlagdo direta 'H-°C (FIGURA 83; p. 118) os
hidrogénios foram associados aos seus respectivos carbonos (TABELA 28, p.
117).

O mapa de correlacéo a longa distancia 'H-">C (FIGURA 84; p. 118)
mostrou que o hidrogénio oy 7,85 (H-2 e H-6) apresentava correlagédo com os
carbonos em &¢c 133,0 (C-2 e C-6) e 168,1 (C-7), mostrando que um dos
substituintes do anel € um grupo éster ou acido. E a metoxila em &y 3,84
apresenta correlaggdo com o carbono &¢ 168,1. Portanto, o grupo metoxila esta
ligado ao grupo carbonila, caracterizando um éster metilico. Os demais dados
(TABELA 28, p. 117) levaram a identificacdo de SH12 como p-hidroxibenzoato
de metila (FIGURA 80), também conhecido como metilparabeno (LI et al, 2003;
KANNATHASAN et al.,, 2011). Esta substancia € muito comum na natureza,
tendo ja sido isolada no género Sinningia, a partir de S. canescens (VERDAN
et al., 2017).

FIGURA 80 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA SUBSTANCIA
SH12
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TABELA 28 - DADOS DE RMN DE SH12 (MeOH-D,, 400 MHz), EM COMPARAGAO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA O p-HIDROXIBENZOATO DE METILA (CDCls, 250 MHz)

(KANNATHASAN et al,, 2011).

SH12 p-hidroxibenzoato de metila
Posicao
3y, mult. (J em Hz) Se e 3y, mult. (J em Hz) 5
1 - 121,0 - - 122,4
2e6 7,85,d (8,9) 133,0 1,3,5 7,96 131,9
3e5 6,81, d (8,9) 116,7 2,4,6,7 6,89 115,3
4 - 164,2 - - 160,2
7 - 168,1 - - 167,3
7- OCH; 3,84, s 52,4 7 3,90, s 52,0
4-0H - - - 6,40, s -

FIGURA 81 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (400 MHz, MeOH-D,) DA SUBSTANCIA SH12
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FIGURA 82 - EXPANSAO ENTRE & 8,0 E 7,6 DO ESPECTRO DE RMN DE "H DE SH12 (400
MHz, MeOH-D.).
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FIGURA 83 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"C A UMA LIGACAO DE SH12 (400 MHz, MeOH-
Dy).
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FIGURA 84 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A LONGA DISTANCIA DE SH12 (400 MHz,
MeOH-Dy)
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5.1.5. ESTEROIDES

As substancias SH13 e SH14 foram encontradas em varias fragdes,
como um soélido branco, formando uma mistura inseparavel pela técnica de
cromatografia em camada delgada. Sdo esteroides muito conhecidos,
encontrados nos extratos menos polares de quase todas as espécies vegetais,

incluindo espécies do género Sinningia (VERDAN et al., 2014).

5.1.5.1 IDENTIFICAGAO DE SH13 E SH14

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 86-89; p. 123-125) de SH13 +
SH14 apresentou varios sinais de hidrogénios metilicos, metilénicos e
metinicos na regido de &y 0,68 - 2,50, caracteristicos de triterpenos ou

esteroides. Os triterpenos e esteroides mais comuns tém uma fungéo alcool em
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C-3, e uma insaturagéo. Os triterpenos apresentam um esqueleto basico de 30
carbonos, enquanto que nos esteroides 0 esqueleto basico é de 27 carbonos. A
diferenca se da pela auséncia de trés grupos metila nos esteroides, sendo dois
destes grupos metila em C-4 e outro em C-8. A auséncia dos grupos metila em
C-4 afeta o deslocamento quimico e a multiplicidade do hidrogénio oximetinico
H-3, que nos triterpenos & observado no espectro de RMN de 'H como um
duplo dupleto em torno de &y 3,20, enquanto que nos esteroides esse sinal €
observado como um triplo duplo dupleto em torno de &y 3,50. O espectro de
RMN de "H da amostra isolada mostrou um triplo duplo dupleto em &y 3,52 (J
=47:45; 40) (FIGURA 88; p. 124), e sinais de trés hidrogénios olefinicos, em
On 5,02 (dd; J = 15,3 e 8,8 Hz), 5,16 (dd;, J = 15,3 e 8,8 Hz), e 5,34-5,35 (m)
(FIGURA 89; p. 124), com integracdo relativa de 1:0,25:0,25. Portanto, o
espectro € de uma mistura de esteroides, sendo que o constituinte majoritario
recebeu o codigo SH13.

No espectro de RMN de "*C {'H} (FIGURA 90: p. 125) foi possivel
observar 42 sinais, confirmando uma mistura. Merecem destaque 0s sinais em
B¢ 71,8 (caracteristico de C-3 nos esteroides que tém uma fungéo alcool), e os
sinais dos hidrogénios olefinicos em 8¢ 121,7, 129,3, 138,3 e 140,7. De acordo
com a literatura (KOJIMA et al., 1990) o par em d¢ 121,7 e 140,7 indica uma
insaturacdo em C-5/C-6 no esqueleto dos esterdides, enquanto que o par em
O¢c 129,3 e 138,3 corresponde & uma insaturagdo em C-22/C-23. Com esses
dados os esteroides puderam ser identificados como sitosterol (SH13) e
estigmasterol (SH14) (KOJIMA et al.,, 1990). A proporgdo aproximada entre
eles, dada pelo espectro de RMN de '"H é 75 % e 25%, respectivamente. As
estruturas foram confirmadas pelos mapas de correlacdo a uma ligacéo e a
longa distancia. As correlacbes mais importantes foram observadas entre H-4
(On2,29) e C-3 (8¢ 71,4), C-5 (8¢ 140,7) e C-6 (8¢ 121,7), e entre H-21 (54 0,92)
e C-22 (8¢ 138,3) (FIGURA 92-93; p. 127; TABELA 29, p. 122).
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FIGURA 85 - ESTRUTURA E AS PRINCIPAIS CORRELAGOES DAS SUBSTANCIAS SH13 E
SH14

SH13 SH14



TABELA 29 - DADOS DE RMN DE SH13 E SH14 (CDCl;, 600 MHz),
ESTIGMASTEROL (CDCl3, 400 MHZ, KOJIMA et al., 1990).
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EM COMPARAGAO COM OS DADOS DA LITERATURA DE SITOSTEROL E

SH13 Sitosterol SH14 Estigmasterol
Pos. Sw; mult. S¢ dhc Sy; mult. d¢c Sw; mult d¢ “dhc Sy; mult. Sc
(Jem Hz) (J em Hz) (Jem Hz) (J em Hz)
1 112, m 373 3,9 - 32 1,12, m 37,3 3,9 - 37,2
2 1,52, m 31,7 4,10 - 31,6 1,52, m 31,7 4,10 - 31,6
3 3,52, m 71,8 - 352, m 71,8 3,52, m 71,8 - 352, m 71,8
4 229, m 422 2,356 - 423 229, m 422 23,56 - 423
5 - 140,7 - - 140,7 - 140,7 - - 140,7
6 535, m 121,7 4,8,10 535, m 121,7 535 m 121,7 4,8,10 535, m 121,7
7 2,02, m 31,9 9 - 31,9 2,02, m 31,9 9 - 31,9
8 - 31,9 - - 31,9 - 31,9 - - 31,9
9 1,02, m 50,1 - - 50,1 1,02, m 50,1 - - 50,1
10 - 36,5 - - 36,5 - 36,5 - - 36,5
11 1,47, m 21,2 7 - 21,1 1,47, m 21,2 7 - 21,1
12 1,20, m 39,8 13, 29 - 39,8 1,20, m 39,7 13,29 - 39,7
13 - 423 - - 423 - 423 - - 422
14 1,10, m 56,8 9,12 - 56,8 1,10, m 56,8 9,12 - 56,8
15 1,59, m 243 - - 243 1,59, m 243 - - 24 4
16 1,68, m 28,2 - - 28,2 1,68, m 28,9 - - 28,9
17 1,02, m 56,1 14,20,22 - 56,0 1,02, m 56,0 14,20,22 - 55,9
18 0,68, s 11,8 1,9,10 0,68, s 11,9 0,70, s 12,0 1,9,10 0,69, s 12,0
19 1,02, s 19,4 12,14 1,01, s 19,4 1,02, s 19,4 12,14 1,01, s 19,4
20 1,18, m 36,1 - - 36,1 226, m 40,5 - - 40,5
21 0,92, d (6,1) 18,9 - 0,92, d (6,5) 18,8 1,02, d (6,1) 21,2 - 1,02, d (6,5) 21,2
22 1,35, m 33,9 24,23 - 33,9 5,16, dd (15,3; 8,8) 138,3 21,23 5,15,dd (15,0; 9,00 138,3
23 1,18, m 26,1 22 - 26,0 502,dd (15,3;8,8) 129,3 17,20,22 | 5,02,dd (15,0;9,00 129,2
24 0,92, m 458 22 - 45,8 0,92, m 51,2 22 - 51,2
25 1,28, m 29,2 - - 29,1 1,28, m 31,9 - - 31,9
26 0,84, d (6,4) 19,8 25,27 0,83, d (6,5) 19,8 0,84, d (6,4) 21,1 25,27 0,84, d (6,5) 21,1
27 0,83,d (6,4) 19,0 24,25,26 | 0,81,d(6,5) 19,0 0,83,d (6,4) 19,0 24,25,26 0,79, d (6,5) 19,0
28 1,01, m 231 - - 23,0 1,01, m 254 - - 254
29 0,85, {(6,9) 12,0 - 0,84, (7,5 12,0 0,82,{(6,9) 12,2 - 0,80, { (7,5) 12,3
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FIGURA 86 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, CDCl;) DAS SUBSTANCIAS SH13 +
SH14.
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FIGURA 87 - EXPANSAO ENTRE &y 2,40 E 0,50 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DAS
SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCl5).
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FIGURA 88 - EXPANSAO ENTRE 3 3,50 E 3,60 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DAS
SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCl5).
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FIGURA 89 - EXPANSAO ENTRE &, 5,00 E 5,40 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DAS
SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCls).
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H} DAS SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (150 MHz, CDCl,).

FIGURA 90 - ESPECTRO DE ¢ {
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FIGURA 91 - EXPANSAO ENTRE oc 60 E 10 DO ESPECTRO DE RMN DE

SUBSTANCIAS SH13 + SH14 (600 MHz, CDCls).
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FIGURA 92 - MAPA DE CORRELACAO "H-"C A UMA LIGACAO DAS SUBSTANCIAS SH13 +
SH14 (600 MHz, CDCls,).
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FIGURA 93 - MAPA DE CORRELACAO "H-"°C A LONGA DISTANCIA DAS SUBSTANCIAS
SH13 + SH14 (600 MHz, CDCI3).
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5.2SUBSTANCIAS ISOLADAS DE S. gerdtiana.

As partes aéreas de S. gerdfiana forneceram sete substancias apds o
fracionamento cromatografico de varios extratos. Destas substancias, trés
foram também isoladas de S. hatschbachii: o glicosideo fendlico conandrosideo
(SH9), e os esteroides sitosterol (SH13) e estigmasterol (SH14). Aqui serédo
apresentadas as demais substancias, que sdo um glicosideo fendlico (SG1), e
trés etilcicloexandides (SG2-SG4).

5.2.1 GLICOSIDEO FENOLICO

5.2.1.1 IDENTIFICAGAO DE SG1

A substancia SG1 foi isolada como um sélido amarelado, e seu
espectro de RMN de 'H (FIGURAS 96-99: p. 130-131) mostrou varios sinais de
hidrogénios oximetinicos e oximetilénicos em um padrao tipico de agucares.
Também foram observados sinais de hidrogénios aromaticos e olefinicos,
compativeis com a presenca dos grupos cafeoila e 3,4-diidroxifeniletoxila.
Alguns sinais estavam duplicados, indicando uma mistura. A comparagao dos
espectros de RMN de 'H de SG1 e SH9 mostrou que esta Ultima substancia
estava presente como o constituinte minoritario da mistura. Desconsiderando-
se os sinais de SH9, foram confirmados no espectro de RMN de 'H e nos
mapas de correlacdo HSQC e HMBC os sinais dos grupos cafeoila e 3,4-
diidroxifeniletoxila, que ja foram discutidos detalhadamente no topico 5.1.3.1 (p.
95), além de uma unidade de uma glucopiranose (04 4,72, d, J = 7,9 Hz; &¢
102,4). No espectro de RMN de "H foi observado um tripleto em &y 5,63 (J =
2,6 Hz), que correlacionava no HSQC (FIGURA 100; p. 132) com o carbono em
O¢c 74,9, e no HMBC (FIGURA 101; p. 132) mostrava correlagbes com o0s
carbonos em &¢ 169,1 (C-9'), 102,3 (C-1”), 71,0 (C-2") e 68,0 (C-4”). Portanto,
esse sinal deve ser de H-3”, estando o grupo cafeoila ligado a C-3”. As
constantes de acoplamento de H-3 indicam uma relagcdo equatorial-axial com

H-2” e H-4”, ao invés de axial-axial como ocorre na p-glucose. Pode-se
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concluir que a unidade agucar € uma f-allopiranose (FIGURA 94) (JENSEN,
1996).

FIGURA 94 - ESTRUTURA DO AGUCAR B-ALLOPIRANOSE

A posicao do grupo 3,4-diidroxifeniletila foi determinada pela correlac&o
entre H-8 (Oy 4,04 e 3,72) e o carbono em &¢ 102,3 (C-1") no mapa de
correlacdo HMBC. Também foi observado neste mapa de correlagcéo que H-1”
(On 4,72) correlacionava-se com os carbonos 8¢ 72,3 (C-8) e 74,9 (C-3”). Essas
e as demais correlacbes (TABELA 30; p. 129) estavam de acordo com o0s
dados de RMN da substéncia conhecida como sanangosideo (FIGURA 95)
(JENSEN, 1996). Essa substancia foi isolada pela primeira vez das folhas de

Sanango racemosum (Gesneriaceae) (JENSEN, 1996).

FIGURA 95 - ESTRUTURA E AS PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA SUBSTANCIA
SG1
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TABELA 30 - DADOS DE RMN DE SG1 (MeOD, 400 MHz), EM COMPARAGAO COM 0OS

DADOS DA LITERATURA DE SANANGOSIDEO (MeOD, 500 MHz) (JENSEN, 1996).

SG1 Sanangosideo
Posicdo
8y, mult. (J em Hz) 8¢ "DJH,C 3y, mult. (J em Hz) d¢
1 - 131,7 - - 131,7
2 6,71,d(1,8) 117,0 46,7 6,71, d (2,0) 1171
3 - 146,0 - - 146,1
4 - 1446 - - 1446
5 6,68, d (8,0) 116,6 1,3 6,68, d (8,0) 116,3
6 6,57, dd (8,0; 1,8) 121,4 2,4 6,57, dd (8,0; 2,0) 121,3
7 2,80, t1 (7,5) 36,6 1,2,6,8 2,79, t1(7,5) 36,6
8 404e3,71, m 72,3 1,1, 7 406 e 3,67-3,77, m 71,9
1 - 127,7 - - 128,0
2 7,07,d (2,0 115,2 3,6,7 7,07,d (2,0) 115,3
3y - 146,9 - - 146,7
4 - 149,5 - - 1494
5 6,78, d (8,2) 116,6 1,3 6,79, d (8,0) 116,6
6’ 6,96, dd (8,2; 2,0) 123,0 2,3 6,97, dd (8,0; 2,0) 122,9
7 7,59, d (15,9) 147 1 2,6,9 7,58, d (16,0) 146,9
8’ 6,37 d (15,9) 115,7 1,9 6,36, d (16,0) 115,7
9’ - 169,1 - - 169,2
17 473,d(7,9) 102,3 37,8 4,70, d (8,0) 102,2
27 3,49, m 71,0 N.O. 3,54, dd (8,0; 3,0) 71,1
- 5,63, 1 (2,6) 74,9 9,1", 4", 5,62, t (3,0) 74,9
5"
4” 3,55, m 68,0 N.O. 3,67-3,77 67,8
5” 3,75, m 76,1 N.O. 3,67-3,77 76,2
6” 3,64-3,86, m 62,5 4”’e5” 3,67-3,77 62,8

N.O.= Nao observado
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FIGURA 96 - ESPECTRO DE RMN DE "H (400 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA SG1
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FIGURA 97 - EXPANSAO ENTRE &y 6,20-7,7 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SG1 (400
MHz, CDCl,).
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FIGURA 98 - EXPANSAO ENTRE 3y 2,5-4,2 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SG1 (400
MHz, CDCl,).
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Figura 99 - EXPANSAO ENTRE & 4,1 — 5,8 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SG1 (400
MHz, CDCl,)
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FIGURA 100 - MAPA DE CORRELACAO "H-"°C A UMA LIGACAO DE SG1 (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 101 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A LONGA DISTANCIA DE SG1 (400 MHz,
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5.2.2 ETILCICLOEXANOIDES

As substancias SG2, SG3 e SG4 apresentaram dados espectrais
distintos das demais, estando ausentes sinais de hidrogénios aromaticos ou
grupos metila. A substancia SG2 foi encontrada em varias fracées e também
em mistura com a SG3 e SG4. As trés substancias sdo conhecidas, e

pertencem a classe dos etilcicloexandides.
5.2.2.1 IDENTIFICAGAO DE SG2

A substancia SG2 foi isolada como um &leo amarelado. O seu
espectro de RMN de 'H (FIGURA 103-106; p. 135-136) apresentou sinais de
dois hidrogénios olefinicos em &4 6,02 (d, J=10,2 Hz) e ®46,75 (dd, J = 10,2
e 1,5 Hz). Também foram observados sinais caracteristicos de quatro grupos
metilénicos em dy 2,22-275, dois hidrogénios oximetilénicos em &y 3,97- 4,07,
e um hidrogénio oximetinico em &y 4,24 (TABELA 31; p. 135).

O espectro de RMN de '°C {"H} (FIGURA 107; p. 137) apresentou oito
sinais, sendo um referente a uma carbonila de cetona a,p-insaturada em &¢
198,0 (C-1), dois carbonos olefinicos em &¢c 128,0 (C-2) e 149,2 (C-3), dois
carbonos metilénicos em &¢ 39,2 (C-7) e 39,2 (C-6), e trés carbonos
oxigenados, sendo um oximetilénico em 66,2 (C-8), um oximetinico em &¢ 81,0
(C-5) e, um carbono quaternario em & 74,6 (C-4) (TABELA 31; p. 135).

Nos mapas de correlagédo HSQC e HMBC (FIGURA 108-109; p. 137-
138) foi observado que o hidrogénio em &y 6,75 (H-3) esta ligado ao carbono
em 8¢ 149,2 (C-3) e, correlaciona-se com os carbonos em d¢ 39,2 (C-7);
81,0(C-5) e 198,0 (C-1). Além disso, o hidrogénio em &y 6,02 esta ligado ao
carbono em &¢ 128,6 e esta correlacionando-se no HMBC com os carbonos em
O¢c 39,2 (C-7) e 75,6 (C-4). De acordo com esses dados, e 0s que estéo
apresentados na TABELA 31 (p. 135), a substancia SG2 foi identificada como a
cicloexenona halleridona ou rengiolona (FIGURA 102). Essa substancia foi
isolada pela primeira vez das folhas de Halleria lucida (Scrophulariaceae)
(MESSANA et al., 1984) e também das partes aéreas de Teucrium decipiens
(Lamiaceae) (BELLAKHDAR et al., 1988). Também foi isolada no género
Sinningia, a partir de S. aggregata (VERDAN et al., 2015a), S. allagophylla
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(SCHAREF et al., 2016), S. canescens (VERDAN et al., 2014), S. leucotricha
(VERDAN et al., 2017), e S. warmingii (WINIEWSKI et al., 2016).

A rotacdo especifica desta molécula resultou em zero, portanto,
podemos informar que a substancia SG2 encontra-se como um racemato. A
configuragdo cis, na jungdo dos anéis, foi deduzida pelas constantes de
acoplamento de H-3 e H-5. E conhecido (MESSANA et al., 1984) que quando a
jungcd@o entre os dois anéis € cis ocorre um acoplamento em "W" entre os
hidrogénios H-3 (8y 6,75) e H-5 (84 4,24), resultando no desdobramento destes
sinais. Esse efeito € muito claro no sinal de H-3, que surge como um duplo
dupleto, em contraste com o dupleto de H-2 (84 6,02). No isbmero frans esse
acoplamento a longa distancia esta ausente, e como consequéncia os sinais de

H-2 e H-3 aparecem como dupletos (TIAN et al, 1997).

FIGURA 102 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DA SUBSTANCIA
S$G2

O
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TABELA 31 - DADOS DE RMN DE SG2 (CDCl;, 600 MHz), EM COMPARAGCAO COM OS
DADOS DA LITERATURA HALLERIDONA (CDCl;, 250 MHz, MESSANA et al., 1984).

SG2 Halleridona
Posicdo
8y, mult. (J em Hz) 8¢ “Juc Sy, mult. (J em Hz) 8¢
1 - 198,0 - - 197,7
2 6,02, d (10,2) 128,0 4,6 6,02, d (10,0) 127,6
3 6,75, dd (10,2; 1,5) 1492  1,5,7 6,86, dd(10,0;2,0) 1492
4 - 746 - - 74,7
5 424, t(53) 81,0 1,3, 4 4,28, d(1,5) 80,8
6ax 2,78, dd (16,9; 4,7) 392 1,2,4,5 2,70, m 39,7
6eq 2,61, dd (16,9; 5,3) 39,2 2,70, m 39,7
7ax 2,33, m 39,8 1,3, 4 2,39, t(7,0) 39,2
7eq 2,22, m 39,8 2,39, t(7,0) 39,2
8ax 4,08, dd (8,6; 6,4) 66,2 4,5,7 3,96, t (7,0) 65,9
8eq 3,96, dd (8,6; 6,4) 66,2 3,96, t (7,0) 65.9

FIGURA 103 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA SG2
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FIGURA 104 -AEXPANSAO ENTRE o4 6,7 - 6,8 E 64 6,02 - 5,9 DO ESPECTRO DE RMN DE
'H DA SUBSTANCIA SG2 (600 MHz, CDCly).
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FIGURA 105 - EXPANSAO ENTRE 3, 3,90 E 4,30 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DA
SUBSTANCIA SG2 (600 MHz, CDCl5).
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FIGURA 106 - EXPANSAO ENTRE 3, 2,20 E 2,90 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DA
SUBSTANCIA SG2 (600 MHz, CDCl5)
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FIGURA 108 - MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A UMA LIGACAO DA SUBSTANCIA SG2

(600 MHz, CDCly).
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FIGURA 109 - MAPA DE CORRELACAO "H-"°C A LONGA DISTANCIA DA SUBSTANCIA SG2

(600 MHz, CDCly).
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5.2.2.2 - IDENTIFICAGAO DE SG3 E SG4

As substancias SG3 e SG4 foram isoladas em uma mistura que
continha a substancia SG2 como majoritaria. Em comparagdo com $G2, o
espectro de RMN de 'H dessa mistura mostrou sinais adicionais na regido de
hidrogénios alifaticos (FIGURA 112-114; p. 140-141). Do mesmo modo, 0
espectro de RMN de "*C (FIGURA 115-116: p. 141-142), mostrou varios picos
minoritarios ao lado dos picos de SG2 (FIGURA 102, p. 132).

Entre os sinais menos intensos no espectro de RMN de '°C (FIGURA
115-116; p. 141-142) foi observado um sinal em &¢ 211,8 (C-1), que é tipico de
uma cetona saturada, sugerindo uma cicloexanona. Como nenhuma outra
carbonila foi observada nesse espectro, € possivel supor que este sinal
pertenca a segunda substancia mais abundante na mistura, que foi codificada
como SG3.

No espectro de RMN de 'H (FIGURAS 112-114: p.142-143) ha uma
grande sobreposi¢do de sinais na regiao entre 0y 2,3-4,20, mas destaca-se um
tripleto em &y 4,31 (H-8) que, de acordo com o HSQC (FIGURA 117; p. 144),
esta ligado ao carbono em d¢ 60,8, e mostra no HMBC (FIGURA 118; p. 143)
correlagées com os carbonos em 8¢ 40,3 (C-7); 69,5 (C-4) e 171,0 (C-9), o qual
deve ser uma carbonila de éster. Voltando ao espectro de RMN de 'H,
observa-se um simpleto em &y 2,07 (H-10), que no HMBC correlaciona com o
grupo carbonila de éster, confirmando um grupo acetato. Analisando-se as
outras correlagdes (TABELA 32, p. 144), SG3 foi identificada como
Acetilcleroindicina B (FIGURA 110) (ABDULLAHI et al., 1986). Essa substancia
foi sintetizada a partir de cleroindicina B, uma etilcicloexanona conhecida (TIAN
et al., 1997) e ja identificada pelo nosso grupo em Sinningia speciosa
(VERDAN et al., 2009), S. leucotricha (VERDAN et al., 2017), e S. warmingii
(WINIEWSKI et al. 2017).
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FIGURA 110 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGCOES NO HMBC DA SUBSTANCIA
SG3.

HO

I

Além de SG2 e SG3, o espectro de RMN de °C (FIGURAS 115-116; p.
143-144) mostrava a presenga de uma terceira substancia (SG4), responsavel
pelos picos em 8¢ 33,5, 351, 40,6, 424, 66,0 e 83,5. Os deslocamentos
quimicos sao compativeis com quatro grupos metileno n&o equivalentes e dois
carbonos oxigenados. Analisando-se 0s mapas de correlagcéo direta e a longa
distancia 'H -'°C (FIGURA 118: p. 145) pode-se observar que os hidrogénios
em Oy 2,54 e 2,70 (H-6) estéo ligados ao carbono em d¢ 42,4 e, correlacionam-
se a longa distancia com os carbonos em &¢ 82,5 (C-5) e 209,9 (C-1). Este
ultimo corresponde a uma carbonila de cetona saturada (TABELA 32; p. 140).
Todos esses dados apontaram para uma substancia com o mesmo esqueleto
da halleridona, mas sem a ligagdo dupla. Essa substancia € conhecida como
cleroindicina C (FIGURA 111) (TIAN et al.,, 1997). E ja foi identificado pelo
nosso grupo em Sinningia leucotrica (VERDAN et al., 2017).

FIGURA 111 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA SUBSTANCIA
SG4.
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TABELA 32 - DADOS DE RMN DE SG3 E SG4 (CDCl;, 400 MHz), EM COMPARACAO COM OS DADOS DA LITERATURA PARA
ACETILCELEROINDICINA B (CDCl;, 400 MHz, ABDULLAHI et al., 1986) E CLEROINDICINA C (CDCls, 400 MHz, SG4, TIAN et al., 1997).

SG3 Acetilcleroindicina B SG4 Cleroindicina C
Pos. Sy, mult. S "Pluc 5y, mult. S Su, mult. 8¢ Sdhc 84, mult. (J em Hz) dc
(J em Hz) (J em Hz) (J em Hz)
1 - 211,8 - - 211,5 - 209,5 - - 2099
2 268e222 m 36,8 6 2,61e2,16, 36,7 35,0 2,32, ddd (15,8;10,8; 3,6) e 35,8
229e1,77, m* N.O.
ddd (14,5) 1,63, ddd (11,6;6,2;3,4)
3 1,93e1,78, m 36,8 3.1 1,92 e 1,66, ddd 37,0 334 222e213, m 343
224e211, m 1
(16,0; 14,5¢e 5,0)
- 69,6 - - 69,2 - N.O. - - 76,9
5 1,93e1,78, m 36,8 3,1 1,92 e 1,66, ddd 37,0 83,5 425 t(4,2) 84,6
424 m* N.O.
(16,0; 14,5¢e 5,0)
6 268e222 m 36,8 2 2,61e 2,16, ddd (14,5) 36,7 2,89e274 m* 429 1,5 2,97 e 2,76, dd (15,7; 4,2) 43 1
7 1,80, m 40,3 8 1,78, £ (8,0) 40,3 2,09e2,02 m* 40,4 4 2,07e202 m 40,9
8 431,%(6,6) 60,8 479 4.20,1(8,0) 60,6 3,91, m 66,0 457 3,91, m 66,3
9 - 1711 - - 170,7 - - - - -
10 2,07, s 21,1 9 1,92, s 20,9 - - - - -

N.O. ndo observado; * sobreposicéo de sinais.
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FIGURA 112 - ESPECTRO DE RMN DE "H (600 MHz, CDCl;) DAS SUBSTANCIAS SG2 +
SG3 + SG4.
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FIGURA 113 - EXPANSAO ENTRE &y 3,90 E 4,30 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DAS
SUBSTANCIAS SG2 + SG3 + SG4 (600 MHz, CDCl;). OS PICOS ASSINALADOS SAO DE

SG3 (5., 4,31); SG4 (5, 4,24 E 3,91).
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FIGURA 114 - EXPANSAO ENTRE 3, 1,00 E 2,90 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DAS
SUBSTANCIAS SG2 + SG3 + SG4 (600 MHz, CDCl;). ALEM DOS SINAIS DO SG2,
MOSTRADOS ANTERIORMENTE, FORAM ASSINALADOS OS SINAIS DE S8G3 (b, 2,68;
2,22;2,07;1,93; 1,80 E 178), E DE SG4 (0 2,89; 2,74; 2,29; 2,24; 2,11; 2.02 E 1,77).
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FIGURA 115 - ESPECTRO DE RMN DE °C {1~H} (150 MHz, CDCls) DAS SUBSTANCIAS SG2
+ 8G3 + §G4. OS SINAIS ASSINALADOS SAO DE SG3 (6¢c 211,8; 171,1; 69,6; 60,8; 40,3;
36,8; E 21,1) E 8G4 (0 209,5; 83,5; 66,0; 42,4; 40,6; 35,0 E 33,4).
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FIGURA 116 - EXPANSAQ ENTRE 3¢ 20 E 90 DO ESPECTRO DE RMN DE °C {'H} (150
MHz, CDCls;) DAS SUBSTANCIAS §G2 + SG3 + SG4. FORAM ASSINALADOS OS SINAIS DE
SG3 (8¢ 69,6; 60,8; 40,3; 36,8; E 21,1) E SG4 (¢ 83,5; 66,0; 42,4; 40,6; 35,0 E 33,4).
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Figura 117 - MAPA DE CORRELACAO "H-"°C A UMA LIGACAO DAS SUBSTANCIAS SG2 +
SG3 + SG4 (600 MHz, CDCl).
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FIGURA 118 - MAPA DE CORRELACAO "H-"°C A LONGA DISTANCIA DAS SUBSTANCIAS
SG2 + SG3 + $G4 (600 MHz, CDCls).
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Com o objetivo de confirmar a presenca das trés substancias, esta
mistura foi analisada por CG-EM. De acordo com o esperado, o cromatograma
(FIGURA 119) mostrou uma substancia majoritaria (Tempo de retencéo = 21,5
min; 68,3 % do total — $G2), e mais dois picos menores correspondentes as
duas substancias minoritarias da mistura (Tg = 21,8 min; 11,7% - SG4; Tr =
30,8 min; 19,9% - SG3).

FIGURA 119 - CROMATOGRAMA DA MISTURA §G2 + SG3 + SG4
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O indice de retencéo (Ig) da substancia majoritaria foi 1310, enquanto
que o Ir dos outros picos minoritarios foram 1318 e 1536, de acordo com 0s
padrées de alcanos. Os espectros de massas confirmaram a identificac&o.
Observou-se que o espectro de massas do pico em 21,5 min (FIGURA 120)
apresentou o0 pico do ion molecular em m/z 154 (CgH1003), além de
fragmentacbes caracteristicas da substancia SG2 em m/z 136 ([M-H.OJ"
2,5%), 110 ([M-CoH40]"; 55%), 82 ([M-C3HsO-]" ou C4HgO]"; 100%), 68 ([M-
CsH100]"; 58%), e 54 ([M-CsHsO2]" ou [M-CsH140]"; 25%) (FIGURA 102; p.
134) (MESSANA et al., 1984).

FIGURA 120 - ESPECTRO DE MASSA DA SUBSTANCIA SG2
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O espectro de massas do segundo pico (21,8 min) (FIGURA 121)
apresentou o pico do ion molecular em m/z 156 (CgH1203), e fragmentos em
m/z 138 ([M-H,0]"; 6,6%); 128 ([M-COJ"; 27%); 111 ([M-C2Hs0]": 34%); 97 ([M-
CsHgO]"; 84%); 86 ([M-C4Hs0,]"; 60%); 83 ([M-C3Hs02]" ou [M-C4HgO]"; 69%);
71 ([M-C4H50, ou [M-CsHgOJ": 72%); 55 ([M-CsHgO,]" ou [M-CgH130]"; 100%) e
43 ([M-CsHsO3]"; 90%), que segundo a literatura confirma que é a substancia
SG4 (FIGURA 111; p. 147) (TIAN et al., 1997).
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FIGURA 121 - ESPECTRO DE MASSA DA SUBSTANCIA SG4
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Ja o espectro de massas do pico em 30,8 min (FIGURA 122) apresentou
o pico do ion molecular em m/z 200 (C1oH1604), € picos em m/z 140 ([M-
CH3COOH]"; 34%); 122 ([M- CH3COOH - H,0]"; 30%); 83 ([M-CsHgO3]" ou [M-
CeH1302]"; 64%),70 ([M-CeH1003 ou [M-C7H140,]"; 56%), 55 ([M-C7H1303]";
43%) e 43 ([CH3COJ"; 100%), confirmando a sua identificacdo como SG3
(FIGURA 110; p. 140) (ABDULLAHI et al., 1986).

FIGURA 122 - ESPECTRO DE MASSA DA SUBSTANCIA SG3
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6. ATIVIDADES BIOLOGICAS

Até o momento, foram avaliados os extratos das duas espécies, S.
hatschbachii (SH) e S. gerdtiana (SG). Sendo que os extratos dos tubeérculos
de S. hatschbachii em hexano (SHA), CH.Cl, (SHB), AcOEt (SHC) e EtOH
(SHD) foram avaliados para atividades antimicrobiana, antioxidante e
citotdxica. E os extratos das partes aéreas de S. gerdtiana em AcOEt (SGC) e

EtOH (SGD) foram testados para atividade antioxidante.
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6.1 AVALIA(;Z\O DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE S.
hatschbachii

O numero de microrganismos resistentes aos antibidticos disponiveis
tem crescido bastante nos ultimos anos. Por isso a busca por alternativas de
fontes naturais tem aumentado. Diversos métodos sdo utilizados nesses
ensaios, como difusdo em agar, macrodiluicdo e microdiluicdo. O método
escolhido neste trabalho foi microdiluicdo, porque além de ter baixo custo, €
rapido e eficiente, permitindo determinar a concentragdo inibitéria minima
(CIM). Neste método séo utilizadas placas de plastico estéreis, com 96 pogos
de fundo redondo ou cbnico, e nelas sdo adicionados pequenos volumes de
caldo contendo o meio de cultura e os microrganismos (OSTROSKY et al.,
2008).

Os extratos SHA, SHB, SHC e SHD foram testados, e os resultados
estdo apresentados na TABELA 33. Observa-se que a concentragdo minima
para inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e S. epidermidis foi de 250
mg pL”, enquanto que os demais microrganismos ndo foram afetados.
Considerando que um extrato € ativo quando a concentragéo inibitéria minima
é de até 100 ug mL" (RIOS: RECIO; 2005), pode-se afirmar que nenhum
desses extratos apresentou atividade. E possivel que contenham substancias
ativas, mas estas podem estar em baixas concentracdes e/ou terem uma

atividade pequena, de modo que o extrato total se torna inativo.

TABELA 33 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE S. hatschbachii

Concentragao inibitéria minima (ug mL™)
Microrganismo
SHA | SHB | SHC | SHD Controle
positivo®

Staphylococcus aureus ATCC 250 250 250 250 25
S. epidermidis ATCC 12228 250 250 250 250 50
Escherichia coli ATCC 35218 - - - - 50
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853* - - - - <500
Candida albicans ATCC 10231 - - - - 12,5
C. parapsilosis ATCC 22019 - - - - 12,5
C. dubliniensis ATCC 778157 - - - - 12,5
C. glabrata ATCC 30070 - - - - 12,5
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*Controles positivos: cloranfenicol para bactérias e cetoconazol para fungos; -i sem inibicdo de
desenvolvimento ; * cepa de campo, as demais sao cepa padréo.

6.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE S. hatschbachii e S.

gerdtiana

O método utilizado neste trabalho €& conhecido pela sigla ORAC
(Oxygen radical absorbance capacity). O radical AAPH (dicloreto de 2,2’-azobis
(2-amidinopropano) € a fonte de radicais livres, enquanto a fluoresceina
(FIGURA 34, p. 150), é a substancia que reage com os radicais livres. Neste
ensaio o radical peroxila, gerado pela reagdo do AAPH com o oxigénio
atmosférico, reage com a fluoresceina para formar um produto né&o
fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria, com maxima
emissdo de fluorescéncia em 528 nm. Ha transferéncia de hidrogénio no
mecanismo de inibicdo do processo oxidativo, de modo que é medida a
capacidade do antioxidante presente na amostra em sequestrar radicais
peroxila gerados pelo radical AAPH, em um estudo de cinética quimica.
Portanto, amostras com hidrogénios acidos, como os fendis, reagem
rapidamente, levando a uma maior atividade antioxidante. O trolox (&cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) (FIGURA 123, p. 151) é a
substancia utilizada como referéncia, sendo o resultado dado como micromols
de trolox equivalente por grama de extrato (umol TE/g de extrato) (ROGINSKY;
LISSI, 2005).

Os resultados obtidos da atividade antioxidante dos extratos de S.
hatschbachii (SHA, SHB, SHC e SHD) e S. gerdtiana (SGC e SGD), neste
método, estdo apresentados na TABELA 34. O extrato pode ser considerado
ativo quando é obtido um valor de atividade > 800,0 umol TE/g de extrato.
Portanto, com exce¢éo do extrato em hexano de S. hatschbachii (SHA), todos
foram ativos. Entre os extratos ativos, os extratos etandlicos de ambas as
plantas (SHD e SGD) foram os que apresentaram a maior capacidade
antioxidante (FIGURA 123; p. 151). Este resultado ja era esperado uma vez
que substancias fendlicas sdo reconhecidas como antioxidantes devido a
acidez de suas hidroxilas fendlicas (ALVES et al. 2010). Como exemplo de

substancias com capacidade antioxidante tem-se os glicosideos fendlicos que
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podem estar sendo responsavel por essa alta atividade dos extratos SHD e
SGD. Ja foi identificado nos extratos SHC, SHD e SGD, o conandrosideo
(SH9). Nos extratos SHC e SHD, o calceolariosideo B (SH8), e o sanangosideo
(SG1) no extrato SGD. O calceolariosideo B (SH8) ja foi relatado na literatura
como um 6timo antioxidante, na area de alimentos (ICsp = 3,7 ug mL™, método
DPPH, ZHAO et al., 2015).

TABELA 34 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE S. hatschbachii (SHA,
SHB, SHC, SHD) ¢ S. gerdtiana (SGC, SGD)

Amostras Hmol de TEg “'de extrato (% variacgéo)

SHA (S. hatschbachii — hexano)
SHB (S. hatschbachii — DCM)
SHC (S. hatschbachii — AcOEt)
SHD (S. hatschbachii — EtOH)
SGC (S. gerdtiana — AcOEY)
SGD (S. gerdtiana — EtOH)
quercetina®
isoquercetina®
Acido cafeico”
Acido cIorogénicob

600,4 (5,34)
1.095,6 (3,19)
2.843,3 (2,36)
5.981,2 (0,76)
1.185,0 (3,3)
4.888,6 (3,4)
5,60 (1,50)*
5,15 (1,70)*
2,85 (0,95)*
2,65 (1,00)*

Dados apresentados como média (coeficiente de variacdo) do ensaio em triplicata. Os resultados estdo
expressos como micromols de Trolox equivalente por grama de extrato em base seca.* expresso em
termos de trolox equivalente relativo por se tratar de substancia pura; ® controles experimentais.
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6.3 ATIVIDADE CITOTOXICA DOS EXTRATOS DE S. hatschbachii

A atividade citotdxica realizada neste trabalho foi avaliada contra duas
linhagens de células tumorais (PC-3 e SKMEL), e uma linhagem controle de
célula normal (3T3). Os resultados foram expressos em valores de ICsy, que
significa a concentracdo necessaria (em pg mL™') para inibir em 50% o
crescimento celular.

Os resultados da atividade citotoxica dos extratos de S. hatschbachii
mostraram que SHA, SHB e SHC séo ativos frente a linhagem PC-3 (préstata),
enquanto o extrato etandlico (SHD) ndo mostrou ter atividade (TABELA 35; p.
153). Os extratos SHA e SHB mostraram ser relativamente mais ativos que o
SHC. Ja para a linhagem SKMEL 103 (melanoma), foi observado que apenas
os extratos SHA e SHC foram relativamente ativos, sendo que o extrato SHA
demonstrou ser mais ativo que o SHC, enquanto os extratos SHB e SHD foram
inativos. Em comparagé&o com o controle positivo (doxorrubicina) (FIGURA 124;
p. 153), os extratos ativos SHA, SHB e SHC foram mais tdxicos para as células
normais, sendo SHA o menos toxico. Por outro lado, a atividade de SHA frente
a linhagem de melanoma foi cerca de quatro vezes maior do que a
doxorrubicina. Portanto, SHA é um extrato promissor para o isolamento de
substancias com atividade citotdxica, principalmente contra a linhagem de
melanoma SKMEL 103. O extrato SHA foi reunido com o SHB, como dito em
topicos anteriores, e as substancias isoladas desse extrato conhecidas que
tiveram atividade citotdxica frente a alguma linhagem tumoral foi a SH2 que
inibiu 0 crescimento das células de glioma e ovario resistente a multiplos
farmacos com valores de TGl (Concentragdo para inibicdo total de
crescimento) entre 4,58 e 31 ug mL'(VERDAN, 2015c). Isso mostra que
substancias com este esqueleto, como as substancias SH3 e SH4, presentes
no extrato reunido SHAB, podem ser responsaveis pela atividade citotdxica
observada (TABELA 35; p. 153).
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TABELA 35 - ATIVIDADE QITOTOXICA IN VITRO DOS EXTRATOS DE S. hatschbachii
CONTRA LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS HUMANAS

IC5¢ (ug/mL)
Amostras 3T3 PC-3 |SKMEL 103
SHA (S. hatschbachii — hexano) 10,73 =025 6,82
SHB (S. hatschbachii — DCM) 0,94 <0,25 112,46
SHC (S. hatschbachii — AcOEt) 0,76 275 38,02
SHD (S. hatschbachii — EtOH) 24,66 64,56 > 250
Doxorrubicina (controle positivo) 15,18 0,022 30,19

3T3 (linhagem de fibroblastos , linhagem controle, célula ndo tumoral); PC-3 (linhagem de células de
cancer de prostata humano metastatico andrégeno-independente); SKMEL 103 (linhagem de células de
melanoma humano metastatico).

FIGURA 124 - ESTRUTURA DA DOXORRUBICINA
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

No estudo fitoquimico de Sinningia hatschbachii e S. gerdtiana foram
identificadas 14 substancias de S. hatschbachii e sete substéncias de S.
gerdtiana, sendo que as substancias SH9, SH13 e SH14 foram encontradas
em ambas as plantas. A espécie S. hatschbachii mostrou classes de
substancias ainda néo identificadas no género Sinningia, como as chalconas
(SH5, SH6 e SH7) e os naftoatos (SH10 e SH11), além de ter apresentado
substancias tipicas da familia Gesneriaceae. Dessas substancias, a SH1 foi
inédita e, os dados de RMN de SH5 foram publicados pela primeira vez.
Portanto, essas duas espécies mostraram a diversidade quimica do género € 0
quanto € importante o isolamento e identificacdo de novas substancias em
plantas.

Para os ensaios biologicos realizados foi observado que os extratos de
S. hatschbachii ndo foram ativos frente aos microrganismos testados, mas os
extratos em hexano, diclorometano e acetato de etila mostraram atividade
citotoxica. Os extratos etandlicos de ambas as espécies (SHD e SGD)
apresentaram elevada atividade antioxidante, que pode ser associada com a

presencga de glicosideos fendlicos.
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