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antes”
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RESUMO

Gesneriaceae Rich. & Juss. ex DC. (150 gen/3000 spp) € uma familia
pantropical, constituida de ervas, cipés ou arbustos. Sinningia Nees (70-80 spp) é
neotropical, ocorrendo desde o México até a Argentina. S. reitzii (Hoehne) L.E. Skog
€ um subarbusto perene, rupicolo, com caule de 20-120 cm, e numerosos
tubérculos. E endémica do Brasil, sendo encontrada na Mata Atlantica e na Floresta
Ombrdfila dos estados de Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina. Até o inicio deste
trabalho n&do havia nenhum estudo quimico ou biolégico com essa espécie. O
material vegetal seco (tubérculos) foi extraido com solventes de diferentes
polaridades (hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol), os extratos foram
fracionados através de técnicas cromatograficas. As substancias isoladas foram
identificadas empregando-se métodos espectrométricos e espectroscdpicos, como
espectroscopia no ultravioleta, no infravermelho, espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear. Os dados obtidos foram comparados com a
literatura. Foram isoladas 13 naftoquinonas preniladas a partir dos extratos em
hexano e diclorometano: 8-Hidroxidunniona (SR1), 5-Hidroxi-6,7-dimetoxi-a-
dunniona (SR2), 7-Hidroxi-a-dunniona (SR3), 6,7-Dimetoxidunniona (SR4),
5-Hidroxi-6,7-dimetoxidunniona (SR5), 7-Hidroxi-6-metoxidunniona (SR6),
7-Hidroxidunniona (SR7), 8-Hidroxideiidrodunniona (SR8), 7-Hidroxideiidrodunniona
(SR9), 6,8-Diidroxi-7-metoxi-2-O-metildunniol (SR10), 5-Hidroxi-6,7-dimetoxidunniol
(SR11), 6-Hidroxi-7,8-dimetoxi-2-O-metildunniol (SR12) e 8-Hidroxi-7-metoxi-2-O-
metilstretocarpona (SR13). Destas, SR2, SR4, SR5, SR6, SR8, SR9, SR11, SR12 e
SR13 eram inéditas. A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada contra
Staphylococcus aureus ATCC 14458, S. epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli
ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC
10231, C. glabrata ATCC 30070, C. dubliniensis ATCC 778157 e C. parapsilosis
ATCC 22019, pelo método de microdiluigdo. Todos os extratos foram considerados
inativos (CIM > 100 pg mL™"). A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo
método ORAC, e os resultados expressos como umols de trolox equivalente por
grama de extrato seco (umol TE g"'). Todos os extratos foram ativos
(umol TE g > 800). O extrato em EtOH foi o mais ativo (5.814,3 pmol TE g7),
seguido do extrato em AcOEt (3.103,7 umol TE g'). A atividade citotéxica dos
extratos foi avaliada contra as linhagens de células tumorais PC-3 (prostata) e
SKMEL-103 (melanoma), além da linhagem 3T3 (fibroblastos, ndo tumoral). Foi
utilizado o método MTT e doxorrubicina como controle positivo, sendo os resultados
expressos como ICso em ug mL™". A maior atividade foi observada nos extratos em
hexano e diclorometano (ICso = 0,25-37,24 ug mL™"). As substancias SR1, SR2, SR4
e SR8 também foram avaliadas pelo mesmo método, e utilizando uma linhagem
adicional (HeLa - colo do utero). Apenas SR4 foi ativa, mostrando uma forte
atividade citotoxica para as linhagens PC-3 e HelLa (ICso < 10 pmols mL™"), sem
afetar a viabilidade das células de fibroblastos (ICso= 157umols mL™).

Palavras-Chave: Gesneriaceae. Sinningia reitzii. Naftoquinonas. Atividade
antimicrobiana. Atividade antioxidante. Atividade citotoxica.



ABSTRACT

Gesneriaceae Rich. & Juss. ex DC. (150 gen / 3000 spp) is a pantropical
family consisting of herbs, vines or shrubs. Sinningia Nees (70-80 spp) is neotropical,
being found from Mexico to Argentina. S. reitzii (Hoehne) L.E. Skog is a perennial
subshrub, rupiculous, with a stem of 20-120 cm, and numerous tubers. It is endemic
in Brazil, growing in the Atlantic Forest and in the Ombrophilous Forest of the Sao
Paulo, Parana and Santa Catarina States. Until the beginning of this work there were
no chemical or biological studies with this species. The dried plant material (tubers)
was extracted with solvents of different polarities (hexane, dichloromethane, ethyl
acetate and ethanol), the extracts were fractionated by chromatographic techniques.
The isolated compounds were identified by spectrometric and spectroscopic
methods, such ultraviolet spectroscopy, infrared spectroscopy, mass spectrometry
and nuclear magnetic resonance. The data obtained were compared with the
literature. The hexane and dichloromethane extracts vyielded 13 prenylated
naphthoquinones: 8-Hydroxydunnione (SR1), 5-Hydroxy-6,7-dimethoxy-a-dunnione
(SR2), 7-Hydroxy-a-dunnione (SR3), 6,7-Dimethoxydunnione (SR4), 5-Hydroxy-6,7-
dimethoxydunnione (SR5), 7-Hydroxy-6-methoxydunnione (SR6), 7-Hidroxydunnione
(SR7), 8-Hydroxydehydrodunnione (SR8), 7-Hydroxydehydrodunnione (SR9), 6,8-
Dihydroxy-7-methoxy-2-O-methyldunnione (SR10), 5-Hydroxy-6,7-dimethoxydunniol
(SR11), 6-Hydroxy-7,8-dimethoxy-2-O-methyldunniol (SR12) and 8-Hydroxy-7-
methoxy-2-O-methylstreptocarpone (SR13). Of these, (SR2, SR4, SR5, SR6, SR8,
SR9, SR11, SR12 and SR13) were reported for the first time. The antimicrobial
activity of the extracts was evaluated against Staphylococcus aureus ATCC 14458,
S. epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC 30070,
C. dubliniensis ATCC 778157 and C. parapsilosis ATCC 22019 by the microdilution
method. All were considered inactive (MIC > 100 ug mL™). The antioxidant activity of
the extracts was evaluated by the ORAC method, and the results expressed as
umols of trolox equivalents per gram of dry extract (umol TE g™'). All extracts were
active (umol TE g™ > 800). The extract in EtOH was the most active (5814.3 pmol TE
g"), followed by the extract in EtOAc (3103.7 umol TE g™). The cytotoxic activity of
the extracts was evaluated against the PC-3 (prostate) and SKMEL-103 (melanoma)
tumor cell lines, as well as the 3T3 (non-tumor fibroblast) lineage, using the MTT
method. Doxorubicin was used as positive control, and the results were expressed as
ICs in ug mL™". The extracts in hexane and dichloromethane were the most active
(ICso = 0.25-37.24 pg mL™). Compounds SR1, SR2, SR4 and SR8 were also
evaluated by the same method, and using an additional lineage (HeLa - cervix). Only
SR4 was active, showing strong cytotoxic activity towards PC-3 and HelLa (ICso < 10
umols mL™"), without affecting the viability of fibroblast cells (ICso = 157umols mL™).

Keywords: Gesneriaceae. Sinningia reitzii. Naphthoquinones. Antimicrobial activity.
Antioxidant activity. Cytotoxic activity.
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1 INTRODUGAO

Produtos naturais (metabdlitos secundarios) sao os produtos do metabolismo
que nao sao essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou reprodugdo de um
organismo. Frequentemente sdo produzidos em resposta a estimulos externos,
como variagdes de nutrientes, infeccdo e competicio com outras espécies
(STROHL, 2000). As fontes de metabdlitos secundarios sdo plantas, bactérias,
fungos e organismos marinhos (VAISHNAV; DEMAIN, 2010).

As plantas sao as principais fontes de produtos naturais. Cada espécie produz
um conjunto de metabdlitos secundarios adequado as demandas particulares do seu
nicho ecolégico. A diversidade quimica dos metabdlitos secundarios reflete as
diferengcas entre os organismos, com suas particularidades morfoldgicas e
enzimaticas (HARTMANN, 2007). O metabolismo secundario vegetal tem sido uma
rica fonte de novas substancias biologicamente ativas, muitas das quais se tornaram
extremamente importantes na terapia (NEWMAN et al., 2008).

Os metabdlitos secundarios ndo sao apenas utilizados como farmacos pelos
homens, mas também como cosméticos (MARTINS et al., 2014; GECHEV et al.,
2014), conservantes (HUGO; HUGO, 2015; GYAWALI; IBRAHIM, 2014;
STOJKOVIC et al., 2014), agroquimicos (DAYAN et al., 2009; PENG et al., 2003;
GERWICK; SPARKS, 2014), nutracéuticos, etc (WEIDNER et al., 2012; DAS et al.,
2012; NOBILI et al., 2009; MCCHESNEY et al., 2007).

E estimado que haja aproximadamente 300.000 espécies de plantas
superiores (MCCHESNEY et al., 2007). Apesar de um intenso trabalho nas ultimas
décadas, apenas cerca de 15% tém sido investigada quimicamente e,
aproximadamente 6% farmacologicamente (NEWMAN et. al., 2008; YUNES;
CEQUINEL-FILHO, 2016).

Nos ultimos anos, além das plantas, a busca por novos farmacos tem se
direcionado também aos fungos (WIEMANN; KELLER, 2014; ALY et al., 2010),
bactérias (ELSHAHAWI et al., 2015; HOU et al., 2012; GENILLOUD et al., 2011), e
organismos marinhos (BLUNT et al., 2010; HILL, 2011; BRUSOTTI et al., 2014).

A investigacdo quimica, principalmente de familias pouco conhecidas, é
importante para a descoberta de novas moléculas, que possam ser utilizadas
diretamente na terapia ou como modelo de novos farmacos. Além desse aspecto

utilitario, os estudos fitoquimicos contribuem para a compreensao das relacdes
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filogenéticas entre os taxons (quimiossistematica), e para documentar a composigéao

quimica de espécies que podem vir a ser extintas no futuro préximo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A FAMILIA GESNERIACEAE

A familia Gesneriaceae pertence a ordem das Lamiales, juntamente com
outras 24 familias, das quais podem ser destacadas Bignoniaceae, Calceolariaceae,
Lamiaceae, Oleaceae, Scrophulariaceae e Verbenaceae (REFULIO-RODRIGUEZ;
OLMSTEAD, 2014).

Gesneriaceae Rich. & Juss. é uma familia pantropical, com cerca de 150
géneros e 3000 espécies. No Brasil ocorrem 28 géneros e 221 espécies, sendo 140
espécies endémicas. Os maiores géneros sao Sinningia (72 spp), Nematanthus (32
spp) e Besleria (21 spp) (ARAUJO; CHAUTEMS; FERREIRA, 2015).

Esta familia é comumente dividida em duas subfamilias, Gesnerioideae e
Cyrtandroideae. Essa divisdo leva em consideragdo o crescimento igual
(Gesnerioideae) ou desigual (Cyrtandroideae) dos cotilédones e também o
desenvolvimento do endosperma, que nao ocorre em Cyrtandroideae. Essas duas
subfamilias estdo localizadas em diferentes regides do planeta, sendo que as
espécies da subfamilia Gesnerioideae ocorrem nas Américas, enquanto que as
espécies da subfamilia Cyrtandroideae estdo localizadas na Africa, Asia, Europa e
Oceania. Uma excecao é a tribo Coronanthereae que se distribui na Australia e
América do Sul, mas pertence a subfamilia Cyrtandroideae (ARAUJO et al., 2005;
PERRET et al., 2013).

As espécies da familia Gesneriaceae podem ser ervas, arbustos ou
subarbustos, sendo que em alguns géneros, como Sinningia, sdo encontrados
rizomas ou tubérculos (WEBER, 2004). Suas folhas s&o normalmente opostas e com
pelos, e a inflorescéncia € axilar ou terminal, com flores coloridas em forma de tubo.
Os frutos sdo em capsula ou baga e as sementes sdo pequenas e numerosas
(BOGGAN; SHALIT, 2006; KRAHL et al., 2014; AFFONSO et al., 2014). Podem
crescer no solo (terrestres), sobre outras plantas (epifitas) ou sobre pedras
(rupicolas) (CHAUTEMS et al., 2010).
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Gesneriaceae é considerada uma familia de plantas ornamentais, com varias
espécies cultivadas e comercializadas em todo o mundo. A espécie ornamental mais
conhecida aqui no Brasil € a violeta-africana (Saintpaulia ionantha). Também podem
ser citadas as espécies de Aeschynanthus (“‘planta-batom”) e Nematanthus

(“peixinho”) (Figura 1).

FIGURA 1- ALGUMAS ESPECIES ORNAMENTAIS DA FAMILIA GESNERIACEAE.
A: Saintpaulia ionantha (violeta-africana); B: Aeschynanthus spp (planta-batom);

C: Nematanthus spp (peixinho).

L

FONTE: o autor

Talvez pelo fato de serem consideradas ornamentais, ha relativamente
poucos relatos de uso das gesneriaceas na medicina popular. Estes incluem o
emprego contra febre, problemas respiratérios (tosse, resfriado, gripe), inflamacao,
feridas, dores, picadas de cobra, e doengas infecciosas. Os estudos bioldgicos
também s&o escassos, e mostram que algumas espécies apresentam atividade
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante, e citotéxica (VERDAN; STEFANELLO,
2012). Chirita sinensis, uma gesneriacea nativa da China, tem sido utilizada no
preparo de um medicamento para tratar pancreatite crénica (YANG, 2014).

Diversas classes de metabdlitos secundarios ja foram descritas para a familia
Gesneriaceae. Os principais sdo flavonoides, terpenoides, glicosideos fendlicos, e
quinonas (VERDAN; STEFANELLO, 2012). Glicosideos contendo grupos feniletila e
cafeoila sdo considerados marcadores quimicos da familia. A sua presenga,
juntamente com a auséncia de iridoides, distingue Gesneriaceae das demais familias
da ordem Lamiales (JENSEN, 1996).
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2.2 O GENERO Sinningia

O género Sinningia Nees compreende entre 70-80 espécies, de distribuicao
neotropical. E encontrado entre o Sul do México e o Norte da Argentina, com a
maioria das espécies ocorrendo no Brasil, principalmente nas regides Sul e Sudeste
do pais. Atualmente sao reconhecidas 75 espécies brasileiras, correspondendo a
quase um tergco das espécies brasileiras de Gesneriaceae (ARAUJO; CHAUTEMS,
2015; CHAUTEMS; PEIXOTO; ROSSINI, 2015; CHAUTEMS et al., 2019 ).

As espécies de Sinningia sao ervas ou subarbustos com caule carnoso ou
lenhoso na parte basal, sem raizes adventicias. A maioria apresenta um tubérculo
perene e um ciclo anual de desenvolvimento. As partes aéreas crescem durante o
periodo chuvoso (primavera/verao) e fenecem no periodo de seca (outono/inverno),
deixando as gemas dormentes nos tubérculos, que renascem na proxima primavera
(CHAUTEMS, 2003). Entretanto algumas espécies sdo excegdo a este padrao.
Como exemplos, podem ser citadas Sinningia mauroana, que € uma erva perene,
com tubérculo reduzido (CHAUTEMS, 2003), e S. gerdtiana que nao possui
tubérculos (CHAUTEMS et al., 2010).

No Estado do Parana a familia Gesneriaceae esta representada por sete
géneros e 37 espécies, das quais 23 pertencem ao género Sinningia (HINOSHITA,
2017).

Como outros membros da familia, as espécies de Sinningia tém um grande
potencial ornamental. E bastante comercializada no Brasil a espécie Sinningia
speciosa, conhecida como “gloxinia” (ZAITLIN, 2012). Outra espécie de relevancia
comercial € Sinningia leucotricha, que no Brasil tem o nome popular de rainha-do-
abismo, sendo comercializada no exterior com o nome de “brazilian edelweiss”
(UNEMOTO et al.,, 2006). A exploragcdo comercial bem como a degradagao
ambiental causada pela agricultura, pecuaria, e expansao urbana, tem colocado em
risco varias espécies de Sinningia (CHAUTEMS et al.,, 2010). Atualmente, 23
espécies sdo consideradas ameacadas (BRASIL, 2014). Faz parte dessa lista a
espécie Sinningia hatschbachii (sem nome popular), uma erva pequena, com belas
flores vermelhas, que ocorre apenas na Serra do Mar dos estados de Sao Paulo,
Parana e Santa Catarina (CHAUTEMS, 2003) (Figura 2).
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FIGURA 2- ALGUMAS ESPECIES ORNAMENTAIS DE Sinningia.
A: S. speciosa; B: S. leucotricha; C: S. hatschbachii.

FONTE: o autor

O uso de Sinningia na medicina popular € restrito a poucas espécies. S.
incarnata € utilizada no México contra diarreia, disenteria, e também como
contraceptivo e revitalizante (WIEHLER, 1995; CARBONO-DELABOZ; DIB-DIAZ-
GRANADOS 2013; BORK et al., 1997). S. tubiflora € empregada como purgativo na
Argentina (WIEHLER, 1995). S. warmingii é utilizada pelos indios peruanos para o
tratamento de enfermidades ginecolégicas, como inflamagao puerperal e infecgdes
de origem bacteriana e fungica (CASANA et al., 2012). No Brasil, os tubérculos de
S. allagophylla sdo considerados uteis como ténico e emoliente, enquanto que as
partes aéreas sdo empregadas como diurético e febrifugo (MORS; RIZZINI;
PEREIRA, 2000; GOMES; SHEPHERD, 2000). Outra espécie utilizada no Brasil € S.
macrostachya, considerada util para o tratamento de problemas renais (CEOLIN,
2009).

Dentre essas espécies consideradas medicinais, apenas duas foram
investigadas. Os extratos dos tubérculos de S. warmingii ndo apresentaram atividade
antimicrobiana significativa, de modo que o uso popular contra infecgbes nao foi
justificado (WINIEWSKI et al., 2017). Por outro lado, a presenca de aggregatina D
(12, Figura 4, p. 33), uma substédncia com comprovada agédo anti-inflamatoria,
poderia apoiar o uso desta planta contra inflamagdes (VERDAN et al., 2014; SOUZA
et al., 2015). Os tubérculos de S. allagophylla apresentaram atividade citotoxica e
anti-inflamatodria, mas a alegada agéo ténica nao foi investigada (RIVA et al., 2012;
BARBOSA et al, 2013).

Desconsiderando o trabalho atual, foram realizados anteriormente estudos
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fitoquimicos com oito espécies de Sinningia: S. allagophylla (RIVA et al., 2012;
SCHAREF et al., 2016); S. aggregata (VERDAN et al., 2010; 2015a); S. canescens
(VERDAN et al.,, 2014; 2017), S. cardinalis (JENSEN, 1996), S. hatschbachii
(AMORIM et al., 2017), S. leucotricha (VERDAN et al., 2015b; 2017), S. speciosa
(VERDAN et al., 2009), e S. warmingii (VERDAN et al., 2014; WINIEWSKI et al.,
2017). Estes estudos mostraram que o perfil quimico do género é bastante
diversificado, e inclui quinonas, flavonoides, terpendides, cromenos, glicosideos
fendlicos, e cicloexiletandides. Uma breve descricao dessas substancias, bem como
a sua ocorréncia em Sinningia spp sera apresentada a seguir.

Quinonas sao metabdlitos secundarios muito difundidos na natureza,
ocorrendo em varias familias de Angiospermas, como Vicenniaceae, Bignoniaceae,
Boraginaceae, Droseraceae, Ebenaceae, Juglandaceae, Nepenthaceae e
Plumbagnaceae. Também ocorrem em liquens, algas, bactérias (particularmente no
género Streptomyces), e fungos (Fusarium, Marasmius, Verticillium) (LOPEZ et al.,
2011).

Estruturalmente as quinonas sao reconhecidas pela presenga de dois grupos
carbonila em um anel de seis membros. Ha varios subgrupos, como as
benzoquinonas, as naftoquinonas, e as antraquinonas (BABULA, et al., 2009;
LOPEZ et al., 2015). Naftoquinonas e antraquinonas tém sido isoladas de espécies
de Gesneriaceae, principalmente dos géneros Chirita, Didymocarpus, e
Streptocarpus (VERDAN; STEFANELLO, 2012).

As naftoquinonas e as antraquinonas podem ser biossintetizadas por uma
variedade de rotas, incluindo a rota do acetato/mevalonato, rota combinada
chiguimato/succinilCoA, e chiquimato/mevalonato (BABULA, et al., 2009). Esta
ultima rota foi observada em Streptocarpus dunnii, uma espécie de Gesneriaceae
(INOUE et al., 1984).

Gragas ao sistema quinoidico, as naftoquinonas e antraquinonas sao
geralmente coloridas, sendo responsaveis pelas cores amarela, alaranjado e marrom
encontradas em alguns tecidos. Portanto naftoquinonas desempenham um papel
importante na pigmentacgao das plantas (BABULA, et al., 2009).

O interesse de muitos investigadores nestas substéncias € devido a sua
ampla atividade biolégica, pois podem atuar como bactericida, fungicida,
antiparasitica, inseticida, e antitumoral. Além do mais, algumas naftoquinonas tém

efeito sedativo, e inibem o desenvolvimento larval, sendo toxicas para organismos
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aquaticos e animais (WRIGHT, et al., 2007a; 2007b). Segundo Lopez et al (2011), na
maioria dos casos as atividades bioldgicas das naftoquinonas estdo relacionadas
com suas propriedades redox e acido-base, as quais podem ser modificadas
sinteticamente pela adigdo de diferentes substituintes nos anéis. Sendo assim, a
sintese de novos derivados de naftoquinonas é importante para o desenvolvimento
de novos compostos, que possam ser usados como agentes antiparasitarios,
antibacterianos, antifungicos e anticancerigenos.

Naftoquinonas, antraquinonas e derivados de naftoquinonas sao os
metabdlitos secundarios mais frequentes em Sinningia. Foram encontrados em
quase todas as espécies estudadas, com excecao de S. cardinalis. As trés classes
foram encontradas em S. allagophylla; naftoquinonas e antraquinonas em S.
canescens; antraquinonas e derivados de naftoquinonas em S. aggregata e
S.warmingii; naftoquinonas em S. leucotricha e S. hatschbachii; finalmente,
antraquinonas em S. speciosa. As estruturas das substancias e as referéncias sao
dadas nas figuras 3-5 (p. 32-34).

Os flavonoides sdo um grupo de substancias naturais, com dois anéis
aromaticos, unidos por uma unidade de trés carbonos, tendo, portanto, o esqueleto
basico Cs-C3-Cs. Um dos anéis deriva da via do acetato/mevalonato, enquanto o
outro deriva da via do chiquimato. S&o divididos em varias subclasses, dependendo
do seu nivel de oxidacao. Os flavonoides sdo amplamente distribuidos na natureza,
e apresentam varias atividades bioldgicas, como antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatoria. Com excec¢ao das diidrochalconas, todos os demais flavonoides séo
coloridos, e comumente sao responsaveis pelas cores dos frutos e flores. (RIJKE et
al., 2006; PIETA, 2000; CORRADINI et al., 2011).

Flavonoides foram registrados em duas espécies de Sinningia. Da primeira
delas, S. cardinalis, foram identificadas varias antocianidinas como responsaveis
pela coloragdo das pétalas. A segunda, S. hatschbachii, forneceu trés

diidrochalconas (Figura 6; p. 35).
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FIGURA 3- NAFTOQUINONAS ISOLADAS DE Sinningia spp.

O
R3 ' OR1
Ry ‘ N
(0]

1. R1= R;= R; = H: dunniol (S. allagophylla, RIVA et al., 2012).
2. Ry = OMe; R; = OH; R; = OMe: 6-hidroxi-7-metoxi-2-O-metilduniol (S. hatschbachii,
AMORIM et al., 2017).

3. Ry=R; = H: dunniona (S. allagophylla, SCHARF et al., 2016).
4. R, = H; Ry;= OH: 8-hidroxidunniona (S. allagophylla, SCHARF et al., 2016).
5. R; = R,= OMe: 7,8-dimetoxidunniona (S. canescens, VERDAN et al., 2017).

6. R1= R;=R3;=H: a-dunniona (S.allagophylla, SCHAREF et al., 2016).

7. Ry = H; R, = OH; R; = H: 7-hidroxi-a-dunniona (S. canescens, VERDAN et al., 2017,
2014, S. hatschbachii, AMORIM, et al., 2017;S. leucotricha VERDAN et al., 2017; 2015b).
8. Ry = OMe; R, = OH; Rj3 = H: 7-hidroxi-6-metoxi-a-dunniona (S. canescens, VERDAN
et al., 2017; 2014; S. hatschbachii, AMORIM et al., 2017; S. leucotricha, VERDAN et al.,
2015b)

9. Ri= H; R,= OMe; R3;= OH: 8-hidroxi-7-metoxi-a-dunniona (S. canescens, VERDAN,
et al., 2017).
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FIGURA 4- DERIVADOS DE NAFTOQUINONAS ISOLADOS DE Sinningia spp.

12. aggregatina D (S.aggregata, VERDAN et al., 2015a; 2010; S. warmingii, VERDAN
et al., 2014).

13. R = H: aggregatina E (S. aggregata, VERDAN et al.,, 2015a; S. allagophyila,
SCHAREF et al., 2016; S. warmingii, WINIEWISKI, et al., 2017).

14. R = OH: aggregatina F (S. aggregata, VERDAN et al., 2015a; S. warmingii,
WINIEWISKI et al., 2017).




34

FIGURA 5- ANTRAQUINONAS ISOLADAS DE Sinningia spp.

15. R1 = R, = R; = H: tectoquinona (S. aggregata, VERDAN et al., 2015a; 2010; S.
allagophylla, RIVA et al., 2012; S. canescens, VERDAN et al., 2014; S. warmingii,
VERDAN et al. 2014, WINIEWISKI, et al., 2017).

16. R, = R, = H; R; = OMe: 7-metoxitectoquinona (S. aggregata, VERDAN et al., 2010;
S. speciosa, VERDAN et al., 2009; S. warmingii, VERDAN et al., 2014).

17. R, = OH; R; = H; R; = OMe: 1-hidroxi-7-metoxitectoquinona (S. speciosa, VERDAN
et al., 2009).

18. Ry = Ry, = H; R3 = OH: 7-hidroxitectoquinona (S. aggregata, VERDAN et al., 2015;
VERDAN et al., 2010; S. allagophylla, SCHARF et al., 2016; S. warmingii, VERDAN et al.,
2014)

19. Ry = OH; R, = R; = H: 1-hidroxitectoquinona (S. aggregata, VERDAN et al., 2015a;
S. warmingii, VERDAN et al. 2014)

20. Ry = H; R, = OMe; R; = OH: 6-metoxi-7-hidroxitectoquinona (S. aggregata,
VERDAN et al., 2015a)

21. Ry = R, = OH; R; = H: 1,6-diidroxitectoquinona (S. aggregata, VERDAN et al.,
2015a)

22. Ry = R3 = H; R, = OH: 6-hidroxitectoquinona (S. aggregata, VERDAN et al., 2015a)
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FIGURA 6- FLAVONOIDES ISOLADOS DE Sinningia spp.
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23. R= H: apigeninidina-5-O-glucopiranosideo (S. cardinalis, WINEFIELD et al., 2005).
24 R= OH: luteolinidina-5-O-glucopiranosideo (S. cardinalis, WINEFIELD et al., 2005).

H,CO l OCH, ! OR,
OR; o)

25. Ry = R, = CHj3: 2,4,4',6-tetrametoxidiidrochalcona (S. hatschbachii, AMORIM et al.,
2017).

26. Ry = CHj; Ry,= H: 4'-hidroxi-2,4,6-trimetoxidiidrochalcona (S. hatschbachii,
AMORIM et al., 2017).

27. R, = R, = H: 4',2-diidroxi-4,6-dimetoxidiidrochalcona (S. hatschbachii, AMORIM et
al., 2017).

C(())OH HO o
H(l)_l ° O\;» ngoxf
HO HO
O-Gluc O-Gli

28. Ry = OH; R, = O-Gli: luteolina-7-O-glicosideo (S. cardinalis, WINEFIELD et al.,
2005)

29. R = OH; R, = O-Gluc: luteolina-7-O-glucuronideo (S. cardinalis, WINEFIELD et al.,
2005)

30. Ry = H; Ry = O-Gluc: apigenina-7-O-glucuronideo (S. cardinalis, WINEFIELD et al.,
2005)
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Naftocromenos, também chamados benzopiranos, sao substancias
heterociclicas contendo um anel pirano ligado ao naftaleno. A sua origem
biogenética € a mesma das naftoquinonas. Ambas as classes tém como precursor o
acido 1,4-diidroxi-2-naftéico. Por essa razdo alguns autores consideram os
naftocromenos como analogos das naftoquinonas (ITOIGAWA et al.,, 2001). Aqui
preferimos considerar como classes distintas, uma vez que os naftocromenos nao
tem o sistema quinoidico.

Em Sinningia, naftocromenos foram isolados das espécies S. allagophylla e S.
warmingii (Figura 7, p. 37).

Terpenos sao substancias alifaticas estruturalmente derivadas do isopreno
(CsHg). Ocorrem na natureza como multiplos dessa unidade basica, sendo
classificados de acordo com o numero de carbonos ou unidades de isopreno. Os
monoterpenos contém 10 carbonos (duas unidades isoprénicas), os sesquiterpenos
contém 15 carbonos, os diterpenos contém 20 carbonos, e os triterpenos contém 30
carbonos. A sua biossintese ocorre a partir do acetato, pela via acetato/mevalonato
e ndo diretamente do isopreno. E uma classe muito espalhada na natureza.
Monoterpenos e sesquiterpenos ocorrem frequentemente como componentes de
Oleos essenciais. Os triterpenos originam os esteroides, 0os quais compreendem uma
grande classe de compostos encontrados em diversas partes das plantas, sendo no
reino vegetal, o equivalente ao colesterol entre os mamiferos. Ha evidéncias de que
alguns fitoesteroides sao eficazes contra doencas cardiovasculares, reduzindo os
niveis de colesterol, sendo por isso, considerados alimentos funcionais e usados
atualmente em alguns alimentos industrializados (QUEIROZ, 2009).

Em Sinningia foram encontrados sesquiterpenos e triterpenos nas espécies S.
allagophylla, S. canescens e S. leucotricha (Figuras 8 e 9; p. 38-39). Esteroides
foram registrados para as espécies S. allagophylla, S. canescens, S. speciosa e S.
warmingii (Figura 10; p. 40), mas provavelmente ocorrem também nas demais, pois

a mistura de sitosterol e estigmasterol € praticamente ubiqua no reino vegetal.



FIGURA 7- NAFTOCROMENOS ISOLADQOS DE Sinningia spp.
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OCH, OCHjg

31. Allagophylidimero A 32. Allagophylidimero B
(S. allagophylla, SCHARF et al., 2016).  (S. allagophylla, SCHARF et al., 2016).

OCHs
34. (3R) -3,4-diidro-3-hidroxi-4-oxo-
8-metoxilapachenol (S.allagophylla,
SCHARF et al., 2016).

33. Allagophylldimero C
(S. allagophylla, SCHARF et al., 2016).

OCHs

35. Ry = R, = H: lapachenol (S. allagophylla, RIVA et al., 2012; S. warmingii,
VERDAN et al., 2014).

36. Ry= OMe; R, = H: 8-metoxilapachenol (S. allagophylla, RIVA et al., 2012).

37. Ry = H; R, = OH: (2S)-12-hidroxilapachenol (S. allagophylla, SCHARF et al.,
2016).




FIGURA 8- SESQUITERPENQOS ISOLADOS DE Sinningia spp.
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39. Cedrol (S. allagophylla, SCHARF et al., 2016; S. canescens, VERDAN et al., 2017).

41. Presilphiperfolan-9-ol (S. /leucotricha, VERDAN et al., 2015b).




FIGURA 9- TRITERPENOS ISOLADOS DE Sinningia spp.

39

42. R = CHj: acido oleandlico (S. allagophylla, SCHAREF et al., 2016)
43. R = CH,OH: hederagenina (S. leucotricha, VERDAN et al., 2013)

44. Acido 23-hidroxiursolico (S. leucotricha, VERDAN et al., 2013)

45. Acido betulinico (S. canescens, VERDAN et al., 2017; S. leucotricha, VERDAN et
al., 2015b)
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FIGURA 10- ESTEROIDES ISOLADOS DE Sinningia spp.

46. R = H: sitosterol (S. speciosa, VERDAN et al., 2009; S. canescens, VERDAN et al.,
2014; S. warmingii, VERDAN et al., 2014).

47. R = oleila: oleato de sitosterila (S. allagophylla, RIVA et al., 2012).

48. R = linoleila: linoleato de sitosterila (S. allagophylla, RIVA et al., 2012).

49. R= H: estigmasterol (S. Speciosa, VERDANT et al., 2009; S. canescens, VERDAN et
al., 2014; S. warmingii, VERDAN et al., 2014).
50. R = oleila: oleato de estigmasterila (S. allagophylla, RIVA et al., 2012).

51. R = linoleila: linoleato de estigmasterila (S. allagophylla, RIVA et al., 2012).

Os (glicosideos fendlicos sao substancias contendo uma unidade agucar
ligada a um ou mais grupos derivados de acidos ou alcoois aromaticos. Em
Gesneriaceae, os glicosideos fendlicos comumente contém um grupo feniletila e outro
grupo cafeoila (VERDAN; STEFANELLO, 2012). A presenca de varias hidroxilas
fendlicas confere a estas substancias uma forte atividade antioxidante. Uma vez que
os (glicosideos fendlicos sao considerados marcadores quimicos da familia

Gesneriaceae (JENSEN, 1996), é esperado que sejam isolados de espécies de
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Sinningia. Até o momento foram registrados em cinco espécies: S. aggregata, S.
canescens, S. cardinalis, S. hatschbachii e S. leucotricha (Figura 11; p. 41). Mas é
provavel que estejam presentes também nas demais, ndo tendo sido reportadas por

que os extratos mais polares nao foram investigados.

FIGURA 11- GLICOSIDEOS FENOLICOS ISOLADOS DE Sinningia spp.

O OH HO X
R,0 o s
R,0
HO OH HO Caff

52. Ry = R, = H; R; = Caff: calceolariosideo A (S. canescens, VERDAN et al., 2017)

53. R; = R;3 = H; R, = Caff: calceolariosideo B (S. aggregata, VERDAN et al., 2015a;
S. canescens, VERDAN et al., 2017; S. hatschbachii, AMORIM et al., 2017; S. leucotricha,
VERDAN et al., 2017).

54. R, = Caff; R, = R; = H: plantainosideo A (S. canescens, VERDAN et al., 2017).

55. Ry = xylosila; R, = Caff; R3 = H: conandrosideo (S. canescens, VERDAN et al., 2017;
S. hatschbachii, AMORIM et al., 2017).

56. R, = rhamnosila; R, = H; Ry = Caff: isoverbascosideo (S. canescens, VERDAN et al.,
2017).

57. Ry= rhamnosila; R, = Caff; R; = H: verbascosideo (S. cardinalis, WINEFIELD et al.,
2005).

Cicloexiletanoides sédo substancias do tipo Cg-C,, contendo um anel alifatico
de seis membros, e uma cadeia lateral de dois carbonos, que pode estar aberta ou
ciclizada, formando um segundo anel. Sdo comuns em varias familias da ordem
Lamiales, como Bignoniaceae (HASE et al., 1995; RANA; BHANGALIA; SINGH,
2013), Oleaceae (ENDO; HIKINO,1984), Verbenaceae (SIDDIQUI et al., 2007,
TUNTIWACHWUTTIKUL;  RAYANIL; TAYLOR, 2003), Scrophulariaceae
(ABDULLAHI et al., 1986), e Lamiaceae (XU et al., 2014). Em Gesneriaceae a sua
ocorréncia parece restrita ao género Sinningia (VERDAN; STEFANELLO, 2012).
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Essas substancias parecem ser caracteristicas do género Sinningia, tendo sido

isoladas de seis das oito espécies previamente investigadas (Figura 12; p. 42).

FIGURA 12- CICLOEXILETANOIDES ISOLADOS DE Sinningia spp.

O

HO O

58. halleridona (S. aggregata, VERDAN et al., 2015a; S. allagophylla, SCHARF, et al.,
2016; S. canescens, VERDAN et al., 2014; S. leucotricha, VERDAN et al., 2017; S.
warmingii, VERDAN et al., 2014).

0
OH
O~ :2"/o>

HO OH H
59. Cleroindicina B (S. speciosa, VERDAN et 60. Cleroindicina C
al., 2009; S. leucotricha, VERDAN et al., 2017: (S. leucotricha,
S. warminaii. WINIEWSKI et al.. 2017). VERDAN et al., 2017).

o)
HO
HO 0
HO#LO OH
HO

61. Isorengiol (S. speciosa, 62. Cornosideo (S. aggregata, VERDAN et al.,
VERDAN et al., 2009) 2015; S. leucotricha, VERDAN et al., 2017,
S. warmingii, WINIEWSKI et al., 2017).
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Algumas substéncias de outras classes, além daquelas ja mencionadas,
também foram isoladas de Sinningia. Fendlicos simples como o acido cinamico (63),
o tirosol (64), o ferulato de isocosila (66) e os parabenos (69-70) foram encontrados
em S. cardinalis, S. aggregata, S. canescens e S. hatschbachii. Em S. canescens e
S. leucotricha foram encontrados benzofuranos (67-68). Uma cumarina (65) foi
isolada de S. allagophylla, sendo este o unico registro dessa classe de substancias
em Gesneriaceae. Do mesmo modo, etilglicose (76), isolada de S. leucotricha, foi
reportada pela primeira vez na familia. Derivados do acido 2-naftéico (74-75), que
sdo intermediarios na biossintese das naftoquinonas, foram isolados de S.
hatschbachii. Finalmente, S. aggregata forneceu trés substancias heterociclicas (71-
73), derivadas do naftaleno, contendo um anel de sete membros (oxepino). Até o
momento, substancias com esse esqueleto carbbénico s6 foram encontradas em
Sinningia (Figuras 13A e 13B, p. 44-45).

Dentre as substancias previamente reportadas em Sinningia, varias eram
inéditas e algumas apresentaram atividade bioldgica relevante.

A naftoquinona dunniol (1, Figura 3; p. 32), isolada de S. allagophylla,
apresentou atividade citotoxica in vitro contra as linhagens de células tumorais
humanas de glioma, mama, ovario resistente a multiplos farmacos e leucemia (RIVA
et al., 2012). Outra naftoquinona, 7-hidroxi-6-metoxi-a-dunniona (8, Figura 3; p. 32),
isolada de S. canescens, apresentou atividade analgésica e antitérmica (LOMBA et
al., 2017). Aggregatina D (12, Figura 4; p. 33), um derivado de naftoquinona isolado
de S. aggregata e S. warmingii, possui atividade citotdéxica e analgésica (VERDAN et
al., 2014; SOUZA et al., 2015). O naftocromeno 8-metoxilapachenol (36, Figura 7; p.
37), isolado pela primeira vez de S. allagophylla, apresentou atividade
antiinflamatoria e analgésica (BARBOSA et al., 2013).



FIGURA 13A- OUTRAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Sinningia spp (12 parte)
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65. 6-metoxi-7,8-benzocumarina
(S.allagophylla, SCHARF, et al., 2016).

63. acido cinamico (S. cardinalis,
WINEFIELD et al., 2005).

OH O
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64. tirosol (S. aggregata, 66. Ferulato de icosila (S. aggregata,

VERDAN et al,, 2015a) VERDAN et al., 2015a).

67. R = H: sinningial A (S. canescens, VERDAN et al., 2017).
68. R = CHs: sinningial B (S. leucotricha, VERDAN et al., 2017).

O
/7
OR
69. R = CHj;: metilparabeno (S.canescens, VERDAN et al., 2017;

S. hatschbachii, AMORIM et al., 2017).
70. R = C,Hs: etilparabeno (S. canescens, VERDAN et al., 2017).
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FIGURA 13B- OUTRAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Sinningia spp (22 parte)
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71. R = OH: aggregatina A (S. aggregata, VERDAN et al., 2010).
72. R = H: aggregatina B (S. aggregata, VERDAN et al., 2010).
73. R = OMe - aggregatina C (S. aggregata, VERDAN et al., 2010;
S. warmingii, VERDAN et al., 2014).

OR O

L e

OCH,

74. R = H: 1-hidroxi-4-metoxi-2-naftoato de metila
(S. hatschbachii, AMORIM et al., 2017).

75. R= CHs: 1,4-dimetoxi-2-naftoato de metila

(S. hatschbachii, AMORIM et al., 2017).

O]

HO OH

76. etilglucose (S. leucotricha, VERDAN et al., 2017).

A revisdo apresentada acima mostra que o género Sinningia € uma fonte de
substancias inéditas e com atividade biologica, tornando relevante a investigacédo de
especies sem nenhum relato anterior.

Portanto, visando dar continuidade a investigacdo de Sinningia spp, foi
selecionada a espécie S. reitzii, que nao tinha nenhum estudo quimico ou bioldgico

desde o inicio da presente pesquisa até sua finalizalacao.
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2.3 A ESPECIE Sinningia reitzii

Sinningia reitzii (Hoehne) L. E. Skog (Figuras 14 e 15; p. 47), € um subarbusto
perene, rupicolo, com caule de 20-120 cm, ereto, ramificado, e coberto por pelos. As
raizes sdo formadas por numerosos tubérculos de pequeno tamanho (1-5 cm). As
flores sdo avermelhadas e polinizadas por beija-flores. (ARAUJO; CHAUTEMS,
2015).

Essa espécie foi identificada inicialmente como Rechsteineria reitzii pelo
botanico Frederico Carlos Hoehne, ainda na década de 50, a partir de uma
populacdo crescendo em Santa Catarina (HOEHNE, 1958). O nome da espécie,
reitzii, foi uma homenagem ao Pe. Raulino Reitz, um boténico que muito contribuiu
para o conhecimento da flora do estado de Santa Catarina. O Pe. Reitz foi curador
do herbario Barbosa Rodrigues (Itajai), e fundador e editor da revista Sellowia, que
durante anos publicou artigos sobre a flora catarinense. Posteriormente, o género
Rechsteineria passou a ser Sinningia, ficando o nome Sinningia reitzii. Em Santa
Catarina, varias espécies de Sinningia, incluindo S. reitzii, sdo conhecidas como
cachimbo (REITZ, 1959).

Esta espécie é endémica do Brasil, sendo encontrada na Mata Atlantica e na
Floresta Ombrdfila das regides Sul (Parana e Santa Catarina) e Sudeste (Sao Paulo)
do pais. (ARAUJO; CHAUTEMS, 2015; HINOSHITA, 2017). De acordo com
Chautems (2003) a populagdo crescendo no estado de S. Paulo, é ligeiramente
diferente da populacdo catarinense, de modo que foi classificada como Sinningia
affinis reitzii. Resta a duvida se seria outra espécie, muito semelhante a espécie
catarinense, ou a mesma espécie que apresenta variagdes morfoldgicas devido ao
isolamento geografico (CHAUTEMS, comunicacdo pessoal). Por outro lado, a
populacao crescendo no Parana foi identificada como Sinningia reitzii (HINOSHITA,

2017). Esta populacao forneceu o material botanico para o presente trabalho.



FIGURA 14- FOTOS DE S. reitzii: Exemplar florido.

FONTE: o autor

FIGURA 15- FOTOS DE S. reitzii: Exemplares de tubérculos inteiros e fatiados.

FONTE: o autor

47



48

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo fitoquimico e alguns estudos biolégicos com a espécie
Sinningia reitzii, visando contribuir para o conhecimento dos metabdlitos secundarios
da familia Gesneriaceae e, para a descoberta de substancias com potencial

terapéutico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar extratos dos tubérculos, usando solventes de diferentes polaridades
(hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol);

e Fracionar os extratos e purificar os principais metabdlitos secundarios, usando
técnicas cromatograficas;

e Identificar os metabdlitos secundarios isolados, usando técnicas
espectrométricas e espectroscopicas;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos empregando bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos;

e Avaliar a atividade citotoxica dos extratos e substancias puras utilizando

linhagens de células tumorais e ndo tumorais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. PROCEDIMENTOS GERAIS

As analises de UV-vis foram realizadas em um espectrofotdmetro Shimadzu
UV-2401PC (Departamento de Quimica — UFPR), no comprimento de onda de 200-
800 nm e metanol foi usado para solubilizar as amostras.

As analises de IV foram realizadas em um espectrofotébmetro Bruker Vertex70
(Departamento de Quimica — UFPR), usando-se 1% das amostras em pastihas de
KBr.

Experimentos de dicroismo circular (DC) foram realizados em um
espectrometro JASCO-J-815 (Departamento de Bioquimica — UFPR), em uma cela
de 10 dm, usou-se metanol como solvente.

As medidas de rotacdo especifica foram realizadas em um polarimetro
JASCO P-2000 POLARIMETER (Departamento de Quimica — UFPR), com lampada
de sodio (589 nm), uma cela de 10 dm, a temperatura de 20 °C. As amostras foram
preparadas em cloroférmio e os valores de rotagdo especifica foram calculados

utilizando-se a seguinte férmula:

[a]p® = rotacdo observada em graus x 100

[comprimento da cubeta (dm) x concentragao g/100 mL]

As substancias inéditas isoladas foram submetidas a analise de massas de
alta resolucdo em um espectrdbmetro de massas Micromass ESI Q-TOF no
Laboratério de Espectrometria de Massas Thomson no Instituto de Biologia da
Unicamp-SP, ou em um Thermo Scientific LTQ-Orbitrap XL no Departamento de
Bioquimica da UFPR, ambos com ionizagdo de eletro-nebulizagdo. As amostras
foram solubilizadas em metanol/H,O (7:3, v/v) com 4&cido, e posteriormente
submetidas a infusdo direta na fonte de ionizagéo com fluxo de 5 mL min™.

Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D e 2D foram obtidos no
Centro de RMN da Universidade Federal do Parana (UFPR), em espectrémetros
DPX-200, Avance-400 e/ou Avance Il 600 (Bruker), operando a 4,7, 9,4 e 14,1 Tesla
(T), respectivamente, e observando os nticleos a 200, 400 e 600 MHz para 'H e 50,

100 e 150 MHz para'C. Os experimentos foram conduzidos em solvente deuterado
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(CDCl3), usando-se TMS (tetrametilsilano) como referéncia interna. Os dados
obtidos foram analisados no software TopSpin e comparados com aqueles
publicados na literatura.

A estrutura cristalina de SR8 foi determinada por difratometria de raios X de
monocristal. Os dados cristalograficos (intensidades das reflexdes) foram obtidos
através de um difratbmetro automatico de raios X para monocristais modelo Bruker
D8 Ventura, equipado com detector de area Photon 100 e uma fonte de Cu-Ka muS
(L = 1,54178 A) com monocromador de espelhos Gdbbel. Os quadros de imagens
foram integrados utilizando o programa Bruker SAINT. A correcdo da absorcéao foi
realizada utilizando o software SADABS e a estrutura foi resolvida e refinada
utilizando o software Bruker SHELXTL. A coleta de dados foi realizada no
Departamento de Quimica da UFPR, sob a responsabilidade da Professora Dr?.
Jaisa Fernandes Soares. Os dados foram depositados no Centro de dados
cristalograficos de Cambridge (Cambridge Crystallographic Data Centre - CCDC),
sob numero 1502425.

As geometrias moleculares foram pré-otimizadas empregando-se o método
semi-empirico (parametrizagdo PM7) disponivel no pacote de programas
MOPAC2016 até que a norma do gradiente fosse inferior a 0,05. Em seguida, as
geometrias foram otimizadas utilizando-se a Teoria do Funcional de Densidade
(DFT), empregando-se o funcional hibrido B3LYP (BECKE, 1993), fungcédo de base
com potencial efetivo de carogo de Los Alamos (HAY; WADT, 1985). Os espectros
vibracionais foram calculados para que fosse certificado que as geometrias
moleculares obtidas ndo se tratavam de estados de transicdo, pois a presenca de
vibracbes com frequéncias negativas indica que a estrutura de maior estabilidade
nao foi obtida. Esta parte foi feita utilizando-se o pacote GAUSSIAN 09 ou GAMESS
2018.

Os calculos de polarizibilidade foram realizados empregando-se o pacote
GAUSSIANO09 seguindo a metodologia descrita por Pedersen e Hansen (1995),
sendo que o efeito da presenca de solvente foi incluido.

Nas separagdes cromatograficas em coluna aberta (CC) foi utilizado gel de
silica 60 (Macherey-nagel). Nas analises por cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) foram utilizadas placas prontas, recobertas com gel de silica
(Macherey-Nagel). As placas para as separagcdes em camada delgada preparativa
(CCDP) foram preparadas manualmente em placas de vidro 20 x 20 cm, com uma
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espessura de 1,00 mm de gel de silica 60PF,54 (Macherey-Nagel). As placas foram
reveladas com luz UV (254 e 366 nm) e solugédo etandlica de acido sulfurico (5%
v/v), seguida de aquecimento. As fragdes obtidas foram agrupadas por similaridade
apo6s analise por CCDA. As fragcbes foram selecionadas para purificagao
considerando o seu perfil cromatografico em CCDA e o seu espectro de RMN de 'H.
A amostra foi considerada pura quando apresentou uma unica mancha ao ser
analisada por CCDA em trés eluentes diferentes. Os reagentes e solventes utilizados

na cromatografia classica foram produtos analiticos das marcas Synth ou Vetec.

4.2. MATERIAL VEGETAL

Exemplares de Sinningia reitzii (Hoehne) L.E.Skog foram coletados de uma
populagdo natural crescendo em Jundiai do Sul, PR, (23° 26’ 45" S, 50° 15’ 33" Q),
sendo a coleta realizada em marg¢o/2010. A planta foi identificada pela botanica
Clarisse Bolfe Poliquesi, que depositou uma exsicata no herbario do Museu Botanico
Municipal de Curitiba (MBM 253.150). As plantas foram mantidas em cultivo em
Curitiba, PR, (25° 26’ 34.85" S, 49° 14’ 22.58” W) até as coletas. Foram realizadas
duas coletas de tubérculos desse material cultivado: em agosto/2012 (material A) e
abril/2015 (material B).

4.3. PREPARACAO DOS EXTRATOS

Os tubérculos frescos foram fatiados, secados em estufa a 40°C e moidos. Os
tubérculos das coletas 1 (material A) e 2 (material B) (Tabela 1) foram extraidos
separadamente a temperatura ambiente com solventes em ordem crescente de
polaridade: hexano (Hex), CH.Cl,, AcOEt e EtOH. O solvente (500 mL para cada
100 g de material) foi deixado em contato com o material vegetal por 24 h, e entao
renovado. Foram realizadas trés extragcbes sucessivas com cada solvente. As
solucbes obtidas para cada material/solvente foram reunidas e o solvente foi
removido em evaporador rotativo, fornecendo os extratos em Hex (SRH), CH,ClI,
(SRd), AcOEt (SRA) e EtOH (SRE) (Tabela 1). Os extratos das duas coletas foram
reunidos apds analise por CCDA, que mostrou que eram similares entre si. Os
extratos SRH e SRD também foram reunidos e chamados apenas de SRD.

(Esquema 1). Uma parte desses extratos foi separada para ensaios bioldgicos.
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TABELA 1- RENDIMENTO DOS EXTRATOS DOS TUBERCULOS DE S. reitzii.

Material/extrato Material A (g) Material B (g)
Massa fresca 461,8 g 88199
Massa seca 30,99 46,6 g
SRH 0,309 0,349
SRd 027 g 0289
SRA 0,25¢g 0,26 g
SRE 1,03 g 1,22 ¢g

SHE: extrato em hexano; SRd: extrato em diclorometano; SRA: extrato em acetato de
etila; SRE: extrato em etanol.

ESQUEMA 1. EXTRAGAO DOS TUBERCULOS DE S. reitzii DAS COLETAS 1 E 2 REUNIDAS.

Tubércules (massa total = 77,5 g)

Extragdo com solventes

Hexano CH:Clz AcOEt EtOH
(0,64 g) (0,55 g) (0,51 g) (2,25 g)
SRH SRd | SRA SRE
(0,64 g) 0.55 (0,51 g) (2,25 g)
SRD
(1,19 g)
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4.4. ISOLAMENTO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS.

4.4 1- Isolamento dos constituintes do extrato SRD

O extrato SRD (1,05 g) foi submetido a cromatografia em coluna (CC), eluida
com Hex:AcOEt 95:5, Hex:AcOEt 9:1, Hex:AcOEt 8:2, AcOEt e MeOH puros. Foram
recolhidas 92 fragdes de aproximadamente 5 mL, as quais foram agrupadas em 20

fragbes apos comparagéo por CCDA (Tabela 2).

TABELA 2- AGRUPAMENTO DAS FRAGOES DA COLUNA DO EXTRATO SRD.

Massa Massa
Fragdao Caddigo Eluente Fragdo Cddigo Eluente
(mg) (mg)
Hex:AcOEt Hex:AcOEt
1-10 SRD 10 116,1 51-55 SRD 55 15,9
95:5 8:2
Hex:AcOEt
11-13 SRD 13 9:1 15,3 56-58 SRD 58 Hex:AcOEt 8:2 22,9
Hex:AcOEt
14-15 SRD 15 9:1 52,2 59-61 SRD 61 Hex:AcOEt 8:2 10,0
Hex:AcOEt Hex:AcOEt
16-19 SRD 18 127,7 62-67 SRD 67 19,1
9:1 8:2
Hex:AcOEt
20-21 SRD 21 9:1 34,3 68-72 SRD 72 Hex:AcOEt 8:2 42,8
Hex:AcOEt Hex:AcOEt
22 SRD 22 13,6 73-76 SRD 76 44,0
9:1 8:2
Hex:AcOEt
23-31 SRD 31 91 41,5 77-79 SRD 79 Hex:AcOEt 8:2 15,5
Hex:AcOEt
32-38 SRD 38 8:2 48,7 80-81 SRD 81 AcOEt 164,2
Hex:AcOEt
39-42 SRD 42 8:2 45,7 82 SRD 82 MeOH 163,1
Hex:AcOEt
43-50 SRD 50 8:2 23,3 83-92 SRD 92 MeOH 31,2
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A fragdo SRD 15 (52,2 mg) foi submetida a CCDP, eluida com Hex:acetona
8:2, resultando em SRD 15-B (15,2 mg), que foi novamente purificada por CCDP em
CHCl5, e recristalizada no mesmo solvente, resultando no isolamento de SRD 15-
BB (SR8, 9,0 mg).

A fracdo SRD 21 (34,3 mg) foi submetida a CCDP, eluida com CH,Cl,:MeOH
99:1, resultando em SRD 21-A ( 8,2 mg) e SRD 21-B (SR1, (2,1 mg). A fracdo SRD
21-A foi purificada duas vezes por CCDP, sendo a primeira eluida com
CH2Cl»:MeOH 9:1 e a segunda com hexano:éter etilico 1:1, resultando no isolamento
de SRD 21-ACA (SR10, 6,0 mg).

A fracdo SRD 22 (13,6 mg) foi submetida a CCDP, eluida com CH,CIy,
resultando em SRD 22-A (6,0 mg), SRD 22-C (SR2, 2,0 mg) e SRD 22-D (SR11, 2,3
mg). SRD 22-A foi purificada por CCDP em CH,Cl,:MeOH 99:1, resultando em SRD
22-AA (3,2 mg, SR10).

A fracdo SRD 38 (48,7 mg) foi submetida a CC, eluida com CHCl,, misturas
de CH)Clx:MeOH (99:1; 95:5; 9:1; 8:2) e finalmente MeOH, resultando em 45

subfragdes, que foram agrupadas em 5 (Tabela 3).

TABELA 3- AGRUPAMENTO DAS SUBFRACOES RESULTANTES DO FRACIONAMENTO DE SRD
38.

Subfragao Codigo Eluente Massa (mg)
1-2 SRD 38-2 CH,CI, 18,5
3-17 SRD 38-17 CH,Cl,:MeOH 99:1 7,1
18-22 SRD 38-22 CH,Cl,:MeOH 9:1 7,8
23-36 SRD 38-36 CH,Cl,:MeOH 8:2 6,8
37-45 SRD 38-45 MeOH 1,9

A subfragdo SRD 38-2 (18,5 mq) foi purificada duas vezes por CCDP , eluida
com CH,Cl>:MeOH 9:1, resultando no isolamento de SRD 38-2AA (SR3, 0,2 mg) e
SRD 38-2AB (SR12, 1,2 mg).

A fracdo SRD 50 (23,3 mg) foi submetida a CCDP, eluida com Hex:AcOEt 1:1,
resultando em SRD 50-A (11,4 mg), que foi purificada por CCDP, eluida com
CH2Cl2:MeOH 99:1, resultando no isolamento de SRD 50-AA (SR9,1,9 mg) e SRD
50-AD (7,6 mg, SR13).

A fracao SRD 67 (19,1 mg) foi submetida a CCDP, eluida com CH,Cl,:MeOH
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99:1, rendendo SRD 67-D (8,9 mg, SR4) e SRD 67-E (3,1 mg), a qual foi purificada
por CCDP no mesmo sistema de eluigao anterior, resultando no isolamento de SRD
67-EB (SR13, 1,9 mg).

A fragdo SRD 76 (44,0 mg) foi submetida a CCDP, eluida com Hex:AcOEt
1:1, rendendo SRD 76-C (SR4, 6,6 mg).

A fracdo SRD 82 (163,1 mg) foi submetida a CC, eluida com misturas de
CH2Cl»:MeOH (95:5; 9:1; 8:2, 7:3, 6:4), AcOEt e finalmente MeOH, resultando em 56

subfragdes, que foram agrupadas em 13 (Tabela 4).

TABELA 4- AGRUPAMENTO DAS SUBFRACOES RESULTANTES DO FRACIONAMENTO DE SRD

82.
Sub Massa Sub Massa
Codigo Eluente _ Cédigo Eluente
Fracao (mg) fracao (mg)
CH,Cl,:AcOEt SRD CH,Cl,:AcOEt
1 SRD82-1 12,1 27-33 5,2
95:5 82-33 9:1
CH,CI,:AcOEt CH,Cl,:AcOEt
2 SRD82-2 0,7 34 SRD82-34 0,7
95:5 9:1
CH,CI,:AcOEt CH,CI,:AcOEt
3-11 SRD82-11 11,6 35-53 SRD82-53 15,6
95:5 7:3
CH,CI,:AcOEt CH,Cl,:AcOEt
12-14 SRD82-14 4,3 54 SRD82-54 30,0
95:5 6:4
CHzClz:ACOEt
15-20 SRD 82-20 95:5 5,8 55 SRD82-55 AcOEt 2,7
CH,Cl,:AcOEt
21-25 SRD82-25 95:5 9,1 56 SRD82-56 MeOH 41,0
CH2C|2:ACOEt
26 SRD82-26 1,2

9:1
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A subfragdo SRD 82-2 continha SR4 (0,7 mg).

A subfragdo SRD 82-11 (11,6 mg) foi purificada por CCDP, eluida com
CH.Cl,: AcOEt 95:5, rendendo SRD 82-11A (6,8 mg, SR5) e SRD 82-11B (1,0 mg,
SR4).

A subfracdo SRD 82-14 (4,3 mgq) foi purificada por CCDP, eluida com
CHCly: AcOEt 95:5, resultando no isolamento de SRD 82-14 (SRS, 4,0 mg).

A subfracdo SRD 82-20 (5,8 mg) foi purificada por CCDP, eluida com
CHCl,: AcOEt 95:5, resultando no isolamento de SRD 82-20C (1,0 mg, SR5).

A subfragdo SRD 82-33 (5,2 mg) foi purificada por CCDP, eluida com
CH2Cl,:AcOEt 9:1, resultando no isolamento de SRD 82-33 (SR6, 5,0 mg).

A subfracdo SRD 82-53 (15,6 mg) foi submetida a CCDP, eluida com
Hex: AcOEt 1:1, resultando no isolamento de SRD 82-53C (SR7, 3,7 mg).

As demais subfra¢des foram estudadas, resultando em compostos alifaticos
de cadeia longa, os quais foram descartados.

4.4 2. Isolamento dos constituintes do extrato SRA

Parte do extrato SRA (356,5 mg) foi submetido a CC, eluida com CHCly,
CHCl»:MeOH95:5, CHCl,:MeOH9:1, CH.Cl,:MeOH  8:2, CH,Cl,;:MeOH  7:3,
CH.ClI2:MeOH 1:1 e MeOH. Foram recolhidas 86 fragcdes de aproximadamente 5 mL,
as quais foram agrupadas em 9 fragdes apds comparacgao por CCDA (Tabela 5).

A fracao SRA 34 (12,0 mg) foi purificada por CCDP, eluida com CHCly:
MeOH 99:1, resultando no isolamento de SRA 34-C (2,2 mg, SR4 + SR5) e SRA
34-D (1,6 mg, SR4).

A fracao SRA 36 (39,6 mg) foi purificada por CCDP, eluida com CHCly:
MeOH 95:5, resultando na obtencdo de SRA 36-F (1,6 mg, SR5).

As demais fragbes nao forneceram nenhuma substancia pura.
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TABELA 5- AGRUPAMENTO DAS FRAGOES RESULTANTES DO FRACIONAMENTO DE SRA.

Massa Massa
Fracao Caodigo Eluente Fracao Cédigo Eluente
(mg) (mg)
CH2C|2;M€OH
1 SRA 1 CH,Cl, 38,2 44-45 SRA 45 82 31,7
CH2C|2 e
CH2C|2;M€OH
2-34 SRA 34 CH,CI,.MeOH 12,0 46-49 SRA 49 82 12,9
(95:5, 9:1) '
CHQC'Q;MGOH
CH2C|2;MGOH
35-36 SRA 36 9:1 39,3 50-86 SRD 86 (8:2; 7:3; 1:1) 63,5
' e MeOH
CH,Cl,.MeOH CH,Cl,.MeOH
37-38 SRA 38 7,6 44-45 SRA 45 31,7
9:1 8:2
CH,Cl,:MeOH
39-43 SRA 43 91 27,1

4.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios biolégicos foram realizados pelo Dr. Marcos José Salvador, do
Instituto de Biologia da UNICAMP.

4.5.1. Avaliagao da atividade citotoxica

Para a realizagdo da atividade citotoxica foram utilizadas as linhagens de
células tumorais PC-3 (préstata humano metastatico andrégeno-independente),
SKMEL 103 (melanoma humano metastatico) e HeLa (carcinoma epiteldide do colo
do utero) e a linhagem controle, de célula ndo tumoral 3T3 (linhagem de
fibroblastos).

O ensaio foi realizado de acordo com o procedimento descrito em
MOSMANN, (1983) e PASCOAL et al., (2011). As linhagens de células tipo ATCC
(American Type Culture Collection) foram distribuidas em placas de 96 pogos (100
pL célula/pogo) e tratadas com quatro niveis diferentes de concentragcéo 0,25; 2,5;
25,0 e 250,0 pg mL" dos extratos. Foi adicionado o solvente dimetilsulféxido
(DMSO) (0,1%) a 37 °C, com 5% de CO, por 48 h. A concentraggo final de DMSO
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nao afeta a viabilidade da célula. Doxorrubicina (0,025, 0,25, 2,5 e 25 ug mL™) foi
usado como controle positivo e o DMSO como controle negativo. A proliferagdo das
células tumorais foi quantificada pela capacidade das células vivas de reduzir o
corante amarelo Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT) a um
produto azul de formazan. Apds incubagcao de 48 h o meio foi substituido por um
meio fresco contendo 0,5 ug mL”" de MTT. Apés trés h, o produto formazan foi
dissolvido em DMSO e a densidade optica foi medida por espectrofotometria a 570
nm (Synergy 2, Bio-Tek, Winooski, VT). Os experimentos foram feitos pelo menos
em triplicata e a concentragdo necessaria para atingir 50% da inibigdo da viabilidade
celular (ICsp) foi calculada em pmol L™ por regresséo nao-linear usando o programa
GRAPHPAD 5.0 (Intuitive Software for Science , San Diego, CA, 2007). Este ensaio
foi realizado com os extratos SRH, SRd, SRA e SRE e com as substancias SR1,
SR2, SR4 e SRS.

4.5.2. Avaliagao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos SRH, SRd, SRA e SRE foi investigada
frente ao método ORAC-FL (Capacidade de absorcao dos radicais oxigenados, com
fluoresceina como a sonda fluorescente), usando AAPH [dicloreto de 2,2'-azobis-(2-
amidinopropano)] como fonte de radicais livres (PRIOR et al., 2003). Os
experimentos foram realizados em placas de 96 pogos conforme descrito
anteriormente (SALVADOR et at., 2006). Foram preparadas solu¢des-estoque dos
extratos (50 mg mL'1) em tampao fosfato/DMSO (99:1). A partir da solugédo-estoque
varias diluicdes foram preparadas (5-500 ng mL™") em tampdo de fosfato. Trolox
(Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) foi usado como um padréo,
sendo analisado em concentragdes de 12,5, 25, 50, 100 e 200 umol L™. A leitura foi
realizada usando um filtro fluorescente (excitagdo A= 485 nm e emissédo A= 528 nm)
em um leitor de microplacas, monitorando a reac¢do a 37 °C a cada 2 min. por um
periodo de 70 min. Foram utilizados o acido cafeico, o acido clorogénico, quercetina
e isoquercetina como controles positivos e, como controle negativo foi utilizado o
solvente. Os resultados foram expressos em pmol de Trolox equivalente (TE) por

grama de extrato (umol TE/g). Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
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4.5.3. Avaliagao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos SRH, SRd, SRA e SRE foi avaliada
através da técnica de microdiluicdo, de acordo com a metodologia previamente
reportada (SALVADOR et al., 2002). Os microrganismos utilizados foram:
Staphylococcus aureus ATCC 14458, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida
albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida dubliniensis
ATCC 778157 e Candida glabrata ATCC 30070). Os extratos foram avaliados em
concentracdes variando entre 12,5 - 1000 pg mL™, e a concentragdo minima para
inibir o crescimento (concentragao inibitéria minima - CIM) foi determinada . Nestes
ensaios foram utilizados como controles positivos cloranfenicol para bactéricas e
cetoconazol para fungos, e como controle negativo utilizou-se DMSO/agua

esterilizada (5:95 v/v). Os bioensaios foram realizados pelo menos em duplicata.

4.6. DADOS FiSICOS, ESPECTROSCOPICOS E ESPECTROMETRICOS DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS.

SR1

8-Hidroxidunniona: Sdlido alaranjado; Massa obtida = 2,1 mg; Férmula molecular:
C15H1404, massa calculada 258,08615; [a]p?° -78 (c 0,25, CHCIs), calculado por
DFT -234. lit. 0 (racemato) (INOUE et al., 1983); UV-vis (MeOH) Anax(log €): 257
(3,76), 292 (3,32), 411 (3,09) nm (FIGURA 19, p. 65); IV (KBr) vmax: 3436, 2922,
2856, 1734, 1635, 1612, 1589, 1453,1156,1036 cm™ (FIGURA 20, p. 67); RMN de
'H, 3C, HSQC e HMBC: FIGURAS 21-24 (p. 67-69), TABELA 6 (p. 66).

SR2
5-Hidroxi-6,7-dimetoxi-a-dunniona: Sodlido alaranjado; Massa obtida = 2,0 mg;
EM-AR: m/z [M+H]" calculado para C4;H190¢: 319,11817, encontrado: 319,11705
(FIGURA 26, p. 72); [a]o®® -13 (c 0,03, MeOH), calculado por DFT -317; UV-vis
(MeOH) Amax(log €): 212 (3,67), 263 (3,29), 330 (2,80) nm (FIGURA 27, p. 71);
IV (KBr) vmax: 3436, 2922, 1734, 1630, 1135 cm™' (FIGURA 28, p. 73); RMN de 'H,
3C, HSQC e HMBC: FIGURAS 29-32, (p. 73-75), TABELA 7 (p. 71).
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SR3

7-Hidroxi-a-dunniona: Sélido amarelo; Massa obtida = 0,2 mg; Férmula molecular:
C15H1404, massa calculada 258,08615; [oc]D20 -232 (c 0,066, CHCIs;), calculado por
DFT -109, lit. -133 (CAI et al, 2005); RMN de 'H, HSQC e HMBC: FIGURAS 34-36
(p.77-78), TABELA 8 (p. 77).

SR4

6,7-Dimetoxidunniona: Sdélido roxo escuro; Massa obtida = 17,2 mg; EM-AR: m/z
[M+H]" calculado para Cq7H190s: 303,12349, encontrado: 303,12299 (FIGURA 38,
p. 81); [o]p® -228 (c 0,27, CHCIs), calculado por DFT -268; UV-Vis (MeOH)
Amax(log €): 214 (3,99), 280 (3,95); 332 (3,32) nm (FIGURA 39, p. 80); IV (KBr) vmax:
2922, 2840, 1640, 1600, 1560, 1520, 1270, 1161, 1022 cm™ (FIGURA 40, p. 82);
RMN de "H, **C, HSQC e HMBC: FIGURAS 41-44 (p. 82-84), TABELA 9 (p. 80).

SR5

5-Hidroxi-6,7-dimetoxidunniona: Sdlido roxo; Massa obtida = 11,8 mg; EM-AR: m/z
[M+H]" calculado para Cy7H19O0s: 319,11816, encontrado: 319,11847 (FIGURA 46,
p. 87); [alp®® -146 (c 0,21, CHCI3), calculado por DFT -440; UV-Vis (MeOH)
Amax(log €): 212 (4.30), 267 (4.03), 300 (3.91) (FIGURA 47, p. 87); IR (KBr) vmax:
3421, 2958, 2927, 2848, 1643, 1604, 1585, 1260 cm™ (FIGURA 48, p. 88); RMN de
'H,"C, HSQC e HMBC: FIGURAS 49-52 (p. 88-90), TABELA 10 (p. 86).

SR6

7-Hidroxi-6-metoxidunniona: Sodlido roxo; Massa obtida = 5,0 mg; EM-AR: m/z
[M+H]" calculado para Cq¢ H17Os: 289,10760, encontrado: 289,10808 (FIGURA 54,
p. 93); [a]p®® -79 (c 1,0, CHCIs), calculado por DFT -224; UV-Vis (MeOH) Amax(log ¢):
211 (4,07), 277 (4.01), 283 (4.02), 316 (3.62) nm (FIGURA 55, p. 92); IV (KBr) Viax:
3539, 3431, 2916, 2848, 1629, 1607, 1576, 1529, 1274 cm™ (FIGURA 56, p. 94);
RMN de "H, "*C, HSQC e HMBC: FIGURAS 57-60 (p. 94-96), TABELA 11 (p. 92).

SR7
7-Hidroxidunniona: Sodlido roxo; Massa obtida = 3,7 mg; Férmula molecular:
C1sH1404, massa calculada 258,08615; [a]p> -23 (c 0,75, CHCI3), calculado por



61

DFT -260, lit. -350 (INOUE et al., 1983); UV-Vis (MeOH) Amax(log €): 276 (3,82), 297
(3,51) nm (FIGURA 62, p. 99); RMN de 'H, *C, HSQC e HMBC: FIGURAS 63-66
(p. 99-101), TABELA 12 (p. 98).

SR8

8-Hidroxideiidrodunniona: Sdlido alaranjado; Massa obtida = 9,0 mg; EM-AR: m/z
[M+H]" calculado para CisH1304: 257,08139, encontrado: 257,08077 (FIGURA 73,
p.111); UV-vis (MeOH) Amax(log €): 213 (4,51); 257 (4,19); 416 (3,64) nm (FIGURA
74, p. 112); IV (KBr) vmax: 3426, 3074, 2925, 1734, 1617, 1122, 891 cm™' (FIGURA
75, p. 112); RMN de 'H, "C, HSQC E HMBC: FIGURAS 76-82 (p. 113-116),
TABELA 14 (p. 110).

SR9

7-Hidroxideiidrodunniona: Sdlido roxo; Massa obtida = 1,9 mg; EM-AR: m/z [M+H]"
calculado para C45H1304: 257,08139, encontrado: 257,08023 (FIGURA 84, p. 119);
UV-vis (MeOH) Amax(log €): 218 (3,66); 277 (3,58), 499 (2,44) nm (FIGURA 85,
p. 119): IV (KBr) vmac 3131, 2922, 1734, 1639, 1175, 900, 833 cm™' (FIGURA 86,
p. 120); RMN de 'H, *C, HSQC e HMBC: FIGURAS 87-93 (p. 120-123); TABELA 15
(p. 118).

SR10

6,8-Diidroxi-7-metoxi-2-O-metildunniol: Sélido amarelo; Massa obtida = 9,2 mg;
Férmula molecular: C47H1g0s, massa calculada 318,11034; UV-vis (MeOH)
Amax(log €): 214 (4,29); 269 (4,00), 295 (3,83), 417 (3,25) nm (FIGURA 96, p. 127);
IV (KBr) vmax: 3461, 2931, 2850, 1732,1624,1567, 1453, 1373, 1270, 1207,
1122 cm™" (FIGURA 97, p. 127); RMN de 'H, *C, HSQC e HMBC: FIGURAS 98-101
(p. 128-129), TABELA 16 (p. 126).

SR11

5-Hidroxi-6,7-dimetoxidunniol: Sélido amarelo; Massa obtida = 2,3 mg; EM-AR:
m/z [M+H]" calculado para Cq7H190s: 319,11817, encontrado: 319,11705 (FIGURA
103, p. 132); UV-vis (MeOH) Amax(log €): 219 (3,71); 263 (3,54) nm (FIGURA 104,
p. 132); IV (KBr) vmax: 3414, 2918, 1734, 1630, 1122 cm™" (FIGURA 105, p. 133);
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RMN de 'H, "C, HSQC e HMBC: FIGURAS 106-112 (p. 133-136), TABELA 17
(p. 131).

SR12

6-Hidroxi-7,8-dimetoxi-2-O-metildunniol: Solido amarelo; Massa obtida = 1,2 mg;
Férmula molecular: CygH200s, massa calculada 332,12599; UV-vis (MeOH)
Amax(log €): 214 (3,82), 274 (3,52), 298 (3,28) nm (FIGURA 114, p. 139); IV (KBr)
Vmax: 3415, 2925, 2862, 1738, 1641, 1572, 1459, 1390 cm™' (FIGURA 115, p. 140);
RMN de "H, HSQC e HMBC: FIGURAS 116-118 (p.140-141), TABELA 18 (p. 138).

SR13

8-Hidroxi-7-metoxi-2-O-metilstreptocarpona: Sélido alaranjado; Massa
obtida = 9,5 mg; EM-AR: m/z [M+H]" calculado para Ci7H:90s 319,11817,
encontrado: 319.11704 (FIGURA 122, p. 145); UV-vis (MeOH) Ama(log €): 217
(3,70); 268 (3,36) nm (FIGURA 123, p. 145; IV (KBr) vmax: 3423, 3138, 2918, 1725,
1630, 1265 cm™' (FIGURA 124, p. 146); RMN de 'H, "*C, HSQC e HMBC: FIGURAS
125-128 (p. 146-148), TABELA 19 (p. 144).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatografico da reunido dos extratos em hexano e
diclorometano dos tubérculos de S. reitzii resultou no isolamento e identificagao de
13 naftoquinonas, denominadas SR1, SR2, SR3, SR4, SR5, SR6, SR7, SR8, SR9,
SR10, SR11, SR12, e SR13. A identificacdo foi realizada utilizando técnicas
espectrométricas, incluindo espectrometria de massas e ressonancia magnética
nuclear (RMN) 1D e 2D, além de comparagdo com dados da literatura.

Todas as naftoquinonas isoladas eram preniladas, ou seja, continham um
substituinte alifatico com cinco carbonos, derivado do grupo prenila. Estes
substituintes eram de quatro tipos: 2,3,3-trimetil-2,3-diidrofurano, 3,3-dimetil-2-
metileno-2,3-diidrofurano, 3,3-dimetilalila, e 1,1-dimetil-2-oxopropila. As substancias

de cada tipo serdo apresentadas a seguir.
5.1. NAFTOQUINONAS COM O GRUPO 2,3,3-TRIMETIL-2,3-DIIDROFURANO

O grupo 2,3,3-trimetil-2,3-diidrofurano pode ser caracterizado através do
espectro de RMN de H pelos sinais dos grupos metila, sendo dois simpletos em
torno de 64 1,5 e 1,3, e um dupleto em dy 1,4, juntamente com o sinal do hidrogénio
oximetinico ao redor de &y 4,5 como um quarteto. Os grupos metila que estdo do

mesmo lado sdo observados em oy 1,3 e 1,4 (Figura 16).

FIGURA 16- ESTRUTURA DO GRUPO 2,33-TRIMETIL-2,3-DIIDROFURANO, COM OS
DESLOCAMENTOS CARACTERISTICOS NO ESPECTRO DE RMN DE 'H (INOUE et al., 1982).

H 4,5, q (6,6)
1,4, d (6,6)

1,5\, s 1,3, s

Sao conhecidas varias naftoquinonas com o grupo 2,3,3-trimetil-2,3-
diidrofurano. As mais simples sdo a dunniona (3) e a a-dunniona (6). A diferenca
entre elas esta na posicdo dos grupos carbonila, e do grupo alifatico. Esses dois

tipos apresentam dados de RMN de 'H muito semelhantes entre si, mas podem ser
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distinguidos pelos deslocamentos quimicos dos carbonos C-1, C-2, C-3 e C-4 no
espectro de RMN de "*C. Na dunniona o grupo carbonila em C-1 é observado em
torno de &¢ 181, enquanto o grupo carbonila em C-2 esta mais protegido de cerca de
6 ppm. Os carbonos C-3 e C-4 sdo observados em torno de &¢c 123 e 168,
respectivamente. Por outro lado, na a-dunniona os grupos carbonila sdo observados
ao redor de &¢ 178 (C-1) e 182 (C-4), enquanto que C-2 e C-3 estdo em torno de
Oc 158 e 131, respectivamente (INOUE et al., 1982) (Figura 17).

FIGURA 17- ESTRUTURA DA DUNNIONA E DA o-DUNNIONA, COM OS DESLOCAMENTOS
QUIMICOS TIPICOS DOS CARBONOS C1-C4 (INOUE et al., 1982).

dunniona (3) o-dunniona (6)

Neste trabalho foram isoladas sete naftoquinonas com o grupo 2,3,3-trimetil-
2,3-diidrofurano: SR1-SR7, sendo cinco derivadas da dunniona (SR1, SR4-SR7) e
duas derivadas da a-dunniona (SR2 e SR3). As substancias SR2, SR4, SR5, e SR6

eram inéditas na literatura.
5.1.1- Determinacéao estrutural de SR1

A substadncia SR1 foi isolada como um solido alaranjado. O espectro de
absor¢ao na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em
257 nm, caracteristica de cromoforos insaturados ou aromaticos (Figura 19; p. 66).
O espectro de absor¢do na regiao do infravermelho (IV) mostrou duas bandas de
absorcdo em 1621 e 1641 cm™, que podem corresponder a grupos carbonilas
a,B-insaturados, além de uma banda larga em 3436 cm™, tipica de hidroxila em
ligagao intramolecular de hidrogénio, (Figura 20; p. 67).

No espectro de RMN 'H de SR1 (TABELA 6; p. 66; FIGURA 21; p. 67) foram
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observados trés sinais de hidrogénios aromaticos, com multiplicidades e constantes
de acoplamento caracteristicas de um anel aromatico, 1,2,3 trissubstituido (64 7,10,
7,19 e 7,53), e um simpleto em &y 11,92, indicando a existéncia de uma hidroxila
em ligacdo de hidrogénio intramolecular. O seu espectro de RMN de *C mostrou 15
atomos de carbono, entre os quais estavam dois grupos carbonila (d¢c 174,9 e
185,5), e um carbono quaternario em &¢ 167,7, indicando uma 1,2-naftoquinona do
tipo dunniona (Figura 22; p. 68). Nos mapas de correlagdo a uma ligacdo (HSQC,
Figura 23; p. 69) e a longa distancia (HMBC, Figura 24; p. 69), foi possivel verificar
as principais correlagcdes. No HMBC foram observadas correlagbes entre o H-5
(61 7,19) e C-4 (8¢ 167,7), C-7 (6¢c 122,9) e C-9 (6¢ 113,5); entre H-6 (64 7,53) e C-8
(6c 164,3) e C-10 (6¢c 127,7); entre o grupo hidroxila (64 11,92) e C-7, C-8 e C-9.
O grupo 2,3,3-dimetil-2,3-diidrofurano foi confirmado pelas correlagbes entre H-14 e
H-15 (64 1,26 e 1,44) e C-3 (¢ 123,3) e C-12 (3¢ 92,8). Como no esqueleto da
dunniona a hidroxila em ligagdo de hidrogénio intramolecular s6 pode estar na
posicdo 8, essa substancia foi identificada como 8-hidroxidunniona, uma
naftoquinona conhecida, previamente isolada Streptocarpus dunnii (INOUE et al.,
1982) e, de Sinningia allagophylla (SCHARF et al., 2016).

FIGURA 18- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR1.
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TABELA 6 — DADOS DE RMN DE SR1 (CDCl;, 400 MHZ) EM COMPARACAO COM OS DADOS DA
LITERATURA PARA 8-HIDROXIDUNNIONA (CDCl;, 500 MHZ, DUCHOWICZ et al., 2014).

SR1 8-hidroxidunniona
Posicao -
Oy (mult., J em Hz) Oc Jhc O (mult., J em Hz) Oc
1 185,5 185,5
2 174,9 1749
3 123,3 123,3
4 167,7 167,7
5 7,19 (dd, 7,3; 0,5) 117,4 4,7,9 7,19 (dd, 7,3; 1,0) 117,4
6 7,53 (dd, 8,6; 7,3) 137,5 8,10 7,53 (dd, 8,6; 7,3) 137,5
7 7,10 (dd, 8,6; 0,5) 122,9 5,9 7,10 (dd, 8,6; 1,0) 122,9
8 164,3 164,3
9 113,5 113,5
10 127,7 127,7
11 44,1 44,1
12 4,64 (q, 6,6) 92,8 14,15 4,65 (q, 6,7) 92,8
13 1,46 (d, 6,6) 14,5 11,12 1,46 (d, 6,7) 14,5
14 1,26 (s) 20,3 3,12, 15 1,26 (s) 20,3
15 1,44 (s) 25,7 3,12, 14 1,44 (s) 25,7
OH 11,92 (s) 7,8,9 11,93

FIGURA 19- ESPECTRO NO UV-VIS DE SR1.
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FIGURA 20- ESPECTRO NO |V DE SR1.
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FIGURA 21 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SR1 (CDCl3,400 MHz).
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE RMN DE "*C DE SR1 (CDCl;, 50 MHz).
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FIGURA 23 — MAPA DE CORRELACAO "H-"°C A UMA LIGACAO DE SR1 (CDCls, 400 MHz).

‘ Ll | AJLL ‘ ppm

) ,
(1 -

— 60

— 100
— 120
— 140

— 160

L ’W 1 M

— 180

—200

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 [0} ppm



FIGURA 24 — MAPA DE CORRELACAO 'H-"°C A LONGA DISTANCIA DE SR1 (CDCl;, 400 MHz).
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5.1.2- Determinacao estrutural de SR2

A substancia SR2 foi isolada como um sélido alaranjado. O seu espectro de
massas de alta resolucdo mostrou o pico em 319,11714 [M + H]", indicando que a
sua formula molecular era C47H4g0s (Figura 26; p. 72). O espectro de absor¢ao na
regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em 263 nm,
caracteristica de cromdforos insaturados ou aromaticos (Figura 27; p. 72).
O espectro de absorgao na regiao do infravermelho (IV) mostrou uma banda de
absorcdo em 1628 cm™ caracteristica dos grupos carbonila da quinona, e uma
banda larga em 3416 cm™ tipica de hidroxila em ligacéo intramolecular de hidrogénio
(Figura 28; p. 73).

No espectro de RMN 'H de SR2 (Tabela 7; p. 71, Figura 29; p. 73) foi
observado apenas um sinal de hidrogénio em &y 7,26, indicando um anel aromatico
pentassubstituido. Também foram observados trés simpletos em oy 12,57, 3,99 e
3,98, sendo o primeiro, tipico de uma hidroxila em ligagcéo de hidrogénio e os outros
dois de metoxilas. Os sinais de um grupo 2,3,3-trimetil-2,3-diidrofurano (dois
simpletos em &y 1,48 e 1,29; um dupleto em &y 1,44; um quarteto em &y 4,59)
também estavam presentes. No espectro de RMN de *C (Figura 30; p. 74) foi
possivel observar dois sinais mais intensos em 8¢ 177,4 e 188,3. O primeiro valor é
tipico de C-1 em 1,4-naftoquinonas, portanto a hidroxila deve estar em C-5. Essa
substituigdo € coerente com o valor observado para o outro grupo carbonila
(6¢c 188,3), pois quando ha interacdo por ligagdo de hidrogénio com um grupo
hidroxila, o deslocamento quimico do grupo carbonila € aumentado em cerca de
5ppm (INOUE et al., 1982). Em consequéncia, os dois grupos metoxila devem estar
em C-6 e C-7. A analise dos mapas de correlacédo a uma ligacédo (HSQC, Figura 31;
p. 71) e a longa distancia (HMBC, Figura 32; p. 72) confirmou a estrutura de SR2
como 5-hidroxi-6,7-dimetoxi-a-dunniona, uma naftoquinona que era inédita na
literatura. As correlagdes mais importantes foram observadas no HMBC entre H-8
(On 7,26) e C-1 (Oc 177,4), C-6 (Oc 142,7) e C-10 (d¢c 111,2); entre o grupo hidroxila
6y 12,57) e C-5 (6¢c 155,7), C-6 (6¢c 142,7) e C-10; e entre H-14 e H-15 (64 1,29 e
1,48) com C-3 (6¢ 130,3).



FIGURA 25- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR2.

TABELA 7- DADOS DE RMN (CDCl;, 400 MHz) DE SR2.

Posicao SR2
Oy (mult., J em Hz) dc “dhe
1 - 177,4
2 - 159,1
3 - 130,3
4 - 188,3
5 - 155,7
6 - 142,7
7 - 156,5
8 7,26 (s) 104,3 1,6, 10
9 - 127,0
10 - 111,2
11 - 45,1
12 4,59 (q, 6,6) 92,1 15
13 1,44 (d, 6,6) 14,2 11,12
14 1,29 (s) 20,7 3,11,12,15
15 1,48 (s) 259  3,11,12,14
OH 12,57 (s) - 5,6, 10
6-OCH, 3,99 (s) 61,1 6
7-OCH; 3,98 (s) 56,5 7
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FIGURA 26- ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO DE SR2.
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FIGURA 28- ESPECTRO NO |V DE SR2.
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FIGURA 29- ESPECTRO DE RMN DE'H DE SR2 (CDCl3,400 MHz).
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FIGURA 30- ESPECTRO DE RMN DE ">C DE SR2 (CDCl;,100 MHz).
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FIGURA 31- MAPA DE CORRELACAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR2 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 32- MAPA DE CORRELACAO "H-"°C A LONGA DISTANCIA DE SR2 (CDCl;,400 MHz).
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5.1.3- Determinacao estrutural de SR3

A substancia SR3 foi isolada como um sélido amarelo. O seu espectro de
RMN "H (Tabela 8; p. 77; Figura 34; p. 77) indicou uma naftoquinna do tipo dunniona
ou o-dunniona. Além dos sinais do grupo 2,3,3-trimetil-2,3-diidrofurano, foram
observados a presencga de trés hidrogénios, formando um sistema de spin tipico de
um anel aromatico 1,2,4-trissubstituido, e auséncia de sinais de grupos metoxila ou
de hidroxila em ligacao de ligagao intramolecular. O esqueleto de uma a-dunniona
foi definido pelas correlagcbes no HMBC entre os grupos metila em 6y 1,28 (H-14) e
1,43 (H-15) com um carbono em 6¢ 131,0 (C-3). A posicéo da hidroxila foi deduzida
das correlagdes no HMBC entre o sinal em oy 7,96 (d, J = 8,0; H-5) e os carbonos
em oc 181,5 (tipico de C-4 nas a-dunnionas), 159,1 (C-7) e 133,3 (C-9). As demais
correlagdes nos mapas de contorno a uma ligagdo (Figura 35; p. 78) e a longa
distdancia (Figura 36; p. 78) confirmaram a estrutura de SR3 como
7-hidroxi-a-dunniona. Esta substancia é conhecida, tendo sido previamente isolada
de Chirita eburnea (CAl et al., 2005), Sinningia canescens (VERDAN et al., 2014) e
Sinningia leucotricha (VERDAN et al., 2015b).

FIGURA 33- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR3.




TABELA 8- DADOS DE RMN DE SR3 (CDCl;, 400 MHz) EM COMPARAGAO COM OS DA

LITERATURA PARA 7-HIDROXI-a-DUNNIONA (acetona-ds 500 MHz, CAl et al., 2005).

SR3 7-hidroxi-a-dunniona
Posicao
Oy (mult., J em Hz) dc AT &y (mult., J em Hz) dc
1 - N.O. - 178,9
2 - N.O. - 159,1
3 - 131,0 - 130,3
4 - 181,5 - 182,2
5 7,96 (d, 8,4) 128,8 4,7,9 7,86 (dd, 8,2; 0,25) 128,9
6 7,11 (dd, 8,4; 2,6) 120,4 10 7,17 (dd, 8,2; 2,5) 121,0
7 - 159,1 - 162,6
8 7,45 (d, 2,6) 112,5 10 7,37 (dd, 2,5; 0,25) 112,7
9 - 133,3 - 134,6
10 - 126,8 - 126,7
11 - 45,3 - 45,8
12 4,56 (q, 6,6) 91,7 15 4,57 (q; 6,4) 91,6
13 1,44 (d, 6,6) 14,2 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) 25,8 3,11,12,14 1,44 (s) 26,1

N.O. (Nao Observado)

FIGURA 34- ESPECTRO DE RMN DE "H DE SR3 (CDCl;,400 MHz).
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FIGURA 35- MAPA DE CORRELACAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR3 (CDCl;, 400 Hz).
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5.1.4- Determinacao estrutural de SR4

A substancia SR4 foi isolada como um sdlido roxo. O seu espectro de massas
de alta resolugdo mostrou o pico em 303,12299 [M + H]*, indicando a férmula
molecular C17H1305 para esta substancia (Figura 38; p. 81). O espectro de absorgao
na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em 280 nm,
caracteristica de cromdforos insaturados ou aromaticos (Figura 39; p. 81).
O espectro de absor¢cado na regiao do infravermelho (IV) mostrou uma banda de
absorgcdo em 1641 cm™, caracteristica do grupo carbonila de uma a-dicetona
insaturada (Figura 40; p. 82).

No seu espectro de RMN 'H (Tabela 9, p. 80; Figura 41, p. 82) foram
observados dois sinais de hidrogénios em 6y 7,07 (s) e 7,55 (s), caracteristicos de
um anel aromatico 1,2,4,5-tetrassubstituido; dois simpletos em &4 4,01 e 3,97, que
podem ser atribuidos a dois grupos metoxila, e os sinais caracteristicos de um grupo
2,3,3-trimetil-2,3-diidrofurano. No espectro de RMN de C (Figura 42; p. 83) foram
observados 17 sinais, incluindo dois que podem ser atribuidos a grupos carbonilas
em Oc 175,8 e 180,5, e um pico em &¢ 168,2, caracteristico de C-4 no esqueleto
carbbnico da dunniona. Os mapas de correlagdo a uma ligacdo (HSQC, Figura 43;
p. 83) e a longa distancia (HMBC, Figura 44; p. 84) confirmaram SR4 como
6,7-dimetoxidunniona uma substancia inédita na literatura. As correlagbes mais
importantes foram observadas no HMBC entre H-5 (84 7,07) e C-4 (¢ 168,2), C-7
(6¢ 151,5) e C-9 (6¢ 125,0); entre H-8 (6 7,55) e C-1 (6¢ 180,5), C-6 (¢ 153,9) e C-7
(6¢c 151,5); e entre H-14 e H-15 (84 1,25 e 1,44) com C-3(6¢ 121,4) e C-12 (8¢ 92,9).



FIGURA 37- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR4.

TABELA 9- DADOS DE RMN (CDCl;, 600 MHz) DE SR4.

Posicao SR4 -
Oy (mult., J em Hz) Oc Juc

1 - 180,5

2 - 175,8

3 - 121,4

4 - 168,2

5 7,07 (s) 106,7 4,7,9

6 - 153,9

7 - 151,5

8 7,55 (s) 111,9 1,6, 10

9 - 125,0

10 - 122,5

11 - 441

12 4,63 (q, 6,6) 92,9 14,15

13 1,47 (d, 6,6) 14,6 11,12

14 1,25 (S) 20,4 3,11,12,15

15 1,44 (s) 25,8 3,11,12, 14
6-OCHj,3 4,01 (s) 56,5 6
7-OCHj; 3,97 (s) 56,4 7
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FIGURA 38- ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO DE SR4.
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FIGURA 40- ESPECTRO NO IV DE SR4.
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FIGURA 41- ESPECTRO DE RMN DE "H DE SR4 (CDCl;, 600 MHz).
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FIGURA 42- ESPECTRO DE RMN DE "°C DE SR4 (CDCl;, 150 MHz).

&3

IR \VoTd Voo T
O
HaCO | . O
H,CO~ "?
o -
|elsosmod ool - J . .
15;0 1é0 1;0 1(‘50 1;30 1“10 11‘30 1&0 1 “IO 160 9‘0 8‘0 7b 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 ;‘)pm
FIGURA 43- MAPA DE CORRELACAO "H-"°C A UMA LIGACAO DE SR4 (CDCls, 600 MHz).
} J l A J‘ J_J J ppm
~ O
o)
HaCO = Ne! - - 20
HqCO”Lﬁ/ //‘9 - 40
© L - - 60
— 80
—100
—120
140
—160
—180
—200

0 ppm



FIGURA 44- MAPA DE CORRELAGCAO 'H-">C A LONGA DISTANCIA DE SR4 (CDCl;, 600 MHz).
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5.1.5- Determinacao estrutural de SR5

A substancia SR5 foi isolada como um solido roxo. O seu espectro de massas
de alta resolugdo mostrou o pico em 319,11847 [M + H]*, indicando a férmula
molecular C17H130¢ para esta substancia (Figura 46; p. 87). O espectro de absorgao
na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em 267 nm,
caracteristica de cromdforos insaturados ou aromaticos (Figura 47; p. 87).
O espectro de absor¢cado na regiao do infravermelho (IV) mostrou uma banda de
absorgdo em 1642 cm™ caracteristica dos grupos carbonila da unidade quinona, e
também uma banda fina em 3421 cm™, tipica de hidroxila livre (Figura 48; p. 88).

No espectro de RMN 'H da substancia SR5 (Tabela 10; p. 86, Figura 49; p.
88) observou-se um sinal de hidrogénio aromatico em &y 7,36 (S), caracteristico de
um anel benzénico pentassubstituido; dois simpletos em &y 3,97 e 3,96, que podem
ser atribuidos a dois grupos metoxilas, um simpleto de um grupo hidroxila em
Oy 7,69, e os sinais caracteristicos de um grupo 2,3,3-trimetil-2,3-diidrofurano (dois
simpletos em &y 1,44 e 1,27; um dupleto em &4 1,51; um quarteto em &y 4,74). No
espectro de RMN de "*C (Figura 50; p. 89) foram observados 17 sinais, incluindo
dois que podem ser atribuidos a grupos carbonilas (6¢c 175,3 e 180,5). Esses dados
apontaram para uma 1,2 naftoquinona.

Os mapas de correlagdo a uma ligacédo (HSQC, Figura 51; p. 89) e a longa
distancia  (HMBC, Figura 52; p. 90) confirmaram SR5 como
5-hidroxi-6,7-dimetoxi-dunniona, uma substancia inédita na literatura. As principais
correlagdes foram observadas no HMBC entre H-8 (64 7,36) e C-1 (8¢ 180,5) e C-6
(6c 142,3); entre a hidroxila (64 7,69) e C-6 e C-10 (8¢ 106,9); e entre H-14 e H-15
(64 1,27 e 1,44) com C-3 (6¢ 121,2) e C-12 (6c 94,4).



FIGURA 45- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR5.

TABELA 10- DADOS DE RMIN (CDCl3, 400 MHz) DE SR5

Posicao

© 0 N O g b~ W DN -

I G G
a b~ WO N =~ O

6-OCHjs
7-OCHj3
OH

SR5

Oy (mult., J em Hz)

4,75 (q, 6,6)
1,51 (d, 6,6)

¢
180,5
175,3
121,2
168, 1
148,9
142,3
155,7
108,5
126,5
106,9
43,0
94,4
14,7
20,3
25,6
61,1
56,6

LD
JH,C

1,6,10

14,15
11,12
3,11,12, 15
3,11,12, 14
6
7
5,6, 10
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FIGURA 46- ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAOQ DE SR5.
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FIGURA 48- ESPECTRO NO |V DE SRS.
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FIGURA 49- ESPECTRO DE RMN DE'H DE SR5 (CDCl3,400 MHz).
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FIGURA 50- ESPECTRO DE RMN DE'®C DE SR5 (CDCls, 100 MHz).
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FIGURA 51- MAPA DE CORRELACAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR5 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 52- MAPA DE CORRELAGAO 'H-"°C A LONGA DISTANCIA DE SR5 (CDCl;, 400 MHz).
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5.1.6- Determinacao estrutural de SR6

A substancia SR6 foi isolada como um sdlido roxo. O seu espectro de massas
de alta resolugdo mostrou o pico em 289,10808 [M + H]*, indicando a férmula
molecular C1H1605 para esta substancia (Figura 54; p. 93).0 espectro de absorgao
na regidao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou duas bandas intensas em 277 e
283 nm, caracteristicas de grupos cromaoforos insaturados ou aromaticos (Figura 55;
p. 93). O espectro de absorg¢ao na regiao do infravermelho (IV) mostrou uma banda
de absorgdo em 1629 cm™ caracteristica dos grupos carbonila de uma quinona
o,pB-insaturada, e uma banda fina e intensa em 3539 cm™ tipica de hidroxila livre,
além de uma banda mais larga em 3425 cm™, de hidroxila associada em ligacao de
hidrogénio intermolecular (Figura 56; p. 94).

O espectro de RMN de 'H dessa substancia (Tabela 11; p. 93, Figura 57; p.
94), mostrou sinais de dois hidrogénios aromaticos, como simpletos, indicando uma
relacao para entre eles (04 7,07 e 7,59), um simpleto em &y 4,03 que foi atribuido a
um grupo metoxila, e também sinais caracteristicos de um grupo
2,3,3-trimetil-2,3-diidrofurano (dois simpletos em &y 1,43 e 1,25; um dupleto em &y
1,46; um quarteto em 8y 4,62). O seu espectro de RMN de "*C (Figura 58; p. 95)
apresentou sinais de 16 carbonos, incluindo dois que podem ser atribuidos a
carbonilas (6¢c 175,8 e 180,5) de uma 1,2 naftoquinona (INOUE et al., 1982). A
analise dos mapas de correlaggo HSQC e HMBC (Figuras 59 e 60; p. 95-96)
confirmaram SR6 como 7-hidroxi-6-metoxi-dunniona, uma substancia inédita na
literatura. As correlagdes mais importantes foram observadas no HMBC entre H-5
(6x 7,07) e C-4 (O¢ 168,3), C-7 (Oc 148,5) e C-9 (d¢ 125,8); entre H-8 (5 7,59) e C-1
(6¢c 180,5), C-6 (6¢c 151,1) e C-10 (6¢c 121,8); e entre H-14 e H-15 (64 1,25 e 1,43)
com C-3 (8¢ 121,4) e C-12 (8¢ 92,8).



FIGURA 53- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR6.

TABELA 11- DADOS DE RMN (CDCl;, 400 MHz) DE SR6.

Posicao SR6 -
Oy (mult., J em Hz) Oc Juc

1 - 180,5

2 - 175,8

3 - 121,4

4 - 168,3

5 7,07 (s) 106,5 4,7,9

6 - 151,1

7 - 148,5

8 7,59 (s) 116,2 1,6, 10

9 - 125,8

10 - 121,8

11 - 43,1

12 4,62 (q, 6,6) 92,8 14,15

13 1,46 (d, 6,6) 14,6 11,12

14 1,25 (s) 20,4 3,11,12, 15

15 1,43 (s) 25,8 3,11,12, 14
6-OCHj 4,03 (s) 56,6 6
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FIGURA 54- ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAOQ DE SR6.
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FIGURA 56- ESPECTRO NO IV DE SRé6.
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FIGURA 58- ESPECTRO DE RMN DE "°C DE SR6 (CDCl;, 100 MHz).
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FIGURA 59- MAPA DE CORRELACAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR6 (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 60- MAPA DE CORRELACAO 'H-">C A LONGA DISTANCIA DE SR6 (CDCl;, 400 MHz).
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5.1.7- Determinacao estrutural de SR7

A substancia SR7 foi isolada como um solido roxo. O espectro de absorgao na
regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou duas bandas intensas em 267 e 278
nm, caracteristicas de grupos cromoforos insaturados ou aromaticos (Figura 62;
p. 99).

O espectro de RMN de 'H da substancia SR7 (Tabela 12; p. 98, Figura 63;
p. 99), mostrou sinais de trés hidrogénios aromaticos, com multiplicidade e
constantes de acoplamento caracteristicos de um anel benzénico
1,2,4-trissubstituido (dy 7,08, 7,52 e 7,54), além de sinais caracteristicos de um
grupo 2,3,3-trimetil-2,3-diidrofurano (dois simpletos em &y 1,44 e 1,26; um dupleto
em 8y 1,46; um quarteto em dy 4,64). O seu espectro de RMN de "*C (Figura 64;
p. 100) apresentou sinais de 15 carbonos, incluindo dois em &¢ 175,5 e 181,9 que
podem ser atribuidos a carbonilas de uma 1,2 naftoquinona do tipo dunniona
(INOUE et al., 1983). A analise dos mapas de correlagdo HSQC e HMBC (Figuras 65
e 66; p. 100-101) mostrou correlagdes entre H-5 (dy 7,52) e C-4 (&¢c 169,7), C-7
(8¢ 159,8), e C-9 (8¢ 132,8); entre H-6 (dn 7,08) e C-8 (8¢ 116,9) e C-10 (6¢ 120,3);
entre H-8 (6 7,54) e C-1 (8¢ 191,9), C-6 (6¢ 120,9) e C-10 (8¢ 120,3); e entre H-14 e
H-15 (&4 1,25 e 1,44) e C-3 (6¢c 121,2) e C-12 (6¢c 93,1). Estas e as demais
correlagbes observadas confirmaram SR7 como 7-hidroxidunniona (INOUE et al.,
1982).



FIGURA 61- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR7
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TABELA 12- DADOS DE RMN (CDCl3, 400 MHZ) DE SR7 EM COMPARACAO COM OS DADOS DA
LITERATURA PARA A 7-HIDROXIDUNNIONA (CDCl3, 200 MHz, INOUE et al., 1983).

SR7 7-hidroxidunniona
Posicao -

Oy (mult., J em Hz) Oc Jhe Oy (mult., J em Hz) Oc
1 - 181,9 - 181,8
2 - 175,5 - 175,5
3 - 121,2 - 120,3
4 - 169,7 - 164,5
5 7,52 (d, 8,0) 126,8 4,79 7,51 (d, 8,0) 126,8
6 7,08 (dd, 8,0; 1,4) 120,9 8,10 7,12 (dl, 8,0) 120,9
7 - 159,8 - 159,5
8 7,54 (d, 1,4) 116,9 1,6,10 7,61 (s) 117,0
9 - 132,8 - 132,8
10 - 120,3 - 121,3
11 - 44,2 - 43,9
12 4,64 (g, 6,6) 93,1 14,15 4,64 (q, 7,0) 93,1
13 1,46 (d, 6,6) 14,6 11,12 1,46 (d, 7,0) 14,6
14 1,25 (s) 20,4 3,11,12,15 1,25 (s) 20,4
15 1,44 (s) 25,8 3,11,12,14 1,44 (s) 25,9
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FIGURA 62- ESPECTRO NO UV-VIS DE SR7.
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FIGURA 63- ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SR7 (CDCls, 400 MHz).

755
754
752
7.09
7.07
-0.00

|

YA

<
~X
L4
T
A
AN
N\

T T T T T T T | | ' | ' | '
7.55 ppm 7.10 7.08 ppm 4.65 4.60 ppm 1.46 1.44 ppm
O
O
| ‘ﬁN”/&ﬂ |

4 3 2 1 o ppm

T T
8 7 6 5
gBE & 5215
~ i<l o ~ o loiles



100

FIGURA 64- ESPECTRO DE RMN DE "°C DE SR7 (CDCl;, 100 MHz).
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FIGURA 65- MAPA DE CORRELACAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR7 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 66- MAPA DE CORRELACAO 'H-"C A LONGA DISTANCIA DE SR7 (CDCls, 400 MHz).
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5.1.8 - Configuragao absoluta e pureza ética das naftoquinonas SR1-SR7

As naftoquinonas SR1-SR7 sao quirais, pois possuem um estereocentro
(C-12), podendo ter um par de enantibmeros. Substancias com esse esqueleto
basico foram primeiramente isoladas de Streptocarpus dunnii, uma gesneriacea
nativa da Africa do Sul, derivando da espécie da planta a palavra “dunniona”, usada
na sua nomenclatura comum.

Dunniona (3), o pigmento alaranjado das folhas de S. dunnii, foi obtido
inicialmente ainda em 1938 e, na década seguinte, varios derivados foram
preparados, incluindo a-dunniona (COOKE; SOMMERS, 1950). Em 1982, Inoue e
colaboradores isolaram pela primeira vez varios derivados da dunniona e publicaram
os seus dados de RMN (INOUE et al., 1982; 1983). No entanto, esses trabalhos
pioneiros, € mesmo alguns posteriores (INOUE et al., 1984; GUAY e BRASSARD,
1986; PEREZ; LAMOUREUX e SANCHEZ-KOPPER, 2007) n&do abordaram a
questao da configuracao absoluta.

Em 2005, Cai e colaboradores trabalharam com Chirita eburnea, uma
gesneriacea nativa da China, e descreveram o isolamento de a-dunniona (6, p. 31)
e, de quatro novos derivados da a-dunniona: 7-hidroxi-a-dunniona (também isolada
no presente trabalho como SR3), 8-hidroxi-a-dunniona, 7,8-diidroxi-a-dunniona, e
6,8-diidroxi-7-metoxi-a-dunniona. O espectro de dicroismo circular desta ultima
substancia foi obtido, mostrando um efeito Cotton negativo em 302 nm, atribuido a
carbonila em C-4, e outro positivo em 380 nm, atribuido a carbonila em C-1. O efeito
Cotton no espectro de dicroismo circular esta relacionado com a estrutura molecular.
A partir da aplicagdo das regras do octante para cetonas, a configuracdo absoluta
dessa substancia foi determinada como R. Como essa substancia era levogira
([a]p -120), foi deduzido que a a-dunniona e os demais derivados, que também eram
levégiros, teriam a configuragdo absoluta R (CAl et al., 2005).

Ha dois erros nesse artigo. O primeiro € considerar que as cinco substancias
citadas acima, que possuem o mesmo sinal de rotacdo especifica, também tém a
mesma configuracdo absoluta, embora apenas um deles tenha sido analisado por
dicroismo circular. E bem conhecido que a mudancga de substituintes, mesmo longe
do estereocentro, pode causar inversdo do sinal da rotagdo especifica, sem

mudancas na estereoquimica. O correto seria obter o espectro de dicroismo circular
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de todas as substancias isoladas, e se fossem sobreponiveis, poderiam ser
consideradas com a mesma configuragdo absoluta. O outro erro estd na
representacdo das moléculas. Embora afirme que todas tem configuragdo R, estdo
representadas como S.

Cooke et al. (2006) apontaram esse erro de representagéo, e usaram outra
abordagem para determinar a configuragdo absoluta das dunnionas. Partindo da
(+)-dunniona enantiomericamente pura, prepararam a (+)-p-bromofenil-hidrazona-
dunniona (Esquema 2, p. 104). Esta forneceu um monocristal, que foi analisado por
cristalografia de raios X, revelando a configuragao absoluta R e, estabelecendo esta
mesma configuragdo para a (+)-dunniona. A configuragao absoluta R também foi
assinalada para (+)-a-dunniona, considerando a sua obtengdo a partir da
(+)-dunniona (Esquema 2, p. 104). Baseado nestes resultados, os autores
concluiram que os derivados dextrogiros dessas substancias também tém a
configuracdo absoluta R. Nota-se novamente a falta de rigor, pois a introducédo de
grupos hidroxila e metoxila no anel aromatico pode, em teoria, mudar o sinal da
rotacéo especifica.

Em resumo, a literatura traz dois artigos basicos determinando a configuragao
absoluta das dunnionas: o primeiro usando dicroismo circular (CAl et al., 2005) e o
segundo, usando cristalografia de raios X (COOKE et al.,, 2006). Ambos fazem
generalizagdes a partir da analise de uma substancia, sendo que o primeiro artigo é
contraditorio, e a configuragdo absoluta deduzida pelo primeiro foi oposta aquela
determinada pelo segundo estudo.

Em estudos posteriores relatando o isolamento de dunnionas, a configuragao
absoluta das naftoquinonas isoladas foi assinalada seguindo um desses artigos.
Assim, Sheridan e colaboradores (2011), isolaram dunniona e outros derivados da
a-dunniona em um novo estudo de Streptocarpus dunnii, e a configuragado absoluta
foi assinalada como proposto por Cai e colaboradores (2005). O estudo de
cristalografia de raios X foi ignorado em relagdo a dunniona, e a representacao das
demais naftoquinonas esta invertida (SHERIDAN et al., 2011). Por outro lado,
derivados de a-dunniona isolados de Didymocarpus hedyotideus (XIAO et al., 2011)
e Lysionotus pauciflorus (ZHONG et al., 2013) tiveram suas configuragdes absolutas
assinaladas seguindo os resultados da cristalografia de raios X. Nos também

achamos esse trabalho mais confiavel, e o adotamos como referéncia em nossos
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trabalhos anteriores (VERDAN et al., 2014; 2015; 2017).

ESQUEMA 2- REACOES REALIZADAS COM A DUNNIONA (COOKE et al. (2006).

dunniona [a]p +310 p-bromofenil-hidrazona-dunniona [a]p +198,5

lOH-

O

O

o~dunniona [a]p +91,7

Fica claro, portanto, que apenas dunniona e a-dunniona tiveram a sua
configuragédo absoluta determinada sem duvidas, pela cristalografia de raios X. Para
os derivados dessas duas substancias os estudos disponiveis sao insatisfatérios.

No presente trabalho, varias abordagens foram tentadas. Primeiramente,
foram obtidos espectros de dicroismo circular para as naftoquinonas inéditas SR2 e
SR4, mas estes ndo mostraram os efeitos Cotton descritos anteriormente
(CAl et al., 2005) (Figuras 67 e 68; p. 105).
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FIGURA 67- ESPECTRO DE DICROISMO CIRCULAR DE SR2.
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FIGURA 68- ESPECTRO DE DICROISMO CIRCULAR DE SR4.
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Outra tentativa que falhou foi a obtencdo de monocristais. Embora todas as
naftoquinonas quirais sejam sélidas, e cristalizem como agulhas (Figura 69; p. 106),

os cristais sdo muito finos e policristalinos, ndo permitindo a analise por cristalografia

de raios X.
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FIGURA 69- FOTOS DOS CRISTAIS DE SR4.

Em vista disso, decidimos usar calculos computacionais, que tém sido
adotados nos ultimos anos para resolver problemas de estereoquimica. O programa
utiliza a teoria do funcional de densidade (DFT) para prever a rotagédo ética e o
espectro de dicroismo circular de substancias especificas. Os calculos consideram a
molécula na sua conformagdo de minima energia (otimizagcdo da geometria
molecular) e os efeitos de solvente (KWIT, 2009).

Para avaliar a confiabilidade do método este foi aplicado primeiramente a
p-bromofenil-hidrazona-dunniona, cuja estereoquimica absoluta foi determinada por
Raios X. A rotagéo especifica experimental desta substancia ¢ +198,5 (COOKE et
al., 2006), e o valor calculado pelo programa foi de +213,7. Portanto, o programa
calculou o sinal corretamente e o valor numérico com um desvio de 7,6% a maior.
Consideramos entdo que o programa fornece resultados aceitaveis. A seguir, 0
programa calculou as rotagdes oticas do isbmero 12S de SR1-SR7, e estes foram
comparados com os valores experimentais, € com dados disponiveis na literatura.

Como pode ser visto na tabela 13, o calculo computacional previu que todas
as naftoquinonas analisadas com a configuracdo 12S devem ser levogiras. Os
valores experimentais também foram negativos e, portanto, as substancias isoladas

foram representadas com a configuragao absoluta 12S.
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TABELA 13- VALORES DE ROTAGAO OTICA DAS NAFTOQUINONAS SR1-SR7.

Rotagéo otica ([a]p)

Substéncia
Experimental Calculado® Literatura
SR1 -78 -270 Racémico (INOUE et al., 1983)
SR2 -13 -317
SR3 -29 -116 -133 (CAl et al., 2005)
SR4 -228 -268
SR5 -146 -440
SR6 -79 -224
SR7 -23 -261 +350 (INOUE et al., 1983)

dvalor calculado para o isdmero S.

De modo geral, as substancias quirais de origem natural sdo biossintetizadas
como um unico enantidmero. Entretanto, a obtencdo de dunnionas com diferentes
graus de pureza otica foi relatada anteriormente (INOUE et al., 1983).

Considerando as substancias deste trabalho, podemos ver que SR7
(7-hidroxidunniona) foi obtida como uma mistura contendo os dois enantibmeros,
mas com predominancia do isbmero levogiro, que representa 53% do total. Uma
situagdo semelhante ocorre com SR3, que é uma mistura escalémica com 61% do
isbmero levogiro. Para as demais seria necessaria a determinagédo da pureza ética,
obtendo espectros de RMN com reagentes de deslocamento ou, realizando uma
analise cromatografica com coluna quiral. Uma vez que nao dispomos desses
recursos, resta fazer uma analise comparativa com os valores teéricos. O alto valor
experimental da rotacédo especifica de SR4, préximo do valor calculado, sugere que
esta substancia esta enantiomericamente pura. Por outro lado, as demais
apresentaram valores experimentais de rotagao especifica bastante abaixo do valor
calculado, sugerindo a sua obtencdo como misturas escalémicas, nas quais

predomina o isbmero levogiro.



108

5.2. NAFTOQUINONAS COM O GRUPO 3,3-DIMETIL-2-METILENO-2,3-
DIIDROFURANO

Esse grupo difere do anterior por apresentar uma ligagao dupla exociclica em
lugar do grupo metila (C-13). Como consequéncia, os grupos metila geminais
tornam-se equivalentes, apresentando no espectro de RMN de 'H um simpleto em
torno de oy 1,55, integrando para seis hidrogénios. Por outro lado, os hidrogénios da
ligacdo dupla ndo sido equivalentes, mostrando no espectro de RMN de 'H dois
dupletos em 64 4,5 € 4,9 (J = 3,4 Hz). (Figura 70).

FIGURA 70- ESTRUTURA DO GRUPO 3,3-DIMETIL-2-METILENO-2,3-DIIDROFURANO, COM OS
DESLOCAMENTOS CARACTERISTICOS NO ESPECTRO DE RMN DE 'H (INOUE et al., 1982).

1,55, s

Ha 4!57 d (3’4)

Hb 4.9, d (3,4)

Duas substancias contendo esse grupo foram isoladas nesse trabalho: SR8 e

SR9. Ambas eram inéditas na literatura.

5.2.1- Determinacao estrutural de SR8

A substancia SR8 foi isolada como um soélido alaranjado. O seu espectro de
massas de alta resolugdo mostrou o pico em 257,08077 [M + H]*, indicando a
férmula molecular C15H1204 para esta substancia (Figura 73; p. 111). O espectro de
absor¢ao na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em
257 nm, caracteristica de grupos croméforos insaturados ou aromaticos (Figura 74;
p. 112). O espectro de absorgado na regiao do infravermelho (IV) mostrou bandas de

absorcdo em 1621 cm™ (grupo carbonila insaturado associado com hidroxila) e
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1641 cm™ (grupo carbonila insaturado), além uma banda larga em 3426 cm™ tipica
de hidroxila em ligagao intramolecular de hidrogénio (Figura 75; p. 112).

O espectro de RMN de 'H de SR8 (Tabela 14; p. 110, figuras 76-79;
p. 113-114), mostrou sinais de trés hidrogénios aromaticos, com multiplicidades e
constantes de acoplamento caracteristicos de um anel aromatico 1,2,3-trissubstituido
Oy 7,13 - 7,57); um simpleto em &y 11,93, tipico de uma hidroxila em ligagéo
intermolecular de hidrogénio; dois hidrogénios olefinicos (64 4,50 e 4,93) de uma
ligacao dupla terminal, € um simpleto integrando para seis hidrogénios (64 1,55),
indicando dois grupos metila equivalentes. O seu espectro de RMN de "*C (Figura
80; p. 115) apresentou sinais de 14 carbonos, sendo cinco deles bastante
desprotegidos (6c 164,6, 164,8, 170,9, 174,0 e 184,7), dos quais dois grupos
carbonilas (6¢c 174,0 e 184,7) indicaram uma 1,2 naftoquinona. A analise dos mapas
de correlagaéto HSQC e HMBC (Figuras 81 e 82; p. 115-116) mostrou que o
hidrogénio em oy 7,27 (H-5) fazia correlagdo com o carbono em &¢ 164,6 (C-4),
confirmando o esqueleto de uma 1,2-naftoquinona. Por outro lado, os dois grupos
metila equivalentes (o4 1,55, H-14 e H-15) mostraram correlagdo com o carbono em
O0c 170,9, que deve ser o carbono quaternario da dupla olefinica terminal (C-12).
Portanto, SR8 é um derivado da dunniona, tendo uma ligagao dupla exociclica em
lugar de um grupo metila. A estrutura proposta foi confirmada pelas demais
correlagdes (Tabela 14; p. 110). Uma substancia desse tipo, denominada
deidrodunniona, foi previamente isolada de Streptocarpus dunnii (INOUE et al.,
1982; 1983). Sendo assim, SR8 foi identificada como 8-hidroxideiidrodunniona
(Figura 71; p. 110). Além disso, um monocristal foi obtido e analisado por
cristalografia de raios X, confirmando mais uma vez a estrutura proposta (Figura 72;
p. 111).
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FIGURA 71- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR8.

TABELA 14- DADOS DE RMN (CDCl;, 400 MHz) DE SRS.

SR8
Posicao -
OH (mult., Jem HZ) Oc JH,C
1 - 184,7
2 - 174,0
3 - 123,1
4 - 164,6
7,27 (dd, 7,4; 0,7)
5 117,5 4,7,9
(parcialmente sobreposto com o sinal do solvente)
6 7,57 (dd, 8,6; 7,4) 137,8 8,10
7 7,14 (dd, 8,6; 0,7) 123,3 5,9
8 - 164,8
9 - 113,4
10 - 126,6
11 - 442
12 - 170,9
13a 4,50 (d, 3,5)
87,0 11,12, 14,15
13b 4,93 (d, 3,5)
14 1,55 (s) 27,6 3,11,12,15
15 1,55 (s) 27,6 3,11,12,14
OH 11,93 (s) - 7,8,9
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FIGURA 72- ILUSTRAGAO DA ESTRUTURA DE SR8 OBTIDA POR CRISTALOGRAFIA DE RAIOS
X.
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FIGURA 73- ESPETRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO DE SR8.
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FIGURA 74- ESPECTRO NO UV-VIS DE SR8.
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FIGURA 75- ESPECTRO NO |V DE SR8.
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FIGURA 76- ESPECTRO DE RMN DE'H DE SR8 (CDCl3,400 MHz).
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FIGURA 77- EXPANSAO ENTRE 5, 7,62 E 7,52 DO ESPECTRO DE RMN DE'H DE SR8 (CDCls,
400 MHz).
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FIGURA 78- EXPANSAO ENTRE &, 7,30 E 7,11 DO ESPECTRO DE RMN DE'H DE SR8 (CDCls,
400 MHz).
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FIGURA 79- EXPANSAO ENTRE &, 4,95 E 4,43 DO ESPECTRO DE RMN DE'H DE SR8 (CDCl;,400
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FIGURA 80- ESPECTRO DE RMN DE ">C DE SR8 (CDCl;, 100 MHz).
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FIGURA 81- MAPA DE CORRELAGCAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR8 (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 82- MAPA DE CORRELAGCAO 'H-">C A LONGA DISTANCIA DE SR8 (CDCl;, 400 Hz).

| Ll || JJU T

Lo
\
—3 )
—3 [ PN - 20
= He ¢
S
] . .
L 60
3 L 8o
[—- L] 9
100
_ o N
3 % %% i 120
E— @ o .+
3 . [} v
I e - 140
160
— ) o & i
— .- +
: 180
—3
1
=
T T T T T T T T T T T T T T

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm



117

5.2.2- Determinacao estrutural de SR9

A substancia SR9 foi isolada como um sdlido roxo. O seu espectro de massas
de alta resolugdo mostrou o pico em 257,08084 [M + H]*, indicando a férmula
molecular C1sH1204 para esta substancia (Figura 84; p. 119).0 espectro de absorgao
na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em 277 nm,
caracteristica de grupos cromoforos insaturados ou aromaticos (Figura 85; p. 119).
O espectro de absor¢cado na regiao do infravermelho (IV) mostrou uma banda de
absorgdo em 1646 cm™, correspondente aos grupos carbonila de uma a-dicetona
insaturada, e uma banda larga e fraca em 3426 cm™ tipica de hidroxila em ligacéo de
hidrogénio intermolecular (Figura 86; p. 120).

O espectro de RMN de 'H da substancia SR9 (Tabela 15; p. 118, figuras
87-90; p. 120-122) foi muito similar ao da substancia SR8, diferindo por apresentar
os trés hidrogénios do anel aromatico em um sistema de spin tipico de um anel
1,2,4-trissubstituido. Uma vez que n&o ha no espectro de RMN de 'H sinais que
possam ser atribuidos a grupos metoxila ou a outros grupos substituintes, deve
haver uma hidroxila em C-6 ou C-7. A sua posicao foi determinada pelas correlacdes
observadas no mapa de contorno HMBC (Figura 93; p. 123). As principais
correlagdes foram: H-5 (6 7,61) com C-4 (8¢ 166,4), C-7 (6¢ 160,3), C-9 (8¢ 132,9), e
C-10 (8¢ 119,1); e H-8 (dn 7,60) com 6¢c C-1 (6¢c 181,1) e C-6 (d¢c 121,2). As demais
correlagdes (Tabela 15; p. 117) confirmaram a estrutura proposta como

7-hidroxideidrodunniona, uma susbtancia inédita na literatura.
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FIGURA 83 - ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DE SR9.

SR9

TABELA 15- DADOS DE RMN (CDCl;, 400 MHz) DE SR9.

Posicao SR® -
Oy (mult., J em Hz) Oc Jhc
1 181,1
2 174,6
3 120,8
4 166,5
5 7,61 (d, 8,3) 126,9 4,7,9,10
6 7,13 (dd, 8,3; 2,0) 121,2 7,8,10
7 160,3
8 7,60 (d 2,0) 117,5 1,6
9 132,9
10 119,1
11 44,0
12 171,3
13a 4,49, (d, 3,4)
13b 4.92, (d, 3.4) 87,0 11,12, 14,15
14 1,54 (s) 27,7 3,11,12,15

15 1,54 (s) 27,7 3,11,12,14
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FIGURA 84- ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO DE SR9.
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FIGURA 86- ESPECTRO NO |V DE SR9.
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FIGURA 87- ESPECTRO DE RMN DE "H DE SR9 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 88- EXPANSAO ENTRE 3, 7,62 E 7,56 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SR9 (CDCls,
400 MHz).
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FIGURA 89- EXPANSAO ENTRE 3, 7,16 E 7,10 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SR9 (CDCl;,
400 MHz).
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FIGURA 90- EXPANSAO ENTRE 5,,4,96 E 4,45 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SR9 (CDCls,

400 MHz).
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FIGURA 91- ESPECTRO DE RMN DE "°C DE SR9 (CDCl;,100 MHz).
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FIGURA 92- MAPA DE CORRELACAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR9 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 93- MAPA DE CORRELACAO "H-"°C A LONGA DISTANCIA DE SR9 (CDCl;, 400MHz).
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5.3- NAFTOQUINONAS COM O GRUPO 3,3-DIMETILALILA
O grupo 3,3-dimetilalila apresenta no espectro de RMN de 'H um simpleto em

torno de 0oy 1,5, integrando para seis hidrogénios, além de trés duplo-dupletos em

torno de &4 5,0 e 6,3, referentes aos hidrogénios olefinicos (Figura 94).

FIGURA 94- ESTRUTURA DO GRUPO 3,3-DIMETILALILA, COM OS DESLOCAMENTOS
CARACTERISTICOS NO ESPECTRO DE RMN DE 'H (KHAMBAY et al., 1999).

H 6,3, dd (17;10)

Hb5,0, d (10)

S
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15,s 15,5 1230 d(17)

Varias naftoquinonas com o grupo 3,3-dimetilalila sdo conhecidas, sendo a
mais simples o dunniol (1, KHAMBAY et al., 1999). Trés naftoquinonas derivadas do
dunniol foram isoladas dos tubérculos de S. reitzii (SR10, SR11, SR12).

5.3.1- Determinacao estrutural de SR10

A substdncia SR10 foi isolada como um solido amarelo. O espectro de
absor¢ao na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em
268 nm, caracteristicas de grupos cromdéforos insaturados ou aromaticos (Figura 96;

p. 127). O espectro de absorgédo na regiao do infravermelho (IV) mostrou bandas de
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absorcdo em1628 e 1658 cm™, caracteristicas de grupos carbonila o, pB-insaturados,
e uma banda fraca, alargada na base e fina no topo em 3448 cm™, tipica de
hidroxilas livres e associadas (Figura 97; p. 127).

O espectro de RMN 'H da substancia SR10 (Tabela 16; p. 126, Figura 98;
p. 128) mostrou apenas um sinal de hidrogénio aromatico em &y 7,15, indicando um
anel pentassubstituido. Também foram observados sinais de hidrogénios olefinicos
em oy 6,20 (dd, 17,4; 10,3), 4,93 (d, 17,4) e 4,90 (d, 10,3), e de dois grupos metilas
equivalentes em &y 1,50 (s), caracterizando a presenga de um grupo 3,3-dimetilalila.
Foram ainda observados dois simpletos em &y 3,92 e 4,08, referentes a duas
metoxilas, e dois simpletos em &4 6,41 e 12,09, referentes a duas hidroxilas, sendo o
ultimo tipico de uma hidroxila em ligagdo de hidrogénio intramolecular. No espectro
de RMN de *C (Figura 99; p. 128) foram observados, entre outros, dois sinais em
Oc 184,7 e 185,9, correspondentes a dois grupos carbonila. Estes e os demais dados
indicaram uma naftoquinona derivada do dunniol (1, KHAMBAY et al., 1999).

Os mapas de correlagdo a uma ligagao (Figura 100; p. 129) e a longa
distancia (Figura 101; p. 128), bem como a comparagdo com dados da literatura
permitiram identificar SR10 como 2,7-dimetoxi-3-(1,1-dimetilalil)-6,8-diidroxi-1,4-
naftoquinona (2-O-metil-7-metoxi-6,8-diidroxidunniol) (Figura 95; p. 125). As
principais correlagdes foram: H-5 (&4 7,15) com C-4 (8¢ 184,7), C-7 (6¢c 137,6) e C-9
(6¢c 109,6); e H-12 (0 6,20) com 6¢c C-11 (O¢c 41,5) e C-14/C-15 (¢ 28,2). Esse
composto foi previamente isolado da espécie Lysionotus pauciflorus (ZHONG et al.,
2013).

FIGURA 95- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR10.
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TABELA 16 — DADOS DE RMN DE SR10 (CDCl3, 400 MHz) EM COMPARACAO COM OS DADOS
DA LITERATURA PARA 2-O-METIL-7-METOXI-6,8-DIIDROXIDUNNIOL (acetona-Ds, 400 MHz,
ZHONG et al., 2013).

2-0-metil-7-metoxi-6,8-
SR10
Posicao diidroxidunniol
du (mult., J em Hz) dc S e dn (mult., J em Hz) [
1 - 185,9 - 184,7
2 - 158,1 - 157,7
3 - 142,8 - 142,0
4 - 184,7 - 184,8
5 7,15 (s) 107,7 4,7,9 7,01 (s) 108,8
6 - 155,0 - 158,0
7 - 137,6 - 138,0
8 - 154,2 - 154,3
9 - 109,6 - 108,7
10 - 129,7 - 129,0
11 - 41,5 - 40,9
12 6,20 (dd, 17,4; 10,3) 1484  11,14,15 | 6,21 (dd, 7,6, 11,6)  148,7
13a 4,93 (d, 17,4); 4,92 (d, 11,6);
108,6 11,12 107,6
13b 4,90 (d, 10,3) 4,84 (d, 7,6)
3, 11,12,
14 1,50 (s) 28,2 1,48 (s) 27,7
13,15
3,11,12,
15 1,50 (s) 28,2 1,48 (s) 27,7
13, 14
6-OH 6,41 (s) - 56,7 -
8-OH 12,09 (s) - 7,8,9 -
2-OCHg3 3,92 (s) 61,1 2 3,95 (s) 60,8
7-OCH, 4,08 (s) 61,5 7 3,91 (s) 59,8




FIGURA 96- ESPECTRO NO UV-VIS DE SR10.
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FIGURA 98- ESPECTRO DE RMN DE "H DE SR10 (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 100- MAPA DE CORRELAGAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR10 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 101- MAPA DE CORRELAGAO "'H-">C A LONGA DISTANCIA DE SR10 (CDCls, 400 MHz).
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5.3.2- Determinacao estrutural de SR11

A substancia SR11 foi isolada como um solido amarelo. O seu espectro de
massas de alta resolugdo mostrou o pico em 319,11705 [M + HJ]*, indicando a
férmula molecular C17H150¢ para esta substancia (Figura 103; p. 132). O espectro de
absor¢ao na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em
263 nm, caracteristica de grupos croméforos insaturados ou aromaticos (Figura 104;
p. 132). O espectro de absorgao na regidao do infravermelho (IVV) mostrou uma banda
de absorcdo entre 1633 cm™ caracteristica de grupos carbonila de quinonas, e uma
banda larga em 3414 cm™ tipica de hidroxila associada (Figura 105; p. 133).

O espectro de RMN 'H (Tabela 17; p. 131, figuras 106-109; p. 133-135)
mostrou somente um sinal de hidrogénio aromatico em oy 7,25, indicando um anel
benzénico pentassubstituido. Também foram observados sinais de hidrogénios
olefinicos em &y 6,27 (dd, 17,5; 10,5), 4,99 (d, 17,5) e 4,96 (d, 10,5), e de dois
grupos metila equivalentes em &y 1,56 (s), caracterizando a presenca de um grupo
3,3-dimetilalila. Foram ainda observados dois simpletos em &y 3,98 e 4,00,
referentes a duas metoxilas, e um simpleto em &y 12,74, tipico de uma hidroxila em
ligagdo intramolecular de hidrogénio. No mapa de correlagdo HMBC os grupos
metoxila (dn 4,00 e 3,98) mostraram correlagbées com os carbonos em d¢ 143,9 e
156,5, respectivamente. O hidrogénio aromatico (&4 7,25) mostrava correlagbes com
os carbonos em 6¢ 111,2, 143,9, 156,5 e 181,0. Este ultimo é tipico de C-1 no
esqueleto do dunniol (5, KHAMBAY et al., 1999), e portanto o hidrogénio aromatico
estda em C-8, os grupos metoxila em C-6 e C-7, e a hidroxila em ligagdo de
hidrogénio em C-5. Analisando as demais correlacbes a substancia SR11 foi
identificada como 5-hidroxi-6,7-dimetoxidunniol (Figura 102; p. 131), uma substancia
inédita. Nessa estrutura nao é possivel atribuir todos os deslocamentos quimicos da
cadeia carbbnica através apenas dos mapas de correlagdo HSQC e HMBC (Figuras
111 e 112; p. 136). E necessario um espectro de RMN de '°C, mas nesse caso a
massa obtida foi insuficiente para a obtencdo desse espectro. Por essa razdo os
dados de carbono foram completados a partir do espectro de RMN de 3C da mistura
de SR2 (que foi também isolada pura) e SR11 (Figura 110; p. 135). Neste espectro
observa-se um sinal em &¢ 190,9, que é compativel com o grupo carbonila em C-4,
que esta associado com a hidroxila em C-5.



FIGURA 102- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR11

TABELA 17- DADOS DE RMN DE SR11 (CDCl;, 600 MHz).

Posicao

Oy (mult., J em Hz) dc Pdhc
1 - 181,0
2 - 156,5
3 - 127,0
4 - 190,9
5 - 156,0
6 - 143,9
7 - 156,5
8 7,25 (s) 103,5 1,6, 10
9 - 123,6
10 - 111,2
11 - 41,0
12 6,27 (dd,17,5; 10,5) 148,2 11, 14, 15
13a 4,99 (d, 17,5);
13b 4,96 (d, 10,5) 1098 112
14 1,56 (s) 286  3,11,12,15
15 1,56 (s) 286  3,11,12, 14
5-OH 12,74 (s) - 5,6, 10
6-OCHj 4,00 (s) 61,1 6
7-OCHj 3,98 (s) 56,5 7

131
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FIGURA 103- ESPECTRO DE MASSA DE ALTA RESOLUCAO DE SR11.
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FIGURA 105- ESPECTRO NO IV DE SR11.
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FIGURA 107- EXPANSAO ENTRE &,,7,33 E 7,20 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SR11 (CDCl;,
400 MHz).
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FIGURA 108- EXPANSAO ENTRE /6,31 E 6,24 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SR11 (CDCl;,
400 MHz).
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FIGURA 109- EXPANSAO ENTRE &,,5,02 E 4,93 DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SR11 (CDCls,
400 MHz).
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FIGURA 110- ESPECTRO DE RMN "*C DA MISTURA DE SR2 E SR11 (CDCl;, 100 MHz). FORAM
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FIGURA 111- MAPA DE CORRELAGAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR11 (CDCl;, 600 MHz).
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FIGURA 112- MAPA DE CORRELAGAO "'H-">C A LONGA DISTANCIA DE SR11 (CDCls, 600 MHz).
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5.3.3- Determinacao estrutural de SR12

A substancia SR12 foi isolada como um sdlido amarelo. O espectro de
absorcao na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em
274 nm, caracteristica de grupos croméforos insaturados ou aromaticos (Figura 114;
p. 139). O espectro de absorgao na regiao do infravermelho (IV) mostrou uma banda
de absorcdo em1641 cm™, caracteristica de grupos carbonila da quinona, e uma
banda larga em 3415 cm™ tipica de hidroxila associada (Figura 115; p. 139).

A substancia SR12 apresentou um espectro de RMN 'H (Tabela 18; p. 138,
Figura 116; p. 140) muito semelhante aos das substancias anteriores (SR10 e
SR11). As principais diferengas foram a auséncia de um sinal de hidroxila em ligagao
intramolecular de hidrogénio, e a presenga de sinais de trés grupos metoxila. A
posicao destes substituintes foi definida por comparacdo com as demais e com
dados da literatura. No espectro de RMN de 'H de SR12 é possivel observar um
simpleto em &y 7,37, o qual deve estar em C-5, devido a correlagéo a longa distancia
(HMBC, Figura 118; p. 141) com um carbono em &¢ 185,1, que é tipico de C-4 em
derivados do dunniol (1, KHAMBAY et al, 1999). Outra correlagdo importante é
observada entre H-5 e o carbono em &¢ 144,2, que localiza um dos grupos metoxila
em C-7. Os grupos metila (dy 1,49, H-14 e H-15) mostraram correlagdo com um
carbono em &¢ 139,2, que s6 pode ser C-3. Este valor de deslocamento quimico
indica a presenca de uma metoxila em C-2, como ja discutido. Falta definir a posigao
de uma hidroxila € uma metoxila. Como nao ha nenhum sinal de hidroxila em ligagao
de hidrogénio pode-se supor que o grupo hidroxila esta em C-6, sendo C-8 ocupado
pela terceira  metoxila. Portanto SR12 foi identificada como
2,7,8-trimetoxi-3-(3,3-dimetilalil)-6-hidroxi-1,4-naftoquinona  (2-O-metil-6-hidroxi-7,9-
dimetoxidunniol) (Figura 113; p. 138), uma substancia inédita na literatura. A
pequena quantidade obtida ndo permitiu a obtengao de um espectro de RMN de 3¢,

de modo que alguns deslocamentos quimicos ndo puderam ser atribuidos.



FIGURA 113- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR12.

TABELA 18- DADOS DE RMN DE SR12 (CDCl;, 400 MHz).

Posicao SR12
Oy (mult.; J em Hz) dc AR
1 - N.O.
2 - 159,2
3 - 139,2
4 - 1851
5 7,37 (s) 109,7 4,7,9
6 - 154,0
7 - 144,2
8 - 152,5
9 - 118,3
10 - N.O.
11 - 41,0
12 6,20 (dd, 17,5; 10,5) 148,6
13a 4,93 (dd, 17,5; 0,8)
108,5 11
13b 4,91 (dd, 10,5; 0,8)
14 1,49 (s) 28,0 3,11,12,15
15 1,49 (s) 28,0 3,11,12, 14
2-OCHj, 3,91 (s) 61,1
7-OCHj,3 4,04 (s) 61,5
8-OCHj, 3,94 (s) 61,6

N.O. (Nao observado)

138
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FIGURA 114- ESPECTRO NO UV-VIS DE SR12.
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FIGURA 116- ESPECTRO DE RMN DE "H DE SR12 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 118- MAPA DE CORRELAGAO 'H-">C A LONGA DISTANCIA DE SR12 (CDCl;, 400 MHz).
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5.4. NAFTOQUINONAS COM O GRUPO 1,1-DIMETIL-2-OXOPROPILA

Esse grupo pode ser identificado no espectro de RMN de 'H pela presenca de
dois simpletos, sendo um deles correspondente aos dois grupos metila equivalentes,
com deslocamento quimico em torno de &y 1,5 e, outro em torno de &y 2,2, referente

ao grupo acetila (Figura 119).

FIGURA 119- ESTRUTURA DO GRUPO 1,1-DIMETIL-2-OXOPROPILA, COM OS
DESLOCAMENTOS CARACTERISTICOS NO ESPECTRO DE RMN DE 'H (INOUE et al., 1982).

A naftoquinona mais simples desse tipo é a streptocarpona (Figura 120),
isolada anteriormente de Streptocarpus dunnii (INOUE et al.,, 1982; 1983). No
presente trabalho foi isolada uma substancia que era inédita (SR13), derivada da

streptocarpona.

FIGURA 120- ESTRUTURA DA STREPTOCARPONA (INOUE et al., 1982).
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5.4.1- Determinacao estrutural de SR13

A substancia SR13 foi isolada como um solido vermelho. O seu espectro de
massas de alta resolugdo mostrou o pico em 319,11761 [M + H]*, indicando a
férmula molecular C17H150¢ para esta substancia (Figura 122; p. 145). O espectro de
absor¢ao na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) mostrou uma banda intensa em
268 nm, caracteristica de grupos croméforos insaturados ou aromaticos (Figura 123;
p. 145). O espectro de absor¢cao na regiao do infravermelho (IV) mostrou duas
bandas de absorgdo em 1730 e 1630 cm™, caracteristicas dos grupos carbonila de
cetonas e quinonas, respectivamente, além das bandas largas em 3541 e 3423 cm™,
tipicas de hidroxila em ligagéo de hidrogénio intramolecular e intermolecular (Figura
124; p. 146).

No espectro de RMN de 'H de SR13 (Tabela 19; p. 145, figura 125; p. 146)
foram observados sinais de dois hidrogénios de anel aromatico com multiplicidades
e constantes de acoplamento de hidrogénios em orto (6 7,07, d, J = 8,4 Hz e &y
7,57, d, J = 8,4 Hz). Também foram observados sinais para uma hidroxila em
ligacao intramolecular de hidrogénio (dy 12,06), e dois grupos metoxila (& 3,98 e
4,05). Trés grupos metila foram evidenciados através de dois simpletos em &4 1,50
(6H) e em &y 2,17 (3H), sugerindo a presenga do grupo 1,1-dimetil-2-oxopropila.
O espectro de RMN de *C (Figura 126; p. 147) mostrou 16 sinais, dos quais um em
0¢c 209,3, pode ser atribuido a uma carbonila de cetona, e dois aos grupos carbonilas
da unidade quinona (6¢ 183,9 e 187,0). Esses dados indicaram um derivado da
streptocarpona. A posigao dos substituintes foi determinada através de analises dos
mapas de correlacdo a uma ligacéo (Figura 127; p. 147) e a longa distancia (Figura
128; p. 148). A hidroxila pode estar em C-5 ou C-8. No HMBC, o hidrogénio em
On 7,57 apresentou correlagdo com um carbono carbonilico em &¢ 183,9, que é tipico
de C-4. Portanto este hidrogénio estda em C-5, a hidroxila em C-8, e um dos grupos
metoxila em C-7. O outro grupo metoxila s6 pode estar em C-2. Nesse mesmo
experimento, os grupos metila em &y 1,50 mostraram correlagdes entre si e com o0s
carbonos em &¢ 51,0 (C-11), 141,5 (C-3) e 209,3 (C-12), estabelecendo a carbonila
de cetona em C-12. Desse modo, SR13 foi identificada como
8-hidroxi-7-metoxi-2-O-metilstreptocarpona (Figura 121; p. 144), uma substancia

inédita na literatura.



FIGURA 121- ESTRUTURA E PRINCIPAIS CORRELAGOES NO HMBC DE SR13.

TABELA 19 — DADOS DE RMN (CDCl;, 400 MHz) DE SR13.

Posicao SR13 -
Oy (mult.; J em Hz) Oc Juc

1 - 187,0

2 - 158,2

3 - 141,5

4 - 183,9

5 7,57 (d, 8,5) 120,8 4,7,9

6 7,07 (d, 8,5) 115,7 8,10

7 - 153,7

8 - 151,8

9 - 114,3

10 - 124,0

11 - 51,0

12 - 209,3

13 2,17 (s) 25,5 11,12

14 1,5 (s) 249 3,11,12,15

15 1,5 (s) 249 3,11,12, 14

OH 12,06 (s) - 7,8,9
2-OCHj,4 4,05 (s) 61,5 2
7-OCHj; 3,98 (s) 56,4 7

144



FIGURA 122- ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO DE SR13.
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FIGURA 123- ESPECTRO NO UV-VIS DE SR13.
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FIGURA 124- ESPECTRO NO IV DE SR13.

100 —
90 |
ES
(2]
‘S 804
<
<«C
=
£
g
S 70
S
-
60
50 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm'1)

FIGURA 125- ESPECTRO DE RMN DE'H DE SR13 (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 126- ESPECTRO DE RMN DE "°C DE SR13 (CDCl;,100 MHz).
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FIGURA 127- MAPA DE CORRELACAO 'H-">C A UMA LIGACAO DE SR13 (CDCl,, 400 MHz).
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FIGURA 128- MAPA DE CORRELAGAO "'H-">C A LONGA DISTANCIA DE SR13 (CDCls, 400 MHz).
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5.5- ENSAIOS BIOLOGICOS
5.5.1- Atividade Citotoxica

A atividade citotoxica das amostras foi expressa em valores de ICs
(concentracdo que inibe 50% da populagdo de células), sendo que para misturas
(extratos) consideram-se ativas aquelas com ICsy < 100 pg mL™ (SKEHAN et al.,
1990). Considerando os dados da tabela 20, observa-se que dois extratos, SRH
(extrato em hexano) e SRA (extrato em AcOEt), sdo bastante citoxicos para a
linhagem de células n3o tumorais, 3T3, (ICsy de 1,7 e 0,85 pg mL",
respectivamente), enquanto os outros dois mostram uma menor citotoxicidade que a
doxorrubicina, controle positivo (Figura 129; p. 151). Os extratos em hexano e
diclorometano apresentam uma forte atividade contra as células de prostata
(ICso = 0,25 pg mL™"), enquanto que as células de melanoma foram inibidas apenas
pelo extrato em hexano (ICsp = 37,24 ug mL™"). Portanto os extratos mais ativos
foram os extratos em hexano, e em diclorometano. O segundo combina seletividade
e baixa toxidez, sendo muito promissor para o isolamento de substancias com
atividade contra a linhagem de células PC-3. Entretanto os dois extratos foram
similares por CCDA, apresentando varios constituintes em comum. Essa diferenca
de atividade pode ser consequéncia da diferenca na concentracdo dos constituintes

em cada extrato.

TABELA 20- DADOS DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS EXTRATOS DOS TUBERCULOS DE S.

reitzii.

ICs (19 mL'1)
Amostras
3T3 PC-3 SKMEL 103
SRH 1,7 <0,25 37,24
SRd 18,36 <0,25 > 250
SRA 0,85 0,58 > 250
SRE 29,6 30,48 > 250
Doxorrubicina* 15,18 0,022 30,19

*controle positivo; 3T3 — células ndo tumorais de fibroblastos; PC-3 — células tumorais de prostata;
SKMEL 103 — células tumorais de melanoma.



150

Além dos extratos mencionados acima foram avaliados também as
substancias SR1, SR2, SR4 e SR8 quanto a sua atividade citotdxica contra as
mesmas linhagens usadas para os extratos, além de uma linhagem adicional de
célula tumoral (HeLa—colo do utero).

A amostra SR4 exibiu forte citotoxicidade contra as linhagens celulares de
HeLa e PC3 (ICso < 10 pmol L"), e uma menor atividade para SKMEL 103
(ICso = 26,2 umol L™"). SR4 foi mais ativo contra células HelLa (ICso = 4,47 pmol L)
do que o medicamento padrdo doxorrubicina (ICsy = 14,2 umol L"); também foi
menos téxico para a linha celular ndo tumoral 3T3 (ICsp = 157 umol L) em
comparacdo a doxorrubicina (ICso = 27,9 umol L™"). As amostras SR1, SR2 e SR8
foram consideradas inativas contra todas as células testadas, uma vez que
mostraram ICso > 50 umol L™ (Tabela 21; p. 151).

O racemato SR1 (8-hidroxidunniona) apresentou em um estudo prévio, uma
forte atividade citotdxica contra quatro linhagens de células tumorais (HBL-100,
mama; HeLa, SW1573, pulmao; WiDr, célon), com valores de Glsg 0,54-5,2 pmol L.
Neste trabalho, a concentracédo que inibiu em 50% o crescimentos das células Hela
foi de apenas1,9 umol L' (DUCHOWICZ et al., 2014). Essa enorme diferenca na
citotoxicidade entre o nosso estudo e o anterior pode ser consequéncia da
metodologia empregada para estimar a viabilidade celular. O método por nds
empregado (MTT) estima a viabilidade celular através de medidas de atividade de
desidrogenases mitocondriais. Por outro lado, DUCHOWICZ e colaboradores (2014)
usaram o método da sulforrodamina B, o qual mede o teor proteico. Ambos deveriam
dar resultados semelhantes, pois uma menor atividade enzimatica também levaria a
uma menor produgédo de proteinas. Entretanto é possivel que, em alguns casos, a
substancia testada nao afete a atividade enzimatica, mas altere outros parametros
que influem na produgao proteica, reduzindo o seu conteudo, e sinalizando uma
atividade citotoxica.

A citotoxicidade de algumas naftoquinonas derivadas da o-dunniona
também foi avaliada anteriormente, mas néo foi observado uma relagao clara entre
estrutura e atividade (SHERIDAN et al., 2011).

O pequeno numero de susbtancias analisadas néao permite generalizagbes

sobre a relagao estrutura-atividade; no entanto, a estrutura do composto ativo (SR4)
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sugere que a auséncia de substituintes em C-5 e C-8 pode ser importante para a

atividade.

TABELA 21- DADOS DA ATIVIDADE CITOTOXICA DAS SUBSTANCIAS SR1, SR2, SR4 E SR8.

Linhagem ICso (umol L™)?
Celular SR1 SR2 SR4 SR8 Doxo”’
PC-3 > 969 > 786 7,77 > 972 0,40
SKMEL > 969 > 786 26,2 > 972 8,29
HelLa > 969 398 4,47 972 14,2
3T3 > 969 > 786 157 241 27,9

2Média das trés analises. Os coeficientes de variacdo obtidos nestas analises foram < 5%. "Controle
positivo —Doxorrubicina. HelLa (colo do utero).

FIGURA 129- ESTRUTURA DA DOXORRUBICINA

OH

HO
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5.5.2- Atividade Antioxidante

Os extratos dos tubérculos de S. reitzii mostraram boa atividade antioxidante
frente ao método ORAC, com valores variando de 1.445,8 — 5.814,3 (Tabela 22).
Uma vez que sao consideradas ativas todas as amostras que tiverem valores
maiores que 800 pymol TE/g de extrato (STRAPASSON et al., 2017), pode-se afirmar
que todos os extratos foram ativos, sendo o extrato etandlico o que mostrou a maior
capacidade antioxidante. Este resultado pode ser explicado considerando que a
atividade antioxidante € causada por compostos de natureza fendlica, como os
padrdes utilizados (Figura 130, p. 153), que geralmente sdo mais abundantes no
extrato etandlico. Nao foi possivel identificar nenhuma substancia do extrato
etandlico, mas uma analise do seu espectro de RMN de 'H mostrou a presenca de
glicosideos fendlicos, como as substancias 52-57 (Figura 11, p. 41), que sdo comuns
em Gesneriaceae e apresentam grupos estruturais como o catecol, onde os grupos
hidroxila vicinais sdo importantes susbstituintes em moléculas com consideravel
atividade antioxidante, como por exemplo, a quercetina, isoquercetina, acido caféico
e o acido clorogénico, empregados como controles positivos no ensaio antioxidante
(Tabela 22).

TABELA 22- DADOS DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE S. reitzii PELO ENSAIO ORAC.

Amostras pmol de TE/g de extrato ou fragao (coeficiente de variagao)

SRH 1.458,4 (1,22)

SRd 1.445,8 (1,17)

SRA 3.103,7 (4,29)

SRE 5.814,3 (1,30)
Quercetina® 5,60 (1,50)*
Isoquercetina® 5,15 (1,70)*
Acido cafeico® 2,85 (0,95)*
Acido clorogénico® 2,65 (1,00)*

Os resultados estao expressos como micromols de Trolox equivalente por grama de extrato ou fracéo
em base seca; * expresso em termos de Trolox equivalente relativo por se tratar de substancia pura; b
controles experimentais.
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FIGURA 130- ESTRUTURAS DE AAPH, FLUORESCEINA, QUERCETINA, ISOQUERCETINA,
ACIDO CAFEICO, ACIDO CLOROGENICO E TROLOX.
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5.5.3- Atividade Antimicrobiana
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Os resultados da atividade antimicrobiana estdo mostrados na tabela 23.

Observa-se que nenhum extrato inibiu o crescimento das bactérias gram-negativas,

enquanto que os fungos foram inibidos apenas com a maior dose dos extratos em

hexano e diclorometano. As bactérias gram-positivas foram mais susceptiveis, mas

mesmo assim o valor a concentragao inibitéria minima foi elevada (250 pg mL™"). De

acordo com RIOS; RECIO (2005), extratos promissores para o isolamento de

substancias com atividade antimicrobiana devem apresentar uma concentragao

inibitoria minima de até 100 ug mL™". Adotando esse critério, nenhum dos extratos de

S. reitzii tem atividade antimicrobiana relevante.

TABELA 23- DADOS DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS TUBERCULOS DE S. reitzii.

CIM (ug mL™)

Microrganismo SRH SRd SRA SRE Controle

positivo
Staphylococcus aureus ATCC 14458 250 250 250 250 25,0
S. epidermidis ATCC 12228 250 250 250 250 50,0
Escherichia coli ATCC 35218 - - - - 50,0
Pseuddémonas aeruginosa ATCC 27853* - - - - >500
Céndida albicans ATCC 10231 1000 1000 - - 12,5
C. parapsilosis ATCC 22019 1000 1000 - - 12,5
C. dubliniensis ATCC 778157 1000 1000 - - 12,5
C. glabrata ATCC 30070 1000 1000 - - 12,5

* cepa de campo; — sem inibicdo do desenvolvimento.
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6. CONCLUSAO

Dos extratos em hexano e diclorometano dos tubérculos de Sinningia reitzii
foram isoladas e identificadas treze substancias (SR1-SR13), das quais nove séo
inéditas (SR2, SR4, SR5, SR6, SR8, SR9, SR11, SR12 e SR13). Todas pertencem a
classe das naftoquinonas preniladas, sendo algumas com o0 grupo
2,3,3-dimetil-2,3-diidrofurano (dunnionas ou a-dunnionas) e outras com uma cadeia
lateral aciclica (grupo 1,1-dimetilalila ou 1,1-dimetil-2-oxopropila).

Diferentemente de outras espécies de Sinningia ja estudadas, que contém
substancias de varias classes, S. reitzii parece ter se especializado na biossintese
de naftoquinonas.

Os ensaios bioldgicos mostraram que os extratos menos polares (em hexano
e em diclorometano) tém substéncias com agao citotdxica, principalmente contra
linhagens de células tumorais de préstata. Essa atividade dos extratos €, ao menos
em parte, devido a naftoquinona SR4 (6,7-dimetoxidunniona), a qual mostrou uma
atividade forte e seletiva contra as linhagens de células tumorais HeLa e PC3. Esta
substancia pode ser considerada promissora para o tratamento de tumores de
préstata e colo do utero, mas novos ensaios com diferentes metodologias deverao
ser realizados para confirmar essa possivel aplicagéo.

O extrato em etanol € o mais rico em substancias antioxidantes,
provavelmente devido a um elevado teor de glicosideos fendlicos.

Nenhum dos extratos mostrou agao antimicrobiana significativa, o que esta de
acordo com resultados prévios obtidos para S. hatschbachii e S. warmingii.

De modo geral esta pesquisa contribuiu para o estudo de novos metabdlitos
secundarios da familia Gesneriaceae, bem como a avaliou o potencial de algumas
atividades biologicas nos extratos dos tubérculos da S. reitizii e também algumas
susbtancias isoladas. Alguns estudos ainda podem ser desenvolvidos com essa
espécie, ja que nado houve tempo suficiente para avaliar todo o seu tecido. Além
disso, uma breve analise do RMN de H' do extrato etandlico dos tubérculos de
S. reitzii, mostrou a presenca de glicosideos fendlicos, os quais podem esta
associados a atividade antioxidade desse extrato, sendo assim uma o6tima opgao

para futuros estudos em relacédo ao isolamento dessas substancias puras.
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