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RESUMO

As espécies Paepalanthus acanthophyllus e P. bromeliodes pertencem a
um dos maiores géneros da familia Eriocaulaceae, uma familia pantropical que
pode ser encontrada no Cerrado brasileiro. De acordo com a literatura, os
compostos isolados derivados do metabolismo secundério das espécies do género
Paepalanthus apresentam interessantes atividades biologicas. Desta maneira, o
objetivo deste trabalho foi isolar os constituintes quimicos dos capitulos florais das
espécies P. acanthophyllus e P. bromelioides, e avaliar as atividades
antimicrobiana e citotoxica dos compostos isolados. Os capitulos florais de P.
acanthophyllus foram macerados em MeOH e o extrato bruto resultante foi
particionado com os solventes hexano, CH2Cl> e AcOEt. Os capitulos florais da
espécie P. bromelioides foram macerados e preparados os extratos brutos em
CH2Cl> e MeOH. No processo de fracionamento foram utilizadas técnicas
cromatografia liquida em coluna de silica gel e Sephadex LH-20, e cromatografia
liquida de média e alta eficiéncia. A elucidacéo estrutural dos compostos isolados
foi realizada por meio das analises de espectros obtidos por espectroscopia de
RMN uni e bidimensionais e espectrometria de massas de alta resolucao. O teste
de citotoxicidade foi avaliado contra células de cancer humano de mama (MCF-7)
e colon (HCT 116) usando o método do MTT. A avaliacdo antimicrobiana foi
realizada contra Staphylococcus aureus (NEWP0023) e Escherichia coli
(NEWPO0022), usando o método do TTC e tendo como controle positivo a
gentamicina. Na espécie P. acanthophyllus foram isolados os flavonoides 6-
metoxicanferol (PaD-01) e -démtpxdfigetina (PaD-02) na fragdo CH2Cl,. O 6-
metoxicanferol (PaAc-01) também foi isolado na fragdo AcOEt, assim como o acido
p-hidroxibenzoico (PaAc-02 e PaAc-03), 6-metdxicanferol-3-O-b-D-6 §®B
cumaroil)-glicopiranosideo (PaAc-04, PaAc-06 e PaAc-07), 6-metoxicanferol-3-O-
b-D-glicopiranosideo (PaAc-08) e 6-metdxicanferol-7-O-b-D-glicopiranosideo
(PaAc-09). Na espécie P. bromelioides foi isolada a naftopiranona paepalantina
(PbD-01) no extrato bruto diclorometanico. Os testes bioldgicos apresentaram uma
baixa atividade. Dentre os compostos isolados, o flavonoide 6-metoxicanferol
apresentou melhor atividade contra ambas as células tumorais, com valores em
porcetagem de inibicdo equivalente a 29,17 ° 6,09 (cancer de célon) e 19,24 ° 2,78
(cancer de mama) na concentracdo de 50 pM. A avaliacdo antimicrobiana
apresentou resultado mais efetivo do 6-metdxicanferol contra S. Aureus (250
ug.mL1). A investigacdo quimica resultou no isolamento de sete compostos, sendo
0 composto PaAc-09 isolado pela primeira vez na literatura, PaD-02 e PaAc-02
relatados pela primeira vez na familia e PaAc-01 e PaAc-06 relatados pela primeira
vez na espécie. Os compostos PaAc-08 e PbD-01 foram isolados previamente nas
espécies P. acanthophyllus e P. bromelioides, respectivamente.

Palavras-chave: Paepalanthus acanthophyllus, Paepalanthus bromelioides,
flavonoides, naftopiranonas, atividade citotdxica, atividade antimicrobiana, CLAE.



ABSTRACT

Paepalanthus acanthophyllus and P. bromeliodes species belong to one of
the largest genera of the Eriocaulaceae family, a pantropical family that may be
found in the Brazilian Cerrado. According to the literature, isolated compounds
derived from the secondary metabolism of Paepalanthus have interesting biological
activities. Thus, the objective of this work was to isolate the chemical constituents
of the floral capitula of the species P. acanthophyllus and P. bromelioides, and to
evaluate the antimicrobial and cytotoxic activities of the isolated compounds. The
floral capitula of P. acanthophyllus were macerated in MeOH and the resulting
crude extract was partitioned with solvents hexane, CH2Cl> and EtOAc. The floral
capitula of the species P. bromelioides were macerated and the crude extracts were
prepared in CH2Cl> and MeOH. In the fractionation process, liquid chromatography
on silica gel column and Sephadex LH-20, and medium and high-performance liquid
chromatography were used. The structural elucidation of the isolated compounds
was performed by analyzing the spectra obtained by one- and two-dimensional
NMR spectroscopy and high-resolution mass spectrometry. The cytotoxicity test
was evaluated against human breast (MCF-7) and colon (HCT 116) cancer cells
using the MTT method. Antimicrobial evaluation was performed against
Staphylococcus aureus (NEWP0023) and Escherichia coli (NEWP0022), using the
TTC method and with gentamicin as a positive control. In P. acanthophyllus, the
flavonoids 6-methoxykaempferol (PaD-01) and 3',4'-dimethoxyfisetin (PaD-02)
were isolated in the CH2Cl> fraction. 6-methoxykaempferol (PaAc-01) was also
isolated in the AcOEt fraction, as well as p-hydroxybenzoic acid (PaAc-02 and
PaAc-03), 6-methoxykaempferol-3-O-b-D-6"-(p-coumaroyl)-glucopyranoside
(PaAc-04, PaAc-06 and PaAc-07), 6-methoxykaempferol-3-O-b-D-
glucopyranoside (PaAc-08) and 6-methoxykaempferol-7-O-b-D-glucopyranoside
(PaAc-09). In P. bromelioides, naphthopyranone paepalantine (PbD-01) was
isolated in the crude dichloromethane extract. Biological tests showed a low activity.
Among the isolated compounds, the flavonoid 6-methoxykaempferol showed the
best activity against both tumor cells, with percentage inhibition values equivalent
to 29.17 ° 6.09 (colon cancer) and 19.24 ° 2.78 (breast cancer) at a concentration
of 50 pM. The antimicrobial evaluation showed a more effective result of 6-
methoxykaempferol against S. Aureus (250 pg.mL-t). The chemical investigation
resulted in the isolation of seven compounds, with the compound PaAc-09 being
isolated for the first time in the literature, PaD-02 and PaAc-02 reported for the first
time in the family and PaAc-01 and PaAc-06 reported for the first time in the
species. Compounds PaAc-08 and PbD-01 were previously isolated from P.
acanthophyllus and P. bromelioides species, respectively.

Keywords: Paepalanthus acanthophyllus, Paepalanthus bromelioides, flavonoids,
naphthopyranones, cytotoxic activity, antimicrobial activity, HPLC.
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1.INTRODUCAO

A historia remete ao uso de plantas como Unico tratamento de doencas dos
povos antigos devido as caracteristicas da civilizagdo, somado a grande
biodisponibilidade do reino vegetal que corresponde a aproximadamente 400.000
espécies. Ainda hoje, a populacdo mundial faz uso de plantas como tratamento
principal ou complementar (ELKORDY et al., 2021; MUSHTAQ et al., 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou que mais de 80% da
populacdo mundial as utilizam, destacando paises desenvolvidos como Canada
(70%), Franca (49%) e Estados Unidos (42%) e paises em desenvolvimento,
citando Chile (71%) e Colémbia (40%). Em paises pertencentes ao continente
Africano, essa expressao pode chegar a 80% (WHO, 2018).

Apesar da ampla variedade de espécies, cerca de 5-15% delas foram
relatadas terem efeitos farmacoldgicos e um quarto dos medicamentos prescritos
globalmente sdo obtidos a partir de plantas. O avanco no conhecimento quimico e
biologico resultou em um aumento no consumo de medicamentos a base de planta.
Atualmente, quase um terco da producédo farmacéutica de primeira linha sao
produtos naturais ou seus derivados (ELKORDY et al., 2021; WATKINS et al.,
2015).

Dentre os principios ativos oriundos de produtos naturais podem ser citados
a morfina, isolada da espécie Papaver somniferum (Papaveraceae) in 1803,
aspirina, um agente anti-inflamatorio isolado da madeira da espécie Salix Alba
(Salicaceae) e comercializada a partir de 1899 e a pilocarpina, usada no tratamento
de glaucoma, isolada de Pilocarpus jaborandi (Rutaceae) (Figura 1). Esses dados
revelam a importancia do estudo da quimica de produtos naturais (MUSHTAQ et
al., 2018).

Figura 1. Estruturas quimicas de alguns principios ativos oriundos de plantas.
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1.1. A Quimica de produtos naturais

A quimica de produtos naturais tem seu enfoque na caracterizacdo de
substancias oriundas do metabolismo secundario de organismos vivos, como
plantas e micro-organismos. A importancia dos metabdlitos secundarios,
primariamente, estd associada a atividades bioldgicas que possuem. Dentre as
diversas classes de metabdlitos secundarios tem-se os flavonoides (DEWICK,
20009).

Os flavonoides constituem uma classe de compostos aroméaticos e
polifendlicos. Esses compostos apresentam-se sob diversas formas estruturais,
porém, a maioria de seus compostos possuem 15 atomos de carbono em seu
esqueleto basico, sendo constituido por duas fenilas (anel A e B) ligadas por trés
atomos de carbono. Segundo Wang, Li e Bi (2018), sdo conhecidos mais de 9.000
compostos dessa classe, podendo ser encontrados em verduras, frutas, corantes,
graos e em bebidas, como chéa e vinho (DEWICK, 2009; OPARA; CHOHAN, 2014;
SIMOES et al., 2017; WANG; LI; BI, 2018)

De acordo com o nucleo estrutural, esses flavonoides podem ser divididos
em subclasses, a saber: flavona, flavonol, antocianidinas, flavanol, flavanona,
flavanonol, auronas, chalconas, biflavonas e outras. A variacao estrutural entre as
subclasses esta relacionada ao grau de oxidacao e insaturacdo do anel C (Figura
2).

Figura 2. Esqueletos das subclasses flavonoidicas.
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como anti-inflamatoéria, antiviral, antialérgica, antidepressiva, antimicrobiana,
antitumoral e antioxidante, sendo esta Gltima a mais caracteristica da classe
(GEETHALAKSHMI; SARADA, 2018; KHAN et al., 2018; SHI et al., 2018; SIMOES
et al., 2017).

Substancias que apresentam atividades antioxidantes sao aquelas capazes
de desativar ou estabilizar os radicais livres i como o radical hidroxil - antes que
estes ataquem as células. Esta desativacdo da-se pela doac¢do de um préton da
substancia antioxidante para o radical livre, e a consequente formacéao de um novo
radical no agente antioxidante, que por sua vez, € capaz de estabilizar o radical
formado. Além disso, os radicais livres, como algumas espécies reativas de
oxigénio, sdo produtos do metabolismo dos seres vivos que, quando em
desequilibrio, causam danos ao organismo, uma vez que podem reagir com 0 DNA,
proteinas, lipidios, resultando em modifica¢cdes quimicas nessas moléculas. Alguns
desses danos sédo o envelhecimento acelerado e a formacdo ou auxilio em
processos de enfermidades pré-existentes, como o cancer (NIMSE; PAL, 2015;
PEREZ et al., 2018).

1.2. Rota biossintética de flavonoides

Os flavonoides sao oriundos da via mista composta pelo acido chiquimico
e acido acético. Os blocos construtores do metabolismo secundario derivam do
metabolismo primario. O acido acético € formado pela descarboxilacdo oxidativa
da rota glicolitica e o acido chiquimico é produzido pela combinacdo do
fosfoenolpiruvato, um intermediario da rota glicolitica, e eritrose 4-fosfato, da rota
da pentose fosfato (Figura 3, DEWICK, 2009).

Laysa Lanes Pereira Ferreira Moreira - 2022
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Figura 3. Via mista dos precursores da classe dos flavonoides.
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1.2.1. Rota biossintética do acido acético

A converséao do acido acético a malonil-CoA da-se pela carboxilagéo do acetil-
CoA. Esta reacdo envolve ATP, diéxido de carbono na forma de bicarbonato
(HCOz3Y) e a coenzima carregadora de CO2 denominada biotina. Os elétrons livres
do nitrogénio presente na biotina atacam o carbono carbonilinico do anidrido em
uma reacdo de substituicdo nucleofilica, resultando na formacéo do produto N?-
carboxibiotina. A formacédo do malonil-CoA ocorre quando elétrons do acetil-CoA
atacam a carbonila da coenzima, resultando em sua eliminagédo. A converséo de
acetil-CoA a malonil-CoA ¢é favorecida, visto que, com a carboxilacdo, 0s
hidrogénios a, uma vez cercados por dois grupos carbonila, tornam-se mais acidos,
fornecendo um nucledfilo mais reativo para a condensacao de Claisen (Figura 4,
DEWICK, 2009).
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Figura 4. Formagéo do malonil-CoA.
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1.2.2. Rota biossintética do acido chiquimico

A rota do acido chiquimico inicia-se a partir da condensacéao alddlica entre
o fosfoenolpiruvato (PEP) e o 4-fosfato de D-eritrose, formando o 7-fosfato de 3-
desoxi-D-arabinoeptulose 1 DAHP). Apods eliminacdo do acido fosforico presente
no DAPH, seguido de reacdo aldolica intramolecular, é obtido o primeiro
intermediario ciclico, o acido 3-desidroquinico. O acido chiquimico é formado a
partir de reacdes de desidratacdo e reducao do acido 3-desidroquinico (Figura 5,
DEWICK, 2009).
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Figura 5. Formacéo do &cido chiquimico.
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Uma vez obtido o intermediario acido

fosforilacdo com o ATP, é produzido o acido

chiquimico, em uma reacdo de

3-P-chiguimico. Os elétrons livres

presentes na hidroxila do produto atacam o carbono da carbonila do PEP, que

reage com hidrogénio do meio. Seguido por uma reacao de eliminacéo do tipo 1,2

do acido fosforico, obtem-se o acido 5-enolpiruvil-3-P-chiquimico, que sofre uma

reacdo de eliminacéo do tipo 1,4 dando origem ao intermediario 4cido corismico

(Figura 6, DEWICK, 2009).
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Figura 6. Obtencéo do &cido corismico a partir do &cido chiguimico.
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009.

O &cido corismico € um composto importante na rota biossintética do
chiguimato. A partir dele, seguido por diversos processos enzimaticos e de
descarboxilacdo, aromatizacdo, eliminacdo e transaminacdo, sdo obtidos os
derivados aminados aromaticos dos blocos construtores Ce-Cz. Os aminoéacidos L-

tirosina e L-fenilalanina séo precursores de diversos produtos naturais (Figura 7,

DEWICK, 2009).
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Figura 7. Obtencdo dos aminoéacidos L-fenilalanina e L-tirosina a partir do &cido corismico.
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009.

As reacdes tendo a fanilalanina como precursora inicia-se com eliminacdo da

amonia formando o acido trans-cinamico. A partir da tirosina, obtem-se o acido p-

cumarico. Este também pode ser obtido pela hidroxilagdo do acido cinamico,

juntamente com a partipacdo da enzima cinamato 4-hidroxilase (E3). O acido p-

cumarico converte-se a 4-hidroxicumaril-CoA ap6s acdo da enzima CoA ligase

(E4). O 4-hidroxicumaril-CoA € o produto final da via do acido chiquimico, sendo

um dos precursores da classe dos flavonoides (Figura 8, DEWICK, 2009).
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Figura 8. Formacao do 4-hidroxicumaril-CoA a partir da L-fenilalanina.
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009.

[4-hidrc’>xicumaroi|-CoA ]

1.2.3. Via mista dos flavonoides

Uma unidade de 4-hidroxicinamoil-CoA reage com trés unidades de malonil-
CoA para extenséo da cadeia, dando origem a uma molécula de policetideo. Este,

por sua vez, apoOs reacdes do tipo aldol e Claisen formam os aneis aromaticos.

Todo processo ocorre nas plantas com acéo enzimatica. O primeiro nucleo gerado

de flavonoides €& conhecido como chalcona, que por acdo da enzima

esteroespecifica Chalcona isomerase, somado ao ataque nucleofilico do tipo

Michael, converte-se no nucleo das flavanonas (Figura 9, DEWICK, 2009).
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Figura 9. Rota biossintética para obtenc¢éo de flavonoides.
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009.

Os demais nucleos dos flavonoides sao originados a partir de diversas

reacdes de oxidacao, guiados por enzimas especificas.
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2. Revisdao Bibliogréfica

2.1. A Familia Eriocaulaceae

Eriocaulaceae € uma familia pantropical, que compreende espécies anuais
de pequeno e grande porte, variando de 1,0 cm a 2,0 m de altura. Normalmente
sdo oriundas de solos arenosos, com pH &cidos, mas existindo também em
pantanos ou regides aquaticas. As espécies da familia apresentam-se
morfologicamente com escapos e inflorescéncia do tipo capitulos (GIULIETTI;
HENSOLD, 1990).

A familia pode ser encontrada na Africa, América, Asia e Europa, mas sua
maior concentracéo e diversidade morfoldgica esta nas regides montanhosas da
Ameérica do Sul, em especial em paises como o Brasil e Venezuela, onde também
pode ser encontrado a maior taxa de endemismo (GIULIETTI; HENSOLD, 1990;
SCATENA; CARDOSO; GIULIETTI, 1999).

A dispersao das espécies é feita majoritariamente por meio das sementes,
gue podem ser transportadas por animais, pelo vento ou pela agua, como nas
espécies aquaticas. Associadamente, algumas espécies desenvolveram um
sistema de reproducéo assexuada a partir de segmentos caulinares, como é o caso
das espécies pertencentes aos géneros Paepalanthus e Syngonanthus, ou por
meio de brotamento vegetativo da porcao central do capitulo (GIULIETTI,
HENSOLD, 1990).

No Brasil, Eriocaulaceae apresenta 605 espécies, distribuidas em oito
géneros: Actinocephalus (Korn.) Sano, Comanthera L. B. Sm., Eriocaulon L.,
Leiothrix (Korn.) Ruhland, Mesanthemum Koern., Paepalanthus Mart.,
Rondonanthus Herzog e Syngonanthus Ruhland (adaptado de ANDRINO, Caroline
O et al., 2020; SANO et al., 2015a).

O Gréfico 1 (p. 33) resume 0 numero de géneros, espécies, subespécies e
variaces em comparacao com a quantidade aceita, endemismo e sinbnimos de
Eriocaulaceae no Brasil (SANO et al., 2015a).
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Grafico 1. Informacdes numéricas sobre a familia Eriocaulaceae no Brasil.

- §

806 276
20 4
543
92
8 605 & .
Géneros Espécies  Subespécies Variedades

D Aceitos HEEndémicos Sinbnimos

Fonte: SANO et al., 2015a.
Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB110>. Acesso em: 21 jun.
2022.

As espécies de Eriocaulaceae sdo economicamente importantes, sendo
atrativas tanto no mercado nacional quanto internacional. Entre as partes de
interesse estdo 0s escapos e 0s capitulos. Os escapos de algumas espécies,
conheci dos c¢damor afidcoadopi mne os cap?2tul os- conhe
vivaso, s«0 usados na confec-«o0 de artigos ¢
e pessoais, tais como artesanatos (PARRA et al., 2010).

Neste trabalho, foram estudadas duas espécies do género Paepalanthus,

um dos mais variados em nimero de espécies da familia.
2.2. O Género Paepalanthus

A primeira referéncia de Paepalanthus como um género foi feita por Martius,
em 1835, no trabalho em que sugeriu a separacédo das familias Eriocaulaceae e
Juncaceae (HENSOLD, 1988). O enquadramento taxonémico de Paepalanthus

segundo Martius esta apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Enquadramento taxondmico de Paepalanthus (Continua).
Enquadramento Taxonémico

Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem Lilianae Takht.

Ordem Poales Small
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Tabela 1. Enquadramento taxondmico de Paepalanthus (Conclusao).

Enquadramento Taxondmico
Familia Eriocaulaceae Martinov

Género Paepalanthus Mart.

Fonte: https://www.tropicos.org/Name/40036269. Acesso em: 13 Maio, 2022. (Paepalanthus Mart.,
2022).

Segundo Andrino et al. (2015), Paepalanthus é um dos géneros de
Eriocaulaceae mais complexo no panorama taxonoémico e dispde de um estudo
floristico deficiente, o qual dificulta uma melhor apuracédo de sua circunscri¢cao
(ANDRINO; COSTA; SANO, 2015)

O género é composto por aproximadamente 410 espécies. Compde
juntamente com o0s géneros Vriesea Lindl. (Bromeliaceae) e Begonia L.
(Begoniaceae) um dos grupos de angiosperma mais diversos do pais,
apresentando também o maior nimero de espécies endémicas. No Brasil, 0 género
€ composto por 341 espécies, sendo 327 endémicas. O Grafico 2 mostra a sinopse
numerica para todo o Brasil (ANDRINO et al., 2020; ANDRINO, C. O.; SANO, P.
T.; COSTA, F. N.; ECHTERNACHT, L.; SAUTHIER, L. J.; HENSOLD, N.; RAMOS,
R.; TISSOT-SQUALLI, M.; TROVO, 2020; FORZZA et al., 2010).

Gréfico 2. Informacdes numéricas sobre o género Paepalanthus no Brasil.
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Fonte: ANDRINO et al., 2020.
Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB7558>. Acesso em: 21 jun
2022.

No contexto quimico, as espécies mais estudadas do género sao: P.
bromelioides Silveira, P. latipes Silveira, P. planifolius (Bong.) Korn e P.

vellozioides. Korn.
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2.2.1. Sinonimia Cientifica de Paepalanthus

A sinonimia cientifica do género é alvo de investigacéo entre pesquisadores
da area, visto que alguns consideram o género Blastocaulon Ruhland como
sindnimo de Paepalanthus e outros pesquisadores mantém os géneros separados.
Além de Blastocaulon Ruhland, o género Cladocaulon Gardner, Dupatya Vell. e
Moldenkeanthus Morat também s&o considerados sinbnimos de Paepalanthus.
Andrino e colaboradores (2020) destacaram os géneros Actinocephalus (Korn.)
Sano, Lachnocaulon Kunth e Tonina Aubl. como integrantes de Paepalanthus
(ANDRINO et al., 2020; COAN; SCATENA, 2004; ANDRADE et al., 2011; FLORA
DO BRASIL, 2020; SCATENA; CARDOSO; GIULIETTI, 1999).

2.2.2. Distribuicdo geografica de Paepalanthus

Paepalanthus é encontrado no continente africano e americano, sendo sua
maior expressao no continente americano. No Brasil, 0 género pode ser encontrado
em todas as regibes do pais. Possui a Cadeia do Espinhaco, localizada nos
estados de Minas Gerais e Bahia, como o maior centro de diversidade, onde
estima-se que ocorram aproximadamente 200 espécies, com 82% de espécies
endémicas (COSTA; TROVO; SANO, 2008; GIULIETTI; HENSOLD, 1990)

2.2.3. Compostos Isolados do Género Paepalanthus

De acordo com os dados da literatura, o género produz majoritariamente as

classes flavonoides e naftopiranonas.

1 Flavonoides
Dentre os compostos isolados da classe dos flavonoides, destacam-se os
derivados de apigenina, jaceosidina, luteolina, patuletina, quercetagentina,
guercetina e canferol, sendo estas duas Ultimas agliconas as mais expressivas. O
Grafico 3 (p. 36), construido a partir das referéncias citadas na Tabela 2 (p. 36-41),
ilustra a predominancia de cada um desses subtipos encontradas em espécies do

género Paepalanthus.
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Grafico 3. Informacédo numérica sobre os esqueletos quimicos de flavonoides isolados do género

Paepalanthus.
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Em relagdo aos substituintes, s&o comumente encontrados flavonoides 6-

metoxilados, existindo também em ligacdo com os carbonos C-3,C-7,C-36 -46 C

Em sua forma glicosilada, os flavonoides formam glicosideos com glicose (Glc),

rhamnose (Rha) e xilose (Xil). Na maioria dos casos, a ligacao flavonoide-acucar,

deu-se a partir da glicose e, principalmente, na posi¢cao C-3. Além disso, também

se observou a presenca dos substituintes cafeoil, cumaroil e feruloil.

Na Tabela 2 sdo encontrados os homes dos compostos, a formula molecular

(FM), a parte vegetal e as espécies de que foram extraidos. Na Figura 10 (p. 42-

43) apresentam-se as estruturas quimicas.

Tabela 2. Flavonoides isolados do género Paepalanthus (Continua).

Composto [M-H]-  Orgéo Espécie Referéncia
Flavanonol
. DOKKEDAL

Xeractinol (1) C21H22012 465 Folhas P. argenteus et al.. 2007
Flavanonol-di-O-hexose (2) - 627 Escapos  P.chiquitensis ZAaTUZTgl% et
6-Hidroxi-7,3646 - . ZANUTTO et
trimetoxiflavanonol (3) C18H180s 361 Escapos  P.chiquitensis al., 2013
Flavona
3',4'5,6,7,8-
hexahidréxiflavona Ci15H100s 317 Capitulo  P. microphyllus SANTOS et

; - al., 2004
(Bitalosidina) (4)
3',4',5,6-tetra-hidroxi-7-O-b- . . SANTOS et
D-glicopiranosilflavona (5) C21H20013 479 Capitulo  P. microphyllus al., 2004

Flavona: Apigenina
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Tabela 2. Flavonoides isolados do género Paepalanthus (Continuacao).

Composto [M-H]"  Orgéo Espécie Referéncia

4 -d/etdxiapigenina-7-O-
( 3galéil)-a-D-

arabinopiranosil-( 2 6L ®-06 ( CssH0021 831 Escapos  P.chiquitensis ZAa'TIU;gloa et
apiofuranosil-( 3-616668- 0 ) N
D-arabinopiranosideo (6)
Flavona: Jeceosidina
. . SANTOS et
Capitulo  P. bromelioides al., 1999

5, 7-trikd@®xi-6 , -3 6
dimetoxiflavona Ci17H1407 329 DOKKEDAL;

(Jaceosidina) (7) SANO;
Folhas P. argenteus VILEGAS
2004
DOKKEDAL;
Jaceosidina-7-glicosideo SANO;
) C23H24013 507 Folhas P. argenteus VILEGAS,
2004
Flavona: Luteolina
3.,4'5,6,7-
pentahidroxiflavona C15H1007 301 Capitulo  P. microphyllus SANTOS et
o . al., 2004
(6-hidréxiluteolina) (9)
DOKKEDA,;
Nepetina SANO;
(6-met6xiluteolina) (10) C16H1207 315 Folhas  P. chlorocphalus VILEGAS,
2004
Flavonol
5, 7-trikid®xi-6 , -3 6 . - SANTOS et
dimet6xiflavonol (11) C17H140s 345 Capitulo  P.bromelioides al., 1999
Flavonol: Canferol
6-metdxicanferol (12) C16H1207 315 Capitulo  P. vellozioides S';N-rlggget
6-Metoxicanferol-3-O- - . ZANUTTO
hexose-O-pentose (13)* ) 57 Escapos  P.chiquitensis et al., 2013
6-metoxicanferol-3-O-b-D- . AMARAL et
glicosideo (14) C22H22012 477 Flores P. geniculatus al., 2012
. SANTOS et
P. bromeloides al., 1999
Capitulo
P. ANDRADE
macropodus et al., 2002
6-metoxicanferol-3-O-b-D- P IGNACIO,

C22H22012 477 Capitulo

glicosideo (14) acanthobhyllus 2016
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Tabela 2. Flavonoides isolados do género Paepalanthus (Continuacao).

Composto [M-H]"  Orgéo Referéncia

Espécie

6-metdxicanferol-3-O-b-D-6 hj

(p-coumaroil)- C31H28014 623 Capitulo  P.chiquitensis ZANUTTO
L / et al., 2013
glicopiranosideo (15)
6-metodxicanferol-3-O-b-D-
6 f{p-coumaroil)- C31H25014 623 Flores P. geniculatus AMARAL et
4 . al., 2012
glicopiranosideo (15)
6-metdxicanferol-3-O-( 6-f= 6
cumaroil)-b-D-glicopiranosil- . P. IGNACIO,
7-0-b-D-glicopiranosideo CarHa00 785 Capitulo acanthophyllus 2016
(16)
6-metdxicanferol-3-O-(6-E-
feruloil)-b-D-glicopiranosideo  Cz2H3001s 653 Flores P. geniculatus AMARAL et
(17) al., 2012
6-metoxicanferol-3-O-(2,3-di-
O-acetil)-U-L- . AMARAL et
thamnopiranosil-( 1 ¥ -6-p- C32H36018 707 Flores P. geniculatus al., 2012
glicopiranosideo (18)
6-metdxicanferol-3-O-(2-O-
acetil)-U-L-rhamnopiranosil-
( 1 Y-®-P-glicopiranosideo Cs0H34017 665 Flores P. geniculatus AMARAL et
al., 2012
(19)
6-metoxicanferol-3-O-(4-O-
acetil)-U-L-rhamnopiranosil- . AMARAL et
( 1 V-8-p-glicopiranosideo C30H34017 665 Flores P. geniculatus al., 2012
(20)
6-metdxicanferol-3-O-U-L-
rhamnopiranosil-( 1 Y -6-p- , AMARAL et
glicopiranosideo (21) Ca2sH32016 623 Flores P. geniculatus al., 2012
6-metdxicanferol-3-O-U-L-
rhamnopiranosil-( 1 Y -B-P- . AMARAL et
glicopiranosideo (22) Ca2sH32016 623 Flores P. geniculatus al., 2012
6-metoéxicanferol-3,7-di-O-b-  C2sH32017 639 Capitulo P. IGNACIO,
D-glicopiranosideo (23) acanthophyllus 2016
Geniculatina (24) Ce2Hs6028 1247 Flores P. geniculatus AMARAL et
al., 2012
Flavonol: Patuletina
Patuletina (25) C16H1207 315 Capitulo  P. bromeloides SANTOS et
al., 1999
Eter 3-metilico da patuletina Ci7H14O7 329 Capitulo P. planifolius MAYWOR
(26) M;
SALATINO,
1993
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Tabela 2. Flavonoides isolados do

Composto

Orgéo

género Paepalanthus (Continuacao).

Espécie

Referéncia

Patuletina-3-0O-b-D- C22H22013 493 Flores P. geniculatus AMARAL et
glicosideo (27) al., 2012
Patuletina-3-0O-b-D- C28H32017 639 Flores P. geniculatus AMARAL et
rutinosideo (28) al., 2012
Flavonol: Quercetina

. Capitulo/ . CARDOSO
Quercetina (29) C1sH1007 301 Escapos P. giganteus etal., 2012
Eter 3-metilico da quercetina ~ CisH1207 315 Capitulo P. bifrons MAYWOR
(30) M;

SALATINO,
1993

Quercetina-3-O-di-hexose C27H31017 625 Capitulo P.chiquitensis  ZANUTTO
(1) etal., 2013
6-Metoxiquercetina-7-O-b-D-
glicopiranosil-( 6 Y-D¥b-D- . o ZANUTTO
glicopiranosideo (32) C28H32018 655 Capitulo P.chiquitensis etal., 2013
6,3'-Dimetdxiquercetina-7-O-
b-D-glicopiranosil-( 6 Y-D) . o ZANUTTO
b-D-glicopiranosideo (33) C29H34018 669 Capitulo P.chiquitensis etal,, 2013
6-Metoxiquercetina-7-O-

e " o ZANUTTO
glicosideo (34) C22H22013 493 Escapos P.chiquitensis etal., 2013
7-Metoxiquercetina-O-

i . - . ZANUTTO
hexose (35) C22H24015 477 Capitulo P.chiquitensis etal., 2013
6-Hidroxiquercetina-3-O-di-

i - . ZANUTTO
hexose (36) C27H30018 641 Escapos  P.chiquitensis etal, 2013
6-Hidroxiquercetina-3-O-

- A - . ZANUTTO

hexose dimero (37) C42H38026 958 Escapos  P.chiquitensis etal, 2013
6-Hidroxi-7,4-
dimetoéxiquercetina-3-O- - . ZANUTTO
hexose (38)* Ca3H24013 507 Escapos  P.chiquitensis etal, 2013
6-Hidroxi-7-
metdxiquercetina-3-0O- oo . ZANUTTO
pentose (39)* C21H20012 463 Escapos  P.chiquitensis etal, 2013
6-Hidroxi-7-4-
dimetdxiquercetina-3-O- . oo . ZANUTTO
hexose (40)* C23H24013 507 Capitulo  P.chiquitensis etal, 2013
6-metoxiquercetina-3-0O-(2-
O-acetil)-U-L-
rhamnopiranosil-( 1 Y-®-pP-  CsoHz401s 681 Flores P. geniculatus Ag/:AI;gl‘zet

glicopiranosideo (41)
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Tabela 2. Flavonoides isolados do

Composto

Orgéo

género Paepalanthus (Continuacao).

Espécie

Referéncia

6-metoxiquercetina-3-0O-(4-
O-acetil)-U-L-
rhamnopiranosil-( 1 Y -6-Pp-
glicopiranosideo (42)

6-metdxiquercetina-3-0-(2,4-
di-O-acetil)-U-L-
rhamnopiranosil-( 1 Y-8-pP-
glicopiranosideo (43)

6-hidroxi-7-metéxiquercetina-
3-O-U-L-rhamnopiranosil-

( 1 Y-6-p-glicopiranosideo
(44)

6-metoxiquercetina-3-O-b-D-
glicopiranosideo (45)

6 , -Bietoxiquercetina-3-
O-b-D-6 &(jp-@dumaroil)-
glicopiranosideo (46)

Flavonol: Quercetagetina

5,6,7-8, 306, 46
hexahidroéxiflavonol

(8-Hidréxiquercetagetina)
(47)

Quercetagetina 3-metil éter
(48)

Quercetagetina 7-metil éter
(49)

Quercetagetina 7- metil éter
4'-O-b-D-glicopiranosideo
(50)

Quercetagetina 7- metil éter
4'-O-b-D-glicopiranosideo
(50)
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C30H34018

C32H36019

C28H32017

C22H22013

Ci15H1009

C16H120s

C16H120s

C22H22014

C22H22014

681

723

639

493

653

333

331

331

509

509

Flores

Flores

Flores

Capitulo

Capitulo

Escapos

Capitulo

Capitulo

Escapos

Folhas/
Escapos

Scapes

Partes
aéreas

Folhas/
Escapos

P. geniculatus

P. geniculatus

P. geniculatus

P

L)

T T

L)

P.
macropodus

.chiquitensis

P.
macropodus

. planifolius

. latipes

. latipes
. vellozioides

. latipes

. latipes

AMARAL et
al., 2012

AMARAL et
al., 2012

AMARAL et
al., 2012

ANDRADE
et al., 2002

ZANUTTO
et al., 2013

ANDRADE
et al., 2002

MAYWOR
M;
SALATINO,
1993

MOREIRA
et al., 2002
MOREIRA
etal., 2013
VILEGAS

et al., 1999

MOREIRA,
et al., 2002

MOREIRA,
et al., 2013

VILEGAS
et al., 1999
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Tabela 2. Flavonoides isolados do género Paepalanthus (Conclusao).

Composto [M-H] Orgéo Espécie Referéncia

Quercetagetina-7-0-b-D- C21H20013 Capitulo P. SANTOS et
glicopiranosideo (51) bromelioides  al., 1999

Quercetagetina-6-metill-éter-  C2sHz2019 671 Capitulo P. ANDRADE
3-O-b-D-gl i copiran macropodus et al., 2002

glicopiranosideo (52)*

Quercetagetina 7-metil éter 3- C2sHz2017 639 Folhas/ P. vellozioides VILEGAS

O-nechesperidosideo (53)* Escapos et al., 1999
Quercetagetina 7-metil éter- C22H22013 493 Folhas/ P. latipes VILEGAS
3-0O-b-D-glicopiranosideo Escapos et al., 1999
(54) P. vellozioides
Quercetagetina 7-metil éter 3- C2sH32019 671 Folhas/ P. latipes VILEGAS
O-celobiosideo (55) Escapos P. vellozioides et al., 1999
Quercetagetina 7-metil éter 3- Caz7Hzs022 831 Folhas/ P. latipes VILEGAS
O-[2-O-cafeoil-b-D- Escapos et al., 1999

glicopiranosil-( 1 Y-©¥-D-
glicuronopiranosideo (56)

FM = Férmula Molecular.
* Orientacdo a e b nado foi determinada pelos autores.
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Figura 10. Estrutura quimica dos flavonoides isolados no género Paepalanthus (Continua).

(1) Ry = H; Ry = GIc; Ry = H; Ry = H; Rg = H; Ry = OH
(2) Ry = Hex-Hex; Ry = OH; R3 = H; R4 = H; Rs = OH; Rg = H
(3) Ry = H; R, = OH; Ry = CHy; Ry = CHy; Rg = OCHg; Rg = H

Flavona - Derivado da Apigenina Flavona - Derivados

da Jaceosidina

OCHj

o] [©) (TYRy=H
(6)
Flavonol

OH O
(12)R; = H
(13) R = Hex-Xyl

Flavonol - Derivados do Canferol

Ry

H,CO

(22) R, = Rha; R, = OH
(23) R, = H; R, = Glc

(18) Ry = COCHy; R, = COCHy; Ry = H
(19) Ry = COCHy; Ry = Ry = H

(20) Ry =R, = H; Ry = COCH;

(21) Ry=R,=R3=H

Flavanonol Flavona
OR,
Rs
R30 O
. Re
Ry, OR,
OH O

Flavonol - Derivados do Canferol

(4 Ry =H; R, = OH
(5) Ry = Glc; Ry=H

Flavona - Derivados
da Luteolina

(@) Ry =H
(10) Ry = CH,

OH O

(14) Ry =H; R, = OH R10
(15) R4 = p-coumaroyl; R, = OH
(16) R4 = p-coumaroyl; R, = Glc
(17) Ry = E-feruloyl; R, = OH

(24)
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Figura 10. Estrutura quimica dos flavonoides isolados no género Paepalanthus (Conclusao).

Flavonol - Derivados da Patuletina

HO g
® o
H;CO 0
H
OH O oH 0
OR4
(25) Ry = (27)Ry=H
(26) Ry = (:H3 (28) Ry = Rha

Flavonol - Derivados da Quercetina

(45) Ry = OH; Ry = H

(29) Ry =H; R, =H; R3=H; Ry = OH; Rg = OH RsO 0 (46) Ry = OCHg; R, = p-coumaroyl
(30) Ry = CH3; Ry = H; R; = H; Ry = OH; Rs = OH R,O
(31) Ry = Hex-Hex; R, = H; R3 = H; R4 = OH; R; = OH OR;

(32) Ry = H; Ry = OCHy; Ry = Gle-Glc; ; Ry = OH; Rg = OH
(33) Ry = H; Ry = OCHy; Ry = Gle-Glc; Ry = OCHg; Rs = OH  (41) Ry = H; R, = CHy; Ry = COCHg; Ry = H; Rg = H

(34) Ry = H; Ry = OCHy; Ry = Glc; Ry = OH; Rg = OH (42) Ry = H; Ry = CH3; Ry = H; Ry = H; Rg = COCHj
(35) Ry = Hex; R, = H; Ry = CHy; Ry = OH; Rg = OH (43) Ry = H; Ry = CH3; Ry = COCHg; R, = H; Rg = COCH3
(36) Ry = Hex-Hex; R, = OH; Ry = H; R, = OH; Rg = OH (44) Ry = CH3; Ry =H; Ry =H; Ry =H;Rg =H

(37) Ry = Hex-O-Hex; R, = OH; Ry = H; R, = OH; Rg = OH
(38) Ry = Hex; R, = OH; Ry = CHy; Ry = OH; Rg = OCHj
(39) Ry = Xyl; R, = OH; Ry = CHy; R, = OH; Rg = OH

(40) R, = Hex; R, = OH; Ry = CHy; Ry = OH; Rg = OCHj

Flavonol - Derivados da Quercetagetina

Ocaffeoyl
OH
o OH

(52) Ry = OCHg; R, = H; Ry = H. Ry = H; Rg = Glc; Rg = CH,0H

(53) Ry = OH; R, = CH; Ry = H; R, = Rha; Ry = H; Rg = CH,0H (56) OH
(54) R, = OH; R, = CHa; Ry = H; R, = H; Rg = H; Rg = CH,OH

(55) Ry = OH; R, = CHa; R = H; R, = H; Rs = Glc; Rg = CH,OH

(47) R, = H; R, = H; Ry = OH; R, = H
(48) Ry = CH3; R, = H; Ry = H; R, = H
(49) Ry = OH; R, = CHy; Ry = H; Ry = H
(50) R, = H; R, = CHg; Ry = H; R, = Glc
(51) Ry = H; R, = Glc; Ry = H; R, = H

1 Naftopiranonas

Em se tratando da classe das naftopiranonas (96,4%), percebe-se o
predominio especialmente do composto paepalantina, seus dimeros e derivados
glicosilados. Foram isolados vinte e sete compostos desta subclasse e um

composto da subclasse naftoquinona (3,6%).
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Na substituicdo das naftopiranonas foram isolados dimeros ligados nas
posicdes C-8, C-9 e C-10. Em sua forma glicosilada, até o momento, foram isolados
substituintes apenas na posicdo C-9, sendo mais comum a ligacdo da
naftopiranona com a glicose. Os acUcares que formam os dissacarideos a partir da
glicose séo glicose, rhamnose, arabinose (Ara) e allose (Allo).

Na Tabela 3 sdo encontrados os nomes dos compostos, a férmula molecular,
a parte vegetal e as espécies de que foram extraidos. Na Figura 11 (p. 49) estao

apresentadas as estruturas quimicas.

Composto - Referéncia

Naftopiranona
AMORIM et al.,
2018)
AMORIM et al.,
2018
AMORIM et al.,
2018
AMORIM et al.,
2018)
AMORIM et al.,
2018
AMORIM et al.,
2018
Planifoliusina G (63) CaiH24011 571  Capitulo  P. planifolius AMOE(I)'\l/lSEI al.,
8 , -Baépalantina dimero Cs2H26012 601 Capitulo  P. planifolius ~ AMORIM et al.,
(64) 2018;
DEVIENNE et
al., 2007;
CALGARO-
HELENA et al.,
2006; COELHO
et al., 2000;
VARANDA et al.,
2004

Planifoliusina A (57) Cs1H26011 573 Capitulo  P. planifolius
Planifoliusina B (58) Cs1H26011 575 Capitulo  P. planifolius
Planifoliusina C (59) Ca2H30012 605 Capitulo  P. planifolius
Planifoliusina D (60) C32H24010 543 Capitulo  P. planifolius
Planifoliusina E (61) Ca2H2s012 603 Capitulo  P. planifolius

Planifoliusina F (62) C3oH22010 541 Capitulo  P. planifolius

Vioxantina (65) C30H26010 545 Capitulo P. DEVIENNE et
bromelioides al., 2007,
CALGARO-
HELENA et al.,
2006
AMORIM et al.,
2018
Rizoma P. diffissus ALVARADO et
al., 2013

Capitulo  P. planifolius

SANTOS et al.,

Planifolina (66) CaiH6010 556  Capitulo  P. planifolius 2001
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Tabela 3. Naftopiranonas isoladas no género Paepalanthus (Continuagao).

Composto FM [M-H]" Orgéo Espécie Referéncia

Planifolina (66) CaHz01 556  Capitulo  P. planifolius VARAQ'O%AG etal,

Paepalantina (67 Capitulo/ . CARDOSO et al.,
p (67) CisH140s 301 Escapos P. giganteus 2012

Ci6H1406s 301  Capitulo P. bromelioides DAMASCENO et al.,
2015; DEVIENNE et
al., 2002;
DEVIENNE et al.,
2005; DEVIENNE et
al., 2007; LEITAO;
LEITAO; VILEGAS,
2002; VARANDA et
al., 2004; STASI et
al., 2004;
CALGARO-HELENA
et al., 2006;
VILEGAS et al.,
1990

Paepalantina (67) CiH140s 301  Capitulo P. vellozioides VARATQ%'? etal,
TAVARES et al.,
1999
p P. <
Capitulo acanthophyllus IGNACIO, 2016

(+)-semi-vioxantina (68) CisH140s 273  Rizoma P. diffissus ALVARADO et al.,

2013
Semi-vioxantina (68) Capitulo  P. planifolius AMOE(I)I\l/lSEt al.,
1H-nafto[2,3-c]piran-1- CisH160s 287  Capitulo  P. planifolius AMORIM et al.,
ona,3,4-dihidro-9,10- 2018
dihidréxi-5, 7-dimetoxi-3-
metil (69)
7,9,10-trihidroxi-5- C27H32016 611 Flores P. geniculatus AMARAL et al.,
metoxi-3-metil-1H- 2012
nafto[2,3-c]piran-1-ona-9-
O-b-D-glicopiranosil-
(1Y6-p-
glicopiranosideo (70)
7,9,10-trihidroxi-5- C21H22011 449 Flores P. geniculatus AMARAL et al.,
metdxi-3-metil-1H- 2012

nafto[2,3-c]piran-1-ona-9-
O-b-D-glicopiranosideo
(71)
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Tabela 3. Naftopiranonas isoladas no género Paepalanthus (Continuagao).

FM

Composto

[M-H]-

Orgéo

Espécie

Referéncia

Paepalantina-9-O-b-D- C22H24011

glicopiranosideo (72)

Paepalantina-9-O-b-D- C22H24011

glicopiranosideo (72)

Paepalantina-9-O-b-D- C22H24011

glicopiranosideo (72)

10-Hidroxi-5-7-dimetoxi-
3-metil-1H-
nafto[2,3c]piranl-ona-9-
O-b-D-glicopiranosideo
(72)
Paepalantina-9-O-U- C28H34015
rhamnopiranosil-( 1 Y6 )
b-D-glicopiranosideo (73)

Paepalantina-9-O-U-L- C27H32015
arabinopiranosil-( 1 Y6 )

b-D-glicopiranosideo (74)

Paepalantina-9-O-U-D- C28H34016
glicopiranosil-( 1 Y-€+p-

glicopiranosideo (75)

463

463

463

609

595

625

Capitulo

Capitulo

P. planifolius

P. microphyllus

Capitulo P. bromelioides

Capitulo

Capitulo

Capitulo

Partes

aéreas

Capitulo

Capitulo
Partes
aéreas

Capitulo

Partes
aéreas

Flores

P.
acanthophyllus

P. vellozioides

P. latipes

P. microphyllus

P.chiquitensis

P. microphyllus

P. microphyllus

P. microphyllus

P. microphyllus

P. geniculatus

AMORIM et al.,
2018

SANTOS, L. C,;
VILEGAS, 2001

LEITAO; LEITAO;
VILEGAS, 2002;
VILEGAS et al.,
1998; VARANDA et
al., 2004;
DEVIENNE et al.,
2002; DEVIENNE et
al., 2005; SANTOS
et al., 1999

IGNACIO, 2016

SANTOS et al.,
1999
SANTOS et al.,
1999

PIACENTE et al.,
2001

ZANUTTO et al.,
2013

SANTOS, L. C;
VILEGAS, 2001

PIACENTE et al.,
2001

SANTOS, L. C;
VILEGAS, 2001

PIACENTE et al.,
2001

AMARAL et al.,
2012

Laysa Lanes Pereira Ferreira Moreira - 2022



Estudo fitoquimico de Paepalanthus acanthophyllus e Paepalanthus bromelioides a7
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Tabela 3. Naftopiranonas isoladas no género Paepalanthus (Continuagao).

Composto FM [M-H]" Orgéo Espécie Referéncia
Paepalantina-9-O-b-
glicopiranosil-( 1 Y-®-p- Capitulo  P. microphyllus
glicopiranosideo (75)

SANTOS, L. C;
VILEGAS, 2001

Partes - MOREIRA et al.,
. P. bromelioides

aéreas 2013

Partes PIACENTE et al.,

P. microphyllus 2001

aéreas
Paepalantina-9-O-b-D- C2sH34016 625  Capitulo P. bromelioides = VARANDA et al.,
al opiranedi | 2004
glicopiranosideo (76)

AMARAL et al.,

Flores P. geniculatus 2012

Paepalantina-9-O-b-D- Capitulo P. bromelioides DEVIENNE et al.,
al opiranosi | 2002; DEVIENNE et
anosideo (76)* al., 2005

Paepalantina-9-O-b-D- Capitulo P. bromelioides VILEGAS et al.,
alopiranosil-( 1 Y-6-p- 1998; LEITAO;
glicopiranosideo (76) LEITAO; VILEGAS,
2002 SANTOS et
al., 1999

Partes P bromelioides MOREIRA et al.,

Aéreas ' 2013

SANTOS et al.,
1999

SANTOS et al.,
1999

10-Hidroxi-5,7-dimetoxi-  Ca2sHz4016 625  Capitulo  P.chiquitensis ZANUTTO et al.,

3-metil-1H- 2013

nafto[2,3c]piranl-ona-9-

O-b-D-alopiranosil

( 1Y-®p-D-

glicopiranosideo (76)

Capitulo  P. vellozioides

Capitulo P. latipes

9,10-dihidroxi-7-metdx-3- Ca7H32015 595  Capitulo/ P. macropodus  ANDRADE et al.,
metil-1H-nafto-[2,3c]- Partes 2002
piran-1-ona-9-O-b-D- aéreas

alopiranosi |

glicopiranosideo (77)*

5-10-Dihidroxi-7-metoxi-  Cz7Hs2015 595  Capitulo/  P.chiquitensis ZANUTTO et al.,
3-methyl-1H- Escapos 2013
nafto[2,3c]piran-1-ona-9-

O-U-L-rhamnopiranosil-

(1Y 6)-O-b-D-

glicopiranosideo (78)
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Tabela 3. Naftopiranonas isoladas no género Paepalanthus (Conclusao).

Composto FM [M-H]- Orgéo Espécie Referéncia
10-Hidroxi-7-metéxi-3- C21H22010 Capitulo/  P.chiquitensis ZANUTTO et al.,
metil-1H-nafto[2,3c]piran- Escapos 2013
1-ona-9-0-b-D-

glicopiranosideo (79)

Semi-vioxantina-9-O-b- C21H24010 435  Capitulo  P. planifolius AMORIM et al.,
D-glicopiranosideo (80) 2018

3,4-dihidro-10-hidroxi-7-  C21H24010 435 Folhas P. vellozioides/ VILEGAS et al.,
metoxi-3-(R)-metil-1H- P. latipes 1999
3,4-dihidronafto-[2,3c]-

piran-1-ona-9-O-b-D-

glicopiranosideo (80)

1H-nafto[2,3-c]piran-1- C27H34015 597  Capitulo  P. planifolius AMORIM et al.,
ona,9-[(6-O-b-D- 2018
glicopiranosil-b-D-

glicopiranosil)oxi]-3,4-

dihidro-10-hidréxi-7-

metoxi-3-metil (81)

3,4-dihidro-10-hidroxi-7-  Caz7H34015 597 Folhas  P. vellozioides/ VILEGAS et al.,
metéxi-3-(R)-metil-1H- P. latipes 1999
3,4-dihidronafto-[2,3c]-

piran-1-ona-9-O-b-D-

glicopiranosil-( 1 Y6 )

glicopiranosideo (81)*

3,4-dihidro-10-dihidroxi-  Cz7H34015 597 Folhas  P. vellozioides/ VILEGAS et
7-metoéxi-3-(R)-metil-1H- P. latipes al.,1999)
3,4-dihidronafto-[2,3c]-

piran-1-ona-9-O-b-D-

alopiranosil-( 1 Y6 )

glicopiranosideo (82)*

toralactona-9-O-b-D- . e AMORIM et al.,
glicopiranosideo (83) C21H22010 433  Capitulo  P. planifolius 2018
Naftoquinona

5-metoxi-3,4- . . KITAGAWA et al.,
dehidroxantomegnina (84) CisH1207 315 Capitulo P. latipes 2004

FM = Férmula Molecular.
* Orientacdo a e b ndo foi determinada pelos autores.
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Figura 11. Estrutura quimica das naftopiranonas isoladas no género Paepalanthus.

Naftopiranona

HaCO

HyCO

(58) R=H (60)R=H
(59) R = OCHj3 (61) R = OCHj

HyCO ! ! ; .
o
- f # i ~OCH,

(62)Ry=H;R,=H (65) OCHj
63) Ry = OCH3; R, =H
(63) Ry = 3 Ro (66)

(64) Ry = OCHj; Ry = OCH;
OR,
OCH,
o
OH OH O R oH O HO O HO
HO
o o OR o Mo O OH O
o ! ! Z HaCO j O “, O 0o oH o© OO o
H,CO Z

OCH, HO oH
(68) R=H (7T0) R = Glc

67

(67) (69) R= OCHj (T1)R=H

(72) Ry = H; Ry = OCH,
(73) Ry = Rha; R, = OCH3

(74) Ry = Ara; Ry = OCHj
. 0 (75) Ry = Glc; Ry = OCHj
"
o o on o (76) Ry = Allo; Ry = OCHj
(TT) Ry = Allo; Ry = H
(78) R; = Rha; R, = OH

o
HsCO i,
/
HyCO i

(80)R=H Naphthoqulnone
(81) R=Glc

(o]
(82) R = Alo (83)
OO _

1 Compostos isolados de fungos encontrados em espécies de
Paepalanthus

Até o momento foram isolados vinte e oito compostos pertencentes as
classes dos 4&cidos, alcaloides, benzaldeidos, benzopiranos, cromanonas,
fendlicos acetilénicos, sesteterpenos e triticonas. Estes compostos foram isolados

de partes aéreas de fungos endofidicos das espécies P. microphyllus, P. planifolius
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e P. chiquitensis (Tabela 4). As estruturas quimicas dos compostos encontram-se

na Figura 12 (p. 54).

Tabela 4. Compostos isolados de fungos endofidicos de espécies de Paepalanthus (Continua).
[M-HJ

Composto

Derivados de Acido Cafeico

Orgao/
Fungos

Espécie

Referéncia

1,3-O-di-E- C21H2009 415 Capitulo P. SANTOS et

cafeoilglicerol (85) microphyllus  al., 2004

Derivados Acidos

Acido fusarico (86) CioH1sNO2 178 Partes P. HILARIO et
aéreas/ chiquitensis al., 2017
Fusarium

) fujikuroi )

Acido Indolacético (87) C10H9NO2 174 Partes P. HILARIO et
aéreas/ chiquitensis al., 2017
Fusarium
fujikuroi

Derivados de Acido Curvulinico

Acido 5-O- C11H120s 223 Capitulo/ P. HILARIO et

metilcurvulinico (88) Curvularia chiquitensis al., 2020
lunata

Acido curvulinico (89) C10H100s5 209 Capitulo/ P. HILARIO et
Curvularia chiquitensis al., 2020
lunata

Curvulina (90) C12H1405 237 Capitulo/ P. HILARIO et
Curvularia chiquitensis al., 2020
lunata

Alcaloide

Acido 2-(4- C12H16N203 235 Parte aérea/ P. HILARIO et

butilpicolinamida) Fusarium chiquitensis al., 2017

acético (91) fujikuroi

7-(hidroximetill)-6- Ci12H13NOs 218 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et
Paraphaeosp al., 2022

hidroxi-8-metoxi-3- haeria

metilisoquinolina (92) sporulosa
FO03

6-hidréxi-8-metoxi-3,7- Ci12H1sNO2 202 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et

dimetilisoquinolina (93) Paraphaeosp al., 2022
haeria
sporulosa
FO03
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Tabela 4. Compostos isolados de fungos endofidicos de espécies de Paepalanthus (Continuacao).

Orgéo/

Composto FUNOOS Espécie Referéncia
7-[acetiloxo(metil)]-6- C14H1sNOs 260 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et
hidroxi-8-metéxi-3- Paraphaeosp al., 2022
metilisoquinolina (94) haeria
sporulosa
FO03
( 1) IRMINR, S)Nj C24H21NO7 434 Folhas/Parap P. planifolius AMORIM et
haeosphaeri al., 2022
parafalina (95) a sporulosa
FO3
Derivados de Benzaldeido
Esporulosaldeina A (96) Ci2H140s 237 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et
Paraphaeosp al., 2019)
haeria sp.
FO03
Esporulosaldeina B (97) Ci2H120s 235 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et
Paraphaeosp al., 2019
haeria sp.
FO3
Esporulosaldeina C (98) Ci2H1404 221 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et
Paraphaeosp al., 2019
haeria sp.
FO3
Derivados de Benzopirano
Esporulosaldeina D (99) Ci12H1204 219 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et
Paraphaeosp al., 2019;
haeria sp. AMORIM et
FO3 al., 2022
Esporulosaldeina F Ci13H140s5 249 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et
(100) Paraphaeosp al., 2019
haeria sp.
FO3
Esporulosaldeina E C12H1404 221 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et
(101) Paraphaeosp al., 2019;
haeria sp. AMORIM et
FO3 al., 2022
Derivados de Cromanonas
(+)-(6R*,7S*,8R*)-6,7,8-  C11H160s 227 Capitulo/ P. planifolius  AMORIM et
trihidréxi- 2,2-dimetil- Anthostomell al., 2016
5,6,7,8-tetrahidro- a brabeji

croman-4-ona (102)
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Tabela 4. Compostos isolados de fungos endofidicos de espécies de Paepalanthus (Continuacao).

Composto

Espécie

Referéncia

6-hidroxi-2,2-dimetil- C11H1404 209 Capitulo/ P. planifolius  AMORIM et

5,6,7,8- tetrahidro-7,8- Anthostomell al., 2016

epoxicroman-4-ona a brabeji

(103)

Derivados de Fendlicos Acetilénicos

Sicaina (103) C11H1002 173 Capitulo/ P. planifolius  AMORIM et
Anthostomell al., 2016
a brabeji

Eutipinol (105) C12H1202 187 Capitulo/ P. planifolius  AMORIM et
Anthostomell al., 2016)
a brabeji

Derivados de Policetideos

Chaetoquadrina F (106) CoH1204 183 Folhas/ P. planifolius ~ AMORIM et
Paraphaeosp al., 2019;
haeria sp. AMORIM et
FO3 al., 2022

10-norparvulenona C12H1405 237 Folhas/ P. planifolius  AMORIM et

(207) Paraphaeosp al., 2019;
haeria sp. AMORIM et
FO3 al., 2022

Espirociclicos glactdmicos

(1S*,22,3Z, $,B6R*)- Ci16H17NOs 318 Capitulo/ P. HILARIO et

6 , -@iH\groxi-1 -Njetoxi- Curvularia chiquitensis al., 2020

2-ropilideno-3 N}, 4 N;j lunata

dihidro-2 NjH

espiro[ciclohexana-1 , -3

ciclopenta-[b]-pyrrol]-3-

ene-2 Nj, -6 1 Bjbbna

(108)

(1s*,22,3Z, 3,68%)- CieH17NOs 318 Capitulo/ P. HILARIO et

6 , -@iH\roxi-1 -Njetoxi- Curvularia chiquitensis al., 2020

2-ropilideno-3 N}, 4 N;j lunata

dihidro-2 NjH

espiro[ciclohexano-1 , -3

ciclopenta-[b]-pyrrol]-3-

ene-2 Nj, 5, -&iénp 1 ©

(109)

Sesterterpenos

Terpestacina (110) Ca2s5H3804 401 Parte aérea/ P. HILARIO et
Fusarium chiquitensis  al., 2017
fujikuroi

Triticonas
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Tabela 4. Compostos isolados de fungos endofidicos de espécies de Paepalanthus (Conclusao).

Composto Espécie Referéncia

triticonas E (111) C14sH1sNOs 296 Capitulo/ P. HILARIO et
Curvularia chiquitensis  al., 2020
lunata

triticonas F (112) C14sH1sNOs 296 Capitulo/ P. HILARIO et
Curvularia chiquitensis  al., 2020
lunata

FM = Férmula Molecular
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Figura 12. Estrutura quimica dos compostos derivados de fungos encontrados em Paepalanthus.
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2.2.4. Atividade Biologica de Compostos Isolados no Género Paepalanthus e

Relagédo Estrutura-Atividade

1 Atividade Bioldgica do género

Como mencionado, aos flavonoides e também as naftopiranonas sao
atribuidas diversas atividades biol6gicas. Na Tabela 5 estdo expostas algumas
atividades biol6gicas de compostos isolados de espécies de Paepalanthus.

Tabela 5. Atividades biolégicas de compostos isolados de espécies de Paepalanthus (Continua).

Atividade

s, Referéncia
Bioldgica

Composto Espécie

VILEGAS et al., 1990
Antimicrobiana DEVIENNE et al., 2005
MOREIRA et al., 2013

DEVIENNE et al., 2007

P. bromelioides Antioxidante DAMASCENO et al.,
2015
Paepalantina (67) Anti-inflamatéria STASI et al., 2004
Citotoxica DEVIENNE et al., 2002
Potencial TAVARES et al., 1999
Genotodxico
P. vellozioides Mutagénica VARANDA et al., 1997
Citotoxica VARANDA et al., 1997
Citotoxica DEVIENNE et al., 2002

Paepalantina 9-O-b-D-

glicopiranosideo (72) P. bromelioides

Mutagénica VARANDA et al., 2004
Paepalantina 9-O-b-D- o Citotoxica DEVIENNE et al., 2002
alopiranosil-(1Y 6)- P. bromelioides _
g|icopiranosideo (76) Mutagénlca VARANDA et aI., 2004
KITAGAWA,
Antioxidante BONACORSI; et al.,
o 2011
5—m_e oX3. 4 i P. lati Anti-helicobacter KITAGAWA,
dehidroxantomegnina (84) - latipes . BONACORSI: et al.,
pylori 2011
Citotéxica KITAGAWA et al.,
2015

Laysa Lanes Pereira Ferreira Moreira - 2022



Estudo fitoquimico de Paepalanthus acanthophyllus e Paepalanthus bromelioides 56

(Eriocaulaceae) e avaliagdo citotdxica e antimicrobiana de compostos isolados

Tabela 5. Atividades biol6gicas de compostos isolados de espécies de Paepalanthus (Conclusao).
Atividade

Composto Espécie Biol6aica Referéncia
Antitumoral KITAGAWA; VILEGAS;
5-metoxi-3,4- P latipes et al., 2011
dehidroxantomegnina (84) - atp Imunomodulatoria KITAGAWA,; VILEGAS;
et al., 2011
Planifoliusina A (57) P. planifolius Antimicrobiana AMORIM et al., 2018
Planifolina (66) P. planifolius Mutagénica VARANDA et al., 2006
Vioxantina (65) P. planifolius Antimicrobiana AMORIM et al., 2018
?6‘2')-Baepalantlna dimero P. bromelioides Citotoxica COELHO et al., 2000
Antioxidante DEVIENNE et al., 2007
P. bromelioides
Mutagénica VARANDA et al., 2004
Patuletina 3-O-b-D- P. geniculatus Antioxidante AMARAL et al., 2012
rutinosideo (28)
6-metdxicanferol-3-O-U-L-
rhamnopiranosil-( . L
1 ¥ 6f-D-glicopiranosideo P. geniculatus Antioxidante AMARAL et al., 2012
(21)
6-metoxiquercetina-3-
O-(4-O-acetil)-UL- P. geniculatus Antioxidante AMARAL et al., 2012

rhamnopiranosil-( 1 Y-6-)
D-glicopiranosideo (42)

1 Relacéao estrutura quimica versus atividade biolégica

Ao longo dos anos tém sido desenvolvido muitos estudos relacionando
atividade bioldgica a estrutura quimica dos compostos (do inglés SAR i Structure-
activity relationship). A presenca ou auséncia de especificos grupos funcionais
tendem a favorecer certas atividades biologicas. E importante ressaltar que ainda
gue se tenha observado a participacdo de certos grupos funcionais em
determinadas atividades, alguns compostos podem néo contribuir como esperado
pela andlise, ou até diminuir a atividade em avaliacdo. A este fato pode ser
considerado as diversas reacodes e variacGes biolégicas, como os diferentes tipos
de enzimas e sitios ativos existentes (WANG,; LI; BI, 2018)

A avaliacdo da SAR de flavonoides mostrou a importancia da ligacao dupla
C>=Cs3, que confere planaridade molecular, e em conjunto com o grupo 4-carbonil,
contribui para a migracao eletroénica, auxiliando, por exemplo, na estabilizacdo de

radicais livres. Além disso, o numero de hidroxila presente também é um fator
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positivo, sobretudo o grupo catecol localizado no anel B, que doa hidrogénios e
elétrons para grupos hidroxila (°OH), peroxila (O2°) e radicais peroxinitritos (ONO2
). Este grupo contribui de forma mais efetiva para atividades antioxidantes, por
exemplo, visto que a orto-di-hidroxila € mais facilmente oxidada do que a meta-di-
hidroxila no anel A. De forma semelhante, o grupo °OH ligado aos carbonos C-3 e
C-5 promovem a deslocalizag&o eletronica a partir do grupo 4-carbonil (FERREIRA
et al., 2015; WANG,; LI; BI, 2018).

A presenca da metoxila influencia fatores como hidrofobicidade molecular,
planaridade e doacdo de elétrons. No caso da atividade antitumoral, a metilacéo
de hidroxila tende a aumentar o potencial da atividade, o que é comumente
atribuido a polimetilagdo do anel A. Na avaliacdo da atividade antioxidante, a
mesma pode diminuir, justificada pelo impedimento estéreo causado pelo grupo.
Alem disso, a metilacdo de grupos hidroxila presentes no anel B diminui a
capacidade antioxidante por alterar a coplanaridade molecular (AMIC et al., 2007,
WANG,; LI; BI, 2018).

Outro substituinte que interfere na atividade biologica de flavonoides é o
acucar. Comumente, os glicosideos sédo encontrados como substituintes do anel A
ou C, na forma de O-glicosideo. No entanto, pesquisas indicam que a substituicao
no anel A tem um impacto muito maior na atividade. A coplanaridade e a
deslocalizacédo eletronica sao influenciadas pela glicosilacdo, que confere uma
diminuicdo de alguns tipos de atividade biologica. Porém, os glicosideos de
flavonoides podem beneficiar a atividade antiviral (WANG; LI; BI, 2018).

Na Figura 13 (p. 58) é mostrada uma estrutura quimica de um flavonoide
para representar e resumir o estudo da relacédo estrutura-atividade biolégica. Na
Tabela 6 (p. 58) encontra-se os substituintes que podem aumentar ou diminuir as

atividades antitumoral, antiviral, anti-inflamatoéria e antioxidante.
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Figura 13. Representacéo do estudo da relagdo estrutura-atividade bioldgica de flavonoides.

Fatores Positivos

Tabela 6. Relagdo estrutura e atividade biolégica.
Atividade

Grupo
Catecol
NuUmero de -OH
OCHj3
C2:C3
3-OH
C4:O
Glicosideo

Fonte: Wang, T. et al. (2018). ¥ = aumento da atividade bioldgica; Z = diminuic&o da atividade
biol4gica.

Antitumoral Antiviral/bacteriana  Anti-inflamatéria Antioxidante

g
g
g
g
g
g
Z

N N <
N <

N D D < <

D DD
NS O <

As atividades biologicas das naftopiranonas também podem ser explicadas,
em parte, por sua estrutura quimica. Assim como nas cumarinas, as diversas
atividades biologicas que as naftopiranonas possuem devem-se inicialmente ao
seu nucleo e suas variagdes. O triciclo aromatico e planar, confere hidrofobicidade,
permitindo que a molécula interaja com sitios biologicos, em especial os locais de
ligacéo lipofilica. A presenca de um heteroatomo eletronegativo permite a formacéo
de ligacado de hidrogénio, produzindo ligacdes polares, com interacdes do tipo
dipolo-dipolo (PENTA, 2016; STEFANACHI et al., 2018).

2.3. A espécie P. acanthophyllus Ruhland

A espécie P. acanthophyllus (Figura 14, p. 59) é endémica do Brasil,
encontrada em Goids, e até o momento dispde-se de um Unico estudo sobre a
fitoquimica da mesma (IGNACIO, 2016; SANO et al., 2015b). Além disso, s&o

desconhecidas as sinonimias vulgar e cientifica da espécie.
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Figura 14. Espécie P. acanthophyllus.

e
L

(A) Capitulos escaps de P. acanthophyllus; (B) Ramo/Galho de P. acanthophyllus.
Fonte: Propria.

De acordo com o Ignacio (2016), foram isolados trés flavonoides glicosilados
e duas naftopiranonas oriundos do extrato metandlico dos capitulos florais. Os
compostos isolados sao: 6-metdxicanferol-3-O-( 6pecumaroil)-b-D-glucopiranosil-
7-O-b-D-glucopiranosideo (estrutura 16, p. 42), 6-metdxicanferol-3-7-di-O-b-D-
glucopiranosideo (estrutura 23, p. 42), 6-metoxicanferol-3-O-b-D-glucopiranosideo
(estrutura 14, p. 42), paepalantina-9-O-b-D-glucopiranosideo (estrutura 72, p. 49)
e paepalantina (estrutura 67, p. 49). Os flavonoides 16 e 23 séo inéditos no género
(Figura 15).

Figura 15. Compostos inéditos no género isolados em P. acanthophyllus.

OH

(16) (23)

O teste quimico realizado com o extrato metandlico dos capitulos florais
revelou uma concentracdo de 126,41 mg.g* de fendlicos totais e 122,15 mg.g* de
teor de flavonoides totais. Em outras palavras, 96,6% do teor de fendlicos totais
encontrados no extrato do capitulo floral da espécie séo relativos aos compostos
pertencentes a classe dos flavonoides (IGNACIO, 2016).

O teste bioldgico investigou as atividades antimicrobianas e citotoxicas do

extrato metandlico. Para a avaliagédo da atividade antimicrobiana frente as bactérias
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Gram-Positivas e Gram-Negativas foram encontrados valores superiores a 1000
ug.mL? para todas as cepas analisadas (Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella setubal ATCC 19196). O
resultado foi considerado inativo de acordo com Holetz et al. (2002). Para a
avaliacdo da atividade citotéxica, foi utilizando o método MTT [Brometo de 3-(4,5-
Dimetiltiazol2-il)-2,5-Difeniltetrazolium], alcangando o valor de ICs igual a 34,81
pug.mL? para a linhagem MCF-7 (cancro de mama humana), sendo considerado

pelo autor um valor promissor (IGNACIO, 2016).
2.4. A Espécie P. bromelioides Silveira

A espécie P. bromelioides (Figura 16) € endémica do Brasil e encontrada no
estado de Minas Gerais. E popul ar mente conhecvidwaaoc oeno
capipoatinga (DEVIENNE et al., 2007; SANO et al., 2015c). Até o0 momento, nao
ha registros sobre sinonimia cientifica da espécie. P. bromelioides e tem
despertado o interesse de muitos pesquisadores apés o isolamento de compostos
da classe das naftopiranonas (DAMASCENO et al., 2015; LEITAO; LEITAO;
VILEGAS, 2002; VILEGAS et al., 1990).

Fonte: Prc')pria.

De acordo com Vilegas et al. (1990 e 1998), nos extratos menos polares dos
capitulos florais sé@o encontrados, majoritariamente, um composto chamado
paepalantina (estrutura 67, p. 49), pertencente a classe das naftopiranonas. A
paepalantina apresenta diversas atividades biolégicas, como mencionado na
Tabela 5 (p. 55-56) (VILEGAS et al., 1990, 1998).
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Na avaliacdo antimicrobiana realizada por Vilegas e colaboradores (1990),
a paepalantina foi testada frente as bactérias Bacillos cereus ATCC 14579,
Sthaphylococcus aureus ATCC 6538, Sthaphylococcus epidermidis ATCC 12228
e Escherichia coli ATCC 25922. A concentracao inibitoria minima para cada uma
foi 7,5, 7,5, 15 e 250 pg.mL?, respectivamente, sugerindo uma forte atividade
antibidtica (VILEGAS et al., 1990).

Na avaliagdo da capacidade sequestradora de radicais livres da
paepalantina contra o radical livre ABTS%*, verificou-se que a naftopiranona possui
uma atividade comparada ou superior ao trolox, padrao antioxidante utilizado
(DAMASCENO et al., 2015).

Stasi e colaboradores (2004) avaliando a atividade anti-inflamatoria
intestinal preventiva de paepalantina em ratos, verificou uma redugao significativa
de dano colénico em comparacdo com os ratos coliticos nao tratados, utilizando
doses de 5 a 10 mg.kg* (STASI et al., 2004).

Em contrapartida aos resultados biologicos positivos, a paepalantina teve
sua atividade mutagénica avaliada, sendo testada frente a bactéria Salmonella
typhimurium TA100, TA98 e TA102. Os ensaios mostraram que 0 composto tem
acao mutagénica tanto com e sem a fracdo hepatica de camundongo S9 e
dependendo das cepas envolvidas, induz a substituicdo de pares de bases (TA100,
TA102) (VARANDA et al., 1997).
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3.0BJETIVOS

3.1.Objetivos Gerais

Realizar o estudo fitoquimico dos capitulos florais das espécies P.
acanthophyllus e P. bromelioides visando isolar e avaliar as atividades

antitumoral e antimicrobiana dos compostos.

3.2. Objetivos Especificos

1 Obter extrato bruto metandlico dos capitulos florais de P. acanthophyllus e
extrato bruto diclorometanico dos capitulos florais de P. bromelioides pelo

método da maceracao exaustiva;

1 Fazer particdo do extrato bruto metandlico de P. acanthophyllus utilizando
como solventes hexano (hx), diclorometano (CH2Cl2), acetato de etila (AcOEt)
e metanol (MeOH);

1 Submeter as fracdes a métodos cromatogréaficos visando o isolamento dos
constituintes quimicos através de técnicas classicas e modernas de
cromatografia [cromatografia de adsorcdo em coluna de silica, cromatografia
de exclusdo em Sephadex LH-20, cromatografia liquida de média presséo
(CLMP) e de alta eficiéncia (CLAE)];

1 Elucidar a estrutura dos constituintes quimicos através de métodos
espectroscopicos e espectrométricos (EM e RMN de H e 3C uni e
bidimensionais);

1 Avaliar a atividade citotoxica in vitro dos compostos isolados com MTT,
usando células tumorais de cancer de coélon (HCT-116) e mama (MCF-7)
humanos.

1 Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos compostos isolados com TTC,
usando as cepas bacterianas Staphylococcus aureus (NEWP0023) e
Escherichia coli (NEWP0022).
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e Métodos

4.1.1. Equipamentos
9 Concentracéo do extrato bruto, fracdes e subfracdes

O extrato bruto, fracbes e subfracdes foram concentrados sob pressao
reduzida em evaporador rotativo da Buchi (modelo R3). Acoplado ao evaporador,
0 banho ultratermostatico da SOLAB (modelo SL 152).

9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As analises foram realizadas no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, da
marca Agilent Technologies e modelo 1260 Infinity, equipado com
desgaseificadora, bomba quaternaria (modelo G1311C), auto-injetor (modelo
G1329B), forno de coluna (modelo G1316A), e detector de arranjo de diodos
(modelo G4212B).

As separacdes foram realizadas no cromatografo liquido de alta eficiéncia
com coluna preparativa ou semipreparativa, da marca Agilent Technologies e
modelo 1260 Infinity, equipado com duas valvulas (modelo G1170, 1290 Infinity),
bomba binaria (modelo G1361A), injecdo manual, coletor automafico (modelo
G1364B) e detector de arranjo de diodos (modelo G1365D).

9 Cromatografia Liquida de Média Presséo

A separacdo de compostos através da técnica foi realizada no cromatografo
da BUCHI, modelo C-810 Flash, equipado com unidade de controle, injetor manual,
guatro canais de solvente, valvula de gradiente, uma bomba, coletor de fracdo e

detector por ultravioleta.

9 Espectroscopia de Massas

As anadlises de massa foram realizadas no espectrometro de massa de
ressonancia de ciclotron de ions de transformada de Fourier (do inglés Fourier
transform ion cyclotron resonance mass spectrometry, FT-ICR MS), modelo 9.4 T

Solarix, da empresa Bruker Daltonics.
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1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em

equipamento da marca Varian, com frequéncia de 400 MHz para hidrogénio e 100

MHz para carbono-13.

4.1.2. Outros Equipamentos Utilizados

Balanca Analitica, modelo AUY?220
Balanca, modelo 9094c/4

Camara de Luz Ultravioleta
Destilador de 4gua
Espectrofotometro de UV - Microplaca
Estufa de ar

Incubadora

Manta de aquecimento

Manifold

Turbidimetro, modelo MCF-500
McFarland

Ultrassom

Shimadzu

Toledo

Camag

Thermo Fisher Scientific
Ethik Technology
Panasonic

Fisatom

Agilent Technologies

MS Tecnopon

Unique

4.1.3. Solventes, Reagentes e Adsorventes

Agar Mueller-Hinton

Agua destilada

Acetato de etila P.A.

Acetato de etila CLAE

Acetonitrila CLAE

Acido acético glacial P.A.

Acido Sulfarico

Acido Trifluoroacético

Cartucho de silica C18-E

Cloreto férrico P.A.

Cloreto de Trifenil Tetrazdlio
Cloroférmio P.A.

Cloroférmio deuterado

Coluna C18

(Zorbax SB-C18, 21,2 x 250 mm, 7,0
micron)

Coluna C18

(Zorbax Eclipse XDB-C18, 9,4 x 250
mm; 5,0 micron)

Sigma Aldrich
Neon, Isofar
Vetec
Panreac Quimica
Vetec
Dinamica
Anidrol

Strata

Merck

Synth

Sigma Aldrich

Agilent Technologies

Agilent Technologies
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Coluna C18

(Gemini®, 250 x 10 mm, 5,0 micron)
Coluna C18

(Eclipse XDB-C18, 4,6 x 150mm, 5
micron)

Cromatoplaca de silica gel

(F254, 20 cm x 20 cm x 0.20 mm)
Cromatoplaca de silica gel

(F254, 20 cm x 20 cm x 0.25 mm)
Diclorometano P.A.
Diclorometano CLAE

Dimetil suféxido
Doxorubicina

Etanol

Eter etilico P.A.
Gentamicina

Hexano P.A.

Hidroxido de Potassio P.A.
Meio modificado de Dulbecco
Mei o ARoswel |
Metanol deuterado

Metanol P.A.

Metanol CLAE

Methylthizol tetrazolium
Penicilina estreptomicina
Sephadex LH-20

Sérum fetal bovino

Silica gel ACC (70-90 pm)
Sulfato de sddio anidro
Vanilina

Par k

4.1.4. Softwares

ChemDraw
Data Analysis
Prism 5
MestReNova

Phenomenex

Agilent Technologies

Macherey-Nagel

Macherey-Nagel

Isofar

Scharlau

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Tedia

Qhemis

Sigma Aldrich

Neon

Dinamica

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Cambridge Isotope Laboratories
Synth

Panreac

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
GE Healthcare Bio-Sciences AB
Thermo Fisher Scientific
Agilent Technologies
Alphatec

Neon

PerkinElmer

Bruke Daltonik GmbH
GraphPad Softaware
MestreLab Research S. L.
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4.2. Procedimento
4.2.1. Coleta do material vegetal

A espécie P. acanthophyllus foi coletada na Chapada dos Veadeiros i GO
(13A410660606 S, 47A2806140606 W), no dia 21 de |
foi realizada pelo professor Marcelo Trové Lopes de Oliveira e sua exsicata
encontra-se depositada no Herbario da Universidade Federal do Espirito Santo i
UFES, sob o numero VIES 025706.

A espécie P. bromelioides foi coletada na Serra do Cip6 i MG, no dia 17 de
outubro de 2019. A identificacdo da espécie foi realizada pelo pesquisador Celso
Lago-Paiva e sua exsicata encontra-se depositada no Herbario da UFES, sob o
numero VIES 45870.

4.2.2. Preparacdao e particdo do extrato bruto
1 Espécie P. acanthophyllus

Os capitulos florais da espécie foram secos (2,0 kg) em estufa de ar
circulante a 40°C e apés moagem, foram submetidos a maceracao, utilizando
MeOH como solvente extrator. A solucdo extrativa teve seu volume reduzido em
evaporador rotativo. Uma vez seco, o extrato bruto foi dissolvido em MeOH/H20
(7:3) e submetido a particdo com os solventes h e x g GHxCl, e AcOEt. O residuo
do procedimento citado foi evaporado em evaporador rotativo e a fracdo aquosa
resultante foi extraida em fase sélida com MeOH.

A Tabela 7 descreve a massa de cada fracéo oriunda da particdo do extrato

bruto em MeOH da espécie P. acanthophyllus.

Tabela 7. Dados sobre as fragcdes oriundas da particdo do extrato em MeOH da espécie P.
acanthophyllus

€rg«o Extrat Fra-«o C-digo Massa (g
Hexano PAH 7,0
CH2Cl2 PAD 20, 0
Cap2tulo Me OH
AcOEt PAAC 25,0
Me OH PAM 7,0
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91 Espécie P. bromelioides

Os capitulos florais (1,2 kg) da espécie foram coletados secos e
submetidos & maceragéo utilizando MeOH como solvente extrator. A torta vegetal
foi posteriormente extraida com CH2Cl,, obtendo-se 8,0 g de extrato bruto que foi
submetido ao fracionamento por cromatografia liquida de média pressao.

4.2.3. Perfil quimico das fracdes de P. acanthophyllus por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE)

As fracdes hexano, CH>Cl> AcOEt e MeOH foram submetidas a andlise por
CLAE para obtencao dos perfis quimicos (Figuras 17 a 20).

Aproximadamente 1,0 mg das fracdes foram solubilizadas em 1,0 mL de
MeOH. Foi utilizada coluna analitica, modelo Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150mm, 5
micron) da empresa Agilent Technologies. A fase movel foi composta por H20 (A)
e CHsCN (B), com vazdo 1 mL.mint e as condi¢gGes de eluicdo estdo apresentadas

na Tabela 8. As injecdes foram realizadas com volume de 10 pL.

Tabela 8. Gradiente de eluicdo para andlise das fracdes hexano, CH2Cl2, AcOEt e MeOH
Tempo ( min) Sol vente©® A %) Sol ventCHCR ( %)

0 90 10
10 80 20
20 70 30
30 60 40
35 50 50
45 0 100
46 90 10

Figura 17. Perfil cromatogréfico por CLAE da fragdo hexano a 225 nm.
mAU %
&

500

400 || |
300 | ‘
200

18.581
469
23.268
963

R

L

3
— ~
100 Y

04— ‘_l_'_L"\'_\_J,I._I N -
T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 mi

Laysa Lanes Pereira Ferreira Moreira - 2022



Estudo fitoquimico de Paepalanthus acanthophyllus e Paepalanthus bromelioides
(Eriocaulaceae) e avaliagdo citotdxica e antimicrobiana de compostos isolados

68

Figura 18. Perfil cromatogréfico por CLAE da fragdo CH2Cla 225 nm.
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Figura 19. Perfil cromatogréafico por CLAE da fragcdo AcOEt a 225 nm.
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Figura 20. Perfil cromatografico por CLAE da fracdo MeOH a 325 nm.
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4.3. Isolamento e Purificacdo dos Metabdlitos Secundarios de

Espécies de Paepalanthus
4.3.1. Espécie P. acanthophyllus

4.3.1.1. Fracao Diclorometanica

A fracdo CHxCl, (~18,0 g) foi submetida a cromatografia liquida de média

pressao utilizando silica gel (70-90 um) como fase estacionaria e 0s solventes

hexano, AcOEt e MeOH acidificados com 0,1% de acido acético, como fase movel

em um fluxo de 20 mL.mint. Obteve-se 16 subfracdes, as quais foram reunidas de

acordo com o perfil quimico semelhante em CCD (Tabela 9, p. 69). Foram

cromatografadas as subfracdes 7-9, 10-44, 45-59 e 89-105, mas serédo descritos

neste trabalho apenas os fracionamentos que deram origem a compostos isolados
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(em negrito).

Tabela 9. Subfracbes e massas oriundos da fracdo diclorometanica de P. acanthophyllus.

Subfra-Massa ( Subfra-Massa (Subfra- Massa

1-3 2,3 89-105 892, 7 17-288 109, 6
4-6 149, 6 10-646 2.390, 189202 281, 6
7-9 198, 7 14-T52 325,3 20-338 421, 4
10-44 5.264, 15355 1.516, 23251 121, 0
45-59 1.352, 15662 1. 556,
60-88 1.162, 16-378 476, 8

MASSA TOLAL 2228 ¢

4.3.1.1.1. Fracionamento da subfracéo 10-44

A subfracdo 10-44 (5,2645 g) apresentou um composto majoritario apos
avaliagéo por CCD e revelagdo com vanilina sulfurica. A subfragéo foi submetida a
cromatografia liquida classica, empacotada com silica gel e como eluentes foram
usados os solventes h e x g AcCOEt e MeOH, em ordem crescente de polaridade.
A separacédo deu origem a 16 subfracdes. Destas, as subfracbes 18-21, 26-31, 32-
39, 40-45, 46-69, 70-99, 100-113, 124-135, 136-148 foram submetidas a
cromatografia por exclusdo. Em negrito estdo destacadas aquelas que deram
origem a compostos isolados. A Tabela 10 mostra as subfracdes reunidas e as

massas obtidas.

Tabela 10. Massa das subfracdes oriundas da separacado da subfracao 10-44.

Subfra-Massa (1Subfra-Massa (ISubfra- Massa (

1-17 497, 4~ 4 669 671,8* 12435 58, 5
181 81, 4 7099 775, 2 13648 391, 9
225 172, 0 10-013 498, 1 14-257 138, 8
26831 173, 5 114 173,09 15878 242, 0
3239 254, 2 11-520 469, 4
4045 173, 1 12123 27,0

MASSA TOBAL24882 ¢
*Amostra liquida; **Amostra oleosa

A subfracdo 46-69 (671,8 mg) apresentou coloracdo avermelhada e deu
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origem a um precipitado amarelo. Este foi separado do sobrenadante e lavado com
AcOEt grau CLAE. O precipitado puro (55,4 mg) foi codificado como PaD-01.

A subfracdo 100-113 (498,1 mg), de coloracdo avermelhada, também deu
origem a um precipitado amarelo. O procedimento de separagéo do sobrenadante
e limpeza do precipitado foi 0 mesmo descrito acima. O precipitado puro (32,9 mg)
foi codificado como PaD-02. O sobrenadante (100-113S, 273,1 mg) foi submetido
a separacdao com Sephadex LH-20, usando MeOH como fase movel. Este
procedimento deu origem a 9 subfracdes. Destas, a subfracéo 14-15 (10,9 mg) deu
origem a um precipitado, 14-15P (2,0 mg, PaD-03), que apresentou-se como uma
Unica mancha em CCD, revelando-se preta sob a luz ultravioleta a 366 nm e laranja
guando revelada com vanilina sulfurica.

O Esquema 1 resume os procedimentos mencionados para a fracdo CH2Cl»

da espécie P. acanthophyllus.

P. acanthophyllus
Fragdao CH,Cl,

+ Coluna de silica gel :
+ Eluentes: Hexano,AcOEt e MeOH, |

=

Precipitado 46-69 S°b’egffyas”r‘§g45'69 Precipitado 100-113

: Sephadex LH-ZO‘:
+ Eluente:MeOH

9 subfragbes

[Precipitado puro] [Precipitado impuro] [Precipitado puro] Precipitado impuro
1,6 mg 35,6 mg
.‘.‘?‘?.E.‘.“.FfL.C.J_‘-—}{h}”} {acomtipLe |
Seeee T RMN
PaD-01
55,4 mg PaD-02
32,9 mg

Esquema 1. Fluxograma dos procedimentos realizados para a fragao CH2Cl. dos capitulos florais
de P. acanthophyllus.

Laysa Lanes Pereira Ferreira Moreira - 2022



Estudo fitoquimico de Paepalanthus acanthophyllus e Paepalanthus bromelioides n

(Eriocaulaceae) e avaliagdo citotdxica e antimicrobiana de compostos isolados

4.3.1.2. Fracao Acetato de Etila

A fracdo AcOEt (25,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando
silica gel (70-90 pm) como fase estacionaria. Como fase movel, foram usados 1500
mL de cada um dos seguintes eluentes: h e x g AcQEt, MeOH e H>0. Os eluentes
foram utilizados em ordem crescente de polaridade, iniciando com uma mistura de
AcOEte h e x annao p r o p o.rDeste @rocéssd obteve-se 30 subfracdes, as
quais foram reunidas de acordo com o perfil semelhante em CCD. Foram
fracionadas as subfra¢des 3-6, 17-56, 98-100, 101-103, 104-111, 122-126 e 129-
135, mas serdo descritos neste trabalho apenas aqueles fracionamentos que
deram origem a compostos isolados (em negrito). A Tabela 11 mostra as

subfracdes reunidas e suas respectivas massas.

Tabela 11. Massa das subfracdes oriundas da separacao da fracdo AcOEt.

Subfra-»™Massa ( Subfra-»Massa (Subfra-Massa (

1 35,9 101 451,8 11-819 612, 9
2 25, 8 1215 753,0 12021 472, 2
3 83,1 16 171,6 12226 7123, 4
4 270, 1 1756 3.119, 127 17,0
5 277, 6 577 1.243, 128 1.467,
6 270, 7 889 2 172,5 129235 3.458,
3P 82, 6 937 219, 0 134641 509, 1
4 P 45, 3 9800 205, 0 142 437, 4
5P 23,2 10-103 333,09 142a 131, 4
6 P 3,3 10411 959, 0 143 56, 4
7-8 472, 8 11-217 1.013, 143a 8,5
TOTAH424, B@ 6
* A | e nas subfiaghes 142 e 143 refere-se a parte desta fragdo separada e sollvel somente e

agua.

4.3.2.1. Fracionamento da subfracéo 3-6

As subfracdes 3 a 6 deram origem a precipitados amarelos (subfracées 3P-
6P). Estes foram removidos da subfracdo, lavados com MeOH e avaliados por
CCD, onde apresentou uma coloragdo amarela-esverdeada ao ser revelados com

hidroxido de potassio a 5% em etanol. O solvente contendo as impurezas dos
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precipitados foi armazenado em frascos individuais, codificados como L1, e
mantidos no congelador por 24h.

As subfracbes de 3 a 6 ap0s a retirada dos precipitados e concentracdo do
solvente, deram origem a novos precipitados, porém com um grau de pureza
inferior. As amostras L1, oriundas da limpeza dos precipitados 3P a 6P, apds 24h

no congelador também deram origem a novos precipitados impuros.
9 Purificacdo dos precipitados

Os precipitados oriundos do antigo sobrenadante e da fragcédo de limpeza dos
precipitados foram lavados com MeOH grau CLAE e, em seguida, seus perfis foram
avaliados em CCD. Verificou-se a presenca de uma mancha majoritaria de
coloracédo amarela, apresentando o mesmo fator de retencéo (Ry), compativel com
os precipitados mencionados, e outras minoritarias visualizadas somente no
ul tr avimgR5d e 266 ran. o

Com o surgimento de novos precipitados no sobrenadante e no solvente de
limpeza, o procedimento de obtencéo e purificacdo dos precipitados foi repetido
por mais duas vezes. No entanto, estes apresentaram-se visualmente mais
impuros e, ndo foram reunidos aos precipitados 3P-6P. Por fim, os precipitados 3P
a 6P foram reunidos a aqueles obtidos no sobrenadante. Apds a reunido, 0s
precipitados foram analisados por RMN uni e bidimensionais e codificados como
PaAc-01 (193,2 mg).

O Esquema 2 (p. 73) , exemplificado para a subfracdo 3, resume 0s
procedimentos realizados para as demais subfracfes. A Tabela 12 apresenta a

massa de cada subfracéo obtida.

Tabela 12. Informagfes sobre as massas dos precipitados obtidos apés purificagdo com MeOH

Subfra-Massa ( Subfra-Massa (Subfra- Masgang)

L1.3 9,7 L2.3 10, 3 L3.3 46, 3
L1.3P 1,9 L2.3P 15,1 L3.3P *

L1.4 3, 2 L2.4 33,1 L3.4 150, 2
L1.4P - L2.4P 19, 6 L3.4P *
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Tabela 12. Informagfes sobre as massas dos precipitados obtidos apés purificagdo com MeOH
grau CLAE (Concluséo).

Subfra-Massa ( Subfra-Massa (Subfra:- Mas¢dqang)

L1.5 4, 4 L2.5 20, 4 L3.5 182, 8
L1.5P 0, 8 L2.5P 16, 4 L3.5P *
L1.6 14,1 L2.6 3,3 L3.6 186, 6
L1.6P 52,6 L2.6P 1,8 L3.6P *

*Purificacdo ndo realizada.
L1 = primeira lavagem; L2 = segunda lavagem; L3 = terceira lavagem

Preupltagao a
H temperatura amblente

1 Precipitacdo a temperatura ambiente
2 Evaporacao do solvente oo | g mbeaa com eV

_1 1.cCD : —
i 2.Limpeza com MeOH Pregggggosguro
Sobrenadante Precipitado puro o N
Fragéo L1.3 Fragéo 3 : CCD
.................. Precipitado
" Resfriamento | Fragéo L1.3P
S oo 3 . PaAc-01
1. CCD; Sobrenadante 193,2 = : oy
Fragéo L2.3 ‘ <
Precipitado J .
FraggoL1.3 | |  rmemmemmemeeeeees {RMN: Pre(~:|p|tado
i Resfriamento | Fragéo L2.3P
CCD Sobrenadante
Fracédo L3.3
Precipitado
Fracdo L2.3

Esquema 2. Fluxograma do procedimento realizado para as subfracdes 3 a 6.

A subfracdo L2.5P (16,4 mg) apresentou-se como um solido amarronzado
gue ao ser analisado por CCD observou-se a presenca majoritaria de uma mancha
atribuida ao composto PaAc-01 e de mais seis manchas de menor intensidade.
Apesar de possuir pouca massa em relacdo a outras subfracdes, esta foi escolhida
para sepracao por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) por conter mais

compostos.
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A subfracéo foi solubilizada em MeOH grau CLAE e submetida & purificacédo
por CLAE em coluna preparativa, modelo Zorbax SB-C18 (21,2 x 250 mm; 7,0 pum)
da empresa Agilent Technologies. A fase movel foi composta por H20 (A) e CHsCN
(B), com vazédo de 12 mL.min?, e as condicdes de eluicdo estdo apresentadas na

Tabela 13. Foram realizadas duas inje¢des de 400 pL.

Tabela 13. Gradiente de eluicdo para purificacdo de compostos da fracdo L2.5P.
Tempo ( min; Sol vente® A %) Sol ventCHCR ( %)

0 90 10
30 0 100
35 0 100
36 90 10

A subfragédo L2.5P apresentou bandas com tr entre 3 e 20 minutos. Deste
procedimento foram obtidas seis subfracbes. Na Figura 21 encontra-se o0
cromatograma de UV a 224 nm e na Tabela 14 a massa de cada subfracao.

Figura 21. Cromatograma da subfracdo L2.5P a 224 nm (tr de 3 a 20 min.)
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A subfracéo 2 (1,8 mg), codificada como PaAc-02, foi submetida a analise
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por RMN *H, 13C e os bidimensionais COSY, HSQC e HMBC. A subfracéo 6 (3,4
mg), apresentou-se em CDD as mesmas caracteristicas de coloracéo e R de
PaAc-01.

4.3.2.2. Fracionamento da subfracdo 17-56

A subfracdo 17-56 (3,11919) foi submetida a filtracdo em gel de Sephadex
LH-20, utilizando MeOH como eluente. O procedimento deu origem a 225 aliquotas
divididas em 40 subfracdes, apdés andlise de sua similaridade em CCD. As
subfragbes 23-24, 25-27, 28-29, 30-32, 44-48, 49-54, 64-75 e 76-83 resultantes,
foram fracionadas em colunas empacotadas com silica gel, sephadex-LH20 ou por
CLAE. Assim como mencionado anteriormente, serdo apresentadas as
metodologias realizadas apenas para aqueles fracionamentos (em negrito) que
deram origem a compostos isolados. A Tabela 15 mostra as subfracdes reunidas

€ suas respectivas massas.

Tabela 15. Massa dos compostos obtidos apos separacao da subfracdo 17-56.

Subfra-Massa (1Subfra- Massa (

(1Subfra-Massa

1 2, 1 32 117,5 91,96 17,8
2.4 3,3 3B 6 139,2 97110 16,6
5 2,0 370 83, 6 111 0,9
6-1 0 10, 6 4143 56, 1 11-214 1,7
11 2,8 448 85, 1 115 0,7
1213 8,5 4954 70,0 11617 3,9
1415 12, 8 556 1 55, 9 11841 13,0
1617 23, 8 626 3 20, 4 14260 6,7
189 67, 3 6 47 5 170, 6 16-196 10, 9
20 75,5 7683 58,0 19207 2,1
2122 240, 4 8 48 5 5,09 20-820 1,9
224 327, 4 86 6, 4 22225 0,9
2527 308, 8 8 78 8 5, 4

28209 78,6 890 98, 5

MASSA TOTRAIZ @&

A subfragdo 44-48 (85,1,0 mg), solubilizada em 900 pL de MeOH, foi
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submetida a purificagdo por CLAE em coluna preparativa, modelo Zorbax SB-C18
(21,2 x 250 mm; 7,0 micron), da empresa Agilent Technologies. A fase mével foi
composta por H>O (A) e CH3CN (B), com vazdo 7 mL.min! e as condicdes de
eluicdo estao apresentadas na Tabela 16. As injecdes foram realizadas em volume
de 100 pL.

Tabela 16. Gradiente de eluicdo para purificacdo de compostos da subfracao 44-48.
Tempo (min) SolvenH® A %) Sol ventCHCR ( %)

0 90 10
10 80 20
20 70 30
30 60 40
35 50 50
45 0 100
46 90 10

Foram obtidas 9 subfracdes. As subfracdes 1 a 7 foram analisadas por
RMN !H, mas apenas a subfragdo 1 (2,2 mg), codificada como PaAc-03,
apresentou-se pura. Na Figura 22 encontra-se 0 cromatograma a 237 nm e na

Tabela 17 (p. 77) a massa de cada subfracéo.

Figura 22. Cromatograma da subfracdo a 237 nm.
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Tabela 17. Massa dos compostos obtidos apds separacdo da subfracdo 44-48 por CLAE.

Subfra-Massa (1Subfra-Massa (ISubfra- Massa (

1 2,2 4 2,7 7 2,0
, 0 5 1,1 0. 4
7 6 1,5 0,

MASSA TOTAL = 16,1 mg

A subfracdo 49-54 (70,0 mg), solubilizada em 1,1 mL de MeOH, foi
submetida a purificacdo por CLAE em coluna preparativa, modelo Zorbax SB-C18
(21,2 x 250 mm; 7,0 micron; Agilent Technologies). A fase mével foi composta por
H,O (A) e CH3CN (B) e vazdao 7 mL.min?. As condicdes de eluicdo estdo

apresentadas na Tabela 18. As injecdes foram realizadas em volume de 100 pL.

Tabela 18. Gradiente de eluicao para purificacao de compostos da subfracdo 49-54.

Tempo ( min) Sol venH:® A %) Sol ventCHCR ( %)
0 90 10
5 70 30
10 60 40
15 50 50
25 0 100
30 90 10

Neste procedimento foram obtidas 15 subfra¢cfes. As subfracbes 1 a 6, 9,
11 a 13 e 15 foram submetidas a analise por RMN 'H, mas apenas a subfracédo 4
(4,1 mg), codificada como PaAc-04 mostrou-se pura. Na Figura 23 (p. 78)
encontra-se o cromatograma a 225 nm e na Tabela 19 (p. 78) a massa de cada

subfracao.
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Figura 23. Cromatograma da subfracdo 49-54 a 225 nm.
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MASSA TOTRAL 4= mg

A subfracdo 64-75 (170,6 mg) foi submetida a cromatografia liquida de
adsorcao e empacotada com silica gel (75 cm x 2,5 cm x 0,2 cm), com granulacéo
de 70 a 90 pum. Os solventes hexano e AcOEt formaram a fase movel inicial,
utilizados na proporc¢éo 1:1. O sistema de eluentes inserido foi em ordem crescente
de polaridade até H>O 100%. Este procedimento originou 17 subfragdes, reunidas
de acordo com o perfil quimico em CCD. A subfracéo 26-55 (13,3 mg) foi submetida
a analise por RMN e codificada como PaAc-05.

O Esquema 3 (p. 79) resume o0s procedimentos realizados para a
subfracdo 17-56 da fracdo AcOEt.
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P. acanthophyllus
Fracdao AcOEt

......................

i Coluna de Sephadex LH-20
1 Eluente: MeOH '

....................

1 Coluna de silica gel

] . ! i El : HyO/ACN & i .
Eluentes: H,0/ACN uentes: HO/ACN ! Eluentes: Hex, AcOEt, !

! Fluxo: 7 mL/min . :\ Fluxo: 7 mL/min

+ MeOH e H,0, em ordem;
:‘ crescente de polaridade

....................

PaAc-03 PaAc-04
41

(2,2 mg) (4.1 mg) PaAc-05

(13,3 mg)

Esquema 3. Fluxograma para o procedimento realizado para a subfracdo 17-56.

4.3.2.3. Fracionamento da subfracdo 101-103

A subfracdo 101-103 (333,9 mg), solubilizada em MeOH, foi submetida a
purificacdo por CLAE em coluna preparativa, modelo Zorbax SB-C18 (21,2 x 250
mm; 7,0 micron; Agilent Technologies). A fase moével foi composta por H.0O (A) e
CHsCN (B), ambas acidificadas com TFA 0,01% (IGNACIO, 2016). A vazdo
utilizada para esta separacgéo foi de 7 mL.min! e as condi¢es de eluicdo estdo

apresentadas na Tabela 20. As injecdes foram realizadas em volume de 50 pL.

Tabela 20. Gradiente de eluicdo para purificacdo de compostos da subfracdo 101-103 (Continua).

Tempo ( min) Sol venH® A %) Sol ventCedCB ( %)
40 32 6 8
40 32 6 8
60 0 100
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Tabela 20. Gradiente de eluicdo para purificacdo de compostos da subfracdo 101-103 (Concluséao).

Tempo ( min) Sol venH® A %) Sol ventCaCB ( %)
70 0 100
71 6 8 32

Fonte: IGNACIO, 2016

A subfracdo 101-103 apresentou bandas com tr entre 6,2 e 64,0 minutos.
Neste procedimento foram obtidas 24 subfracbes. Na Figura 24 encontra-se o

cromatograma de UV a 273 nm e na Tabela 21 a massa de cada subfragao.

Figura 24. Cromatograma da subfracdo 101-103 a 224 nm (tr de 6,2 a 64,0 min.)
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Tabela 21. Massa das subfracdes obtidas apos separacado por CLAE.

Subfra-Massa (ISubfra-Massa (I1Subfra- Massa (

1 85, 6 9 18, 7 18 5, 6
2 46, 0 10 6, 3 19 4, 2
3 13,9 11 5,4 20 3,1
4 10, 4 12 8,9 21 1,9
5 7,5 13 5, 3 22 1,4
6 34, 8 14 8, 6 23 4,0
7 11,0 16 5, 6 24 3,1
8 10, 4 17 7,3

MASSA TOBALMY

Deste procedimento enviado para analise somente a subfracéo 6 (Tr= 14,9

Laysa Lanes Pereira Ferreira Moreira - 2022



Estudo fitoquimico de Paepalanthus acanthophyllus e Paepalanthus bromelioides 81

(Eriocaulaceae) e avaliagdo citotdxica e antimicrobiana de compostos isolados

min, codificada como PaAc-06), visto que as demais, ao serem removidas a agua
por evaporador rotativo, ndo conseguiu-se solubilizar em nenhum solvente
deuterado disponivel no laboratorio.

O composto PaAc-06 foi submetido a analise por espectroscopia de RMN
e Massas. O Esquema 4 resume o fracionamento descrito para a subfracédo 100-
101.

'
Coluna de silica gel }

’ 27T
! ' RMN !
. ’

_______________

P. acanthophyllus_L = = PaAc-06
Fragdo ACOEt 24 subfracdes Subfracao 6 (34,8 mg)

__________________________

! Eluentes: H,O/ACN + TFA 0,01%
! Vazao: 7 mL.min™’ !

Esquema 4. Fluxograma do fracionamento da subfracdo 101-103.

4.3.2.4. Fracionamento da subfracdo 104-111

A subfracdo 104-111 (959,0 mg) foi submetida a cromatografia liquida de
adsorcao e empacotada com silica gel (97,3 cm x 2,5 cm x 0,9 cm), com granulacéo
de 70 a 90 pum. Os solventes hexano e AcOEt formaram a fase movel inicial,
utilizados na proporcado 1:1. O sistema de eluentes foi adicionado em ordem
crescente de polaridade, até MeOH/H20 (1:1). O procedimento deu origem a 15
subfracdes, obtidas apds a coleta de 278 aliquotas (Tabela 22). A subfracdo 139-
189 (301,5 mg) obtida neste procedimento foi fracionada em coluna empacotada

com gel de silica (80,0 cm x 2,5 cm x 0,25 cm).

Tabela 22. Massa dos compostos obtidos ap6s separacado da subfracao 104-111.
Subfra-Massa (ISubfra-Massa (1Subfra- Massa (

1 5,5 12935 34, 8 22-8343 33, 7
2-6 0 115, 3 13638 40, 7 24260 45, 6
61108 71,7 13-289 30,3 26-262 11, 9
10-218 18, 4 19014 145, 0 26-376 9, 4
11-923 28, 4 21-824 34,9 17278 8, 7

MASSA TODGEL rbg

O fracionamento da subfracdo 139-189 iniciou-se com os solventes AcOEt

e hexano, na proporcao 9:1. O sistema de eluentes foi adicionado em ordem
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crescente de polaridade, até MeOH 100%. O procedimento deu origem a 8
subfracfes, obtidas apds a coleta de 161 aliquotas (Tabela 23). A subfracdo 106-
120 (59,7 mg) oriunda deste fracionamento foi submetida a anélise por RMN 'H e

codificada como PaAc-07.

Tabela 23. Massa das subfracdes obtidas apds separacao.

Subfra- Massa rSubfra- Massa ISubfra-Massa
0 3,3 252 38, 6 10620 59, 7
1-14 3,2 436 4 54, 2 12161 50, 5
1824 4 7 65105 64, 2

MASSA TOPRALBm#

O Esquema 5 resume o fracionamento descrito para a subfracdo 104-111.

................

' s
, Coluna de silica gel !
\

P. acanthophyllus i

:'Coluna de silica gel 3 Y
1 Eluentes: Hex,AcOEt, ! - \
1 Coluna de silica gel

' MeOH e H,0, em : I !
| ordem de polaridade crescente : i Eluentes: Hex,AcQEt e MeOH
’ ' em ordem de polaridade crescente;

__________________________

8 subfracdes

[Subfragéo 106-1 2(%

PaAc-07
(59,7 mg)

Esquema 5. Fluxograma do fracionamento da subfracdo 104-111.

4.3.2.5. Fracionamento da subfracdo 122-127

A subfracdo oleosa 122-127 (~7,1234 g) foi submetida a cromatografia
liquida de adsorcéo e empacotada com silica gel (40,0 cm x 5,0 cm x 0,7 cm), com
granulacao de 70 a 90 um. O sistema de eluentes iniciou-se com AcOEt 100% até
MeOH/H20 (1:1), em ordem crescente de polaridade. O procedimento deu origem

a 11 subfracdes, obtidas apds a coleta de 121 aliquotas (Tabela 24, p. 83).
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Tabela 24. Massa dos compostos obtidos apés separacdo da subfracdo 122-127.

Subfra-Massa (1Subfra-Massa (ISubfra- Massa

1 51 1017 44,2 373 860, 2
2 2,9 183 98, 7 4457 690, 7
3-4 11, 5 2427 1. 060 58 21 779, 4
5-9 39,5 2836 1. 285

MASSA TOBAIB385 ¢

A subfracdo 28-36 (1,2357 g) foi dividida e 100,0 mg foi submetida a
cromatografia de exclusdo com Sephadex LH-20, usando MeOH como fase movel.

Foram obtidas 18 aliquotas reunidas em 9 subfragfes (Tabela 25).

Tabela 25. Massa das subfracdes obtidas ap6s separacdo por Sephadex.

Subfra- Massa (rSubfra- Massa (rSubfra- Massa (

0 2. 7 3-4 25,6 8-9 6, 4
1 7.9 5 16, 7 1011 a4, 7
2 17,5 6-7 5, 2 1217 2,7

MASSA TOBALME

A subfracdo 5 (16,7 mg), codificada como PaAc-08, apresentou-se como
uma unica mancha laranja ao ser revelada com vanilina sulfurica. Este composto
foi analisado por espectroscopia de RMN e espectrometria de massas.

A subfracéo 8-9 (6,4 mg) foi separada por cromatografia de exclusdo com
Sephadex LH-20, usando MeOH como fase moével. Foram obtidas 5 aliquotas
(Tabela 26). A subfracdo 5 (2,9 mg), codificada como PaAc-09, apresentou-se
como uma unica mancha laranja ao ser revelada com vanilina sulfurica e foi

analisada por espectroscopia de RMN.

Tabela 26. Massa das subfracdes obtidas apos separacdo por Sephadex.

Subfra- Massa (rSubfra- Massa (rSubfra- Massa (

1 1,0 3 1,4 5 2,9
2 0, 2 4 0, 2

MASSA TOTAAIM@g=

O Esquema 6 resume o fracionamento descrito para a subfracao 122-127.
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Fragao AcOEt

1 Coluna Sephadex LH-20 1
1 Eluente: MeOH

.
'
'

6 subfracoes 5 subfracdes

i Coluna Sephadex LH-20 |
1 Eluente: MeOH o

.
'
'

Esquema 6. Fluxograma do fracionamento da subfracdo 122-127.

Um resumo sobre toda metodologia empregada na separacdo dos
compostos das fracdes diclorometanica e acetato de etila estdo apresentadas nos
Esquemas 7 e 8 (p. 85-88).
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P. acanthophyllus
Extrato Bruto
59
Solubilizagdo em MeOH/H,0 (7:3)
Particdo em CH,Cl,
Fragdo em CH,CI,
(~18,0 g)
1. MPLC
2. Coluna de silica gel

3. Solventes: hexano, AcOEte MeOH, | 0 19, de 4cido acético
em ordem crescente de polaridade ’

- CLAE-DAD .
_RMN H 16 subfracdes

i
y
I Ji
A
1

Sephadex LH-20;
Eluente:MeOH

p !
H Coluna de silica gel
E'ue"'es Hexano, ACOEt e MeOH, } —— Eluentes: Hexano ACOEt & MeOH,

{em ordem de polaridade crescente |
:] om ordem de polaridade crescente. : } om ordem de ;
16 subfragbes | | Temmmmmeememmmssseeeeeeooeee 7 subfracoes

[ Subfragéo 4-6P ] [Subfracoes 4-6S ] [ Subfragdo 7-9P - 20 subfragdes

B Coluna de silica gel !
! Eluentes: Hexano ACOEt e MeOH, i——|

em ordem de |
15 subfragbes
i ; | Sonaion { Scphaden L2,
! Eluente:MeOH/H,0 - " Eluente:MeOH B F.“f‘?’l‘?i"f‘??_”_ 2
i Fluxo: 4 mL.min
4 subfragdes 3 subfragﬁes

Subfragéo 5-6
3,3 m

9 subfragdes | | [ 4 subfragdes ] [ 8 subfragdes ] —. RMIN |
[ Subfragéo ] [ Subfragédo ] ..... /
- Legenda:

22-31P 2231s )
: Evieniom LH-ZO\: -
! Eluente:MeOH ~
------------- I Subfragdes cromatografadas
| .
Compostos isolados e elucidados
Continua [l Compostos isolados n&o elucidados

Esquema 7. Fluxograma dos procedimentos realizados para a fragdo CH2Cl2 (Continua)

HPLC

{HPLC H ¢ Sephadex LH-20;
! Eluente:MeOH/H,0 i—| | Eluente:MeOH
Fluxos4 mLmin 5| TS

! Eluentet! MeOHIH20
- Fluxo: 4 mL.min"!

4 subfragdes
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H Silica gel!

H Silica gel: Eluentes:h AcOEte 1
H AcOEte} H AcOEte, | uentes:hexano, AcOEt e
1MeOH, em ordem crescente} 1MeOH, em ordem crescente! 55,4 mg

de polaridade;

} MeOH, em ordem crescente |

5 subfragbes

H de polaridade; I
7 subfragdes 5 subfragdes Subfragéo 14-15P) ( Subfragédo 16 ] { Subfragdo 17 ]

H Silica gel: B - \

H AcOEt e} B Smcoa gel

1MeOH, em ordem crescente} : : , ACOEt &

[ do polaridade: i MeOH, em ordem crescente !

................ [ | de polaridade!
PLC

| Eluente:MeOH/H,0
uxo: 4 mLmin

8 subfragoes

9 subfragoes

Subfragao 6-8P T e \ goTTTTT ey, |

4.5 mg H Silica gel} Silica gel}

[Subfragao 18-20 H AcOEte; ! Eluentes:hexano, AcOEt e}
1MeOH, em ordem crescentel™ |

1MeOH, em ordem crescente!
de polaridade! H de polaridade!

’——‘ plc [
: ﬁ'-!/Hzo — 6 subfragoes
_ 1 Fluxo: 4 mL.min 1

[ Subfragao 1 ] [ Subfragao 8 ]

7 subfragdes

Subfragéo 11-13

4 subfragbes

7 subfracdes

| Legenda:
[ Subfragao 4 ][ Subf,agéﬂ] B Subfragdes cromatografadas
Compostos isolados e elucidados
[ Compostos isolados ndo elucidados

Esquema 7. Fluxograma dos procedimentos realizados para a fracdo CH2Cl2 (Concluséao).
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P. acanthophyllus
Extrato Bruto
59 g

Fragao em AcOEt
(25,0 g)

143 subfracdes

- CLAE-DAD
-RMN 'H

1 Coluna de silica gel
1 Eluentes: Hexano,AcOEt, MeOH e H,0, em ordem de polaridade crescente

luna de Sephadex LH-20
E|uente: MeOH

40 subfragdes

[ Precipitado ] [Sobrenadante]

[ RMN

Precipitados ! Coluna de silica gel ' Colunade silicagel ' | soeeemcmmmoaean | smmmmmmmmmmieeieeel | s P ki .
: ' : ' H \ 1 Coluna de silica gel !
PaAc-01 impuros ! Eluentes: Hex,ACOEt} Eluentes: AcOEt, i |+ Coluna Sephade: {CLAE \ i Coluna do siica gel |
(217,0 mg) T MeOHe H,0,em | MeOH, em 1 Eluentes: H;O/ACN} | 1 Eluente: MeOH H ' Eluentes: H,O/ACN! " Eluentes: H,0/ACI ) oot s ol el
=9 ! ordem de polaridade | ordem de polaridade & L g \vazdo: 7 mLmin ! L vazdo: 7 mL/min ! ordem de polaridade |
[ f \_crescente ______. P h.crescente ... U G Ehelelyaieielg N B biistisishinhis it H
| Reag@o de} — )| e

1 alquilagdo ) ~ 7 subfragées 19 subfracdes 9 subfragdes 15 subfragdes

206 aliquotas 16 subfragdes

Produto I [
Subfragédo L2.5P
~ 16,4 mg [Subfragio 1] [Subfragéo 4]

Subfragao 1

PaAc-03 PaAc-04

; ' | Eluentes: CHCl3 e Hex (8:2) "
1)Colunadesilicagel 1 | ... Unatinteiiiog SRR CD preparativa H
Eluentes: Hexano ACOEY, § R —— K (2,2 mg) (4,1 mg) tes:Hex e i RMN

de polaridade crescente

15 subfragbes

|+ e MeOH em ordem

Bocopmese i Pakcdz Hegenda: et )
| Sotes 3% (8mg) e
"""""""""" [ Subfragdes cromatografadas (13,3 mg)
Produtos

xe ; Compostos isolados e elucidados

[ | Compostos isolados nédo elucidados
Esquema 8. Fluxograma dos procedimentos realizados para a fracdo AcOEt (Continua).
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88

Continuagao

¢+ Coluna de silica gel

Eluentes: Hex,AcOEt,

MeOH e H,0, em '
ordem de polaridade crescente : \ vazéo: 7 mL/min

Coluna de silica gel H
Eluentes: AcOEt e MeOH, em !
', ordem de polaridade crescente !

Eluentes: Hex,AcOEt, '
MeOH, em H
ordem de polaridade crescente

Eluentes: H,O/ACN
vaz&o: 4 mL/min

\
B

7 subfragdes 19 subfragdes

PaAc-15
(6,3 mg)

Legenda:

I Subfragdes cromatografadas
Compostos isolados e elucidados

: Coluna de silica gel

Eluentes: Hex,AcOEt,

MeOH e H,0, em

ordem de polaridade crescente

Coluna de silica gel

Eluentes: Hex,AcOEt,

MeOH, em

ordem de polaridade crescente

.’ Coluna de silica gel ‘:
Eluentes: AcOEt, '
MeOH e H,0, em H

ordem de polaridade crescente ;

1 Coluna de Sephadex LH-20 !
| Eluente: MeOH !

Coluna Sephadex LH-20 E ! RMN
1 Eluente: MeOH

PaAc-07
59,7 mg)

Esquema 8. Fluxograma dos procedimentos realizados para a fracdo AcOEt (Conclusao).

PaAc-09
2,9 mg
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4.3.2. Espécie P. bromelioides

O extrato diclorometanico de P. bromelioides (50,0 mg) foi submetido a
cromatografia em camada delgada preparativa com sistema de eluicao composto
por hexano e AcCOEt na proporcéo 7:3. Este procedimento deu origem ao composto
codificado como PbD-01 (5,7 mg).

4.4. Avaliacdo Bioldgica dos Compostos Isolados

4.4.1. Avaliacdo da Atividade Citotoxica

A avaliacdo in vitro da atividade citotoxica dos compostos PaAc-01 e PaAc-
03 foram feitas contra as células HCT-116 (cancer de colon humano) e MCF-7
(cancer de mama humano) de acordo com a descricdo de Mosmann (MOSMANN,
1983).

As células HCT-116 foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) e as células MCF-7 foram cultivadas em meio modificado de
Dulbecco (DMEM). Os meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino
(FBS) e 1% de penicilina estreptomicina. As células foram mantidas em incubadora
com 5% de CO, a 37 ° C.

Para o ensaio com o sal de tetrazélio, as células foram semeadas em placas

de 96 pocos aumadensidadede 1 x10*por po-o0o com 200 €L

Ap-s 24 horas, as amostras foram adici

seguida, as placas foram incubadas por 72 horas. Como controle negativo foi
utilizado DMSO 0,05% e como controle positivo foi utilizado o composto
antineoplasico doxorrubicina na concentracdo de 0,00064i11 0 € M.

Os meios de cultura foram substituidos por meio fresco contendo solucéo de
MTT (0,5 mg.mL™1) trés horas antes do término do experimento. A solucédo de MTT
f oi removida ao final de 72 horas e o
de DMSO.

A leitura da absorbancia foi realizada em Espectrofotdmetro de UV com leitor
para Microplaca. Os valores de ICso e seu intervalo de confianca de 95% foram
calculados por regressao nao linear sigmoidal usando o software GraphPad Prism
5.
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4.4.2. Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana

A avaliacéo in vitro da atividade antimicrobiana foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por HONDA et al., 2016. Os compostos PaAc-01, PaAc-06 e
PaAc-08 foram analisados contra duas cepas bacterianas padréo, a
Staphylococcus aureus (NEWP0023) e Escherichia coli (NEWP0022).

O meio foi preparado com 100 pL de agar Mueller-Hinton. Este foi adicionado
em cada poc¢o de uma placa de 96 pocos. Solugdes estoque de cada composto
foram preparadas nas concentracdes de 7,8-1000 pg.mL*, tendo volume final
ajustado para 100 pL em cada poco. Como controle positivo foi usada a
gentamicina nas concentragdes de 60 a 0,5 pg.mL™.

O ino6culo bacteriano foi cultivado em agar Mueller-Hinton e suspenso em
solucéo salina estéril (0,45%) na concentracdo de aproximadamente 108 UFC.mL
!, Esta solucéo foi diluida a 1:10 em solucéo salina (0,45%), e uma aliquota de 5
pL foi adicionada a cada poco.

As bandejas de microdiluicdo foram incubadas a 36 °C por 24 h. Uma solucéo
aquosa (0,5%) de cloreto de trifenil tetrazolio (TTC) contendo 20 uL foi adicionado
a cada poco e as bandejas foram novamente incubadas a 36°C por 2 h. Apés este
periodo verifica-se a mudanca de coloracdo. Nos pocos onde houve crescimento
bacteriano, o TTC muda de incolor para vermelho. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

A leitura foi realizada em turbidimetro e o resultado expresso em concentracao
inibitéria minima (CIM). A CIM tem como unidade pg.mL?, e é definida como a
menor concentracdo de cada composto no qual ndo ocorreu a mudanca de

coloracéo.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Compostos isolados de P. acanthophyllus
5.1.1. Elucidagéao estrutural do composto PaD-02

A fracdo 100-113 deu origem a um precipitado de coloragcdo amarela,
codificado como PaD-02. O composto (32,9 mg) foi submetido a analise por
espectroscopia de ressonancia magnética de hidrogénio (RMN H), carbono (RMN
13C) e bidimensionais como COSY, HSQC e HMBC.

O espectro de RMN *H (Figura 25, p. 93) revelou a presenca de hidrogénios
aromaticos. O sinal a Uy 8,02 (d, 8Hz,1H) foi atribuido ao H-5 , w 775 (s, 1H)
atribuido ao H-2 6 x 7,60 (d, 8Hz,1H) atribuido ao H-6 6 # 6,98 (d, 8Hz, 2H)
atribuido respectivamente aos hidrogénios H-6 e H-5 6 1®,56(s, 1H) atribuido ao
H-8. Além disso, também foram observados singletos a Un 3 , 8 3n 3675, ambos
integrando para 3 hidrogénios. Esses sinais foram atribuidos a metoxilas ligadas
aos carbonosC-36 -46C respect i vaméfere-se.queldemsnposato
PaD-02 trata-se de um flavonoide dimetoxilado.

O espectro de RMN *3C desacoplado de 'H (Figura 26, p. 94) apresentou 15
sinais com deslocamentos na r ed¥76dpe dd
car bonos arc831981572)c aorsobofando para a presenca de flavonoide,
e doi s st6h@&, & S5E3ntaracteristico de carbono de metoxila.

O espectro de RMN de correlacdo homonuclear *H x *H (COSY, Figura 27, p.
94) mostrou acoplamento entre os hidrogénios H-5 e H-6 ({ 8)02 e 6,93,
respectivamente) e entre os hidrogénios H-6 6 e5 6 H (7,67 e 6,93,
respectivamente), justificando a constante de acoplamento equivalente a 8Hz de
cada um dos sinais. Também foi observado acoplamento entre os hidrogénios H-
2 6 n3ligado ao C-3 6 174,76 e 3,83, respectivamente) e entre os hidrogénios
das metoxilas.

O espectro de correlagdo heteronuclear *H x *3C a uma ligagéo (HSQC, Figura
28, p. 95) permitiu a atribuicdo dos sinais dos hidrogénios a seus respectivos
carbonos.

O espectro de correlacdo heteronuclear *H x 3C (HMBC, Figura 29, p. 95)

Laysa Lanes Pereira Ferreira Moreira - 2022

f or ma,

e

carb



Estudo fitoquimico de Paepalanthus acanthophyllus e Paepalanthus bromelioides 92
(Eriocaulaceae) e avaliacao citotdxica e antimicrobiana de compostos isolados

mostrou os acoplamentos a duas, trés e quatro ligagdes entre os hidrogénios H-8
( %1 6.56) e os carbonos C-4 { 176,1 ppm), C-5 ( 130,9 ppm), C-7 d 157,2
ppm), C-9 { 181,7 ppm) e C-1 0 ¢ (0B,4 ppm); H-5 H 802) e o carbono C-7
( €1157,2 ppm); H-2 6 1 4, 78) e os carbonos C-1 6 ¢ 2118),C-3 6 c147W4) e C-4 6
( €1148,9); H-5 6 H §,98) e os carbonos C-1 6 c X2118) e C-4 6 c14&9);H-6 6 1 ( U
7,67) e os carbonos C-3 6 c1474) e C-4 6 c 148)9); e correlagdo entre H-3ocHs
( %3,83) e 0 carbono C-4 6 c 1489). Além desses, também foram observadas as
correlacbes do hidrogénio da hidroxila com os carbonos C-5 (130,9 ppm), C-7 ( &
157,2 ppm) e C-9 ( ¢1151,7 ppm).

As informacgdes obtidas pelos espectros, juntamente em comparagdo com 0S
dados disponiveis na literatura (LEE et al., 2008) sugerem que o composto de
col ora-«o amar el a s edintetodisetna @iguraf30, @.v96).nAo | 30, 4

Tabela 27 resume as informacdes descritas.

Tabela 27. Dados espectrais de RMN *3C e 'H (100 MHz e 400 MHz, respectivamente) do composto
PaD-02. Deslocamentos quimicos dc e d+ em ppm (Continua).

PaD-02 (DMSO) Literatura (DMSO)*
C HSQC HSQC

de dy dc dr
2 146,8 - 144.4 -
3 135,5 - 137,6 -
4 176,1 - 172,0 -
5 130,9 8,02 (d, J = 8,4 Hz, 1H) 126,4 7,93 (d, J=8,7 H2)
6 115,6 6,94 (m, 1H) 114,7 6,92 (dd, J=8,7 e 2,1 Hz)
7 157,2 - 162,3 -
8 93,9 6,56 (s, 1H) 102,0 6,98 (d, J=2,1)
9 151,7 - 156,3 -
10 103,4 - 114,2 -
16 121,8 - 123,9 -
26 111,8 7,75 (s) 110,9 7,77 (d, J= 1,9 Hz)
36 147,4 - 148,4 -
46 148,9 - 150,0 -
56 - 6,94 (m, 1H) 1115 7,12 (d, J= 8,5 Hz)
60 122,0 7,67 (d, J=8,5Hz, 1H) 1211 7,80 (dd, J = 8,5 e 1,9 Hz)
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Tabela 27. Dados espectrais de RMN *3C e 'H (100 MHz e 400 MHz, respectivamente) do composto
PaD-02. Deslocamentos quimicos dc e d+ em ppm (Conclusao).

PaD-02 (DMSO) Literatura (DMSO)*
HSQC HSQC

3-®OCH: 55 8 3,83 (s 3H) 55,6 3,83 (s)
4©CH: 60,0 3,75 (s, 3H) 55,6 3,84 (s)
3-OH - 9,64 (s) - 9,15 (s)
7-OH - 12,53 (s) - 10,72 (s)

* LEE et al., 2008.

Figura 25. Espectro de RMN *H (400
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Figura 27. Espectro de RMN de correlagdo homonuclear *H x *H (COSY) do composto PaD-02
(400 MHz, DMSO).
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Figura 28. Espectro de RMN de correlagdo heteronuclear, *H x 3C (HSQC) do composto PaD-02
(400 MHz, DMSO).
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Figura 29. Espectro de RMN de correlacéo heteronuclear, *H x **C (HMBC) do composto PaD-02
(400 MHz, DMSO).
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