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RESUMO

No Brasil, 31 espécies vegetais de Paepalanthus foram registradas no Estado de Minas
Gerais, no topo da Serra do Espinhaco, o principal centro de diversidade de Eriocaulaceae do
Brasil e mais de 400 espécies de Paepalanthus e estao distribuidas geograficamente do estado
do Amazonas a Sado Paulo. Apesar do grande numero de espécies existentes em
Eriocaulaceae, a sua peculiar composicdo quimica, aliadas as importantes atividades
bioldgicas das substancias isoladas, existem ainda muitas espécies que ndo possuem estudos,
como no caso de Paepalanthus geniculatus. Portanto, neste trabalho, o extrato metandlico dos
capitulos de Paepalanthus geniculatus (Bong.) Kunth foi estudado, utilizando HPLC-ESI-
MS". As substancias foram posteriormente isoladas do extrato metandlico e identificadas por
RMN mono e bi-dimensionais. Com estas técnicas analiticas, foi possivel identificar a
presenca de dezenove substancias fendlicas, destas onze inéditas, sendo quinze flavonodides e
quatro naftopiranonas que auxiliard na taxonomia da familia. Um flavonol glicosilado
ciclodimérico ligado a uma unidade truxilato, também inédito foi isolado e identificado por
métodos espectroscopicos e espectrométricos. Alguns flavondides exibiram forte atividade
antioxidante e nenhuma das substincias apresentou efeito citotoxico significativo em células

humanas cancerosas de prostata.
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ABSTRACT

In Brazil, 31 plant species of Paepalathus were registered in the State of Minas Gerais, at the
top of the Espinhaco, the main center of diversity of Eriocaulaceae in Brazil and over 400
Paepalanthus are distributed geographically from the state of Amazonas to Sdo Paulo.
Despite the large number of species existing in Eriocaulaceae, its peculiar chemical
composition, which has greatly aided in the taxonomy of the family, combined with the
biological activities of isolated substances, there are still many species that have no studies, as
in the case of Paepalanthus geniculatus. Therefore, in this work the methanol extract of the
capitulae from Paepalanthus geniculatus (Bong.) Kunth were studied. An analytical approach
based on HPLC-ESI-MS" was applied to obtain the metabolite profile of this extract and led
to the rapid identification of nineteen polyphenolic compounds, eleven unpublished,
comprising fifteen flavonoids and four naphthopyranones. The substances were then isolated
and identified by NMR mono and bidimensional. A glycosylated cyclodimeric flavonol
bonded to a truxilate unit, also unpublished, was isolated and identified by spectroscopic and
spectrometric methods. Some flavonoids showed strong antioxidant activity and none of the

substances showed significant citotoxic effect in human prostate cancer cells.

Compostos fendlicos da Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae)
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8,5e2,5a8,5(CD;0OD).

Espectro de ROESY da substancia 12C — expansao nas regides de 2,0
ag85e2,5a8,5(CD;0OD).
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Espectros de HPLC-ESI-MS" (modo negativo) registrados para o fon
[MH]" de m/z 1247.4 e precursores da substancia 12C.

Espectro de HSQC da substancia 13C — expansao nas regides de 0,5 a
8,0 e 10,0 a 130,0 (CD5;0D).

Espectro de HMBC da substancia 13C — expansao nas regides de 1,0 a
8,5¢e 10,0 a 180 (CD5;0OD).

Espectro de COSY da substancia 13C — expansao nas regides de 0,5 a
8,0 e 0,5a 8,0 (CD;0D).

Espectros de HPLC-ESI-MS" (modo negativo) registrados para o fon
[MH] de m/z 681,2 e precursores da substancia 13C.

Espectro de RMN de "H da substancia 16C (14,2 t, CD3;0D).

Espectro de HSQC da substancia 16C — expansao nas regides de 2,0 a
8,0 e 10,0 a 120,0 (CD;0D).

Espectro de HMBC da substincia 16C — expansao nas regides de 2,0 a
7,5 e 10 a 180,0 (CD;0OD).

Espectros de HPLC-ESI-MS" (modo negativo) registrados para o fon
[MH] de m/z 681,2 e precursores da substancia 16C.

Espectro de RMN de "H da substancia 17C (14,2 1, CD;0D).

Espectro de HSQC da substancia 17C — expansao nas regides de 2,0 a
8,0 e 10, a 140,0 (CDs0OD).

Espectro de HMBC da substancia 17C — expansao nas regides de 1,0 a
8,0 e 10,0 a 140,0 (CD5;0OD).

Espectro de COSY da substancia 17C — expansao nas regides de 1,0 a
8,0e 1,0 a 8,0 (CD;0OD).

Espectros de HPLC-ESI-MS" (modo negativo) registrados para o fon
[MH] de m/z 681,2 ¢ Precursores da susbstancia 17C.

Espectro de RMN de "H da substancia 19C (14,2 1, CD;0D).

Espectro de HSQC da substancia 19C — expansao nas regides de 2,0 a
8,2 ¢ 30,0 a 150,0 (CD5;0OD).

Espectro de COSY da substancia 19C — expansao nas regides de 3,0 a
8,2e3,0a8,2(CD;0OD).

Espectros de HPLC-ESI-MS" (modo negativo) registrados para o fon
[MH]" de m/z 681,2 e precursores da substancia 19C.
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1. Introducao

Plantas pertencentes a famila Eriocaulaceae compreendem cerca de 1200 espécies
distribuidas em 11 gé€neros. Apresentam distingdes das demais monocotiledoneas por possuir
flores diclinas reunidas em densos capitulos. A diversidade da familia encontra-se na regiao
neotropical (Figura 1). O Brasil possui o principal centro de diversidade dessas espécies
localizado na Cadeia do Espinhago, sobretudo no Estado de Minas Gerais (Giulietti &
Hensold, 1991; Stiitzel, 1998; Sano, 2004). Outros centros destas diversidades encontram-se

na Venezuela, Guiana e norte do Brasil (Hensold et al., 1991; 1999).

Figura 1 — Distribui¢io geogrifica de Eriocaulaceae.

O principal habitat ocupado por estas espécies sdo 0s campos rupestres quartiziticos,
ocorrendo também em outras formagdes abertas do Cerrado (Oliveira, 2010).
Aproximadamente, 95 % destas espécies possuem distribui¢do bastante restrita, muitas vezes
limitada a apenas uma localidade ou mesmo a uma serra (Giulietti et al., 2005; Costa et al.,
2008). Conseqiientemente, Eriocaulaceae ¢ uma das familias mais citadas nas listas vermelhas
de espécies ameacadas de extingdo, estando 94 espécies presentes na lista do estado de Minas

Gerais (Biodiversitas, 2008).

A familia é dividida em duas subfamilias: Eriocauloideae Ruhland, caracterizada por
possuir flores diplostémones e pétalas com glandulas; Paepalanthoideae Ruhland, que possui

flores isostémones e pétalas sem glandulas. (Koernicke 1863; Ruhland 1903).

Sano (1999) define o género desta subfamilia baseando-se nas caracteristicas florais
pistiladas. A grande diversidade taxondmica e morfoldgica de Paepalanthoideae concentra-se

em dois géneros: Paepalanthus Mart., com cerca de 450 espécies e Syngonanthus Ruhland,

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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com cerca de 200 espécies (Giulietti & Hensold 1990). Nesses dois géneros estd também a
maioria das espécies de importdncia econdmica na familia. Muitas dessas espécies sao
utilizadas na confec¢do de artesanatos de sempre-vivas, sendo a principal fonte de renda de

comunidades artesas (Giulietti et al., 1988; Schmidt et al., 2007; Costa et al., 2008).

Os géneros (Tabela 1) apresentam distribui¢@o pantropical, normalmente com algumas
espécies em regides temperadas, concentrando-se principalmente na América do Sul, com
poucas espécies na América Central e uma espécie na Africa (Giulietti ef al., 1988; Giulietti et
al.,1990). Com mais de 1100 espécies e cerca de 11 géneros, Paepalanthus é o maior género

da familia, com aproximadamente 400 espécies (Dokkedal et al., 2008).

Tabela 1 - Géneros pertencentes a familia Eriocaulaceae segundo a proposta de Ruhland (1903),
(nimero aproximado de espécies de cada género, Giulietti, 1997; Sano, 1999; Sano et al., 2004).

Eriocaulon (450) Paepalanthus (450) Leiothrix (30) Rondonanthus (6)
Tonina (10) Mesanthemum™ (10) Comanthera (10) Actinocephalus (29)
Philodice (10) Lachnocaulon™™ (10) Syngonanthus (200)

* Género restrito a Africa. ™" Género restrito 2 América do Norte.

No Brasil, 31 espécies vegetais de Paepalanthus (Figura 2) foram registradas no
Estado de Minas Gerais, no topo da Serra do Espinhaco, o principal centro de diversidade de
Eriocaulaceae do Brasil e mais de 400 espécies de Paepalanthus distribuidas geograficamente

desde o estado do Amazonas até Sao Paulo (Giulietti, 1978; Sano et al., 2004).

Figura 2 - Paepalantus spp (Cabral, M. 2007).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Apesar do grande nimero de espécies existentes em Eriocaulaceae, a sua peculiar
composi¢do quimica, que muito tem auxiliado na taxonomia da familia, aliadas as importantes
atividades bioldgicas das substancias quimicas isoladas, existem ainda muitas espécies nao

investigadas, como no caso de Paepalanthus geniculatus.

1.1 Quimica de Eriocaulaceae

Os estudos quimicos com Eriocaulaceae iniciaram-se com Augier (1956), analisando as

folhas de Mesanthemun radicans Koern, identificando agucares.

Bate Smith & Harborne (1969) relataram a presenca da quercetagetina em Eriocaulon
nilagirense Steud. e Eriocaulon septangulare. Os mesmos autores detectaram 0 mesmo
flavonol 6-oxigenado nas folhas de Eriocaulon decangulare L., Eriocaulon brownianum
Mart., Eriocaulon sexangulare L. e Eriocaulon wightianum Mart. e sua auséncia em

Eriocaulon truncatum Ham.

Gibbs (1974) relata a presenga dos flavondides quercetagetina, kaempferol, 6-
hidroxiflavonol, patuletina e derivados de &4cidos cinamicos (4cido cafeico, dcido ferulico,

acido sindpico, dcido p-cumadrico) em espécies do género Eriocaulon.

Salatino et al. (1990) avaliaram o teor de fendis dos capitulos de 86 espécimens de 8
géneros de Eriocaulaceae. Nesse estudo, os autores verificaram que, dentre os géneros
estudados, os que apresentaram teores mais baixos e menor variabilidade foram Leiothrix
(0,2-1,4 %), seguido por Syngonanthus (0,3-1,7 %) e Eriocaulon (1,3-1,8 %). Os maiores
teores e a maior variabilidade foram obtidos com Paepalanthus, com valores entre 0,7-8,9 %.
Em Paepalanthus, as espécies pertencentes a Paepalanthus subg. Platycaulon foram as que
apresentaram os maiores teores (3,6-8,4 %), enquanto que as de Paepalanthus subg. Xeractis
apresentaram os menores teores (0,7-3,6 %). Do ponto de vista evolutivo, segundo os autores,
esses resultados apontam para uma posicao basal de Paepalanthus, devido aos maiores teores

de fendis, e uma posi¢ao mais avancada de Leiothrix.

Provost et al. (1990) isolaram a naftopiranona vioxantina em extratos acetonicos de
Paepalanthus falcifolius, Paepalanthus albovaginatus, Paepalanthus argentus, Paepalanthus

ramosus e Paepalanthus cuspidatus.

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Dokkedal et al. (1992) investigaram a presenca de flavonas O— e C—glicosiladas em 6
espécies do género Leiothrix. Os autores concluiram que o género Leiothrix pode ser
distinguido de outros géneros, como Eriocaulon, devido a presenca dessas flavonas em

espécies de Leiothrix.

Mayworm et al. (1993) encontraram a quercetagetina, quercetina-3-metiléter, a
patuletina-3-O-glicosideo e a apigenina 4'-O-glicosideo em 4 espéces de Paepalanthus
(Paepalanthus hilairei, Paepalanthus robustus, Paepalanthus planifolius e Paepalanthus
bifrons). Esta informacdo aproximou taxonomicamente os géneros Paepalanthus e

Eriocaulon.

Ricci et al. (1996) realizaram o estudo taxondmico de 13 espécies de Syngonanthus,
comprovando a presenca de 24 flavonas, sobretudo derivados 7-O-glicosilados da luteolina e

6-hidroxiluteolina, além de O-glicosideos da apigenina.

Nos tdltimos anos, a maioria dos trabalhos referentes a estudos quimicos de plantas da
familia Eriocaulaceae foi realizada pelo grupo de estudo de quimica organica de produtos
naturais coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas e pela profa. Dra. Lourdes Campaner dos

Santos.

Os trabalhos desde grupo tiveram inicio com a investigacao dos capitulos de espécies
de Paepalanthus. O estudo de Paepalanthus bromelioides resultou no isolamento de uma
naftopiranona, a paepalantina (nafto[2,3-C]pirano-1-ona) (Vilegas et al., 1990), e prosseguiu
com a obtengdo da paepalantina-9-O-f-D-glucopiranosideo e da paepalantina-9-O-f-D-
alopiranosil-(1”"—6")-5-D-glicopiranosideo (Vilegas et al., 1998). Nehme (1997) obteve
derivados 7-metoxilados da quercetina nos escapos de Paepalanthus bromelioides e
Paepalanthus latipes. Santos (1997) encontrou naftopiranonas nos capitulos e flavonoéis 6-
metoxilados derivados do kaempferol e da quercetina nos escapos de Paepalanthus hilairei.
Trés derivados glicosilados da semi-vioxantina foram encontrados também em Paepalanthus
vellozioides e Paepalanthus latipes (Vilegas et al., 1999a). Flavondéis acilados e glicosilados
derivados da quercetina foram encontrados em Paepalanthus hilairei, Paepalanthus robustus,
Paepalanthus denudatus, Paepalanthus ramosus, Paepalanthus polyanthus (Andrade et al.,
1999). Iniciando o estudo de folhas, foram isoladas diidronaftopiranonas glicosiladas de
Paepalanthus vellozioides e Paepalanthus latipes, acompanhadas de flavondides 7-

metoxilados e seus glicosideos (Vilegas et al., 1999a e 1999b). A 5-desmetoxipaepalantina e
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seus derivados glicosilados foram encontrados em Paepalanthus macrocephalus (Bong.)
Koernicke (Paepalanthus sect. Eriocaulopsis subs. Aphorocaulon), em conjunto com
derivados 6-metoxilados da quercetina e seus glicosideos (Dokkedal, 2000). Coelho (2000)
isolou outra naftopiranona, a vioxantina, € um dimero da paepalantina, ligado pelas posi¢des
8-8'. Outro dimero, constituido por uma unidade de paepalantina e outra de semi-vioxantina,
foi isolado de Paepalanthus planifolius (Santos et al., 2001a). Dokkedal et al. (2007),
identificou no extrato metandlico de Paepalanthus argenteus var. argenteus (Bongard)
Hensold um flavanonol C-glicosilado, denominado xeractinol. Este diidroflavanonol
identificado nesta espécie foi considerado também um importante marcador taxondémico de

Paepalanthus, subg. Xeractis.

Com relagdo a composi¢do quimica apolar, Garcia (1997) avaliou o perfil quimico de
extratos hexanicos de vdrias espécies da familia Eriocaulaceae, encontrando hidrocarbonetos
alifaticos lineares com cadeias que variam entre C25 e C31. A presenca desses
hidrocarbonetos provavelmente contribui para diminuir a perda de dgua pelas plantas (Raven
etal., 2001).

Considerando os demais géneros de Eriocaulaceae estudados por nosso Grupo de
Pesquisa, citamos ainda dados relevantes sobre a quimica de Leiothrx, Eriocaulon,
Syngonanthus e Xeractis.

Santos et al. (2001b) isolaram pela primeira vez xantonas de Leiothrix curvifolia e
Leiothrix flavescens. Estas xantonas possuem um grupo carboxi-metoxi na posi¢do 8. A
ocorréncia do grupo COOCH3 na posicdo 8 de uma xantona proveniente de planta ndo €
usual. A maioria das xantonas isoladas de plantas comumente apresenta um grupo metila na
posicdo 3, enquanto que as xantonas isoladas de liquens possuem um grupo metila na posi¢ao
8 (Elix et al., 1990). Estes trabalhos contribuiram para discussdo taxondmica dos géneros,
pois enquanto Leiothrix e Syngonanthus foram considerados géneros proximos pela presencga
das flavonas, Paepalanthus foi considerado um género distinto destes por apresentar flavondis
e naftopiranonas (Dokkedal et al., 2008).

Kitagawa et al. (2003) identificaram no extrato diclorometano dos capitulos de
Paepalanthus latipes uma naftoquinona, citotéxica. Este foi o unico relato de uma
naftoquinona em espécies de Eriocaulaceae.

Silva et al. (2007) e Santos et al. (2009), estudando os capitulos e escapos de

Eriocaulon ligulatun, identificaram, além dos flavonoides derivados da quercetina,

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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flavonoides acil glicosilados € um dimero da paepalantina. Estes dados contribuiram para
aproximar o género Eriocaulon de Paepalanthus.

Pacifico et al. (2011), estudaram os capitulos e escapos de Syngonanthus nitens,
conhecido por capim dourado e identificaram xantonas e flavonas. As xantonas foram
identificadas majoritariamente nos capitulos, enquanto que nos escapos foram identificadas
flavonas. Este foi o primeiro relato da presenca de xantonas em espécies do género
Syngonanthus, que até entdo eram consideradas proximas do género Leiothrix pela presenca
exclusiva de flavonas.

A Tabela 2 apresenta um panorama contendo todas as espécies de Paepalanthus que
foram estudadas quimicamente pelo grupo de pesquisa, a fim de contribuir para a discussao

taxonOmica de Paepalanthus e seus taxa infragenéricos, bem como sua posi¢ao na familia.

1.2 Panorama quimico das espécies do género Paepalanthus

Virias espécies do género Paepalanthus pertencentes a familia Eriocaulaceae foram
investigadas, tendo-se isolado majoritariamente flavondides e naftopiranonas apresentados na
Tabelas 2. A Tabela 3 apresenta as estruturas das substancias isoladas das espécies de

Paepalanthus estudadas.

Tabela 2 - Panorama quimico do género Paepalanthus pertencente a familia Eriocaulaceae.

Espécie Substancias Referéncias

Paepalanthus

P. subg. Xeractis

P. chlorocephalus 01, 07, 09, 24, 34, 37, 41 Dokkedal, 2000.

P. argenteus var. argenteus 02, 05, 12, 22,28 Dokkedal, 2000, Dokkedal et al., 2007.
P. sect. actinocephalus

P. polyanthus 09, 10, 12, 15, 16, 17, 25, 27 Andrade et al, 1999; Santos et al, 2002.
P. hilairei 09, 14, 15, 16, 17, 24, 31, 32 fggtg?s’ 1997 e 2001; Andrade et al,
P. robustus 03, 10, 14, 16, 24, 25, 31, 32 Andrade et al, 1999.

P. ramosus 09, 10, 14, 15, 24, 29, 31, 32 Andrade et al, 1999; Santos, 2001b.

P. denudatus 09, 10, 14, 24, 25, 31, 32 Andrade et al, 1999; Dokkedal, 2000.

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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. microphyllus

. brachypus

v Y v T

. macrocephalus
. sect. Diphyomene
. speciosus

. subg. Platycaulon

5~ - - B -

. vellozioides

P. latipes

P. bromelioides

P. macropodus

P. planifolius

. subsect. Aphorocaulon

30, 31, 32, 36, 37, 38

09, 16

09, 12, 23, 24, 31, 34, 35, 39, 40

30, 31, 33, 39

13,19, 20, 21, 22, 26, 30, 32, 39, 40, 41

13, 19, 20, 21, 22, 26, 30, 32, 39, 40, 44

02, 12, 13, 20, 23, 29, 31, 32, 42

09, 11, 12, 18, 32

03, 04, 06, 08, 14, 19, 27, 30, 31, 32, 41,

42,43

Santos, 2001b.

Santos, 2001b.

Dokkedal, 2000.

Garcia, 1997.

Vilegas et al, 1999a e 1999b.

Dokkedal, 2000; Vilegas et al, 1999a e
1999b; Nehme, 1997, Kitagawa et al;,
2003

Vilegas et al, 1990 e 1998; Coelho et al,
2000.

Andrade et al, 2002.

Santos et al, 2001b.

Continuagdo da Tabela 2.

Tabela 3 - Substancias isoladas do género Paepalanthus Eriocaulaceae.

Substancia

01
02
03
04

Substancia

05
06
07
08

Agliconas de flavonas
R,
OH
OH
OH

OCH;

Glicosideos de flavonas

R,
O—glic
O—glic

OH

OH

R R,
H OH
H OCH;
H OH
H H
R; R,
H OCH;
H OH
H OH
C—glic H
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Aglicona de flavonois

Substancia R, R, R;
09 OCH; OH H
10 OH OH H
11 OH OH OH
12 OCH; OH H
13 OH OCH,; H
Glicosideos de flavonois
Substancia R, R, R;
14 O—glic OCH; OH
15 OH OH O—glic
16 O—glic OCH; OH
17 O—glic(1—6)ram OCH; OH
18 O—glic(4—1)glic OCHj OH
19 O—glic OH OCH,
20 OH OH OCH;
21 O—glic(1—6)glic OH OCHj;3
22 O—glic(1—2)ram OH OCHj;
23 OH OCH; O—glic
Flavonois acilados
Substancia R, R, R;
O—glic(6)—p—cum OCHj; OH
O—glic(6)—p—cum OCHj; OH
O—ghc(l;;l)ghc(Z)— OH OCH,
O—glic(6)—fer OCHj; OH

OH
OH
OH
OH

OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OCH;
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OH
HO O oH
HO o
HO
HO O OH O

28 - Diidroflavonol

COOH

OH

HO
29 Fenol simples

Naftopiranonas

Substincia R, R,
30 H OCH;
31 —glic OCH;
32 —glic(1—6)alo OCH;
33 —glic H
34 —glic(1—6)glic H
35 H H
36 —glic(1—6)glic OCH;
37 —ara(1—6)glic OCHj;
38 —ram(1—6)glic OCHj;

OR; OH 0

O
H3;CO CHj
’A-diidronaftopiranonas
Substancia R,
39 —glic
40 —glic(1—-6)glic
41 —alo(1—6)glic
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Naftopiranonas diméricas

OH
T ? oH O
o1
A
o™ S OCH,
OCH,
43
O OH O
| O
H;CO ZCH,
O  OCH;

44- Naftoquinona

Continuacio da Tabela 3.

Legenda da Tabela 3: glic = glicopiranosideo; Ram —> raminopiranosideo; Alo = alopiranosideo; Ara =
arabinopiranosideo O—glic = O-glicosideo; C—glic > C—glicosideo; p-cum = p-Cumaroil; Caf - Cafeoil; Fer
- Feruloil.
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2. OBJETIVOS
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2. Objetivos

Contribuir para o conhecimento da quimica e quimiotaxonomia de Paepalanthus.
Objetivos especificos

- Realizar estudo quimico do extrato metandlico dos capitulos de Paepalanthus

geniculatus.

- Avaliar a atividade antioxidante e anticancer em células humanas cancerigenas
(PC3) de préstata das substancias isoladas dos capitulos de Paepalanthus

geniculatus.

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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3. EXPERIMENTAL
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3. Experimental
3.1 Instrumentos e métodos

- Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC): O fracionamento através de
cromatografia por permeagdo em gel foi realizado utilizando uma coluna de vidro de 120 cm
x 3 cm (i.d.) empacotada com 80 g de Sephadex LH-20 e acoplada a uma bomba peristéltica

(Pharrnacia®).

- Cromatografia em Camada Delgada Comparativa: Placas medindo 10 x 20 cm da
DC-FERTIGPLATTEN DURASIL- 25UV254 - MARCHEREY - NAGEL- Art. nr. 812007.
As placas foram eluidas no sistema de solventes diferentes: CHCl;/MeOH/H,O v/v/v
(80:18:2). Revelador da CCDC, solu¢do de Sulfato de Cerio IV, CARLO ERBA. As placas
primeiramente eram visualizadas em UV a 366 nm para detec¢do das manchas fluorescentes.
Apo6s visualizagdo das manchas fluorescentes, estas eram marcadas e as placas eram
nebulizadas com solu¢do de Sulfato de Cério. As placas eram aquecidas em placas

aquecedoras a 80°C para o aparecimento das manchas.

- High Performance Liquid Chromatography (HPLC): foi realizado em um HPLC-UV
(analitico/preparativo, gradiente/bomba bindria G- 1312A e G-1328B), injetor Rheodyne,

detector de arranjo foto diodos de varredura 190 - 800 nm e intervalo de 1 nm, modelo

HP1100 da Agilent Tecnologies (Palo Alto, CA).

- Coluna de fase reversa RP18 Synergi Hidro (Phenomenex®) de 250 x 10 mm i.d.,

apresentando particulas com tamanho médio de 4 pm.

- Polarimetro: O registro da atividade 6ptica [a]p dos compostos foram realizados em

um Polarimetro POLAX-2L., da ATAGO.

- Ressonancia Magnética Nuclear: A determinacdo estrutural dos compostos foi
realizada em espectrometro Bruker DRX 600, operando em 14,2 1, usando software UX-

RMN. As substancias foram dissolvidas em CD3;OD.

- Os espectros de massas das substancias foram obtidos em um espectrometro de
massas LCQ Deca (ESI-IT-MS", Thermo Finnigan®), equipado com um dispositivo de
insercdo direta da amostra via andlise por injecdo em fluxo continuo (FIA). As substancias

foram analisadas no modo de ionizacdo electrospray (ESI) e as fragmentagdes em multiplos
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estigios (MS? MS’, MS") realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT),

ThermoFinnigan, San José, CA, EUA.

O modo negativo foi escolhido para a geragdo dos espectros de massas em primeira
ordem (MS), bem como para os demais experimentos em multiplos estigios (MS"), sob as
seguintes condi¢Oes: voltagem do capilar -32 , voltagem do spray -5 kV, temperatura do
capilar 280 °C, gds de arraste (N;) fluxo de 60 (unidades arbitrarias). A faixa de aquisi¢do foi
m/z 20-2000, com dois ou mais eventos de varredura realizados simultaneamente no espectro
de massas LQC. O primeiro evento foi a varredura completa (full-scan) do espectro de massas
para adquirir os dados dos ions na faixa do m/z estabelecida. Os demais eventos foram
experimentos MS" realizados a partir dos dados da primeira varredura para os fons
precursores pré estabelecidos com a energia de colisdo entre 25 e 30% da energia total do
instrumento. Software Xcalibur versdo 1.3 (Termo Finigan®) para aquisicdo e processamento

dos dados.

O extrato metandlico dos capitulos de Paepalanthus geniculatus foi analisado por
HPLC/ESI-MS" on-line, utilizando um sistema de HPLC acoplado com um espectrometro de

massas ion-trap, Thermo Finnigan, San José, CA, EUA.

As separagdes por foram feitas utilizando-se uma coluna de fase reversa RP18 Luna
(Phenomenex®) de 150 x 3 mm i.d., apresentando particulas com tamanho médio de 5 um,
fluxo 0,2 ml.min™". A eluicdo foi realizada no modo gradiente usando H,O (A) e CH3;CN (B),

ambos acidificados com 0,1 % com acido férmico, como fase movel.

As substancias puras foram testadas utilizando-se o ensaio TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity). O valor obtido no ensaio TEAC € baseado na capacidade de uma
substancia antioxidante em sequestrar o radical catidnico 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolino-
6sulfonato) (ABTSe+) em andlises espectrofotométricas. O cation ABTSe+ foi produzido pela
reacao de ABTS na concentragdo de 7 mM e 2,45 mM de persulfato de potdssio em solugdo
aquosa, estocados na auséncia de luz e temperatura ambiente por 12 horas. O fon ABTSe+ é
um cromégeno azul-verde com uma absor¢do caracteristica a 734 nm. A solu¢do ABTSe+ foi
entdo diluida com PBS (solucdo salina tamponada de fosfato, pH 7,4) para uma absorbancia
de 0,70 a 734 nm, equilibrada a 30 °C. As amostras foram diluidas em metanol (MeOH) para
produzir solu¢des de concentragdes 0,3; 0,5; 1 e 1,5 mM. A reacgdo foi iniciada pela adi¢ao de

I mL de 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolino-6sulfonato) (ABTS) para 10 pL de cada dilui¢do
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das amostras. As determinacdes foram repetidas trés vezes para cada dilui¢do. A porcentagem
de reducdo da absorbancia a 734 nm foi calculada para cada concentragdo em relagdo ao
branco de absorbancia (MeOH) e em funcdo a concentragdo do padrao 4cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox, Aldrich Chemical Co., Gillingham, Dorset,
UK). As atividades antioxidantes do extrato metandlico e dos compostos 1-19 foram
expressas como valores TEAC em comparacdo com a atividade TEAC dos compostos de
referéncia relatados, quercetina, quercetina 3- O-glisodideo e kaempferol 3-O-glucosideo. O
valor TEAC € definido como a concentragdo da solu¢do padrio Trolox com a mesma
capacidade antioxidante de uma concentracdo de 1 mM dos compostos em estudo. No caso do
extrato, o valor TEAC ¢ definido como a concentragdo da solucdo padrao Trolox com a
mesma capacidade antioxidante de 1 mg/mL do extrato testado.

Células de cancer de prostata humano (PC3) foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 2 mM de L-glutamina, 10 % de soro
fetal bovino inativado e 1 % de penicilina/estreptomicina (todos da Cambrex Bioscience,
Verviers, Belgium) a 37 °C e 5 % de CO,. As células foram semeadas em concentragdo de 1
X 10° células/cavidade em placas (Falcon, BD Bioscience, Bedford, MA, USA) um dia antes
do tratamento. Ao final do periodo de incubacgdo, as células foram processadas para andlises

FACS.

O efeito das substancias nas espécies reativas de oxigénio intracelulares foi avaliado
pela medida da fluorescéncia da diclorofluoresceina (DCF). As células foram incubadas por
24 horas na presenga e auséncia dos compostos em diferentes concentracdes (1-10 uM). No
final do periodo de incubacdo, as células foram re-suspensas (2 x 105 cells/mL) em solugdo
salina balanceada de Hank contendo 10 uM de 2,7'- diacetato de diclorodiidrofluoresceina
(DCFH-DA). Ap6s uma incubacdo de 20 minutos a 37 °C, a fluorescéncia de DCF foi
monitorada por citometria de fluxo (FL1-Hchannel), a fim de estimar o potencial antioxidante
dos compostos, controles e células tratadas com 300 uM do oxidante t-BuOOH por 30
minutos a 37 °C antes da adi¢do do DCFH-DA.

Andlise estatistica: os resultados foram expressos pelas médias + desvios padriao de
trés experimentos realizados em triplicata. Comparacdes estatisticas entre grupos foram
realizadas usando andlise de varidncia (ANOVA), seguida do teste paramétrico de

Bonferronu. Diferencas foram consideradas significativas se p < 0.05.
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3.2 Reagentes

- Solvente metanol tetradeuterado: CDs;OD (99,95%, Sigma-Aldrich®).
- Solventes grau HPLC: Acetonitrila, 4cido Trifluoracético, 4cido férmico, metanol e
agua (Merck®).

- Solventes (PA) grau analitico: Os demais solventes citados neste trabalho.

3.3 Material Vegetal

- Paepalanthus geniculatus (Bong.) Kunth. foi coletado em outubro de 2007 em
Santana do Riacho, MG-Brasil e identificados pelo botanico Prof. Dr. Paulo T. Sano, do IB-
USP. A exsicata foi depositada no Herbédrio do Departamento de Botanica do Instituto de
Biociéncias — USP SPF 139.580. Capitulos e escapos Paepalanthus geniculatus foram
separados e, em seguida, secos em estufa ventilada a 40°C durante 4 dias, moidos em moinhos

de facas e posteriormente pesados, etiquetados, embalados e armazenados em local seco.
3.4 Extracao dos metabdlitos

Capitulos moidos (300 gramas) foram extraidos sucessivamente com solventes em
ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano e metanol. A extragdo com hexano e
diclorometano (2 litros cada), foi realizada por maceragdo, ficando em contato com o solvente
organico por 3 semanas (cada). A extracdo com metanol foi realizada por percolacdo durante
3 dias. Os solventes foram evaporados em evaporador rotativo até diminui¢do dos seus
volumes e secos em capela até a secura. Os extratos foram colocados em vidros etiquetados,
pesados e guardados em local seco. A Figura 3 ilustra o processo de preparo dos extratos da

espécie estudada e a Tabela 4 apresenta a massa e o rendimento do extrato.
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Capitulos

de P gemictdatus

Extrato Hexéanico

Secos emoidos,

Torta

Maceragdo com Hexano por trés semanas

Maceragdo com Diclorometéno por trés semanas

Extrato Diclorometénico

Percolagdo Metanol

Figura 3 - Fluxograma do preparo do extrato dos capitulos de Paepalanthus geniculatus.

Tabela4 - Massas (g) e rendimentos (%) obtidos dos extratos dos capitulos de Paepalanthus

geniculatus.

ExHexanico 3,90
ExDiclorometano 8,10
ExMetandlico 12,20
TOTAL 24,40

1,30
2,70
4,06

8,06

16

33

50

99

3.5 Procedimentos cromatograficos

Cromatografia de permeacdo em gel (GPC): O extrato bruto metandlico dos capitulos

(4,0 g) Paepalanthus. geniculatus foi dissolvido em MeOH (15 mL) e centrifugado a 3.500
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rpm por 10 minutos (repetindo duas vezes). O sobrenadante foi fracionado em Sephadex LH-

20 (Pharmacia®) utilizando como fase mével MeOH obtendo 156 fracdes (7 mL cada).

High Performance Liquid Chromatography (HPLC): As fracdes analisadas por HPLC-
UV foram solubilizadas em MeOH/H,0O v/v (5:95) grau HPLC com a concentragcdo de 10
mg.lOOpL’l. Fase mével composta H,O (A) e CH3CN (B) com fluxo de 2 mL.min"' com as
condic¢des de eluicdo apresentado na Tabela 5. Utilizando a coluna Sinergy Hidro 250 x 10
mm i.d.; 4 pm. O volume injetado foi de 60 uL com a concentracdo de 10 mg.mL™ das
fracoes 54-57 (304 mg) e 64-68 (117 mg) do extrato metandlico de Paepalanthus geniculatus,
oriundas da GPC.

As fracoes 54-57 (304 mg) provenientes do fracionamento da coluna de permeagdo em
gel Sephadex LH-20 foram purificadas por HPLC-UV, fornecendo dezesseis substincias: 1C
(3,9 mg, t, = 22,0 min), 2C (3,9 mg, t, = 25,2 min), 3C (1,5 mg, t, = 27,4 min), SC (1,8 mg, t;
= 28,7 min), 6C (3,3 mg, t, = 30,8 min), 7C (1,8 mg, t; = 33,3 min), 8C (2,7 mg, t. = 33,6
min), 9C (4,2 mg, t, = 36,2 min), 10C (3,4 mg, t. = 37,7 min), 11C (4,4 mg, t, = 39,8 min),
13C (2,9 mg, t, = 43,7 min), 14C (2,5 mg, t; = 47,3 min), 15C (1,3 mg, t. = 51,6 min), 17C
(2,8 mg, t. = 56,5 min), 18C (2,2 mg, t, = 68,2 min) e 19C (1,0 mg, t, = 69,6 min). As fracdes
64-68 (117 mg) também foram reunidas e purificadas por HPLC-UV fornecendo trés
substancias: 4C (1,6 mg, t; = 30,2 min), 12C (3,5 mg, t; = 41,0 min) e 16C (1,2 mg, t, = 54,1
min).

Tabela 5 - Gradiente de elui¢do cromatogréfico empregado nas fracdes 54-57 (304 mg) e 64-68 (117
mg) dos capitulos da Paepalanthus geniculatus.

Solvente  Solvente Gradiente
A B
H,O0 CH;CN Tempo % B
(mim)

0 15

30 25

50 25

80 35

100 90
110 100
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HPLC-ESI-MS": Os espectros de massas do extrato metandlico e das substincias
puras dos capitulos foram analisadas utilizando H,O e CH3CN como fase mével acidificado
com 0,1 4dcido férmico com fluxo de 0,2 mL.min". A Tabela 6 apresenta o gradiente de
eluicdo. O volume injetado foi de 10 pL com a concentragdo de 20 pg.mL‘1 do extrato

metanodlico de Paepalanthus geniculatus.

Tabela 6 - Gradiente de elui¢do cromatografico empregado no extrato do capitulo da Paepalanthus
geniculatus.

Solvente  Solvente Gradiente
A B
H,0 CH;CN Tempo % B
(mim)
0 5
3 5
8 25
11 26
21 26
24 27
29 27
36 38
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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4. Resultados e discussoes

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com analisador
eletrospray, modo negativo (HPLC-ESI-MS"), foi utilizada no estudo do extrato metandlico
dos capitulos de Paepalanthus geniculatus (Figura 4). Foram identificadas 19 substancias
fendlicas, sendo 11 inéditas, naftopiranonas (10C, 16C), os flavonoides derivados da
quercetagetina (1C, 5C, 7C, 13C), quatro derivados da galetina (9C, 11C, 17C, 19C) e um
flavonéide glicosilado ciclodimérico (12C) (Figura 26). Suas estruturas foram determinadas
por experimentos de RMN 1D e 2D (IH, COSY, HMBC, HSQC, e ROESY) (Figuras 28 -
78). As demais substancias ja citadas na literatura puderam ser facilmente identificadas
através de experimentos de co-injecdo da amostra com padrdo das substancias (2C, 3C, 4C,
6C, 8C, 13C, 14C, 15C, 18C) (Figura 4). A Figura 5 resume as estruturas das substincias
que foram detectadas por HPLC-ESI-MS".

27
2]
F 5]
85 E Jf//
] " NN
|
o

Figura 4 - Perfil por HPLC-MS do extrato metandlico dos capitulos de Paepalanthus geniculatus,
substancias numerdas de 1-19 considerar (C) como anteriormente.
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Figura 5 - Substéincias
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identificadas no extrato metandlico dos capitulos de Paepalanthus
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Continuagdo da Figura 5.
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4.1 Analise por HPLC-ESI-MS"

O cromatograma obtido por HPLC-ESI-MS", modo negativo, do extrato metandlico,
dos capitulos de Paepalanthus geniculatus (Figura 4) evidencia uma boa separacio
cromatografica nas condicdes utilizadas (Tabela 6). Foi detectada a presenca das substancias
(1C-19C), todas caracterizadas pela presenga de um fon majoritdrio [M-H]™ nos respectivos
espectros de massas, conforme discussdo individual da determinagdo estrutural de cada
substincia. As andlises dos espectros de massas em multiestdgios ESI-MS" registrados para os

picos cromatogrificos permitiram identificar duas classes de metabodlitos secundérios:

flavonoides (1C-9C, 11C-13C, 17C-19C) e as naftopiranonas (10C, 14C-16C) Figura 5.

O padrdo de fragmentagdo ESI-MS" das substincias permitiu evidenciar a natureza
glicosidica de todos os metabdlitos existentes no extrato metandlico, com a perda de uma ou
duas unidades de acucares dos respectivos ions precursores [M-H]™. A andlise dos espectros
de massas ESI-MS" das substancias 5C, 7C, 9C, 11C, 13C e 17C e dos ions produtos
originados pelas perdas neutras das unidades acetilas, possibilitou atribuir a natureza mono ou
diacetilada dessas substincias. Observando o padrio de fragmenta¢do por ESI-MS", da
aglicona dos flavonoides 1C-9C, 11C-13C e 17C-19C, foi possivel identificar a localizacao

dos substituintes.

De fato, para qualquer flavonoide, junto a um fon minoritdrio gerado da perda neutra
de uma molécula como H,0, CO, e CO, € possivel observar a presenca de um 1ion produto
[(M-15)-H]™ formado pela perda neutra de um radical metila. As atribuicdes dos grupos
substituintes dos anéis das agliconas dos flavondides foram definidas pelas observag¢des nos
espectros ESI-MS" dos fons produtos significativos pelo mecanismo de fragmentacéo retro-

Diels-Alder (RDA), ou pelos mecanismos de fragmentacdes do anel B do flavonéide.

Com estas observacdes foi possivel evidenciar as localizagdes dos grupos metilas e os

ndmeros de hidroxilas existentes nos anéis A e B dos flavondides.

Em particular, ¢ de acordo com dados da literatura, os espectros ESI-MS® das
agliconas das substancias 1C, 2C, 4C, S5C, 7C e 13C, evidenciaram a presenga de ions
produtos gerados pela perda de 108 e 122 Da., correspondendo respectivamente a uma
cicloexadiendiona e de uma metilcicloexadiendiona, sugerindo a presenga de um anel B
diidroxilado e, consequentemente, a localizacdo do grupo metila no anel A (McNab et al.,

2009; Pacifico et al., 2011). Interessante notar que estes dois ultimos mecanismos de
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fragmentacdes possam existir unicamente na presenca de uma aglicona que tenha um grupo
3', 4'-diidroxilico no anel B, e portanto, gerando um fragmento quindnico estavel (McNab et
al., 2009; Pacifico et al., 2011). Por outro lado, a atribui¢cdo de uma unica hidroxila no anel B
das substancias 3C, 6C, 8C, 9C, 11C e 17C-19C, foi observada nos espectros de ESI—MSS,
pelos fons produtos semelhantes da perda de 120 Da. (correspondente a uma molécula de
formilcicloexadienona), e dos ions produtos gerados das perdas neutras de 134 Da.
verificadas nos mecanismos RDA (McNab et al., 2009; Pacifico et al., 2011). Tais padroes de
fragmentacdes sugeriram que os grupos metila estavam localizados no anel A. Consideragdes
também puderam ser feitas para as agliconas das substancias 1C, 2C, 4C, 5C, 7C, 13C, que
se apresentaram como metil-hidroxiquercetina e para as agliconas das substancias 3C, 6C,
8C, 9C, 11C e 17C-19C que se apresentaram como metil-hidroxikaempferol. Estes resultados
estdo de acordo com dados da literatura, que confirmaram a presenca de derivados da
quercetagetina e da galetina em vérias espécies de Paepalanthus (Andrade et al.,1999), e que,
em particular, identificaram a quercetagetina e seus derivados glicosilados 6- e 7-metil eter

como marcadores taxondmicos para as espécies de Paepalanthus (Vilegas et al.,1999).

O cromatograma apresentado na Figura 4 evidenciou ainda a existéncia de flavonoides
contendo dois grupos estruturais distintos: um contendo um grupo coumaroil (18C, t, = 36
min) e outro contendo um grupo feruloil (19C, t, = 37,3 min). Esta hip6tese pdde ser sugerida
devido a relatos na literatura da presenca de flavonoides glicosilados contendo grupos acilas

em diversas espécies de Paepalanthus (Andrade et al.,1999; Santos et al., 2002).

O cromatograma da Figura 4 evidenciou ainda um pico minoritdrio com t, = 24 min.
que apresentou um espectro de massas com [M-H]™ m/z 1247 Da. para a substancia 12C.
Mediante as informacdes obtidas dos espectros multiestagios ESI-MS", para a substincia
12C, sugerimos a sua natureza flavonoidica dimérica. O espectro ESI-MS? evidenciou fon
majoritario [(M-316)-H]", originado provavelmente da perda de uma aglicona (uma galetina),
e de um fon minoritdrio a m/z 623, obtido da perda de 308 Da. do mesmo ion [(M-316)-H]",
confirmado no espectro de ESI-MS®. A hipétese estrutural do flavonéide dimerico foi
observada no espectro ESI-MS® que mostrou o ion produto [(M-316-308)-H] a m/z 623 e um
ion principal a m/z 315, provavelmente devido a presenca de uma segunda aglicona, originada

da perda neutra consecutiva de 146 e 162 Da..

Finalmente, a andlise dos espectros ESI-MS" registrados para os picos
cromatograficos 10C, 14C-16C evidenciaram que se tratava de substdncias pertencentes a
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classe das naftopiranonas. De fato, os padrdoes de fragmentacdes obtidos mostravam
evidéncias de fons correspondentes as agliconas de naftopiranonas (A) que s@o caracterizados
principalmente pela presenca de ions produtos [(A-15)-H]” e de outros ions produtos
minoritdrios formados da perda de moléculas neutras (CO e H,) e fragmentos radicalares

(CHs e H).
4.2 Purificacao e identitificacao das estuturas (1C-19C)

Com a finalidade de confirmar as estruturas das substancias observadas nos espectros
de massas, as substancias foram isoladas e os espectros de RMN (mono e bi-dimensionais)
foram registrados. O extrato metandlico dos capitulos de Paepalanthus geniculatus foi
fracionado por GPC em coluna de Sephadex LH-20 e as fracOes obtidas foram purificadas por
HPLC-UYV fornecendo dezenove substancias (1C-19C). Anidlises dos espectros de RMN e de
massas destas substancias em comparacdo com a literatura permitiram identificar oito
substincias: a patuletina 3-O-B-D-rutinosideo (2C) (Thomas and Mabry, 1968), o 6-
metoxikaempferol-3-O-5-D- glicopiranosil-(2— 1)-O- ~L-raminopiranosideo (3C) (Bonina et
al., 2002), a patuletina 3-O-f-D-glicopiranosideo (4C) (Thomas and Mabry, 1968), o 6-
metoxikaempferol-3-O-f4-D-glicopiranosil-(6—1)-0-a-L-raminopiranosideo (6C) (Bertrand et
al., 2001), 6-metoxikaempferol-3-O-f-D-glicopiranosideo (8C) (Andrade et al., 2002),
pepalantina 9-O-f-D-glicopiranosil-(6—1)-O--D-glicopiranosideo (14C) (Piacente et al.,
2001), a pepalantina 9-O-f-D-glicopiranosil-(6— 1)-O-f-D-alopiranosideo (15C) (Vilegas et
al., 1998), e o 6-metoxikaempferol-3-O-5-D-(6"-p-cumaroil)-glicopiranosideo (18C)
(Andrade et al.,1999). Andlises dos experimentos RMN mono- e bidimensionais, juntamente

com as informagdes dos espectros ESI-MS", permitiram identificar onze substincias inéditas.

As discussdes das elucidagdes/identificacdes das substincias foram agrupadas em
classes: derivados da quercetina que apresentam metoxila na posicao 7 (Grupo I); derivados
da quercetina que apresentam metoxila na posi¢cdo 6 (Grupo II); derivados da quercetina que
apresentam metoxila na posi¢do 6 e acucar acetilado (Grupo III); derivados do kaempferol
que apresentam metoxila na posi¢ao 6 (Grupo IV); derivados do kaempferol que apresentam
metoxila na posi¢do 6 e agucar acetilado (Grupo V); flavonéides acil glicosilados (Grupo VI);

naftopiranonas (Grupo VII) e flavonodide glicosilado ciclodimérico (Grupo VIII).
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4.3 Discussao e determinacao das estruturas 1C-19C
4.3.1 Grupo I - Derivado da quercetina que apresentam metoxila na posicao 7.
Substancia (1C)

A substancia 1C foi obtida na forma de pé de cor amarela e apresentou rotag@o especifica

[alp =-20,3 (c=0,1, CH30H, 23°C).

O espectro de RMN 'H (Figura 28 e Tabela 8) da substincia 1C evidencia sinais na regido
de alta freqiiéncia, caracteristicos de um flavonéide derivado da quercetina (Harborne, 1986).
Os sinaisem 8 7,72 (1H, d, J=19Hz)eem 6 7,67 (1H, dd, J = 1,9, 8,5 Hz) foram atribuidos
aos H2' e HO' respectivamente, enquanto que o sinal em 0 6,92 (1H, d, J = 8,5 Hz) foi
atribuido ao HS', caracterizando o anel B do nucleo flavonoidico tetrassubstituido. O sinal em
0 6,79 (1H, s) foi atribuido ao H-8 do anel A, confirmando a aglicona da hidroxiquercetina. O
espectro de RMN 'H evidenciou em & 4,02 (3H, s) sinais correspondentes aos hidrogénios
metoxilicos (Tabela 8). O grupo metoxila foi localizado no C-7 em fun¢do da correlagdo no
HMBC (Figura 30) entre o sinal do hidrogénio em & 4,02 com o carbono em 8 155,7 (C-7).
Além disso, o espectro de RMN 'H exibiu sinais de dois hidrogénios anoméricos: um em 0
5,16 (1H, d, J = 8,8 Hz) e outro em 0 4,54 (1H, d, J = 1,2 Hz) (Tabela 8), sugerindo que esta
substancia possui duas unidades de agucares. Os deslocamentos quimicos de todos os
hidrogénios individuais das unidades de agucares foram atribuidos a partir da andlise do
espectro do experimento COSY (Figura 31 e Tabela 8). Os deslocamentos quimicos de RMN
Bc puderam ser atribuidos a partir dos espectros HSQC (Figura 29) e HMBC (Figuras 30)
(Tabela 8). Estes dados mostraram a presenga de unidades de [-glicopiranosideo e o-
raminopiranosideo. As configuracdes D- da unidade da glicose e a L-da unidade da raminose
foram estabelecidas ap6s a hidrélise de 1C, seguida por andlise de CG (De Marino et al.,
2003). As ligagdes interglicosidicas da aglicona de 1C foram determinadas pelos
experimentos HMBC (Figura 30) que mostraram correlagdes a longa distancia entre o sinal do
hidrogénio anomérico em & 5,16 (H-14.) com o carbono em & 135,5 (C-3), e entre o sinal do

hidrogénio anomérico em 8 4,54 (H—1,,m) com o carbono em & 68,4 (C-6g).

O espectro ESI-MS" (Figura 32) no modo negativo de 1C mostrou o fon da molécula
desprotonada em m/z 639 [M-H]. Andlise do espectro ESI-MS?” (Figura 32) deste dltimo

permitiu evidenciar a presenca de um fon produto principal em m/z 331, atribuido a aglicona
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originado pela perda de 308 Da., provavelmente devido a perda neutra de duas unidades de
acucares. De acordo com os mecanismos de fragmentagdes descritos, a deteccdo dos ions
diagnosticados dos ions produtos de m/z 181, 209, 223 e 316 no espectro ESI-MS’ e do fon
[(M-308)-H] sugeriram para 1C a aglicona da hidroxiquercetina, em particular com o grupo
metila localizado no anel-A. Assim, 1 foi determinado como sendo 6-hidroxi-7-
metoxiquercetina-3-0-f-D-glicopiranosil-(6—1)- O-a-L-raminopiranosideo (Figura 6). Esta
substancia ja foi identificada em vérias espécies do género Paepalanthus (Paepalanthus
argentus, Paepalanthus lalipes, Paepalanthus vellozioides). (Dokkedal, 2000). Nao ha dados

espectrais desta substancia na literatura.

Figura 6 - Estrutura da Substincia 1C

4.3.2 Grupo II - Derivados da quercetina que apresentam metoxila na posicao 6.

As substancias 2C e 4C também apresentaram sinais caracteristicos de um flavondide
derivado da quercetina, porém com uma metoxila na posicao 6 do flavondide. Iniciaremos a

discussdo da elucidagdo estrutural dessas substincias pela substancia 4C.
Substincia (4C)

Andlise do espectro de RMN de 'H da substincia 4C também apresentou sinais
caracteristicos de um derivado da quercetina. Foram observados os sinais dos hidrogénios do
anel B do flavondide na regido de alta freqiiéncia sendo: em & 7,74, (1H, d, J =1,9 Hz)
referente ao H2'; em 6 7,68 (1H, dd, J = 1,9 e 8,5 Hz) referente ao H6' e em 6 6,90 (1H, d, J =
8,5 Hz) referente ao HS'. O sinal referente ao H-8 do anel A apresentou-se mais blindado, em
0 6,55 (1H, s) quando comparado ao deslocamento quimico do H-8 da substancia 1C (8 6,79).

Os sinais dos hidrogénios do grupo metoxila de 4C também apresentaram-se mais blindados &
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3,93 (3H), quando comparados aos hidrogénios da metoxila da substincia 1C (0 4,02, s),
evidenciando que a metoxila da substancia 4C ndo poderia estar localizada em C-7. Anélises
dos espectros de HMBC possibilitaram atribuir os hidrogénios da metoxila na posi¢ao C-6 da
aglicona. Observou-se ainda o sinal do hidrogénio anomérico em & 5,14 (1H, d, J = 8,8 Hz)

que foi atribuido a glicose com configura¢ido em f (Tabela 8).

O espectro ESI-MS" no modo negativo de 4C mostrou o fon da molécula desprotonada
em m/z 493 [M-H]". Anélise do espectro ESI-MS? deste iiltimo permitiu evidenciar a presenca
de um fon produto principal em m/z 331, atribuido a aglicona [(M-162)-H]J". ESI-MS® de m/z
493 originou o fragmento em m/z 316, provavelmente devido a perda de uma metila [(M-162-

15)-HJ".

Comparacio dos dados de RMN de 'H da substincia 4C com dados da literatura
(Santos et al, 2001b) levou-nos a identificagdo da 6-metoxiquercetina-3-O-f5-D-
glicopiranosideo (Figura 7). Flavondides 6-metoxilados s3o importantes marcadores
taxondmicos do género Paepalanthus. Santos et al. (2001b), isolaram esta substancia de

varias espécies de Paepalanthus sect. Actinocephalus.

HO o o
HO

OH

Figura 7 - Estrutura da substancia 4C

Substancia (2C)

O espectro de RMN 'H da aglicona da substincia 2C (Tabela 8) mostrou-se
semelhante ao das substancia 4C, evidenciando que esta substancia também € um derivado da
quercetina com uma metoxila na posi¢do C-6 do flavondide. Andlises dos espectros de RMN

'H (4,54) de 2C, quando comparados ao espectro de RMN de 'H de 1C, apresentam-se
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. . ~ . L, . . 1
semelhantes, confirmando que o agticar da substincia 2C é uma glicose e o sinal de H o

(0,89) possibilitou confirmar uma segunda unidade de agtiicar como uma raminose.

O espectro ESI-MS" no modo negativo de 2C mostrou o fon da molécula desprotonada
em m/z 639 [M-HJ". Andlise do espectro ESI-MS? permitiu evidenciar a presenca de um fon
produto principal em m/z 493, atribuido a perda de uma unidade de raminose [(M-146)-H]".
ESI-MS’ de m/z 639 originou o fragmento em m/z 331, devido a perda de uma raminose e
uma glicose [(M-146-162) H]J", originando a aglicona. Finalmente ESI-MS* de 2C originou o
fragmento em m/z 316 [(M-146-162-15)-H], comprovando que esta substincia também

possui uma metoxila.

Portanto, esta substancia, apés comparacdo com dados da literatura, foi determinada
como sendo a 6-metoxiquercetina-3-0-f-D-glicopiranosil-(6— 1)-O-a-L-raminopiranosideo
(Figura 8). Esta substincia foi descrita em varias espécies do género Paepalanthus (Andrade

et al., 2001, Santos et al., 2001b)

Figura 8 — Estrutura da substancia 2C

4.3.3 Grupo III - Derivados da quercetina que apresentam metoxila na posicio 6 e

acucar acetilado.

Os espectros de RMN de 'H de 5C, 7C e 13C apresentaram-se semelhantes aos de 2C
e 4C, quanto a regido da aglicona, evidenciando que estas substancias sdo derivados da
quercetina, com uma metoxila na posi¢do 6. Porém, observamos diferencas nos espectros de

1 A s N c~ , . . .
RMN de "H destas substancias quanto a regido dos agucares, como discutidos a seguir.

Substancia (5C)
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A substancia SC foi obtida na forma de p6 de cor amarela e apresentou rotacao

especifica [a]p =— 15,7 (c= 0,15, CH30H, 23°C).

No espectro de RMN de 'H de 5C (Figura 33 e Tabela 8), sinal em 6 2,11 (s) foi
atribuido ao grupo acetil. Os deslocamentos quirais de RMN de 'H na regido dos acticares de
5C foram semelhantes aos de 1C, evidenciando que o agucar ligado a aglicona é uma glicose
com configuragdo em . Na regido de baixa frequéncia, um segundo hidrogénio anomérico
foi observado, em & 4,53 (1H, d, J = 1,2 Hz), comprovando tratar-se de um diglicosideo.
Andlise detalhada do espectro de RMN de 'H (Figuras 33) possibilitou atribuir estes sinais
como sendo uma raminose com configuracdo a, devido a constante de acoplamento do
hidrogénio anomérico (J = 1,2 Hz) e ainda a presenga do sinal de uma metila em 6 1,17 (3H,
d, J = 6,5 Hz). Na regido de baixa frequéncia, um sinal em & 4,80 foi atribuido ao hidrogénio
H-2,.m, indicativo de que a hidroxila desta posi¢do da raminose encontrava-se substituida
(Tabela 8). A atribuicdo de cada hidrogénio com seu respectivo carbono foi feita mediante
exprimentos HSQC (Figura 34). No mapa de correlacio de HMBC (Figura 35), observou-se
que os sinais dos hidrogénios em o 4,80 (H-2;.m) € 2,11 (grupo acetil em C-2.)
apresentavam correlacdes *J e 2J, respectivamente, com o carbono em & 172,6, confirmando
assim, a presenca de um grupo acetila em C-2,,. A sequéncia do sistema de spins dos

hidrogénios foi determinada mediante experimento COSY (Figura 36).

O espectro ESI-MS" no modo negativo de 5C (Figura 37) foi caracterizado pelo pico
do fon em m/z 681 referente ao fon [M-H]". O espectro ESI-MS? forneceu um pico abundante
em m/z 639, formado pela perda neutra de 42 Da., correspondendo a um grupo acila. A
existéncia de duas hexoses foi confirmada devido a presenca de dois outros fons minoritarios,
um em m/z 493 e outro em m/z 331, correspondendo as duas perdas neutras consecutivas de
146 e 162 Da., respectivamente. O espectro ESI-MS® registrado para o fon produto em m/z
639 indicou padrdo de fragmentacdo semelhante a 1C. Este resultado foi confirmado pela
andlise da ESI-MS* do fon produto em m/z 331, que mais uma vez apresentou 0 mesmo ion
produto principal obtido a partir da aglicona 1C, pelos mecanismos de fragmentagdes
descritos. Portanto, a substancia SC foi determinada como o novo 6-metoxiquercetina-3-0-f-

D-glicopiranosil-(6—1)-O- a-L-2-O-acetilraminopiranosideo (Figura 9).
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Figura 9 - Estrutura da substéncia 5C

Substancia (7C)

A substancia 7C foi obtida na forma de p6 de cor amarela e apresentou rotacdo

especifica [a]p = — 25,6 (c= 0,1, CH30H, 23°C).

A substancia 7C também apresentou semelhancas nos espectros de RMN de 'H com
os das substancias 2C, 4C quanto a regido de deslocamentos quimicos dos hidrogénios da
aglicona, (Tabela 8). A existéncia de uma glicose e uma raminose em 7C foi confirmada pela
andlise dos espectros de RMN de 'H na regido dos agucares, que, quando comparados aos da

substancia SC (Figura 33), mostraram-se semelhantes.

Os espectros de HSQC (Figura 39) possibilitaram também atribuir as correlagdes
diretas de hidrogénios e carbonos de 7C (Tabela 8). No espectro HMBC (Figura 40), o
hidrogénio em 6 3,73 (1 H, dd, J = 1,2 e 3,2 Hz) apresentou correla¢ao 3J com o carbono em &
71,9 atribuidos ao H-2,,, e C-2.,,, respectivamente. Estes sinais apresentaram-se mais
blindados do que H-2,,,, € C-2,,, da substincia SC. O espectro de RMN de 'H evidenciou
também que o hidrogénio em 0 4,82 (1H, ¢, J = 4,7 Hz) apresenta correlag¢do 3J com o carbono
em O 74,9, atribuidos ao H-4,m e C-4nm, respectivamente. Quando comparados aos
deslocamentos quimicos da raminose da substincia S5C, verifica-se que os valores de
hidrogénio e carbono para a substancia 7 estdo mais blindados, evidenciando que C-4.,,
possui uma acetilacdo e que a hidroxila em C-2,,,, encontra-se livre. Os sinais de hidrogénios
em 0 4,82 (H-4.um) € 0 2,04 (hidrogénios da metila do grupo acetila) mostraram correlagdes no

espectro HMBC com o carbono do grupo carboxilico em & 172,8, confirmando a localizagio
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da funcdo de acetila em C-4,,,. O espectro COSY (Figura 41) confirmou a sequéncia do

sistema de spins dos hidrogénios dos agucares.

A anidlise do espectro ESI-MS" no modo negativo de 7C (Figura 42) permitiu
prontamente atribuir-lhe o mesmo valor de m/z de S5C. Injecdo do extrato bruto por
HPLC/ESI-MS" (Figura 4) e co-inje¢do das substancias isoladas 5C e 7C, possibilitou
verificar que a substancia 5 eluiu em t, = 20,04 minutos enquanto que a substancia 7C eluiu
com 21,04 minutos. Com estas informacgdes foi possivel definir que as substancias SC e 7C
sdo isomeros, sendo diferentes pela posicdo do grupo acetila nas unidades dos agucares.
Assim, com os dados apresentados, a estrutura da substincia 7C foi estabelecida como o novo
6-metoxiquercetina-3-0O-f-D-glicopiranosil-(6—1)-O-a-L-4-0-acetilraminopiranosideo

(Figura 10).

Figura 10 - Estrutura da substincia 7C

Substancia (13C)

A substancia 13C foi obtida na forma de pé de cor amarela e apresentou rotacio

especifica [a]p =— 15,8 (c= 0,1, CH30H, 23°C).

Os espectros de RMN de 'H, HSQC ¢ HMBC (Figura 63 e 64) de 13C sdo
semelhantes aos de 5C e 7C. Contudo, apresentou um sinal adicional em & 2,04
correspondente a um segundo grupo acetila e alteracdo na segunda unidade sacaridica. O
deslocamento quimico observado para H-4.,,, em & 4,74 € indicativo da substitui¢io de um
grupo hidroxila (Tabela 8). O experimento COSY (Figura 65) confirmou as posi¢cdes de H-

2ram € H-4,2m como acetiladas.
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A natureza diacetilada da substidncia 13C pode ser verificada pela andlise dos
espectros ESI-MS" (Figura 66) registrados para os fons em m/z 723 [M-H]" ESI-MS” e em
m/z 681 [M-H-42] ESI—MS3,respectivamente, ambas mostrando como pico do fon principal
formado pela perda neutra de 42 Da. Além disso, a analise deste espectro ESI-MS’ sugeriu
também a presenca de duas unidades de acucares, pela observacdo dos ions produto em m/z
493 e 331, originadas por perdas consecutivas neutras de 146 e 162 Da. Finalmente, ESI-MS’
gerou o fon da aglicona em m/z 331 indicativos de uma estrutura do tipo metil-
hidroxiquercetina, com base na presenca de ions produto oriundos do mecanismo de
fragmentacdo por RDA, bem como pelos mecanismos de quebra envolvendo o anel-B.
Assim, a estrutura da substancia 13C foi estabelecida como o novo 6-metoxiquercetina-3-O-

p-D-.glicopiranosil-(6— 1)-0-a-L-2,4-di-O-acetilraminopiranosideo (Figura 11).

HaCO
HzCOCO 0 0
HO o
HsCOCO™ HO 0
HO

OH

Figura 11 — Estrutura da substancia 13C

Grupo 1V - Derivados do kaempferol que apresentam metoxila na posicao 6.

As substancias 3C, 6C, 8C, 9C, 11C, 17C, 18C e 19C foram caracterizadas como sendo
derivadas do kaempferol, apresentando em comum uma metoxila na posicdo C-6 do

flavonoide.
Substincia (8C)

O espectro de RMN de 'H da substancia 8C apresentou sinais de hidrogénios acoplados
em meta sendo um em 6 8,10 (2 H, d, J = 8,5 Hz) referente H2'/6' € outro em 6 6,90 2 H, d, J
= 8,5 Hz) referentes a H3'/5', evidenciando que o anel B do flavondide é mono-oxigenado.

Observou-se ainda o sinal do hidrogénio em 6 6,56 que foi atribuido ao H-8, evidenciando
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que o anel A do flavondide é pentassubstituido. O sinal em & 5,30 (1H, d, J = 8,8 Hz) foi

atribuido ao hidrogénio anomérico de uma glicose com configuragdo em /.

O espectro ESI-MS" no modo negativo de 8C mostrou o fon da molécula desprotonada em
m/z 477 [M-HJ". Andlise do espectro ESI-MS? deste tltimo permitiu evidenciar a presenca de
um fon produto principal de m/z 315, atribuido a perda de uma unidade de glicose [(M-162)-
H]. ESI-MS’ de m/z 477 originou o fragmento em m/z 300, devido a perda de uma metila
[(M-162-16)-H], originando a aglicona do kaempferol. Comparagdo destes dados com os da
literatura (Andrade et al., 2001; Santos et al., 2002) permitiu identificar esta substancia como

6-metoxikaempferol-3-0O-f-D-glicopiranosideo (Figura 12).

Figura 12 - Estrutura da substincia 8C

Substancia (3C)

Os espectros de RMN 'H de 3C e 8C mostraram-se semelhantes, sendo diferenciados
apenas pela presenca dos sinais de um hidrogénio anomérico em 0 5,26 (1H, d, J = 1,0 Hz)
e dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de uma metila em & 0,80 (3H, s) da substancia
3C que foram atribuidos a uma raminose. O deslocamento quimico do C-6 da glicose (d 62,2)
também € uma evidéncia de que a hidroxila na posi¢ao C-6 da glicose nao esta substituida
(Tabela 8). Andlise do espectro HMBC possibilitou atribuir a ligagao da raminose na posicao

C-2 da glicose.

O espectro ESI-MS" no modo negativo de 3C mostrou o fon da molécula desprotonada
em m/z 623 [M-H] . Anélise do espectro ESI-MS? deste tltimo permitiu evidenciar a presenca
de um fon produto em m/z 477, atribuido a perda de uma unidade de raminose [(M-146-H]".

ESI-MS® de m/z 623 originou o fon produto de m/z 315 referente a perda consecutiva de uma
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raminose e uma glicose [(M-146-162)-H]". ESI-MS* de m/z 623 originou o fragmento em m/z
300 [(M-146-162-15)H], evidenciando também que esta substdncia ¢ um derivado do
kaempferol. Comparacdo destes dados com os da literatura (Bonina, 2002) confirmam que
esta substancia é 0 6-metoxikaempferol-3-O-f-D-glicopiranosil-(2—1)-O-a-L-
raminopiranosideo (Figura 13). Derivados do 6-metoxikaempferol contendo glicose e
raminose sdo comuns em espécies de Paepalanthus, porém contendo glicose ligada a

raminose na posicao (2—1) ainda ndo foram descritos em espécies do género.

OH

Figura 13 - Estrutura da substincia 3C

Substancia (6C)

Anélise do espectro de RMN de 'H da substincia 6C evidenciou tratar-se também de
um derivado do kaempferol semelhante a substincia 3C. Todos os deslocamentos quimicos
dos hidrogénios de 6C e de 3C apresentaram-se semelhantes, com exce¢do do deslocamento
quimico do C-64 da substancia 3C em d 68,2 (mais desblindado) indicando que a hidroxila

de C-6 da glicose encontrava-se substituida.

Neste espectro observou-se também que o hidrogénio H-1,, da substiancia 6C
apresentou-se mais blindado (8 4,54) que o hidrogénio H-1,,, da substincia 3C (& 5,26),
enquanto que os deslocamentos quimicos de H-2., de 3C (8 4,03) apresentaram-se mais
desblindados que H-2.,, de 6C (& 3,65) (Tabela 8), evidenciando que a raminose de 3C

possui a hidroxila da posi¢ao C-6;,n, substituida.

Os espectros de ESIMS de 3C foram semelhantes ao da substancia 6C, evidenciando

tratar-se de dois isomeros. Esta substancia foi determinada como 6-metoxikaempferol-3-O-f-
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D-glicopiranosil-(6—1)-O-a-L-raminopiranosideo (Figura 14), muito comum em espécies

Paepalanthus.

Figura 14 — Estrutura da substancia 6C

Grupo V - Derivados do kaempferol que apresentam metoxila na posicao 6 e acetilacao

no acgucar.
Substancia (9C)

A substancia 9C foi obtida na forma de p6 de cor amarela e apresentou rotacdo

especifica [a]p =— 15,4 (c= 0,1, CH30H, 23°C).

O espectro de RMN de 'H, da substancia 9C (Figura 43) mostrou dois sinais: um em &
8,09 2H, d, J = 8,5 Hz) e outro em & 691 (2H, d, J = 8,5 Hz), correspondentes aos
hidrogénios H2"/H6" ¢ H3"/H5" do anel B e um sinal em & 6,56 (1H, s) atribuido ao H-8 do
anel A, indicando tratar-se de um derivado do kaempferol (Tabela 8). O sinal em & 3,91 (3H,
s), foi atribuido a um grupo metoxila, e o sinal em & 2,11 (3H, s) foi atribuido a um grupo
acetila. O grupo metoxila foi localizado em C-6, em fun¢do da correlacio HMBC (Figura 45)
entre o sinal do hidrogénio em & 3,91 que apresentou correlagdo com o carbono em o 132,7.
No espectro de RMN 'H de 9C a regido do aciicar foi semelhante a de 5, mostrando uma
unidade 2-O-acetilraminopiranosideo ligado a fungdo élcool secunddrio de uma unidade
glicopiranosideo. Esta unidade de acticar estava ligada, como sugerido pela correlacio HMBC
(Figura 45), na posi¢do 3C da aglicona. A atribui¢do de cada hidrogénio com seu respectivo
carbono foi feita mediante exprimentos HSQC (Figura 44) e a sequéncia do sistema de spins

dos hidrogénios foi realizada mediante experimento COSY (Figura 46).
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Andlise do espectro de ESI-MS? no modo negativo (Figura 47), evidenciou o fon em
m/z 665 Da., correspondente ao ion [M-H] da substancia 9C. As perdas consecutivas neutras
de 42, 146 e 162 permitiram definir que a substancia 9C possui duas hexoses e uma

acetilagdo.

O padrao de fragmentacdo da aglicona indica o fon da molécula desprotonada em m/z
315 [M-H], referente a estrutura da aglicona metil-hidroxikaempferol, destacado pela
presenca da fragmentacdo RDA em m/z 181, juntamente com o fon em m/z 195, produzido
pela perda neutra de 120 Da. de um formilciclohexadienona, € o fon produto em m/z 300,
devido a perda de um grupo metila radicalar. Com este perfil de espectro de massas foi

possivel localizar o grupo metoxila no anel-A da aglicona.

Portanto, o substincia 9C foi determinada para como sendo o novo 6-
metoxikaempferol-3-O-f-D-glicopiranosil-(6—1)-0-a-L-2-0-acetilraminopiranosideo (Figura

15).

Figura 15 - Estrutura da substincia 9C

Substancia (11C)

A substancia 11C foi obtida na forma de p6 amorfo de cor amarela e apresentou

rotacao especifica [a]p = — 40,2 (c= 0,1, CH30H, 23°C).

Os desocamentos quimicos de RMN de 'H da aglicona da substancia 11C (Figura 53) foram
sobreponiveis com os de 9C, enquanto que na regido do actcar foi observada diferenca para a
localizacdo da fungdo acetila. Pelo experimento RMN de 'H, a desblindagem do hidrogénio
da posi¢ao H-4,,, aliada a informacdo de deslocamento quimico do hidrogénio do grupo

acetila em 6 2,04, indicativo da acetilagdo do grupo hidroxila na posi¢do C-4.,, A atribuicio
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de cada hidrogénio com seu respectivo carbono foi feita mediante exprimentos HSQC (Figura
54). Andlise do espectro HMBC também possibilitou atribuir a ligacdo da raminose na

posicao C-6 da glicose (Figura 55).

Novamente, espectros ESI-MS" (Figura 56) analisados para 11C, permitindo defini-la
como um isdmero de 9C, diferindo desta dltima apenas pela posi¢do do grupo acetila. Assim,
a estrutura da substancia 11C foi estabelecida como o novo 6-metoxikaempferol-3- O-f-D-

glicopiranosil-(6— 1)-0-a-L-6-O-acetilraminopiranosideo (Figura 16).

OH

=
HO HO o o
HO

OH

Figura 16 - Estrutura da substincia 11C

Substancia (17C)

A substancia 17C foi obtida na forma de p6 de cor amarela e apresentou rotacao

especifica [a]p = — 32,0 (c= 0,1, CH30H, 23°C).

Os espectros de RMN da substancia 17C (Figura 71) em comparagdo com as de 9C
mostrou um sinal & 1,99 (3H, s), correspondendo a um grupo acetila adicional. Os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios anoméricos em 6 5,02 e & 6 4,91 sugeriram a
acetilacao (Tabela 8). Correlagdes de COSY (Figura 74) entre o hidrogénio anomérico em d
4,52 da raminose e & 5,02 que por sua vez apresentam correlagio com o sinal em o 4,91,
permitiu localizar os grupos acetilas nas posicoes C-2m € C-31m A atribuicdo de cada
hidrogénio com seu respectivo carbono foi feita mediante experimentos HSQC (Figura 72).
Andlise detalhada do espectro HMBC possibilitou atribuir a ligagdo da raminose na posi¢ao

C-6 da glicose (Figura 73).

Analogamente a 13C, a andlise dos espectros ESI-MS" de 17C (Figura 75) forneceu
evidéncias da sua natureza diacetilada. Em particular, o espectro de massas da substancia 17C
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gerou o ion produto de m/z 665, por sua vez, mostrando a mesma via de fragmentagao de 9C,
11C e 13C contribuiram para sugerir 17C como a forma acetilada de um deles. Com base
nestas evidéncias, a estrutura da substincia 17C foi estabelecida como o novo 6-
metoxikaempferol-3-O-f4-D-glicopiranosil-(6—1)-0-a-L-2,3-di-O-acetilramnopiranosideo

(Figura 17).

HsCOCO~  HO o)
HO

OH

Figura 17 - Estrutura da substincia 17C

4.3.5 Grupo VI - Flavonoides acil glicosilados
Substancia (19C)

A substancia 19C foi obtida na forma de pé amorfo de cor amarela e apresentou

rotagdo especifica [a]p = — 32,0 (c= 0,1, CH30H, 23°C).

O espectro de RMN de 'H da substincia 19C (Figura 76) mostrou dois sinais, ambos
integrando para dois hidrogénios, a & 8,03 (2H, d, J = 8,5 Hz) ¢ 6,85 (2H, d, J = 8,5 Hz)
atribuidos aos hidrogénios do anel B. Os sinais em 0 6,47 (1H, s) atribuido ao H-8, e um sinal
0 3,85 (3H, s), correspondendo a um grupo metoxila (Tabela 8). Estes dados sugerem uma
estrutura de um flavonoide derivado do kaempferol. Experimento HSQC (Figura 77)
possibilitou a identificacdo da aglicona como o 6-metoxikaempferol. No espectro de RMN de
'H (Figura 76) outros sinais de hidrogénios foram observados em & 7,10 (1H, d, J = 1,9), o
6,84 (1H, d, J=8,5Hz), 86,94 (1H, d, J = 1,9, 8,5 Hz), 8 6,15 (1H, d, J = 16,0 Hz), ¢ 8 7,43
(1H, d, J = 16,0 Hz) que foram atribuidos a um grupo feruloil com estereoquimica trans (E)
(Tabela 8). Essa evidéncia foi confirmada pelas correlacdes HSQC e COSY (Figuras 77 e 78),
respectivamente. O espectro de RMN 'H exibiu também o sinal de hidrogénio anomérico em
05,26 (1H, d, J = 8,8 Hz). Os experimentos RMN de lH, HMBC e COSY, (Figuras 76, 77 e
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78) possibilitaram identificar a presenca de uma unidade [S-glicopiranosidica ligada ao C-3
da aglicona do 6-metoxikaempferol. Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios das
unidades da glicose (6 H 4,31, 8 H 4,26) e do carbono 0 63,8) sugeriram que a unidade de E-
feruloil estava ligada no C-6 da unidade de glicose. A correlagio HMBC entre os dois sinais
de hidrogénio em O 4,31 e 4,26 com o carbono carboxilico em & 168,5 confirmou esta

hipétese

A substancia 19C mostrou no espectro ESI-MS? (Figura 79) o fon produto em m/z 477
derivado da perda neutra de 176 Da., provavelmente devido a uma molécula de 4cido ferulico.
Portanto, a substancia 19C foi identificada como o novo 6-metoxikaempferol-3-O-5-D-(6""-

E-feruloil)-glicopiranosideo (Figura 18).

)

X (@]
HO HO 0
HO

OH

Figura 18 — Estrutura da substancia 19C

Substancia (18C)

Os espectros de RMN de 'H da substancia 18C foram semelhantes aos da substincia
19C (Figura 76). Houve apenas diferencas nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios
referentes a regido do 4cido fertlico (para a substancia 19C) enquanto que para a substincia
18C, os deslocamentos quimicos em & 7,35 (2H, d, J = 8,5 Hz) ¢ 6 6,85 (2H, d, J = 8,5 Hz)

evidenciaram a presenca do 4cido p-cumadrico.

O espectro ESI-MS da substancia 18C mostrou o fon da molécula desprotonada em
m/z 623 [M-H]". O espectro ESI-MS? de m/z 623 forneceu o fon produto em m/z 459 referente
a perda da unidade p-cumarico [(M-163)-H]".
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Comparagdo com dados da literatura (Santos et al., 2002) de 18C possibilitaram
estabelecer que esta substincia é o 6-metoxikaempferol-3-O-4-D-(6"'- E-p-coumaroil)-

glicopiranosideo (Figura 19).

Como citado anteriormente, flavondides acil glicosilados ja foram descritos em
algumas espécies de Paepalanthus. Estas estruturas apresentaram tanto uma unidade p-
cumaroil ligada a uma fungéo secundaria alcodlica da glicose da 6-metoxiquercetina-3-O-4-
D-glicopiranosideo e do 6-metoxikaempferol-3-O-f-D-glicopiranosideo, ou uma unidade E-
feruloil ligados a CH,OH da glicose da 6-metoxiquercetina-3-O-/-D-glicopiranosideo (de
Andrade et al, 2001; dos Santos et al, 2002).

HO

)

X (@)
HO HO °
HO

OH

Figura 19 — Estutura da substancia 18C

4.3.6 Grupo VII - Naftopiranonas

O grupo IV contém as substancias 14C, 15C, 10C e 16C, apresenta uma classe de
substancias comuns as espécies de Paepalanthus conhecidas por naftopiranonas (Vilegas et

al., 1989; Santos et al., 2001b; Piacente et al., 2001).
Substancia (14C)

O espectro de RMN de 'H forneceu o perfil bdsico da molécula: uma aglicona com
dois sinais de hidrogénios meta-acoplados (1H, d, J = 1,5 Hz) em 8 7,08 ¢ 8 7,11 e um sinal
em 0 6,64 (1H, s). E também evidente um sinal & 2,32 (3H, d, J = 6,1 Hz), correspondente a
um grupo metila, e dois sinais de hidrogénios em regido de alta frequéncia em 6 3,88 (3H, s) e

04,00 (3H, s), correspondentes a dois grupos metoxilicos.
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O espectro de RMN de 'H forneceu os dados que, comparados com valores
anteriormente encontrados para a paepalantina (Santos, 2001b), permitiram estabelecer a

estrutura da aglicona.

A andlise dos experimentos TOCSY feita em duas etapas: 1) Irradiacdo do hidrogénio
anomérico em 8 4,40 mostrando todo o sistema de spin associado a ele e 2) irradiacdo do
hidrogénio anomérico em & 5,07, mostrando que a ele estdo associados outros 6 sinais. A
irradiacdo seletiva nos sinais relativos aos dois hidrogénios anoméricos em 9 5,07 e o 4,40
(1H, d, J = 7,5 Hz) possibilitou individualizar os sistemas de spins de cada glicosideo, cujas

constantes de acoplamento indicam configuragdo f (Pawan et al., 1992).

O espectro HSQC forneceu as correlacdes entre os 'H e C da molécula.
Especialmente importante € o espectro HMBC, que forneceu as correlagdes a longa distancia.
A partir do espectro HMBC verificou-se a correlagao entre o sinal de hidrogénio em 7,08
(H-8) e os sinais referentes aos carbonos em 6 96,1 (C-6), 111,8 (C-9a), 159,9 (C-9) e 163,6
(C-7); o sinal do hidrogénio em & 7,11 (H-6) e os carbonos 8 105,2 (C-8), 111,8 (C-9a), 141,1
(C-5) e 163,6 (C-7); o hidrogénio em d 6,64 (H-4) e o sinal dos carbonos & 19,4 (C-11), 154,2
(C-3), 99,2 (C-10a), 141,5 (C-5) e 124,7 (C-4a); o sinal da metila em 6 2,32 (CH3-11) e 0
carbono a 6 99,9 (C-4).

A posicdo do dissacarideo na aglicona foi estabelecida considerando-se as correlacdes

entre o sinal anomérico 6 5,07 (H-1g4c) e o sinal em 6 159,9 (C-9 da aglicona).

O espectro HMBC também permitiu confirmar a posi¢cdo dos grupos metoxilicos,
mostrando correla¢des entre os sinais do hidrogénio em & 4,00 e o C-7 da aglicona (8 163,6),

e entre o sinal do hidrogénio em 0 3,88 € o C-5 da aglicona (0 141,1).

No espectro HSQC, verificou os sinais relativos a dois hidrogénios (H6a e H6b) de
uma unidade de glicose apresentavam correlacdo com o carbono em 6 70,5. O deslocamento
quimico (cerca de 8 ppm) com respeito ao C-6 de uma unidade de glicose terminal (Agrawal
et al. 1989), sugere que a posicdo 6 de uma das unidades de glicose estava substituida. A
Tabela apresenta os valores de 'He "C que foram atribuidos mediante experimentos HSQC e
HMBC.

Por outro lado, a correlagido do hidrogénio anomérico a 6 4,40 (H-1g4) € sinal do CH,

em & 70,5 (C-64c) permitiu confirmar a posi¢do da ligagdo interglicosidica como (6—1).
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Portanto, a estrutura de 14C foi determinado como sendo 10-hidroxi-5,7-dimetoxi-3-metil-
1H-nafito [2,3 c] piran-1-ona-9-0-p-D-glicopiranosil-(6— 1)-O-f-D-glicopiranosideo (Figura
20).

OCHj

H4CO

Figura 20 - Estrutura da substancia 14C

Substincia (15C)

O espectro de RMN de 'H de 15C mostrou-se semelhante ao da substincia 14C,
evidenciando tratar-se também de um derivado da paepalantina. As diferencas observadas
foram somente para a regido do agucar terminal. As andlises dos experimentos TOCSY foram
feitas em duas etapas: 1) Irradiacdo do hidrogénio anomérico em & 5,08 mostrando todo o
sistema de spin associado a ele e 2) irradiacdo do hidrogénio anomérico em 8 4,75, mostrando
que a ele estdo associados outros 6 sinais. As irradiacdes seletivas dos sinais relativos aos dois
hidrogénios anoméricos em 8 5,08 e 8 4,75 (d, J = 7,9 e 7,4 Hz) possibilitaram individualizar
os sistemas de spins de cada glicosideo, cujas constantes de acoplamento indicam

configuracido B (Pawan et al., 1992).

No experimento TOCSY, quando irradiado o hidrogénio em 98 4,75, exibiu interagdes
com os hidrogénios em (0 3,42 H-2,0; 4,08 H-3,,) evidenciando tratar-se de uma alose. Por
outro lado, a correlagdo do hidrogénio anomérico a & 4,51 (H-1,,) e sinal do CH; em & 70,2
(C-6gic) permitiu confirmar a posi¢do da ligacdo interglicosidica como (6—1). Portanto, a
estrutura de 15C foi determinado como 10-hidroxi-5,7-dimetoxi-3-metil-1H-nafito [2,3 c]

piran-1-ona-9-O-f-D-glicopiranosil-(6—1)-0O-f-D-alopiranosideo (Figura 21).
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Figura 21 - Estrutura da substancia 15C

Substancia (10C)

A substancia 10C foi obtida na forma de pé amorfo de cor amarela e apresentou

rotacao especifica [a]p =— 70,5 (c= 0,1, CH30H, 23°C).

Comparando os sinais de RMN de C com a literatura a substancia 10C apresentou 27
sinais, dos quais 12 foram atribuiveis a uma unidade de dissacaridica. O espectro de RMN 'H
(Figura 48) exibiu dois sinais de hidrogénios-meta acoplados em 6 7,06 (1H, d, J = 1,5 Hz), e
07,12 (1H, d, J = 1,5 Hz), um sinal em 6 6,62 (1H, s), e integracdo para trés hidrogénios em o
3,85 correspondente a um grupo metoxila e em & 2,31 para um grupo metila (Tabela 8). As
atribuicdes de todos os sinais 'H e °C foram baseadas em experimentos HSQC (Figura 49),
HMBC (Figura 50). O espectro HSQC (Figura 49) e apresentou as correlacdes de todos os 'H
com os “C correspondentes, e permitiu deduzir que a estrutura da aglicona de 10C ¢é
semelhante aos da paepalantina, previamente relatados em espécies Paepalanthus (Vilegas et
al., 1998), exceto pela auséncia de um grupo metoxila em C-7. A atribui¢do da metoxila na
posicdo C-5 foi possivel mediante a correlacio no espectro HMBC (Figura 50) dos
hidrogénios em 9 3,85 com o carbono em 6 140,2. Dados da literatura (Vilegas et al., 1989;
Santos et al., 2001b) também demonstraram que quando a posicdo C-7 da naftopiranona estd
metoxilada, o deslocamento quimico do carbono na posicio 7 é de & 163,6 (mais
desblindado), quando comparado ao da naftopiranona 10C que apresentou deslocamento
quimico do C-7 em & 161,5 (mais blindado). O espectro de RMN 'H (Figura 48) apresentou
dois sinais de hidrogénios anoméricos em & 5,03 (1H, d, J = 8,8 Hz), ¢ 6 4,48 (1H, d, J = 8,8
Hz) atribuidos a duas unidades [-glicopiranosidicas. O ponto da ligacdo da molécula do

acicar da aglicona de 10C, bem como a posicdo da ligacdo interglicosidica foram
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determinados pelo experimento HMBC (Figura 50), que mostraram correlacdes a longa
distancia entre o sinal de hidrogénio anomérico em & 5,03 (H-1 ¢le1) € com o0 do carbono em o
160,0 (C-9) e entre o sinal do hidrogénio anomérico em 6 4,48 (H-1y») e o sinal do
carbono em 6 69,6 (C-64c1). A sequéncia do sistema de spins dos hidrogénios foi realizada

mediante experimento COSY (Figura 51).

A andlise do espectro ESI-MS" (Figura 52) no modo negativo da substancia 10C
apresentou o ion produto m/z 611 [M-H]". Sua refragmentagdo apresentou dois ions produtos:
m/z 449 e 287, originados pelas perdas consecutivas neutras de 162 Da., provavelmente duas
hexoses. O padrdo da fragmentagdo resultante da analise ESI-MS’ (Figura 52) deste ultimo
fon a partir dos espectros obtidos de fons ESIMS" e seu produto sugeriu a estrutura de uma
naftopiranona. Destacam-se perdas consecutivas de pequenos fragmentos radicalares (CH3" e
H), juntamente com as perdas de moléculas neutras (CO e H,) (Figura 23). Assim a estrutura
de 10C foi determinada como sendo a nova 7,10-diidroxi-5-metoxi-3-metil-1H-nafto [2,3 c]

piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosil-(6—1)-O-S-D-glicopiranosideo (Figura 22).

Ho%
HO 0
HO
HO (0]

OH

Figura 22 - Estrutura da substincia 10C
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Figura 23 - Padrio de fragmentagéo das naftopiranonas

Substancia (16C)

A substancia 16C foi obtida na forma de pé amorfo de cor amarela e apresentou

rotacdo especifica [a]p = — 82,3 (c= 0,1, CH30H, 23°C).

O espectro de RMN 'H (Figura 67) de 16C quando comparado a de 10C, apresentou
como diferenca apenas um sinal de deslocamento quimico de hidrogénio anomérico em 0 5,15

(1H, d, J = 8,8) atribuido a uma unidade f-glicopiranosideo (Tabela 8).

O espectro de massa ESIMS" (Figura 70) no modo negativo registrado para a
substancia 16 apresentou o fon da molécula desprotonada em m/z 449 [M-H] . Espectro de
MS? do fon em m/z 449 produziu o fon produto principal a m/z 287, provavelmente formado

pela perda neutra de uma molécula de hexose. Analogamente a 10C, andlise dos espectros de
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massas em multiplos estdgios registrados para este ion e para o seu fon produto m/z 272 foram

decisivos para definir que a substancia 16C € derivada de uma naftopiranona.

Anélise dos dados de RMN 'H, HSQC e HMBC (Figuras 67, 68 e 69), permitiu
identificar a substincia 16C como uma nova 7,10-diidroxi-5-metoxi-3-metil-1H-nafto [2,3

c]piran-1-ona-9-0-f-D-glicopiranosideo (Figura 24).

OCHs
HO
\
@]
OH OH (@)
A
HO
HO @]

OH

Figura 24 — Estrutura da substancia 16C

4.3.7 VIII - Flavonoide acil glicosilado ciclodimérico
Substancia (12C)

A substancia 12C foi obtida na forma de pé amorfo de cor amarela e apresentou

rotagdo especifica [a]p = — 7,4 (c= 0,1, CH30H, 23°C).

O espectro de RMN de 'H da substincia 12C (Figura 57) evidenciou sinais de
deslocamentos quimicos de hidrogénios na regido de alta frequéncia a ¢ 8,11 (2H, d, J = 8,6),
67,97 (2H, d, J = 8.,5), 6,80 (2H, d, J = 8,6 Hz), 6,76 (2H, d, J = 8,5 Hz), atribuidos aos
hidrogénios acoplados em para do anel B de um flavondide, além dos sinais na regido de &
6,32 e 6 6,27, atribuidos aos hidrogénios H-8 dos anéis A do flavondide. Observamos ainda,
dois sinais de hidrogénios correspondentes a grupos metoxilicos em & 3,87 (3H, s) e 3.83
(3H, s), (Tabela 8). Na regido de hidrogénios anoméricos foram identificados os sinais a &
5,33 (IH, d, J = 8,8 Hz) e 5,03 (1H, d, J = 8,8 Hz), que foram confirmados pelos
experimentos COSY, HSQC e HMBC, como sendo duas unidades de S-glicopiranosideos.
Andlises detalhadas dos espectros de RMN bi-dimensionais de HSQC, HMBC e COSY

confirmaram a presenca de duas unidades do 6-metoxikaempferol (Figuras 58, 59, 60).
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Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos (desblindados) ligados nas
posicdes C-6 das glicoses, sugeriram que as hidroxilas destas posicdes estavam aciladas. O
espectro de RMN de 'H indicava ainda a presenca de hidrogénios pertencentes as unidades
lignanicas, identificadas como di-(4-hidroxifenil)-ciclobutano-dicarboxilico. Em particular, o
espectro de RMN de 'H evidenciou ainda sinais de hidrogénios na regido aromdtica a & 6,60
(2H, d, J = 8,5 Hz), 6,56 (2H, d, J = 8,5 Hz), 6 6,85 (2H, d, J = 8,5 Hz), 6,66 (2H, d, J = 8,5
Hz), correspondentes a dois grupos 4-hidroxifenil, e sinais de hidrogénios metinicos a &
4,07, 3,69, 3,47 e 3,44 (ddd, J = 10,2; 8,6; 2,3Hz) (Tabela 8), caracteristicos de hidrogénios
de um anel ciclobutil tetrasubstituido (Montaudo and Caccamese, 1973). No espectro de
HSQC (Figura 58) observa-se os sinais de carbonos a 6 172,2 e 171,4, referentes as carbonilas
dos grupos acilas e outros quatro carbonos sp3 em 0 48,5, 47,2,41,9 e 40,9. O experimento
COSY, mostrou a sequencia 6 4,07, 3,47, 3,69, 3,44 e este ultimo sinal correlacionou com o

sinal a 8 4,07, confirmando a ocorréncia do anel ciclobutano.

O espectro HSQC (Figura 58) apresentou as correlacdes entre os sinais dos
hidrogénios a 6 4,07, 3,47, 3,69, 3,44 com os carbonos correspondentes a o 40,9, 48,5, 41,9 e
47,2 respectivamente. Com estas informacgdes foi possivel deduzir que a unidade acila da
substancia 12 poderia ser do tipo truxinil ([7/7', 8/8']-lignana) ou do tipo truxilil ([7/8', 8/7'-
lignana) (Ben-Efraim and Green, 1974).

As correlacdes no espectro de HMBC (Figura 59) mostraram que os sinais a o 48,5 e
47,2 foram atribuidos aos carbonos ligados aos grupos das carboxilas, enquanto que os sinais
a6 419 e 40,9 foram atribuidos aos carbonos ligados as unidades 4-hidroxifenil. As
correlacdes dos sinais dos hidrogénios 6 4,07 (H-7"") com o carbono a 6 128,8 (H-2""/H-6"");
0 3,69 (H-7"") com o carbono & 129,4 (H-2"'/H-6"") e ambos os hidrogénios & 4,07 e 3,69
com os carbonos das carboxilas em & 173,2 e 171,4 posicionaram as localiza¢des das unidades
dos grupos acilas no derivado truxilil (Figura 25A). Esta hipétese foi confirmada também com
os experimentos de correlacdo COSY (Figura 60) que apresentaram correlagdes entre os
hidrogénios a & 4,07, 0o 3,47 e 3,44, e a auséncia no espectro ROESY (Figura 61) de
correlacdes entre os sinais dos hidrogénios arométicos H-2"/H-6" do grupo 4-hidroxifenil

com os H-2"/H-6" do outro grupo 4-hidroxifenil (Figura 25A).

As correlagdes apresentadas nos espectros HMBC da substancia 12C de ambos os H-
7" com ambos os carbonos dos grupos carboxilicos ndo deviam estar presentes em um
derivado truxinil, (monocaetina utilizada como modelo na Figura 25A). A orientagdo dos

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).



69
Fabiano Pereira do Amaral — Tese de Doutorado

substituintes do ciclobutano foi estabelecida pelo experimento ROESY (Figura 61), que
mostrou que as correlacdes dos H-2"/H-6" a 6,85 com ambos H-7" e com H-8" a 6 3,47.
Outras correlagcdes foram observadas entre H-2"/H-6" (8 6,60) e ambos H-7" e com H-8" a o

3.47.

As presencas de duas unidades de 6-metoxikaempferol glicosilados ligados ao anel
ciclobutanico foram determinadas devido ao deslocamento quimico dos hidrogénios
observados (desblindados) no anel ciclobutanico, quando confrontados com valores dos
hidrogénios correspondentes aos do acido truxilato (Chi et al., 2006). No entanto, a ndo
equivaléncia dos sinais de RMN de 'H foi devido a presenca de uma glicose quiral, como
apresentado por (El-Ansari et al., 1995) que identificaram um dimero da apigenina-7-O-(6"-p-

cumaroil)-O-f-D—glicopiranosideo em um truxinato (Figura 25B).

O espectro de ESI-MS (Figura 62) no modo negativo de 12C mostrou o ion em m/z
1247 referente a [M-H] evidenciando a natureza dimérica do flavonoide. O espectro ESI-MS?
mostrou um ion a m/z 931 referente a [M-316-H]", originério da perda neutra de uma galetina
e de um fon minoritdrio a m/z 623 referente a perda do fragmento 308 Da. O espectro ESI-
MS? do ion m/z 623 forneceu o fon produto majoritdrio a m/z 315 atribuido a perda de outro
fragmento 308 Da., comprovando a natureza dimérica de 12C, contendo as partes da molécula

proposta na Figura 62.

Portanto a substincia 12C foi chamada de geniculatina, representando um dimero
formado pelas ligacdes cabega-cauda da substincia 18C, formada através de um processo de
cicloadicdo [2 + 2] de dois 4dcidos cinamicos. Na literatura sdo descritos alguns produtos
diméricos provenientes de anéis ciclobutanicos derivados de vdrios 4cidos fenilpropandicos
(Isaza et al., 2001). No entanto, sdo descritos poucos ésteres de diflavonoides de 4cidos
dicarboxilicos (Horie et al., 1986; Itokawa et al., 1981), entre eles, estdo as substincias
isoladas de Stachys aegyptiaca (Chi et al., 2006), e as isoladas de Monochaetum multiflorum
(Isaza et al., 2001). Este € o primeiro relato de um éster diflavonoidico de dcido dicarboxilico

contendo um arranjo truxilato (Figura 25).
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Figura 25 - Correlagdes do experimento HMBC referente ao anel ciclobutanico (12C): (A) parte
truxilato e da (B) parte truxinato.

Figura 26 - Estrutura da Substincia 12C

4.4 Atividade antioxidante

Considerando a importancia da interdisciplinaridade no nosso trabalho fitoquimico e o

trabalho de colaboracdo existente entre a UNESP e a Universidade de Estudos de Salerno,
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Itdlia em colaboracdo com o grupo do Prof. Cosimo Pizza e da Profa. Dra. Sonia Piacente
onde foi possivel a realizacdo dos ensaios biologicos com as substancias (1C-19C),
naftopiranonas e flavonodides, isolados de Paepalanthus geniculatus, conhecidos por Ensaio
TEAC. A Tabela 7 apresenta a atividade antioxidante das substancias 1C-19C investigadas
pelo ensaio TEAC. O método € descrito como um ensaio de descoloragdo aplicavel a
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, incluindo os flavondides, carotendides,
hidroxicinamatos e plasma. O valor TEAC € baseado na capacidade do antioxidante capturar
0 cation radical ABTS” (2,2’-azinobis-3-etillbenzotiazolina-6-sulfonato) por
espectrofotometria. Os valores TEAC sao definidos como a concentragdo da solugdo Trolox
com potencial antioxidante equivalente a 1 mM da amostra testada (Re et al., 1999 e Piacente
et al., 2004). Os valores TEAC de 1C-19C foram comparados com os valores da quercetina,

quercetina-3-O-glicosideo e kaempferol-3-O-glicosideo (Tabela 7).

Os resultados evidenciaram que os flavonoides (1C-3C, 5C-9C, 11C, 13C, 17C-19C)
apresentaram maior atividade sequestradora de radicais livres quando comparados com as
naftopiranonas (14C-16C). Os flavonoides 2C, 6C e 7C foram mais ativos que as substancias
antioxidantes de referéncia, sendo que a substancia 7C apresentou a maior atividade (2,160
mM). O dimero 12C apresentou menos atividade antioxidante quando comparado ao

flavonoide 18C, que seu mondmero.

Dentre as naftopiranonas, 10C e 16C foram as que apresentaram maiores valores
TEAC. Esta atividade pdde ser atribuida a presenga do grupo hidroxila livre em C-7. Shukla
et al. (2005) descrevem que a capacidade antioxidante de muitos fendlicos identificados em
plantas podem diminuir a progressdo do cincer de prdstata pela prevencdo da oxidacdo
celular. A atividade citotéxica e a habilidade de todas as substincias em afetar os niveis
intracelulares ROS portanto em controlar o cancer de prdstata em linhagens de células PC3 ou
em células PC3 simultaneamente expostas a t-BuOOH, um conhecido pré-antioxidante, foram
avaliadas. Os resultados com TEAC evidenciaram que o pré-tratamento de células PC3 com
24 h com 10 uM, das substancias 2C, 6C e 7C respectivamente preveniram a elevacdo de
ROS induzido por t-BOOH, sugerindo uma potencial atividade destas substancias em proteger
as células do stress oxidativo. Nenhuma das substincias apresentou efeito citotdxico
significativo em células de cancer PC3. Nenhum efeito antioxidante significativo foi

observado para as outras substancias analisadas.
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Tabela 7. Atividade antioxidante das substancias 1C-19C do extrato metandlico dos capitulos da
Paepalanthus geniculatus do ensaio TEAC.

Substancia Valores TEAC (mM % SD)
1C 1.545 £ 0.075
2C 2.017+£0.111
3C 1.529 +0.038
4C 0.525 £ 0.025
5C 1.373 £0.034
6C 2.059 £ 0.027
7C 2.160 £ 0.031
8C 1.267 £ 0.075
9C 1.000 £ 0.134
10C 1.038 £0.017
11C 0.968 +0.036
12C 0.738 £ 0.009
13C 1.214 £0.015
14C 0.706 = 0.049
15C 0.570 £ 0.021
16C 0.898 £ 0.030
17C 1.397 £ 0.059
18C 1.279 £ 0.191
19C 0.984 £+ 0.041

Quercetina 1.866 + 0.008

Quercetina-3-0-f-D-glicopiranosideo 1.780 + 0.004
Kaempferol-3-O- B-D-glicopiranosideo 1.780 £ 0.010

Valor TEAC (mg/mL + SD)

Paepalanthus. geniculatus extrato MeOH 1.479 £ 0.0155
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Figura 27. Produgdo de ROS analisado pela intensidade da fluorescéncia de DCFH-DA por fluxo de
andlise citometrica (A). Média dos valores de intensidade de fluorescéncia, resultados estdo expressos

como valores médios de experimentos representativos realizados em triplicatas (n = 3, P < 0,001 x
células tratadas com t-BuOOH) (B).

Células pré-tratadas com as substancias 1C-19C (1-10uM) por 24 horas foram
incubadas com 5 mM de DCHF-DA, com ou sem o agente pré-oxidante t-BuOOH (300 mM
por 30 minutos). A producdo de ROS foi analisada pela medida da intensidade de
fluorescéncia de DCFH-DA por fluxo de anélise citometrica (27A) e a média dos valores de
intensidade de fluorescéncia estd apresentado no gréfico (27B). Os resultados estdo expressos
como valores médios de experimentos representativos realizados em triplicatas (n = 3, P <

0,001 x células tratadas com t-BuOOH).

Muitos estudos ja foram realizados na tentativa de se identificar substancias

antioxidantes com propriedades farmacoldgicas e com limite de toxicidade (Scartezzini et al.,
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2000). As andlises fitoquimica das espécies de Eriocaulaceae t€ém apresentado um grande
nimero de flavondides, naftopiranonas e xantonas. Os flavondides ja sdo considerados
substincias com potentes propriedades antioxidantes (Saija et al., 1995; Van den Berg, 1996).
Porém, modelos de outras substancias fendlicas como xantonas e naftopiranonas ainda sdo
pouco conhecidos. Por este motivo, é importante a continuidade na realizacdo destes testes e a

busca de novos modelos de compostos fendlicos que apresentem atividade antioxidante.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
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5. Consideracoes finais

De Paepalanthus geniculatus, pertencente a Paepalanthus subg. Platycaulon,
isolamos e identificamos os flavonoides (1C, 2C, 3C, 4C, 5C, 6C, 7C, 8C, 9C, 11C, 12C,
13C, 17C, 18C, 19C) e as naftopiranonas derivadas da paepalantina (10C, 14C-16C). As
substancias 1C, 5C, 7C, 9C, 10C, 11C, 12C, 13C, 16C, 17C, 19C nio haviam sido até entdo
detectadas em outras espécies pertencentes a Eriocaulaceae. Porém, percebe-se que o padrao

de flavondis e naftopiranonas continuam a definir a taxonomia do género Paepalanthus.

Quanto ao padrio de glicosilagdo, como nas demais espécies de Paepalanthus
estudadas anteriormente, glicose, raminose e alose foram encontradas em Paepalanthus
geniculatus. Na quimiotaxonomia, os flavonoides glicosilados fornecem mais informagdes do
que as suas agliconas, especialmente a niveis inter e intraespecificos (Saleh, 1979 apud
Bonfim, 1993). O nimero e a natureza dos agtcares presentes em uma planta sdo importantes,
pois indicam a complexidade das enzimas envolvidas na biossintese daquelas substincias.
Percebe-se, portanto, que Paepalanthus geniculatus é uma espécie quimicamente similar as

até entlo estudadas dentro de Paepalanthus subg. Platycaulon.

A presenga majoritaria de flavondides 6-oxigenados, 7-oxigenados e de flavonodides
acilados também sdo informacdes relevantes para o estudo do género Paepalanthus. Em
Paepalanthus geniculatus foram identificados todos estes flavonoides com metoxilagdes tanto
em C-6 como em C-7, além dos flavonoides acilados contendo unidades p-cumaroil e feruloil.
Espécies de Paepalanthus sect. Actinocephalus apresentam flavonoides 6-oxigenados que é
mais uma evidéncia da homogeneidade da secdo, enquanto que em Paepalanthus sect.
Platycaulon enquanto que a predominancia de flavonoides 6-oxigenados e 7-oxigenados

também & esperada.

A presenca das naftopiranonas 10C, 14C-16C em Paepalanthus geniculatus foi
também muito importante, uma vez que a aglicona é a mesma da paepalantina existente em
quase todas as espécies de Paepalanthus estudadas, corroborando, portanto, com as
consideragdes realizadas até entdo por Vilegas et al., 1989; Giulietti et al., 2000; Santos et al.,

2001b; Dokkedal et al., 2008; e Pacifico et al., 2011.

O ensaio de autoxidagao, utilizando-se os teste TEAC, revelou que as naftopiranonas e
flavonoides 1isolados de Paepalanthus geniculatus possuem significativa atividade

antioxidante.
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Embora os resultados encontrados contribuiram com a elucidagdo de problemas
taxondmicos dentro da familia eriocaulaceae, os resultados obtidos neste trabalho satisfazem
o objetivo inicial quanto a classe de substidncias quimicas encontradas na espécie
Paepalanthus geniculatus. As substincias encontradas em espécies de Eriocaulaceae
apresentam grande importancia como marcadores taxondmicos, fornecendo maiores
informacdes quimicas para a familia. Estes dados também refor¢cam os estudos morfolégicos
(Sano, 1999; Scatena et al, 1996; Giulietti et al., 2000; Dokkedal et al., 2008), mostrando a
integracdo dos caracteres morfolégicos, quimicos e anatdmicos na tentativa de elucidar os

problemas em Eriocaulaceae.
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ANEXOS

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Posicao

5v

6'

OCHj; (C6)

1

4"

12C

'H (J=Hz)

6,32 s
6,27 s

8,11,d (8,6)
7,97,d (8,5)

6,80, d (8,6)
6,76, d (8,5)

6,80, d (8,6)
6,76, d (8,5)

8,11, d (8,6)
7,97,d (8,5)

3,87 s
3,835

Glicose

5,33,d(8,8)
5,03,d (8,8)

3,54, dd (8,8, 9,0)
3,48, dd (8,8, 9,0)

3,46, dd (9,0, 9,0)
3,46, dd (9,0, 9,0)

3,15, dd (9,0, 9,0)
3,05, dd (9,0, 9,0)

13C

160,1
160,1

133,6
133,6

178,0
178,0

150,0
150,1

131,0
131,0

157,1
157,1

94,9
95,3

152,0
152,0

104,6
104,6

121,0
121,0

132,1
131,9

115,8
115,8

157,1
157,1

115,8
115,8

132,1
131,9

60,7
60,7

103,1
103,1

75,4
75,3

77,4
774

71,5
71,5

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Posicdo

I
I

zm
2m

3m
3m

4m
4m

Sm
Sm

6m
6m

7
7m

g
g

o
9

12C
'H (J = Hz)
3,25, m
2,75, m
3,95,dd (2,5, 12,0)
3,79, dd (4,5, 12,0)
4.41,dd (2,5, 12,0)
3,37, dd (4,5, 12,0)

Truxinil

6,60, d (8.,5)
6,85,d (8.,5)

6,56,d (8.,5)
6,66, d (8.,5)

6,56,d (8.,5)
6,66, d (8.,5)

6,60, d (8.,5)
6,85,d (8.,5)

4,07, ddd (10,2, 8,6, 2,3)
3,69, ddd (10,2, 8,6, 2,3)

3,47, ddd (10,2, 8,6, 2,3)
3,44, ddd (10,2, 8,6, 2,3)

3¢
76,1
75,7

65,5
64,5

114,6
114,6

128,8
129,4

115,7
115,7

156,9
157,2

115,7
115,7

128,8
129,4

40,9
41,9

48,5
47,2

173,2
171,4

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura dos espectros das substancias dos capitulos de Paepalanthus geniculatus.
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92
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Figura 28 - Espectro de RMN de 'H da substancia 1C (14,2 1, CD;0D).

Figura 29 - Espectro de HSQC da substincia 1C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).



Figura 30 - Espectro HMBC da substancia 1C (CDs;OD).

Figura 31 - Espectro de COSY da substancia 1C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 33 - Espectro de RMN de 'H da substancia 5C (14,2 T, CD;0D).

Figura 34 - Espectro de HSQC da substancia 5C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 35 - Espectro de HMBC da substincia 5C (CD;0D).
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Figura 36 - Espectro de COSY da substincia 5C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 38 - Espectro de RMN de 'H da substancia 7C (14,2 1, CD;0D).

Figura 39 - Espectro de HSQC da subtincia 7C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 40 - Espectro de HMBC da substincia 7C (CD;0D).

Figura 41 - Espectro de COSY da substéncia 7C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 43 - Espectro de RMN de 'H da substancia 9C (14,2 T, CD;0D).

Figura 44 - Espectro de HSQC da substincia 9C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 45 - Espectro de HMBC da substincia 9C (CD;0D).

Figura 46 - Espectro de COSY da substincia 9C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 48 - Espectro de RMN de 'H da substancia 10C (14,2 T, CD;0D).

Figura 49 - Espectro de HSQC da substancia 10C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).



Figura 50 - Espectro de HMBC da substéncia 10C (CD;0D).
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Figura 51 - Espectro de COSY da substancia 10C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 53 - Espectro de RMN de 'H da substancia 11C (14,2 T, CD;0D).

Figura 54 - Espectro de HSQC da substancia 11C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 55 - Espetro de HMBC da substancia 11C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 57 - Espectro de RMN de 'H da substancia 12C (14,2 T, CD;0D).

Figura 58 - Espectro de HSQC da substincia 12C (CD30D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).



113

Figura 59 - Espectro de HMBC da substincia 12C (CD;OD).

Figura 60 - Espectro de COSY da substancia 12C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 61 - Espectro de ROESY da substincia 12C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 63 - Espectro de HSQC da substancia 13C (CD;0D).

Figura 64 - Espectro de HMBC da substancia 13C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 65 - Espectro COSY da substancia 13C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 67 - Espectro de RMN de 'H da substancia 16C (14,2 T, CD;0D).

Figura 68 - Espectro de HSQC da substancia 16C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 69 - Espectro de HMBC da substancia 16C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 71 - Espectro de RMN de 'H da substancia 17C (14,2 1, CD;0D).

Figura 72 - Espectro de HSQC da substancia 17C (CD;OD).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 73 - Espectro de HMBC da substincia 17C CD;0D).

Figura 74 - Espectro de COSY da substincia 17C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 76 - Espectro de RMN de 'H da substancia 19C (14,2 T, CD;0D).

Figura 77 - Espectro de HSQC da substancia 19C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Figura 78 - Espectro de COSY da substancia 19C (CD;0D).

Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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Compostos fendlicos de Paepalanthus geniculatus (Eriocaulaceae).
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