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Resumo

Neste trabalho, foi investigada a composicdo quimica de Syngonanthus nitens
(Bong.) Ruhland, espécie pertencente a familia Eriocaulaceae, conhecida
popularmente como “capim dourado” e amplamente utilizada para o artesanato,
sendo de grande importancia econémica principalmente para populacdes do
Tocantins e Minas Gerais. Espécies dessa familia sdo conhecidas
popularmente como “sempre-vivas” e a maioria delas ocorre em Campos
Rupestres do Brasil. Foram preparados extratos de capitulos e de escapos,
separadamente, por maceracdo utilizando hexano e diclorometano e por
percolacdo com metanol. Os extratos metandlicos foram fracionados por
colunas de permeacdo em gel, cromatografia liquida de média pressdo
(MPLC), cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detector de arranjo de
diodo (HPLC-DAD) e com detector de indice de refracdo (HPLC-RI) e
cromatografia em contracorrente (HSCCC). As estruturas foram caracterizadas
por espectroscopia na regido do ultravioleta, técnicas mono e bidimensionais
de RMN e por espectrometria de massas com fonte electrospray e analisador
ion trap (modo de insercdo direta). Foram isoladas as substancias: 1,3,6-
triildroxi-2-metoxixantona; 1,3,6-triidroxi-2,5-dimetoxixantona; 1,5,7-triidroxi-3,6-
dimetoxixantona; 1,3,6,8-tetraidroxi-2,5-dimetoxixantona; 1,3,6,8-tetraidroxi-5-
metoxixantona; 7-metoxiluteolina-6-C-4-D-glicopiranosideo, 7-metoxiluteolina-8-
C-p-D-glicopiranosideo,  3°,7-dimetoxiluteolina-6-C-p-D-glicopiranosideo,  6-
hidroxiluteolina e luteolina. Os extratos metandlicos de capitulos e escapos de
S. nitens foram avaliados quanto a atividade antiulcerogénica e mutagénica.
Através do modelo de leséo ulcerativa induzida por etanol absoluto, verificou-se
gue os dois extratos apresentaram atividade gastroprotetora. Na dose de 500
mg kg’ do extrato de capitulos obteve-se maior indice de atividade
gastroprotetora do que da carbenoxolona, substancia usada como referéncia.
No ensaio de mutacdo génica (teste de Ames), para os dois extratos, a
mutagenicidade foi considerada negativa para todas as concentracdes testadas
em todas as linhagens. O estudo quimico forneceu importantes informacdes

para contribuir para a discussao da taxonomia da familia Eriocaulaceae.

Palavras-chave: Eriocaulaceae, Syngonanthus, capim dourado, flavonoides.



Abstract

In this work, the chemical composition of Syngonanthus nitens (Bong.) Ruhland
was investigated. This plant belongs to Eriocaulaceae family, popularly known
as “capim dourado” and widely used to make baskets and other handcraft
products. It's a very important economical specie to local communities in
Tocantins ans Minas Gerais states, mainly. Plants of this family are known as
“everlasting flower” and they can be found in “Campos Rupestres” vegetation in
Brazil. Scapes and capitulae were extracted, sequentially, with hexane,
dichloromethane and methanol. Methanol extract were fractionated by several
chromatographic techniques, including gel permeation chromatography,
Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC), High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC-DAD and HPLC-RI), High Speed Countercurrent
Chromatography (HSCCC). Structures were determined by ultraviolet
spectroscopy, as well as mono and bidimensional NMR techniques, besides
electrospray — ion trap — mass spectrometry. The chemical study of S. nitens
led to the identification of five xanthones: 1,3,6-trihydroxy-2-methoxyxanthone;
1,3,6- trinydroxy-2,5-dimethoxyxanthone; 1,5,7- trinydroxy -3,6-
dimethoxyxanthone; 1,3,6,8-tetrahydroxy-2,5- dimethoxyxanthone e 1,3,6,8-
tetrahyidroxyi-5-methoxyxanthone, and five flavones: 7-methoxyluteolin-6-C-g-
D-glucopyranoside; 7-methoxyluteolin-8-C-B-D-glucopyranoside; 4°7-
dimethoxyluteolin-6-C-B-D-glucopyranoside; 6-hydroxyluteolin and Iluteolin.
Pharmacological assays demonstrated that the methanol extract of capitulae
and scape from S. nitens has presented gastroprotective activity in the ethanol
induced ulcer model. According the results of Ames test, the mutagenicity was
considered negative for all tested concentrations of the three methanol extracts,
at all tested strains. The chemical data obtained in this work also added more

data to the discussion of the taxonomy of Eriocaulaceae.

Keywords: Eriocaulaceae, Syngonanthus, capim dourado, flavonoids
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Disserta¢éo — Mariana Pacifico

1. Introducéo
1.1. Familia Eriocaulaceae

A familia Eriocaulaceae pertence a ordem Poales, ao grupo das
monocotileddneas e possui distribuicdo pantropical (SALATINO et al., 2000;
RAMOS et al., 2005). E uma familia que possui inflorescéncias do tipo
capitulos, que sdo envolvidos por bracteas, e folhas em forma de roseta, de
onde brotam os escapos, e destes, surgem os capitulos (GIULIETTI, 1997;
RICCI et al., 1996) (Figura 1).

Figura 1. Esquema de capitulos, escapos e folhas (Parra, 1998).

Essas plantas sdo encontradas em diversos habitats, que variam desde
pantanos e ambientes aquaticos a solos arenosos ou pedregosos, onde
preferencialmente crescem. (GIULIETTI et al.,, 1996; RICCI et al.,, 1996;
SCATENA et al., 2005).

Elas s&o conhecidas popularmente como “sempre vivas”, por
apresentarem a aparéncia de vivas até muito tempo depois de serem colhidas
(GIULIETTI, 1997; RAMOS et al., 2005). Essa familia é constituida por 11
géneros e aproximadamente 1400 espécies (ANDRADE et al., 2010).
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No Brasil, a maior parte das espécies da familia Eriocaulaceae é
encontrada na regido central do pais (RAMOS et al., 2005) e cerca de 600 a
700 fazem parte da vegetacdo dos Campos Rupestres, principalmente na
regido da Cadeia do Espinhaco nos Estados de Minas Gerais e Bahia
(GIULIETTI et al., 1987; COAN et al., 2002; RICCI et al., 1996; SCATENA et
al., 2005).

A vegetacdo de Campos Rupestres é caracterizada por possuir
predominantemente espécies herbaceas, que crescem em solos pobres em
nutrientes e pouco profundos, em altitudes acima de 900 metros (LAZZARI,
2000).

A maior parte das espécies desta regido pertence aos géneros

Eriocaulon, Leiothrix, Syngonanthus e Paepalanthus (SALATINO et al., 2000).

A familia Eriocaulaceae possui uma complicada taxonomia. Alguns
géneros sdo divididos em vérias categorias inferiores, tais como subgéneros,
secOes, subsecbes, séries até chegar as espécies (Figura 2). Estas
subdivisbes tém sido aceitas por quase todos os pesquisadores e € baseada
exclusivamente em caracteres anatbmicos e morfolégicos das flores
(GIULIETTI et al, 1996).

Subfamilias Géneros Subgéneros Secoes Subsecoes
Eriocauloideae Eriocaulon
Masanthemun
Paepalanthoideae Tonina
Blastocaulon
Eulepsis
Lachnocaulon
Leiothrix Leiotrhix
Rheocaulon
Eleutherandra
Stephanophyllum
Paepalanthus Platycaulon
Thelxinoe
Xeractis Xeractis
Crysostegis
Gymnostegis
Pleutophyllon
Paepalocephalus Actinocephalus
Diphymene
Eriocaulopsis
Philodice
Rondononthus
Syngonanthus Syngonanthus
Carpocephalus
Trysanocephalu
Eulepis

Figura 2. Classificacdo de Eriocaulaceae (Giulietti et al, 2000).
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Espécies da familia Eriocaulaceae sao importantes economicamente
para as populacbes da Cadeia do Espinhaco e Chapada Diamantina, que
utilizam o extrativismo dessas plantas como fonte de renda. Elas séo
comercializadas no Brasil e até exportadas para outros locais, como Estados
Unidos e paises da Europa (GIULIETTI et al., 1988; RICCI et al., 1996). Por
isso, muitas dessas espécies correm 0 risco de extingdo, decorrente da
exploracdo econdOmica que compromete a reproducdo, afetando a sua
sobrevivéncia (RAMOS et al., 2005).

Estudos taxondmicos foram intensificados nos ultimos anos, devido a

constituicdo quimica e aspectos farmacoldgicos das espécies (LAZZARI, 2000).

Muitos aspectos das espécies de Eriocaulaceae sdo ainda
desconhecidos e estudos quimicos sao importantes como ferramenta para

colaborar na classificacdo taxonémica (RICCI et al., 1996).

1.2. O Género Syngonanthus

A maioria das espécies da familia Eriocaulaceae que sé&o
comercializadas como “sempre vivas” pertencem ao género Syngonanthus
(LAZZARI, 2000; RAMOS et al., 2005).

Este género possui aproximadamente 200 espécies, com distribuicdo
nas Ameéricas, principalmente a do Sul, e na Africa. No Brasil, a maior parte é
encontrada nos Estados de Minas Gerais e Bahia, onde ja foram encontradas
cerca de 180 espécies (GIULIETTI, 1997).

Essas plantas sdo abundantes principalmente na regido da Cadeia do
Espinhaco e representam uma importante fonte de renda para as familias que
habitam esse local. Em funcdo do intenso extrativismo ha risco de extingao
dessas espécies (LAZZARI, 2000).
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1.3. Estudos quimicos e bioldgicos

Os primeiros estudos quimicos de plantas da familia Eriocaulaceae
relataram a presenca de flavonoides em espécies de Eriocaulon, Leiothrix,
Paepalanthus e Syngonanthus, bem como a relacdo da distribuicdo destas
substancias nesses géneros e sua evolucdo (BATE SMITH E HARBORNE,
1969; DOKKEDAL E SALATINO, 1992; MAYWORM E SALATINO, 1993, RICCI
et al., 1996). Foi relatado que em espécies de Eriocaulon e Paepalanthus h&
uma predominancia de compostos fendlicos e flavonois, como a quercetagetina
e patuletina, enquanto que em Leiothrix e Syngonanthus, ocorrem
principalmente flavonas C-glicosiladas (SALATINO et al., 2000, DOKKEDAL et
al., 2004).

RICCI et al. (1996) descreveu a presenca de flavonas C- e O-
glicosiladas, derivadas da luteolina em espécies do género Syngonanthus, o
gue aproximaria esse género de Leiothrix, que também possui derivados de

flavonas.

Estudos com espécies de Paepalanthus demonstraram a presenca da
paepalantina (Figura 3A), uma isocumarina, dos capitulos de P. bromelioides
(VILEGAS et al, 1990), um metabdlito ndo usual em plantas, e freqiente em
microorganismos dos géneros Penicilllum spp e Fusarium spp (HILL, 1986).
Ensaios biolégicos in vitro indicaram intensa atividade antibiética contra
Bacillus cereus (7,5 ug/ml), Staphylococcus aureus (7,5 ug/ml), S. epidermidis
(15 pg/ml) e Escherichia coli (250 7,5 ug/ml) (VARANDA et al, 1997; TAVARES
et al, 1999).

O dimero da paepalantina (Figura 3B), isolado também de P.
bromelioides, foi testado biologicamente e com grande potencial citotdxico.
Esse composto foi isolado por COELHO et al, (2000).

Estudos de avaliagcdo da toxicidade, mutagenicidade e da atividade
antimicrobiana da paepalantina e seus derivados (DEVIENNE et al, 2005;
VARANDA et al, 2004), e comparacdo da relacdo estrutura-atividade,
demonstraram que alguns derivados sdo compostos significativamente menos

téxicos e com menor atividade antimicrobiana para alguns microorganismos.
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Concluiu-se, também, que a auséncia de mutagenicidade pode estar
relacionada com a configuracdo espacial da molécula, que proporciona

impedimento estérico para sua interacdo com o DNA.

Foi isolado um constituinte das folhas de Paepalanthus argenteus,
caracterizado como xeractinol (Figura 3C), um diidroflavonol C-glicosilado, que
pode ser utilizado como marcador taxonémico, por ndo ter sido encontrado em
nenhum outro taxon de Eriocaulaceae (DOKKEDAL et al., 2007). De
Paepalanthus polyanthus, foram isolados varios flavonoides 6-metoxi-
glicosilados derivados da quercetina e 6-metoxiquercetina-3-O-(6"-E-feruloil)-[3-
D-glicopiranosideo (Figura 3D) (SANTOS et al., 2002).

Foi isolada a planifolina (Figura 3E), das folhas de Paepalanthus
planifolius, além de flavonoides (SANTOS et al, 2003). Essa substancia
apresentou atividade citotéxica in vitro em linhagens de células tumorais de
mama e de pulmao (SANTOS et al, 2005).

Xantonas isoladas do género Leiothrix (Figura 3F) apresentaram
atividade antioxidante (SANTOS et al, 2003). Extratos de espécies de
Syngonanthus apresentaram atividade antiulcerogénica. Extratos contendo
flavondides obtidos de Syngonanthus bisulcatus (COELHO et al, 2006) e de
Syngonanthus arthrotrichus (BATISTA et al, 2004) apresentaram atividade
antiulcerogénica, utilizando o modelo de Ulcera induzida por etanol/acido

cloridrico.

Foram isolados de capitulos de Eriocaulon ligulatum, o flavonoide
acilado (6,4-dimetoxiquercetina-3-O-p-D-6""[3,4,5-triidroxi(E)-cinamoil]
glicopiranosideo) (Figura 3G), um dimero de naftopiranona, denominado
eriocaulina (Figura 3H) e os flavonoides (6-metoxiapigenina-7-O-3-D-
glicopiranosideo (Figura 3l) e 6-metoxiapigenina-7-O-B-D-alopiranosideo),
(Figura 3J). O extrato e algumas fracdes ricas em flavonoides de E. ligulatum
apresentaram atividade mutagénica em algumas linhagens de Salmonella
(SILVA et al., 2007). Portanto, diante dos resultados obtidos, fica evidente a
importancia da continuidade dos estudos com espécies de Eriocaulaceae, na

busca por novas substancias naturais com potencial farmacoldgico.
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Figura 3. Substancias representativas de espécies de Eriocaulaceae.
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1.4. Syngonanthus nitens (Bong.) Ruhland

A espécie Syngonanthus nitens (Bong.) Ruhland (Figuras 4 e 5) é
amplamente distribuida pelo Brasil Central, encontrada em campos Umidos
adjacentes a veredas e matas de galeria inundaveis (SCHMIDT et al., 2007).

Ocorre, também, no Paraguai, Bolivia, Venezuela e Peru (PARRA, 1998).

Syngonanthus nitens é caracterizada por roseta basal de folhas de onde
partem de 1 a 10 escapos dourados e glabros (GIULIETTI et al., 1996) (Figura
1).

Figura 4. Foto de campos umidos (TO), local de ocorréncia de Syngonanthus nitens, e
de moradores locais realizando a colheita.
Disponivel em: <www.ispn.org.br>. Acesso em: 4 mai. 2010.

Os escapos de S. nitens séo utilizados para confeccao de artesanato em
regides do Cerrado, principalmente na Cadeia do Espinhaco, nos Estados de
Minas Gerais e Bahia (SCHMIDT et al., 2007). No Estado de Minas Gerais,
essa planta é conhecida como “sedinha” (GIULIETTI et al. 1996). E encontrada
em regides de Goias e na Serra do Jalapdao no Tocantins, onde € conhecida
como “capim dourado” (SCHMIDT et al., 2007).

Figura 5. Fotos de Syngonanthus nitens, em que séo visualizados capitulos e escapos.
Disponivel em: < www.pequi.org.br >. Acesso em: 4 mai. 2010.
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O capim dourado € amplamente utilizado na confeccdo de artesanato
(Figura 6), o que torna a espécie de grande importancia econémica para a
populacao da regido do Jalapao (SCHMIDT, 2005).

Figura 6. Foto de pecas de artesanato realizado com capim dourado.
Disponivel em: < www.ispn.org.br >. Acesso em: 4 mai. 2010.

A regido do Jalapdo (Figura 7), localizada a leste do Estado de
Tocantins e faz divisa com Bahia, Piaui e Maranh&o, esta inserida no bioma
Cerrado e seus principais municipios sdo Mateiros, Ponte Alta do Tocantins e
Sao Félix do Tocantins (FIGUEIREDO, 2007). Nessa regido esta localizada
uma grande area do Cerrado conservado, e existem trés areas de unidades de
conservacgao de protecao integral (SILVA E BATES, 2002). S&o elas: a Estacéo
Ecoldgica Serra Geral do Tocantins, Parque Estadual do Jalapdo e Parque
Nacional Nascentes do Paraiba (SILVA E BATES, 2002; FIGUEIREDO, 2007).

Figura 7. Localizacdo da area do Jalapado, no Tocantins.
Disponivel em: <www.revistabrasileiros.com.br>. Acesso em: 4 mai. 2010.
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O artesanato produzido pela populacdo do Jalapao é caracterizado pela
técnica de costurar conjuntos de escapos de capim dourado em feixes
concéntricos, com seda de buriti (Mauritia flexuosa Mart., Arecaceae). A seda
utilizada é fibra de folhas novas de buriti (FIGUEIREDO, 2007).

Essa técnica, de origem indigena, foi iniciada na regido hé
aproximadamente 80 anos (SCHMIDT, 2005). Porém, foi na década de 90 que
houve maior divulgacdo e expansao das vendas do artesanato de pecas feitas
com capim dourado, com consequente aumento do numero de artesdos

interessados na confeccéo artesanal (SCHMIDT, 2005).

Este crescente interesse tem ocasionado um aumento da coleta da
planta, gerando extrativismo desordenado, o que compromete a reproducéo da
espécie, causando declinio populacional (SCHMIDT, 2005).

Essa atividade, porém, esta sendo regulamentada e a populagédo
conscientizada em relacdo aos cuidados na colheita, para que a espécie ndo
seja extinta, o que garante, também, a sustentabilidade do artesanato
(FIGUEIREDO, 2007). Em 2000, o Instituto Brasileiro de Meio Ambientes e
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), juntamente com outras instituicdes,
iniciou estudos para a sustentabilidade da atividade artesanal do capim
dourado (SCHMIDT et al.,2006).

Por isso, 0 artesanato do capim dourado é uma atividade viavel, e o seu
fortalecimento pode gerar renda, conservar areas do Cerrado, evitando que
estas sejam convertidas em areas de plantio de espécies agricolas, o que
geraria perda da biodiversidade e processos erosivos no solo (SCHMIDT,
2005).

Diante da escassez de dados na literatura sobre a constituicdo quimica
de S. nitens, faz-se necessario a investigacao dessa espécie, com o objetivo de
adquirir maiores informacbes quimiotaxonémicas. Também, pretende-se
fornecer subsidios, para que estas informacdes, aliadas ao conhecimento
tradicional existente, indiqgue formas sustentaveis para a atividade extrativista

na regiao do Jalapéo.
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2. Objetivos

Estudar a composicdo quimica de capitulos e escapos de Syngonanthus
nitens (Bong.) Ruhland.

Avaliar a atividade mutagénica e a atividade antiulcerogénica de extratos

obtidos de Syngonanthus nitens.
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3. Materiais e equipamentos
3.1. Solventes

Solventes PA: acetato de etila, acido acético, clorofé6rmio, metanol, n-

butanol, n-propanol (Synthlab®).

Solventes grau HPLC: metanol (Baker®), acetonitrila (Mallinckrodt®),
agua purificada em sistema Milli Q (Millipore®) e &cido trifluoroacético (TFA)
(Mallinckrodt®).

Solvente deuterado: DMSO-ds (Sigma Aldrich®).

Reagentes para reveladores e triagem preliminar: anisaldeido (Riedel-
deHaén), difenilaminoborato (NP), polietilenoglicol (PEG), &cido sulfarico

concentrado e acido acético (Quemis).

3.2. Procedimentos cromatograficos

Nas analises por cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC) foram utilizadas placas preparadas de silica gel 60 (Merck®) (20 x 20

cm x 0,2 mm).

Para o fracionamento por cromatografia em permeagdo em gel foram
utilizadas colunas de vidro preenchidas com Sephadex LH-20 (57 cm x 3,0 cm
d.i.), acopladas a uma bomba peristéltica modelo P1 18-1110-91 (Pharmacia®)

e a um coletor automatico Redifrac (Pharmacia®).

3.3. Reveladores para CCDC

Para revelacdo das placas de CCDC foram utilizados: Luz UV 254-366
nm (Chromatovue); anisaldeido/H,SO, (WAGNER et al., 1984) e/ou NP/PEG
(especifico para flavonoides) (WAGNER et al., 1984).

Para o preparo da solucdo de anisaldeido/H,SO, foram utilizados 0,85
mL de anisaldeido em 85,0 mL de MeOH, 10,0 mL de acido acético e 5,0 mL

de H,SO, concentrado.
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A revelacao das placas de CCDC foi feita através da pulverizacdo com o
revelador anisaldeido/H,SO,, seguido de aquecimento & 100° C em estufa da
marca Quimis®. Foi possivel observar manchas roxas para terpenos,
avermelhadas para saponinas e catequinas, marrom para taninos e amarelas

para flavonoides.

Para preparo da solugdo de NP/PEG foram utilizados 100,0 mg de
difenilaminoborato (NP), 500,0 mg de polietilenoglicol 2000 (PEG) e 20,0 mL de
MeOH. Borrifa-se sobre a placa cromatografica e observa-se no visivel e

depois sob luz UV.

3.4. Equipamentos

Para pesagens foram utilizadas: balanca analitica (Marte®, AL 200) com
capacidade para 200g e precisdao de 0,001g para pesagem das fracBes e
balanca (Quimis®, BG 4000) com capacidade para 4.040g e precisdo de 0,01g

para pesagem dos extratos.

A concentracdo do extrato e das amostras foi efetuada em evaporador
rotativo (Heidolph®, Laborota 4001 — efficient) equipado com bomba & vacuo

(Heidolph®, Rotavac valve control).

Utilizou-se centrifuga da marca CELM, modelo COMBATE, a 2500 rpm

na preparacdo das amostras para os fracionamentos.

Foi utilizado filtro com membrana de PTFE (politetrafluoretileno, teflon®,
Millipore®) com poro de 0,45 e 0,20 um para preparo de amostras para anélise
por HPLC.

As analises dos perfis cromatograficos foram realizadas em HPLC, modo
analitico, modelo PU-2089 (Jasco®), equipado com um detector de arranjo de
foto diodos com faixa de varredura de 195-650 nm e intervalo minimo de 1 nm,
modelo MD-20140 (Jasco®), com coluna de fase reversa RP18 imobilizadas
com octadecilsilano, modelo Luna 2 (Phenomenex®) (250 x 4,6 mm d.i.) com
particulas de tamanho médio de 5 pym e softwares Star Chromatography
Workstation verséo 5.31 (Varian®) e EZChrom Elite Client/Server verséo 3.1.7

(Chromatec®) para o processamento dos dados cromatogréficos;
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As analises no modo semipreparativo foram realizadas nos seguintes

equipamentos:

- Cromatografo Liquido de Média Pressao Buchi Pump Manager C-615
(MPLC — Medium Pressure Liquid Chromatography).

- Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (semi-preparativo) modelo
ProStar 210/330 (Varian®) acoplado a um detector de arranjo de foto diodos,
com coluna de fase reversa RP18 imobilizadas com octadecilsilano, modelo
Luna 2 (Phenomenex®) (250 x 10,0 mm d.i.) com particulas de tamanho médio

de 10 ym (HPLC - High Pressure Liquid Chromatography).

-Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (semi-preparativo) (Knauer®),
acoplado a um detector de indice de refragdo, Smartline RI Detector 2300/2400
(Knauer®) com coluna de fase reversa C18 (Phenomenex®) (250 x 10 mm d.i.)
com particula de tamanho médio de 10 pym (HPLC - High Pressure Liquid
Chromatography).

A técnica de Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade
("HSCCC: High Speed Counter-Current Chromatography") foi realizada
utilizando o instrumento P.C. Inc., Potomac (Buffalo, NY, USA), equipado com
uma coluna helicoidal multicamada com duas bobinas de politetrafluoroetileno
de 1,68 mm i.d. de aproximadamente 80,0 mL e 240,0 mL conectadas em série
com uma capacidade total de 320,0 mL. A velocidade foi ajustada para 850
rom. O fluxo foi controlado utilizando uma bomba Waters 4000 de fluxo
constante (Milford, MA-USA). A amostra foi injetada através de um maddulo de
injecdo P.C. Inc. (Buffalo, NY, USA) com loop de 20,0 mL.

Os dados espectroscopicos e espectrométricos para determinacéo

estrutural das substéncias foram obtidos dos equipamentos:

- Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear de 11,7 T (Varian®
INOVA), operando a 500 MHz para *H e a 125 MHz para **C. O TMS foi usado

como padréo interno para determinacao dos deslocamentos quimicos;

- Espectrofotdmetro de Ultravioeta/Visivel (Hach®), modelo DR/4000 U;
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- Espectrometro de massas acoplado a um trapeador de ions, lon-Trap
(IT), LCQ Deca (ESI-IT-MS/MS, Thermo Finnigan). Os espectros foram obtidos
pela técnica de andlise por injecdo em fluxo (FIA). Modo negativo para o0s
espectros de primeira ordem (MS), bem como para os demais experimentos
em multiplos estagios (MS"). Condicdes: voltagem do capilar — 4 V, voltagem
do spray -5 kV, temperaura do capilar 280 °C, gas de arraste (N2) fluxo 60
(unidades arbitarias). A faixa de aquisicdo foi m/z 50-2000, com dois ou mais
eventos de varredura realizados simultaneamente no espectrébmetro de massas
LCQ. O primeiro evento foi uma varredura completa full-scan dos espectros de
massas para adquirir os dados dos ions na faixa m/z estabelecida. Os demais
eventos foram experimentos MS" realizados a partir dos dados da primeira
varredura para ions precursores pré-selecionados com energia de colisdo entre

25 e 30 % da energia total do instrumento.

As analises de FIA-ESI-IT-MS/MS foram realizadas junto aos grupos do
Prof. Dr. Cosimo Pizza e Sonia Piacente da Universita degli Studi di Salerno e
da Profd. Dr2 Virginia Carbone do Istituto di Scienze dell Centro di

Spettrometria di Massa Proteomica e Biomolecolare — Italia

37



Disserta¢éo — Mariana Pacifico

4. Desenvolvimento, resultados e discussao
4.1. Coleta e identificacao do material vegetal

A primeira coleta de S. nitens foi realizada em janeiro de 2008 pelo Prof.
Paulo Takeo Sano na regido de Diamantina em Minas Gerais. Uma exsicata de

numero Sano 3895B foi depositada no IB-USP Séo Paulo.

A segunda coleta da espécie S. nitens foi realizada na Serra do Jalap&o
no estado do Tocantins por Crysthiano Borges Pereira em dezembro de 2008 e
a identificacao foi feita pelo Prof. Paulo Takeo Sano (USP/SP). Uma exsicata
de nimero SPF 189975 foi depositada no IB-USP Séo Paulo.

4.2. Preparacéao dos extratos

O material vegetal da primeira coleta foi seco em estufa a 40 °C durante
48 horas. Depois, capitulos foram separados de escapos e foram feitas
extracBes do po de capitulos (9,5 g) e escapos (42,9 g), separadamente. Foi
feita maceracdo com hexano, e em seguida com diclorometano (3 vezes, por
72 horas cada); e percolacdo com metanol (7 dias). Apds cada extragdo, o
extrato obtido (Tabela 1) foi filtrado em papel filtro, concentrado em

rotaevaporador sob pressao reduzida (em temperatura inferior a 40 °C).

O material vegetal da segunda coleta foi seco em estufa a 40 °C durante
48 horas. Depois, capitulos foram separados de escapos e foram triturados,
separadamente, em moinho de facas, resultando um pé. O po foi submetido a
extracdo por maceragdo, com hexano, 2 vezes, por 72 horas cada. O mesmo
procedimento foi realizado com diclorometano e em seguida, foi realizada
extracdo por percolacdo com metanol. Foram utilizados 416,0 g de p6 de
capitulos e 410,0 g de p6 de escapos. ApOs cada extragdo, o extrato obtido
(Tabela 1) foi filtrado em papel filtro, concentrado em rotaevaporador sob
presséao reduzida (em temperatura inferior a 40°C).
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Tabela 1. Rendimentos das extra¢cfes de capitulos e escapos de Syngonanthus nitens

Primeira coleta Segunda coleta
Extrato Capitulos Escapos Capitulos Escapos
Massa (g) [%] Massa (g) [%] Massa (g) [%] Massa (g) [%]
Hexanico 0,01 (0,13) 0,27 (0,63) 1,96 (0,47) 2,65 (0,65)
Diclorometanico 0,06 (0,62) 0,19 (0,45) 2,25 (0,54) 2,24 (0,54)
Metandlico 0,20 (2,08) 1,22 (2,84) 11,80 (2,83) 16,00 (3,90)

4.3. Caracterizacdo quimica dos extratos metanolicos

Para a caracterizacdo quimica, os extratos metandlicos de capitulos e
escapos foram, separadamente, purificados por extracdo em fase solida em
cartucho de silica C18 (SPE-RP18). Cada extrato (10,0 mg) foi solubilizado em
metanol e aplicado no cartucho. As amostras foram secas, ressuspendidas em
solucdo MeOH/H,0, 5:95 vlv, filtradas em filtro de 0,45 um e o filtrado foi
submetido a analise por HPLC analitico.

A andlise de alguns espectros de absor¢ao na regido do UV (Figuras 8 e
9) obtidos indicou a presenca de flavonoides, derivados de flavonas. No
espectro UV de um flavonoide observa-se dois maximos de absorcao: a banda
II, que se encontra em um intervalo de comprimento de onda de 240 a 285 nm
e a banda | entre 300 a 550 nm. A natureza do flavonoide e seu padrao de
oxigenagao podem ser definidos pela posicdo e intensidades relativas dos
maximos de absor¢do. Quando existem modificacdes no anel A, a banda Il é
alterada e quando h& modificacbes nos anéis B e C, a banda | é que sofre
alteracdo. As bandas caracteristicas de flavonas estdo situadas entre 250 a
280 nm (banda Il) e 310 a 350 nm (banda I) (MABRY et al., 1970).
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Figura 8. Cromatograma representando o perfil do extrato metandlico dos capitulos da
primeira coleta de Syngonanthus nitens (RP-18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 ym; Solvente
A: H,O + 0,05% TFA; Solvente B: ACN + 0,05% TFA. Gradiente de 15-55% de B em A
em 40 min; fluxo de 1,0 mL min™, A = 320 nm) e espectros de absorcéo na regido do
UV dos picos destacados.
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Figura 9. Cromatograma representando o perfil do extrato metandlico dos escapos da
primeira coleta de Syngonanthus nitens (RP-18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 ym; Solvente
A: H,O + 0,05% TFA; Solvente B: ACN + 0,05% TFA. Gradiente de 10-50% de B em A
em 40 min; fluxo de 1,0 mL min™, A = 320 nm) e espectros de absor¢éo na regido do
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Figura 10. Cromatograma representando o perfil do extrato metandlico dos capitulos
da segunda coleta de Syngonanthus nitens (RP-18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 ym;
Solvente A: H,O + 0,05% TFA; Solvente B: ACN + 0,05% TFA. Gradiente de 15-55%
de B em A em 40 min; fluxo de 1,0 mL min*, A = 320 nm) e espectros de absor¢édo na
regido do UV dos picos destacados.
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Figura 11. Cromatograma representando o perfil do extrato metandlico dos escapos
da segunda coleta de Syngonanthus nitens (RP-18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 ym;
Solvente A: H,O + 0,05% TFA; Solvente B: ACN + 0,05% TFA. Gradiente de 10-50%
de B em A em 40 min; fluxo de 1,0 mL min™, A = 320 nm) e espectros de absorcéo na
regido do UV dos picos destacados.

A andlise representativa de alguns espectros de absorcdo na regido do
UV para extratos da segunda coleta (Figuras 10 e 11) indicou a presenca de
flavonoides, derivados de flavonas. Nesse caso, as composicées quimicas de
capitulos e escapos também foram diferentes. A andlise dos cromatogramas
mostrou que, capitulos e escapos possuem composicdo quimica diferente
observada na regido com t; - 20-35 min. e semelhante na regido entre t, - 10-15

min., com espectros no UV caracteristicos de flavonas (MABRY et al., 1970).

A analise qualitativa dos cromatogramas (Figuras 7, 8, 9 e 10) mostrou
gue a amostra da primeira coleta, realizada no Estado de Minas Gerais, possui
composi¢cdo quimica diferente da amostra da segunda coleta, realizada no

Estado do Tocantins.
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No cromatograma de extrato de capitulos da segunda coleta observou-
se um maior numero de picos (picos 4, 5 e 6) e em alguns espectros de
absorcdo na regido do UV foram detectadas bandas de absorcdo que né&o
estdo presentes no cromatograma do extrato de capitulos da primeira (245, 282
e 321 nm) coleta, indicando a presenca de uma outra classe de substancias. O
perfil desses espectros quando comparados com a literatura sdo caracteristicos
de xantonas (MEYER et al., 2008).

4.4. Fracionamento do extrato metandlico da primeira coleta de
escapos de Syngonanthus nitens

Foi realizado o fracionamento do extrato metanélico de escapos em
coluna de Sephadex LH-20 (57,0 cm x 3,0 cm d.i.). Para tal, 0,7 g de extrato foi
dissolvido em 15,0 mL de metanol e centrifugada duas vezes, por 8 minutos
cada a 2500 rpm, o sobrenadante foi aplicado na coluna e a eluicao foi feita
com metanol. As fracdes resultantes foram analisadas por CCDC em placas de
silica gel, eluidas com CHCIl3/MeOH/n-prOH/H,0 (5:6:1:4, v/v) e reveladas com
solucdo de anisaldeido/H,SO,. Foi isolada a substancia Snl (7,0 mg) da fracao
351-360. Apds analises espectroscopicas e espectrométricas, verificou-se que

Snl e Sn10 sdo a mesma substancia.

4.5. Fracionamento do extrato metandlico dos capitulos da
segunda coleta de Syngonanthus nitens

O extrato metandlico dos capitulos foi dividido em duas amostras e
fracionado em coluna de Sephadex LH-20 (57,0 cm x 3,0 cm d.i.), a fim de se
obter maior quantidade de material para posterior purificacdo. Foram utilizados
3,0 g de extrato em cada coluna. A amostra foi solubilizada em 20,0 mL de
metanol e centrifugados a 2500 rpm, por duas vezes, 8 minutos cada. O
sobrenadante foi aplicado na coluna e eluido com metanol. No primeiro
experimento foram coletadas 192 fracdes, e no segundo, 191 fracdes de 3,0
mL. As fracBes foram analisadas por CCDC, em placas de silica gel, eluidas
com CHCI3/MeOH/n-prOH/H,O (5:6:1:4, viv) e reveladas com solucdo de
anisaldeido/H,SO,.
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As fracOes 120-134 coletadas da primeira coluna e 118-139 obtidas da
segunda coluna foram reunidas em um unico grupo, apés analise por CCDC,
gue foi denominado fragdo 10 (129,0 mg).

A frag&o 10 foi purificada por HPLC-DAD, no modo semi preparativo. A
fracdo 10 foi solubilizada em 1,0 mL de MeOH/H,0 2:8 vlv, filtrada em Millex de
0,45 pm, obtendo-se uma solucéo de 100,0 mg mL™. A fase mével empregada
foi: A = H,0O +TFA 0,05 % e B = MeOH + TFA 0,1 %, em fluxo de 2,5 mL min™.
A rampa de eluicdo usada foi: 0-20 min, 30-70 % B; 20-40 min, 70-90 % B; 40-
45 min, 90-100 % B.

Foram realizadas 14 injecdes de 100,0 pL cada, coletando-se 31
fracdes. Foram isoladas substancias Sn2 (18,0 mg), Sn3 (5,0 mg), Sn4 (10,0
mg) e Sn5 (5,0 mg), que apresentaram-se aparentemente puras na analise por

CCDC e foram analisadas por RMN, UV e espectrometria de massas.

4.6. Fracionamento do extrato metandlico dos escapos da
segunda coleta de Syngonanthus nitens

O extrato metandlico dos escapos foi fracionado em coluna de Sephadex
LH-20 (57,0 cm x 3,0 cm d.i.), eluida com metanol. Foram feitos trés
fracionamentos, utilizando em cada um deles 3,5 g de extrato previamente
solubilizados em 20,0 mL de metanol e centrifugados a 2500 rpm, por duas
vezes, 8 minutos cada. O sobrenadante foi aplicado na coluna. No primeiro
fracionamento foram coletadas 326 fracdes, no segundo, 253 fracbes e no
terceiro, 280 fracdes de 3,0 mL. As fracOes foram analisadas por CCDC, em
placas de silica gel, eluidas com CHCIl3/MeOH/n-prOH/H,O (5:6:1:4, viv) e

reveladas com solucédo de anisaldeido/H,SO,.

A fracdo 56-61 (270,0 mg) obtida da segunda cromatografia em coluna
de Sephadex-LH 20, foi fracionada por MPLC (C18, 15 cm x 1,5 cm, eluicéo
com gradiente H,O/MeOH). A amostra foi dissolvida em 3,0 mL de uma
solucdo H,O/MeOH (95:5), centrifugada por 6 minutos e filtrada em filtro Millex
de 0,45 um. As fracOes resultantes foram analisadas por CCDC em placas de
silica gel, eluidas com CHCI3/MeOH/n-prOH/H,0 (5:6:1:4, v/v) e reveladas com
solucdo de anisaldeido/H,SO,. Foram detectadas diversas manchas com
diferentes Rfs nas placas de silica gel.
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Portanto, conclui-se que ndo houve separacéao eficiente dos constituintes

presentes na fragéo.

A fracdo 69-88 (474,0 mg) obtida da primeira cromatografia em coluna
de Sephadex-LH 20 foi fracionada por cromatografia em contracorrente de alta
velocidade (HSCCC - High Speed Counter Current Cromatography). Foram
testadas varias propor¢cdes da mistura de acetato de etila:n-butanol:H,0,
obtendo-se resultados satisfatorios com a mistura de acetato de etila:n-
butanol:H,0 (3,5:1,5:5,0 v/v). Esta fase mostrou Kp proximo de 1. Em seguida,
os solventes foram misturados em funil de separacédo e deixados em repouso

por doze horas, para saturacdo prévia dos mesmos.

A fase inferior do sistema de solventes foi usada como fase estacionaria
e a superior como fase movel. O sentido do bombeamento das fases foi cauda

- cabeca da coluna, com vazéo de 1,0 mL min™ e rotac&o de 870 rpm.

O volume de fase estacionéaria eluida foi de 55,0 mL. A fracdo foi
solubilizada em 16,0 mL de uma mistura de 1:1 de fase inferior e fase superior
do sistema de solvente. A amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi
injetado no loop do aparelho com auxilio de uma seringa. Foram coletadas 84

fragcOes de 3,0 mL cada.

As fracdes foram analisadas por CCDC, em placas de silica gel, eluidas
com CHCI3/MeOH/n-prOH/H,O (5:6:1:4, viv) e reveladas com solucdo de
anisaldeido/H,SO,4. As fracbes 16-19 e 68-72 apresentaram coloracao
amarelada, caracteristica de flavonoides, quando reveladas com uma solucéo
de anisaldeido/H,SO,4. Foram isoladas as substancias Sn6 (8,0 mg) e Sn7 (7,0

mg), que foram analisadas por UV, RMN e espectrometria de massas.

As fracOes 60-68 (primeira cromatografia em coluna de Sephadex) e 56-
59 (segundo processo cromatografico) foram unidas por apresentarem
manchas semelhantes, ap0s analise por CCDC. Essa fracdo foi purificada,
também, por HPLC-RI no modo semipreparativo. A amostra (100,0 mg) foi
solubilizada em 1,0 mL de uma solucdo MeOH/H,0O 45:55 v/v e filtrada em
Millex de 0,45 um. (RP18; 2,5 mL min™).
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Foram realizadas 15 injecbes de 80,0 pL cada, e 13 fragOes foram
coletadas. Foi isolada a substancia Sn8 (5,0 mg), que foi analisada por UV,
RMN e espectrometria de massas

A fracdo 131-253 (240,0 mg) obtida da segunda coluna de Sephadex
LH-20 foi fracionada por HPLC-RI no modo semipreparativo. A amostra foi
solubilizada em 2,5 mL de MeOH/H,0 75:25 v/v, filtrada em Millex de 0,45 pum,
obtendo-se uma solucdo de 100,0 mg mL™ (RP18; 2,0 mL min™?). Foram
realizadas 18 injecOes de 80,0 pL cada, coletando-se 12 frac¢des, resultando no
isolamento das substancias Sn9 (10,0 mg) e Sn10 (11,0 mg), que foram

analisadas por UV, RMN e espectrometria de massas.
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4.7. Elucidacao estrutural
4.7.1. Elucidagéo estrutural de Snl e Sn10

Os espectros de UV, MS e RMN das substancias Snl e Sn10 foram
idénticos. Portanto, a discussédo desses dados sera feita com a denominacao
de Sn10.

No espectro de massas de Snl1l0 (Figura 12) foi observado o pico
correspondente ao ion da molécula desprotonada [M — H]. Através da andlise
do espectro de segunda ordem (Figura 13), foram observados fragmentos em
m/z 285 e fragmentos em m/z 241 [M — 44 — H], em m/z 151 [M — 134 — H] e
em m/z 133 referente & [M — 152 — HJ".
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Figura 12. Espectro de massas de primeira ordem (modo full-scan) de Sn10, analisado
em modo negativo.
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Figura 13. Espectro de massas de segunda ordem (modo full-scan) de Snl10,

analisado em modo negativo.

No espectro de absorcdo de Snl1l0 na regido do UV (Figura 14) foram
observadas bandas em 254, 268 e 348 nm, caracteristicas de flavonas
(MABRY et al., 1970). Esses dados foram coerentes com o0s valores

encontrados na literatura para a luteolina (RINALDO, 2007).
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Figura 14. Espectro de Sn10 obtido por espectroscopia na regido do UV.
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O perfil do espectro de RMN de Sn10 (Figura 47) foi similar ao de Sn1.
Foram observados sinais na regido de aromaticos, correspondentes aos
encontrados em espectros de flavondides. Em func¢éo disso, Snl e Sn10 foram

estudados juntos.

Foram visualizados dois dubletos, um em & 6,88 de J = 8,0 Hz (H5"), e
outro em 8 7,38 com J = 2,0 Hz (H2") e um duplo dubleto em 6 7,40 de J = 2,5
e 8,5 Hz (H6"). Apresentou, também, dois dubletos em 6 6,18 (H6) e & 6,44
(H8), ambos com J = 2,0 Hz, o que evidencia dois hidrogénios com
acoplamento em meta e um singleto em 5 6,65, correspondente ao H3 de uma

flavona (Tabela 2).

Os dados fornecidos pelos espectros gHMQC e gHMBC (Figuras 50 e
51) possibilitaram a atribuicdo dos hidrogénios e carbonos de Sn10 (Tabela 2).
Através da andlise do espectro gHMQC foi possivel atribuir os sinais de
hidrogénios em & 6,65 (H3), & 6,18 (H6), 5 6,44 (H8), 5 7,38 (H2"), 5 6,88 (H5)
e em & 7,40 (H6") com os sinais de carbono em & 102,6, 6 98,6, 6 93,8, 5 112,9,
6 113,7 e 6 118,7, respectivamente.

No espectro gCOSY (Figura 49) observou-se a correlacdo entre 0s
sinais em 6 6,88 e 6 7,40, correspondentes aos hidrogénios 5 e 6,
confirmando o acoplamento em orto. No espectro gHMBC, foram observadas
correlagdes entre o sinal em 6 6,18 (H6) com os sinais de carbono em & 93,8
(C8), 6 103,6 (C10), 8161,5 (C5) e do sinal em 6,44 (H8) com os sinais de
carbono em 4 98,6 (C6), 6 103,6 (H10) e ¢ 155,2 (C9).

Os dados encontrados foram comparados com a literatura, tornando
possivel a identificagdo de Sn10 como sendo a luteolina (Figura 15).
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H e de *C de Sn10 (11,7 T, DMSO-d,)

Snl0 SILVA, 2008*
Posicdo  'H (ppm), J (Hz) 13CH 'H (ppm) 3¢
2 164,0 163,8
3 6,65 s 102,6 6,65s 102,8
4 181,4 181,5
5 161,5 161,4
6 6,18 d (2,0) 98,6 6,19d (2,5) 98,8
7 164,0 164,1
8 6,44 d (2,0) 93,8 6,44 d (2,5) 93,7
9 155,2 157,2
10 103,6 103,6
1 121,3 121,4
> 7.38d (2,0) 112,9 7,39 d (2,0) 113,3
3 146,0 145,7
4 149,7 149,6
5 6,88 d (8,0) 113,7 6,88 d (8,5) 1159
6 740dd (25:80) 1187  7,40dd (2,0; 8,5) 118.9

* DMSO-dg, 11,7 T.
**Dados obtidos a partir das correlagées observadas nos espectros gHMQC e gHMBC.

OH O

Figura 15. Estrutura quimica de Snl e Sn10.
4.7.2. Elucidacao estrutural de Sn2

O espectro de massas da mistura de metabdlitos presentes nesta fracao
(Figura 16) mostrou padréao de fragmentacdo semelhante aos encontrados para
algumas xantonas, relatado na literatura (PINHEIRO et al., 1998). A analise do
espectro de massas foi realizada considerando-se a intensidade de picos,

portanto, as substancias foram denominadas Sn2-A e Sn2-B.

A substancia Sn2-A apresentou ion da molécula desprotonada [M — H]
em m/z 273, o que sugere férmula molecular C14H,006 (Figura 16) Apresentou
fragmentos em m/z 258 referente a [M — 15 — H] (perda de uma metila) e em
m/z 245 referente a [M — 28 — H] (perda de CO).
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No espectro de massas da substancia Sn2-B (Figura 16) foi verificado o
ion da molécula desprotonada [M — H]" em m/z 303, o que sugere formula
molecular C15H12,07. A fragmentagcdo de xantonas metoxiladas é caracterizada
pela presenca dos fragmentos em m/z 288 referente a [M — 15 — H] (perda de
metila); em m/z 274 referente a [M — 29 — H] (perda de COH) e em m/z 259 [M

— 15— COH — H] " evidencia-se a perda de uma metila e a perda de COH.

2732

65 258,3

25 303,2

20 * °

2452 2742 e

2573 ® 288,2 319,2
259,3 304,2

2812 29?'1| | 3254 3393

||||||||||'\"||||||‘||I|\'||||||||||||||\||||\|

240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

m/z

Figura 16. Espectro de massas de primeira ordem (full-scan) de Sn2-A (*) e Sn2-B (*),
analisado em modo negativo.

O espectro de absorcdo na regido do UV (Figura 17) apresentou
méaximos de absorcdo em 213, 245 e 321 nm. Esses dados sdo similares
guando comparados com valores encontrados na literatura para xantonas
(ASTHANA et al., 1991).
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Figura 17. Espectro de Sn2 obtido por espectroscopia na regido do UV.

No espectro de RMN de 'H da substancia Sn2-A foram observados
sinais de hidrogénios na regido aromatica (Tabela 3) (Figura 52 e 53).
Observou-se um dubleto (J = 2,5 Hz) em & 6,80 (H5), um duplo dubleto (J = 2,5
e 9,0 Hz) em 6 6,88 (H7) e um dubleto (J = 9,0 Hz) em & 7,96 (H8). Apresentou,
também, um singleto em & 6,44 (H4) e outro em & 3,73, este Ultimo

caracteristico da presenca de uma metoxila.

No espectro gCOSY (Figura 54), observou-se correlagédo entre 5 6,88
(H7) e 6 7,96 (H8), e entre ¢ 6,80 (H5) e 6 6,88 (H7), confirmando que esses
hidrogénios acoplam entre si. No espectro gCOSY néo foi observada nenhuma
correlagdo com o sinal em & 6,44. Dessa forma pode-se propor a estrutura de

uma xantona pentassubstituida no anel A e trissubstituida no anel B.

Através dos dados dos espectros gHMQC e gHMBC foi possivel efetuar
atribuicbes dos hidrogénios e carbonos de Sn2-A (Tabela 3). No espectro
gHMQC (Figura 55) observou-se a correlacdo de 6 6,44 (H4) com o carbono
em 5 94,0, de 6 6,80 (H5) com 6 101,9; de 6 6,88 (H7) com 6 114,0 e de 5 7,96
(H8) com 5 127,1.

Através do espectro gHMBC (Figura 56, 57, 58 e 59), o sinal em 5 3,73
foi atribuido & metoxila na posicédo 2, devido a sua correlacdo com o carbono
em & 130,6 (C2).
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Foi possivel, também efetuar a atribuicdo da hidroxila no anel B na
posicdo 6 e o hidrogénio em & 7,96 na posicdo 8, em funcéo da sua correlacdo
com os carbonos em 6 157,5 (C6), 6 164,2 (C4b) e com a carbonila em 6 179,5
(C9).

Na substancia isolada por Pinheiro et al (1998), 1,3,7-triidroxi-2-
metoxixantona, o grupo hidroxila esta localizado na posi¢cdo 7 e observou-se
diferentes deslocamentos quimicos dos carbonos 5, 6, 7 e 8 (Tabela 3), quando

comparados aos da molécula Sn2-A.

Foram observados, também, no espectro gHMBC, a correlacdo entre &
6,44 (H4) e 5 101,9 (C8b), 6 130,6 (C2), 6 152,4 (C4a), 6 158,2 (C3), 6 179,5
(C9); entre & 6,80 (H5) e 6 112,0 (C8a), 5 114,0 (C7), 6 157,5 (C6), 6 164,2
(C4b) e entre 6 6,88 (H7) e 6 101,9 (C5), 6 112,0 (8a).

Esses dados permitiram a identificacdo da substancia como sendo a

1,3,6-triidroxi-2-metoxixantona (Figura 18).

Tabela 3. Dados de RMN de 'H e de **C de Sn2-A (11,7 T, DMSO-d,)

Sn2-A PINHEIRO et al., 1998*
Posicao 'H (ppm), J (Hz) 13Cw* 'H (ppm) 3¢
1 13,11 s [OH] i 13,16 s [OH] 1541
2 130,6 131,8
3 158,2 160,6
4 6,44 s 94,0 6,49 s 95,1
4a 152,4 154,4
4b 157,5 Fkx
5 6,80 d (2,5) 101,9 6,46 d (8,8) 119,4
6 1642 7,36 dd (3,0; 8,8) 125,3
7 6,88dd (2,5:9,0) 1140 155,5
8 7,96 d (9,0) 127,1 7,58 d (3,0) 109,3
8a 112,0 121,4
8b 101,9 103,5
9 179,5 181,4
2-OCHs 3,73 s 60,0 3,88s 60,5

* Piridina-ds, 300 MHz para *H e 75 MHz para **C.

** Dados obtidos a partir das correlagbes observadas nos espectros gHMQC e
gHMBC.

*** Sinais ndo detectados.
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Figura 18. Estrutura quimica de Sn2-A

A substancia Sn2-B apresentou em seu espectro de RMN de *H, um
singleto em & 6,49 (H4) e dois dubletos de J = 9,0 Hz em 6 6,96 (H7) e 6 7,72
(H8) (Tabela 4) (Figura 52 e 53), o que é comprovado pela correlacdo
apresentada no espectro gCOSY (Figura 54). Pode-se observar a presenca
sinais correspondentes a duas metoxilas em 6 3,74 e 5 3,87, que apresentam
correlacdo no espectro gHMQC com os sinais de carbonos em 6 60,0 e 6 60,8,

respectivamente.

Os dados observados nos espectros gHMQC e gHMBC possibilitaram a
atribuicdo dos hidrogénios e carbonos de Sn2-B. No espectro gHMQC (Figura
55), observou-se a correlagéo de 6 6,49 (H4) com o carbono em & 94,0, de 6

6,96 (H7) com 6 114,0 e de 6 7,72 (H8) com & 122,0.

Através do gHMBC (Figura 56, 57, 58 e 59) foi possivel verificar as
correlagdes entre 5 6,49 (H4) e 6 101,9 (C8b), 6 130,6 (C2), e 6 152,4 (C4a);
entre 6 6,96 (H7) e 6 101,9 (8a) e 6 134,2 (C5); e entre 6 7,72 (H8) e 6 152,4
(C6), 5 157,5 (C4b) e § 179,5 (C9).

Pode-se observar, também, nesse espectro, a correlacdo entre os sinais
de metoxilas em 6 3,74 e & 3,87, com os sinais de carbonos em $ 130,6 (C2) e
6 134,2 (C5), respectivamente. A diferenga das estruturas de Sn2-A e Sn2-B, é
que Sn2-B possui uma metoxila na posicdo 5. A presenca da metoxila na
posicdo 5 de Sn2-B alterou o deslocamento quimico no carbono 5

(desblindagem) quando comparada a Sn2-A (Tabela 3).
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Portanto, conclui-se que a estrutura de Sn2-B €& 1,3,6-triidroxi-2,5-
dimetoxixantona (Figura 19). Essa substancia foi anteriormente isolada de
periploca aphylla (Asclepidaceae) por REHMAN et al. (2004).

Tabela 4. Dados de RMN de *H e de *3C de Sn2-B e Sn2-A (11,7 T, DMSO-ds)

Sn2-B Sn2-A
Posicdo 'H (ppm), J (HZ) 3¢+ 'H (ppm), J (HZ) Bex
1 13,07 s (OH) o 13,11 s (OH) o
2 130,6 130,6
3 ok 158,2
4 6,49 s 94,0 6,44 s 94,0
4a 152,4 152,4
4b 157,5 164,2
5 134,2 6,80 d (2,5) 101,9
6 152,4 157,5
7 6,96 d (9,0) 114,0 6,88 dd (2,5; 9,0) 114,0
8 7,72 d (9,0) 122,0 7,96 d (9,0) 127,1
8a 101,9 112,0
8b 101,9 101,9
9 179,5 179,5
2-OCHs 3,74 s 60,0 3,73s 60,0
3-OCHjs 3,87 s 60,8

* Dados obtidos a partir das correlages observadas nos espectros gHMQC e gHMBC.
** Sinais n&o detectados.

OH
OCH,

o —Q0

8 8b
4b 43

HO 0 OH
OCH,

Figura 19. Estrutura quimica de Sn2-B.

4.7.3. Elucidacéao estrutural de Sn3

O perfil do espectro de massas de Sn3 (Figura 20) foi semelhante ao da
substancia Sn2-B. Foi observado o ion da molécula desprotonada [M — H] em
m/z 303, o que sugere férmula molecular C15H1,07. Também foram observados
fragmentos representativos em m/z 288 referente a [M —15 — H]; em m/z 273
referente a [M— (2x 15) — H]' e em m/z 245 indicando [M — (2 x 15) — 28 — H] .



Disserta¢éo — Mariana Pacifico

303,2
100

95
90
85
80
75
70

65
60 273,2

55 288,2

50
15 245,2

Relative Abundance

40
35
30

25 349,1
2472
20

15 304,2
10 287,2 302,3

259,1 2653 ‘ | 2972
|-". L |”I. I| iR Ll | ’il
240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

3789
a1y 3283 3893 4170 42872

53 2441

N - | 3 v
I (.I|.|-I.|-I. YT N PN | P PR TR N POV ITEOTIIIN 11 Y1 O .|.||.-.|-l|.|f|- Wi
LA AL nhd Mt Lne e aad Laand ninad Maas M mAnd haad Aand minds Laahd RAS Reaad bt MMM Beds Mastd AN Miant Mt MM LA

m/z

Figura 20. Espectro de massas de primeira ordem (modo full-scan) de Sn3, analisado
em modo negativo.

No espectro de absorcéo na regido do UV (Figura 21) foram observados
maéaximos de absor¢do em 257, 285 e 326 nm. Esses dados sdo similares aos
valores encontrados na literatura para xantonas (ASTHANA et al., 1991,
MOREL et al., 2002).
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Figura 21. Espectro de Sn3 obtido por espectroscopia na regido do UV.
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O espectro de RMN de *H apresentou, na regidio aromética, um singleto
em & 7,08 (H8), e dois dubletos de J = 2,5 Hz em 6 6,34 (H2) e 6 6,59 (H4)
(Tabela 5) (Figura 60 e 61). No espectro gHMQC (Figura 63) foi observada a
correlacdo entre os sinais de hidrogénios em & 6,34 (H2), 6 6,59 (H4) e 6 7,08

(H8) com os sinais de carbono em & 97,4, 6 92,7 e 5 96,2, respectivamente.

Verificou-se ainda a presenca de dois singletos referentes a grupos
metoxilicos em 6 3,87 e & 3,88. Pelo espectro gHMBC (Figura 64 e 65),
constatou-se que estes sinais correlacionam-se com os sinais de carbono em &
145,9 (C6) e em & 165,9 (C3), respectivamente. Pode-se atribuir o sinal em &
7,08 ao hidrogénio da posicdo 8 devido a presenca de sua correlacdo com a
carbonila em § 179,5 (C9).

Ainda foram observadas no espectro gHMBC as correlacdes entre o0s
sinais em ¢ 7,08 (H8) e 6 142,4 (C4b), 6 145,9 (C6) e 6 179,5 (C9); entre & 6,34
(H2) e 6 92,2 (C4), 5 102,3 (C8b,) 5 162,3 (C1) e & 165,9 (C3); e entre 5 6,59
(H4) e 56 96,5 (C2) 6 102,3 (C8b), & 159,0 (C4a) e 5 165,9 (C3).

As correlagbes observadas no espectro gHMBC de H8 com o carbono
do anel B possibilitaram efetuar as atribuicbes da metoxila na posicéo 6 e das
hidroxilas nas posi¢cdes 5 e 7. Portanto, propde-se para essa substancia a

estrutura da 1,5,7-triidroxi-3,6-dimetoxixantona (Figura 22).

Esta substancia foi anteriormente isolada da espécie Canscora
decussata Schult (Gentianaceae) por GHOSAL et al. (1977). Os dados
espectroscopicos existentes na literatura para essa substancia sao de UV e de
RMN de 'H (Tabela 5).
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Tabela 5. Dados de RMN de 'H e de *C de Sn3 (11,7 T, DMSO-dg)

Sn3 GHOSAL et al.
(1977)**+

Posicado 'H(pm),J(Hz) Cc* *H (ppm), J (H2)

1 13,15 s (OH) 162,3 13,15 (OH)

2 6,34 d (2,5) 96,5 6,35 d (3,0)

3 165,9

4 6,59 d (2,5) 92,2 6,63 d (3,0)

4a 159,0

4b 142,4

5 *%

6 145,9

7 *%

8 7,08 s 95,1 711s

8a *%

8b 102,3

9 179,5
3-OCH3 3,87 s 55,8 3,93 s (3H)
6-OCHs 3,88 s 55,8 3,93 s (3H)

*Dados obtidos a partir das correlagfes observadas nos espectros gHMQC e gHMBC.
**Sinais ndo detectados.
***[(CD3).SO]

OH
HO

o y—0

8a 8b
4b 4a

H,CO 0 OCH;
OH

Figura 22. Estrutura quimica de Sn3.

4.7.4. Elucidacao estrutural de Sn4

No espectro de massas (Figura 23) foi detectado o ion da molécula
desprotonada [M — H]" em m/z 319, o que sugere formula molecular C;5H1,0s.
Também foram observados fragmentos representativos em m/z 304, referente
a [M - 15 — H]; em m/z 289, referente a perda de duas metilas [M — (2 x 15) —
H] e em m/z 261, indicando a perda de duas metilas e CO [M — (2 x 15) — 28 —
HJ".
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Figura 23. Espectro de massas de primeira ordem (modo full-scan) de Sn4, analisado
em modo negativo.

No espectro de absor¢do de Sn4 na regido do UV (Figura 24) foram
observados maximos de absor¢cdo em 257 e 333 nm, similares aos

encontrados na literatura para xantonas (MEYER et al, 2008).
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Figura 24. Espectro de Sn4 obtido por espectroscopia na regido do UV.
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No espectro de RMN de 'H foram observados dois singletos na regido
aromatica em 6 6,44 (H4) e 5 6,80 (H7) (Tabela 6, Figura 66). Estes sinais, no
espectro gCOSY (Figura 67), ndo apresentam correlagdo com nenhum outro
sinal de hidrogénio. Os sinais em & 3,73 e & 3,76 indicam a presenca de dois

grupos metoxilas.

No espectro gHMQC (Figura 68), observou-se que o0s sinais de
hidrogénio, em & 6,44 e ¢ 6,80, apresentam correlacdo com 0s sinais de
carbonos em & 98,2 e & 94,3, respectivamente. Pode-se concluir que a
molécula ndo é simétrica, pois esses sinais de hidrogénio ndo apresentam
correlagdo com o mesmo carbono, o que ocorreria se houvesse simetria. Fato
semelhante foi relatado para xantonas simetricamente substituidas, isoladas de
Polygala Cyparissias (PINHEIRO et al., 1998), em que os hidrogénios nas
posicdes 4 e 5 (8 6,77) apresentam correlagdo com um Unico carbono em 6

95,0, comprovando a estrutura simétrica da substancia.

No espectro gHMBC (Figura 69), o sinal de hidrogénio em & 6,25 (H4)
apresentou correlagbes com os carbonos em & 100,2 (C8b); 6 127,4 (C2); 6
156,4 (C4a); 6 158,8 (C3). O sinal de hidrogénio em & 6,48 (H7) apresentou
correlagdes com os carbonos em 6 100,5 (C8a); 6 130,8 (C5); 6 152,1 (C8); 6
158,8 (C6). Ainda, observou-se no espectro gHMBC, a correlacdo dos sinais
de hidrogénios em 6 3,73 e & 3,76 (metoxilas) com os sinais de carbonos em &

130,8 (C5) eem 5 127,4 (C2).

Xantonas hexa oxigenadas sao raras. Esse tipo de molécula foi isolado
de Polygalia macradenia (DREYER, 1969) e derivados de metil xantonas hexa

oxigenadas foram isoladas de Gentianaceae (MANDAL et al., 1992).

A comparacdo destes dados (Tabela 6) com a literatura (MEYER et al.,
2008), possibilitou afirmar que a estrutura de Sn4 corresponde a 1,3,6,8-
tetraidroxi-2,5-dimetoxixantona (Figura 25).
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H e de *C de Sn4 (11,7 T, DMSO-ds)

Sn4 MEYER et al., 2008*

Posicédo 'H (ppm) 13CH 'H (ppm) 3¢
1 11,63 s (OH) o 11,80 s (OH) 1493
2 127,4 127,5
3 158,8 157,7

4 6,44 s 98,2 6,25 s 93,1
4a 156,4 153,0
4b *kx 148,8
5 130,8 130,5
6 158,8 158,3

7 6,80 s 94,3 6,45 s 98,3
8 11,63 s (OH) 152,1 12,10 s (OH) 152,7
8a 100,5 101,5
8b 100,2 101,3
9 Fokk 183,7
5-OCHs 3,73 s 59,6 3,88s 60,7
2-OCHjs; 3,76 s 60,6 3,84 s 61,5

*CDCls, 11,7 T

**Dados obtidos a partir das correlagées observadas nos espectros gHMQC e gHMBC.
***Sinais ndo detectados.

OH @) OH
[ L oon
8a 8
4  4da
HO @) OH
OCH,4

Figura 25. Estrutura quimica de Sn4.

4.7.5. Elucidacao estrutural de Sn5

A substancia Sn5 foi obtida na forma de mistura com a substancia Sn4.
No espectro de massas (Figura 26), observou-se o sinal do ion da molécula
desprotonada [M — H] em m/z 289, o que sugere féormula molecular C14H100y.
Foram observados picos correspondentes a fragmentos representativos em
m/z 274 referente a [M — 15 — H] e m/z 245 referente a [M — 29 — HJ.
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Figura 26. Espectro de massas de primeira ordem (modo full-scan) de Sn5, analisado
em modo negativo.

No espectro de absorcéo na regido do UV (Figura 27) foram observados
maximos de absorcdo em 254 e 328 nm. Esses dados sdo similares aos

valores encontrados na literatura para xantonas (MEYER et al, 2008).
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Figura 27. Espectro de Sn5 obtido por espectroscopia na regido do UV.
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Através dos dados do espectro de RMN de *H de Sn5 (Figura 70 e 71)
foi possivel constatar que essa substancia tratava-se de uma mistura.
Observou-se um singleto em 6 6,43 (H7) e dois dubletos (J = 2,0 Hz) em & 6,17
(H2) e 6 6,32 (H4). Pode-se observar a presenca de um sinal em ¢ 3,73, que

corresponde a uma metoxila.

Os dados observados nos espectros gHMQC e gHMBC possibilitaram a
atribuicdo dos hidrogénios e carbonos. O espectro gHMQC (Figura 73)
apresentou as correlagdes entre os sinais em 6 6,43 (H7), 6 6,32 (H4) e em &
6,17 (H2) com os sinais de carbonos em & 94,2, & 939 e & 98,1,

respectivamente.

Verificou-se, no espectro gHMBC (Figura 74 e 75), as correlacbes entre
os sinais em 6 6,43 (H7) e 6 100,9 (C8a), 6 130,8 (C5), 6 152,0 (C8) e 6 158,8
(C6); entre os sinais em 4 6,32 (H4) e 6 98,1 (C2), 6 157,4 (C4a) e 6 165,6 (C3);
e entre os sinais em § 6,17 (H2) e 6 93,9 (C4) & 100,2 (C8b), e 5 162,0 (C1).
Pode ser observada, também, a correlacéo do sinal em 6 3,73 (metoxila) com o

sinal de carbono em 5 130,8 (C2).

Verificou-se pelos deslocamentos quimicos (Tabela 7) que Sn5 foi obtido

na forma de uma mistura com Sn4.

Para atribuicdo do anel B de Sn5, os dados obtidos foram comparados
com os de Sn4 e com os relatados por MEYER et al. (2008). Para a atribuicéo
do anel A, foram utilizados dados publicados por MOREL et al. (2002).
Portanto, Sn5 foi identificada como 1,3,6,8-tetraiidroxi-5-metoxixantona (Figura
28). Essa substancia foi anteriormente identificada em Calophyllum apetalum
(Guttiferae) por LINUMA et al. (1997), porém nado existe ate a presente data

dados de RMN na literatura.
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H e *C de Sn5 (11,7 T, DMSO-ds)

Sn5
Posicdo  *H (ppm), J 13¢cx*
(Hz)
1 11,98 s 162,0
2 6,17d (2,0) 98,1
3 165,6
4 6,32d(2,0) 939
4a 157,4
4b *%
5 130,8
6 158,8
7 6,43 s 94,2
8 11,88 s 152,0
8a 100,9
8b 100,2
9 **
5-OCHs 3,73 s 59,8

* Dados obtidos a partir da projecéo dos espectros gHMQC e gHMBC.
**Sinais ndo detectados.

OH O OH

8a 8b
4b  4a
HO O OH
OCH3

Figura 28. Estrutura quimica de Sn5.

4.7.6. Elucidacao estrutural de Sn6

No espectro de massas da substancia Sné (Figura 29) foi observado o
pico m/z 461 [M — H] referente a molécula desprotonada e fragmentos
significativos no espectro de segunda ordem (Figura 31) em m/z 371, referente

a[M—-90-H] eem m/z 341 [M - 120 — HJ], sugerindo a presenca de acgucar

em Sn6.
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Em flavonoides C-glicosilados, o agucar € ligado diretamente ao nucleo
do flavonoide por uma ligacdo C—C, dificilmente clivada. Ja em flavonoides O-
glicosilados, a ligacdo O—C é mais susceptivel a clivagem. Por isso, € possivel
diferencia-los através da analise do espectro de massas.

Em flavonoides C-glicosilados a via de fragmentacdo preferencial é
aquela que ocorre através da clivagem interna da unidade sacaridica, e em
flavondides O-glicosilados é favorecida a eliminacdo intacta do acucar. A
eliminacdo de agua a partir da desidratacdo da unidade sacaridica é uma
fragmentacdo especifica de C-6-glicosideos (Figura 30) (CUYCKENS E
CLAEYS, 2004).
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Figura 29. Espectro de massas de primeira ordem (modo full-scan) de Sn6, analisado
em modo negativo.
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HO OH

Yo :[MT H-162]

O,ZX
:[M* H-120]

"X M+ H-90]

1

,5X
M+ H-134]

Figura 30. Representacdo de ions produtos caracteristicos formados pela clivagem de
uma C-hexose (A) e de uma O-hexose (B). O sinal £ indica os modos de ionizacéo,
positivo ou negativo (CUYCKENS E CLAEYS, 2004).
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Figura 31. Espectro de massas de segunda ordem de Sn6, avaliado em modo
negativo
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Figura 32. Proposta de fragmentag&o para Sn6 baseada em CUYCKENS E CLAEYS,
(2004). Onde: %?X = [M — H — 120]; ®*X = [M — H — 90].

No espectro de absorcdo na regido do UV (Figura 33) de Sn6 foram
observadas bandas em 258 e 352 nm, caracteristicas de flavonas. (MABRY et
al., 1970).
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Figura 33. Espectro de Sn6 obtido por espectroscopia na regido do UV.

No espectro de RMN de *H foram detectados sinais na regido aromatica
que correspondem a um flavonoide (Tabela 8, Figura 76 e 77). Foram
observados um dubleto em 6 6,86 de J = 8,0 (H5"), um dubleto em 5 7,48 de J
= 2,0 (H2") e um duplo dubletoem 6 7,54 de J = 2,5 e 8,5 (H6").

Notou-se, também, um singleto em & 6,68, correspondente ao H3 de

uma flavona, e um singleto em 6 6,50 (H6).
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Observou-se um singleto em 6 3,87, referente ao sinal de uma metoxila.
A presenca de uma unidade de acucar foi verificada devido a presenca de um

sinal em & 4,70 de J = 10,0, que corresponde ao hidrogénio anomeérico (H1).

Os dados fornecidos pelos espectros gHMQC e gHMBC possibilitaram a
atribuicdo dos hidrogénios e carbonos de Sn6 (Tabela 8). Através da analise do
espectro gHMBC (Figura 81, 82 e 83) confirmou-se a posi¢do do hidrogénio em

d 6,50 na posicao 6, devido a correlacdo deste com os sinais de carbonos em

§105,1 (C8), 5 161,1 (C5), 5163,8 (C7).

No espectro gHMBC, também foram observadas correlagbes entre o
sinal de hidrogénio em & 3,87 (metoxila) e o carbono em 6 163,8 (C7); e entre 6
4,70 (H1") e & 163,8 (C7), 6 105,1 (C8) e & 155,1 (C9). Com isso, pode-se

propor que a metoxila esta ligada na posi¢do 7 e o aclUcar na posicao 8.

No espectro gCOSY (Figura 78) observou-se a correlagédo entre os
sinais 4 6,86 e 6 7,54, que correspondem aos hidrogénios 5" e 6, evidenciando
acoplamento em orto. Observou-se, também, a interacdo entre hidrogénios
metoxilicos e hidrogénio anomérico (6 4,70 e & 3,87), o que confirma que o

acucar esta ligado na posicao 8.

O experimento TOCSY 1D (Figura 84), mostrou que quando o
hidrogénio anomeérico foi irradiado, o sinal em & 4,70, apresentou correlagédo
com os sinais de hidrogénio em 6 3,40; & 3,24; 6 3,40; 6 3,82; 6 3,14; 6 3,34 e 5
3,68 indicando tratar-se de uma glicose.

Esses dados, comparados com a literatura, permitiram a identificacédo de
Sn6 como sendo a 7-metoxi-luteolina-8-C-p-D-glicopiranosideo ou 3',4',5-

triildroxi-7-metoxi-8-C-B-D-glicopiranosilflavona (Figura 34).
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Tabela 8. Dados de RMN de 'H e **C de Sn6 (11,7 T, DMSO-d,)

Sn6 GRECA et al., 1998*
Posicdo 'H (ppm), J (HZ) 13Cwx 'H (ppm), J (Hz) 3¢
2 164,4 164,2
3 6,68 s 102,4 6,75 s 102,0
4 ok 182,0
5 12,76 s (OH) 161,1 161,3
6 6,50 s 94,9 6,58 s 94,6
7 163,8 163,2
8 105,1 105,4
9 155,1 154,8
10 104,3 104,1
1 121,6 121,8
> 7.48 d (2,0) 113,9 7,56 s| 113,7
3 145,8 145,6
4’ 149,7 149,6
5 6,86 d (8,0) 115.4 6,93 d (8,3) 1156
6 754dd (2,585 1191  7,62dd (2,0; 8,5) 1194
7-OCHzs 3,87s 56,4 3,93s 56,5
1 4,70 d (10,0) 72.8 4,78d (11,1) 73,2
27 3,24 dd (8,5;9,0) 70,2 Fkkk 70,8
3 3,40 dd (8,0:7.5) 78,2 i 78,5
4 3,82dd (9,0:9,5) 70,2 s 70,3
57 3,14 m 81,6 ek 81,6
6~ 3,34 dd (3,5;12,0) 61,4 Fkkk 61,3

3,68 (4,5; 12,0)

* DMSO-ds, 400 MHz para *H e 100 MHz para **C
**Dados obtidos a partir das correlacbes observadas nos espectros gHMQC e gHMBC.
*** Sinais ndo detectados. **** Dados nao fornecidos.

Figura 34. Estrutura quimica de Sn6.
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4.7.7. Elucidacao estrutural de Sn7

O perfil do espectro de massas de Sn7 (Figura 35) foi semelhante ao da
substancia Sn6. Foi observado pico correspondente ao ion da molécula
desprotonada [M — H]" em m/z 461 e de fragmentos significativos em m/z 371,
referente a [M—-90—-H] eem m/z 341 [M — 120 — H].
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Figura 35. Espectro de massas de primeira ordem (modo full-scan) da fracdo Sn7,
analisado em modo negativo.
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Figura 36. Espectro de massas de segunda ordem (modo full-scan) da fracdo Sn7,
analisado em modo negativo.

Figura 37. Proposta de fragmentacdo de Sn7 baseada em CUYCKENS E CLAEYS,
(2004). Onde: %?X = [M —H —120] ; ®*X = [M — H — 90]..

No espectro de absor¢do na regido do UV de Sn7 (Figura 38) foram
observadas bandas em 270 e 349 nm, caracteristicas de flavonas. (MABRY et
al., 1970).
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Figura 38. Espectro de Sn7 obtido por espectroscopia na regido do UV.

No espectro de RMN de *H foram verificados sinais na regido aromatica
referentes a um flavondide (Tabela 8) (Figura 85 e 86). Foram observados dois
dubletos em & 6,88 (J = 8,5; H5"), e em 6 7,44 (sl; H2"), um duplo dubleto em 6
7,46 (J = 2,0 e 8,5; H6"), um singleto em 6 6,72 (H3) e outro em & 6,78 (H8).
Observou-se a presenca de singleto em & 3,89, correspondente a metoxila.
Verificou-se a presenca de um sinal de hidrogénio anomérico (H1"") de acucar,
em 84,57 (J = 10,5).

Através dos espectros bidimensionais (gHMQC e gHMBC) foi feita a
atribuicdo dos sinais de hidrogénios e carbonos (Tabela 9) (Figuras 89, 90, 91,
92 e 93). No espectro gHMBC, foi observada a correlacdo do sinal em 6 3,90

(metoxila) com o de carbono em 6 163,6 (C7).

Através de irradiacdes seletivas via HOMODEC (desacoplamento
homonuclear) foi evidenciado que os sinais em & 6,73 e 4 6,78 sdo singletos,
pois quando irradiados, os outros sinais ndo foram alterados (Figura 87). Isso

também pode ser confirmado através do espectro gCOSY (Figura 88).

Os valores de deslocamentos quimicos da aglicona e do agucar foram
comparados com dados da literatura (HARBORNE e MABRY, 1982)
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A posicdo do acucar foi determinada através da analise de correlacdes
observadas no espectro gHMBC, do sinal em & 4,59 (H1"") com 6 109,9 (C6), 6
160,4 (C5) e 6 104,5 (C10).

Através do experimento TOCSY 1D (Figura 94), verificou-se a correlacéo
do sinal em 6 4,59 com 6 3,11, 6 3,16, 6 3,97; 6 3,18; 6 3,70 e & 3,38, indicando
tratar-se de uma glicose. Portanto a estrutura de Sn7 foi determinada como
sendo 7-metoxiluteolina-6-C-B-D-glicopiranosideo ou 3',4',5-triidroxi-7-metoxi-6-

C-glicopiranosilflavona (Figura 39).

Tabela 9. Dados de RMN de *H e *C de Sn7 (11,7 T, DMSO-ds)

Sn7 HARBORNE e
MABRY (1982)

Posicéo 'H (ppm), J (H2) 13Cx 3¢
2 163,9 163,5
3 6,72 s 102,5 102,7
4 rkx 181,7
5 12,76 s (OH) wex 160,5
6 109,6 108,7
7 163,7 163,0
8 6,78 s 90,5 93,4
9 156,9 156,0
10 104,3 103,3
1 121,4 121,3
2 7,44 sl 112,8 113,2
3 145,9 145,6
4 149,9 149,5
5 6,88 d (8,5) 115,6 115,6
6 7.46 dd (2,0; 8,5) 118,3 118,9

7-OCHzs 3,89 s 56,2
1 4,57 d (10,5) 72,8 72,9
2 3,11.dd (9,0; 7,5) 70,4 70,4
3 3,16dd (10,5;9,5) 78,2 78.6
4~ 3,97 dd (9,0; 9,0) 71,4 70,1
5 3,18 m 81,9 81,3
6 3,70dd (3,5;12,0) 61,4 61,3

3,38 (4,5: 12,0)

* DMSO-dg, 11,7 T.
**Dados obtidos a partir das correlacdes observadas nos espectros gHMQC e gHMBC.
***Sinais ndo detectados.
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Esta substancia foi pela primeira vez isolada de Swertia japOnica por
KOMATSU et al. (1966). Devido a falta de disponibilidade dos dados de RMN
de 'C desta substancia, a isoorientina (3',4',5-7-tretraidroxi-6-C-
glicopiranosilflavona) foi utilizada para comparacao (Tabela 8, HARBORNE &
MABRY, 1982). A metoxila na posi¢édo 7 de Sn7 ficou confirmada também com
esta comparacdo, pois quando a posicdo 7 é apenas hidroxilada o
deslocamento quimico do carbono na posicdo 8 € em & 93,4 e quando a

posicao 7 é metoxilada, o deslocamento do carbono é em 6 90,5.

Figura 39. Estrutura quimica de Sn7.

4.7.8. Elucidacao estrutural de Sn8

No espectro de massas de Sn8 (Figura 40) foi observado o pico do ion
da molécula desprotonada [M — H]" em m/z 475, o que sugeriu férmula
molecular Cz3H24011.

No espectro de massas de segunda ordem (Figura 41) forma
observados fragmentos em m/z 460 referente a [M — 15 — H]; em m/z 445 [M —
(2x 15) —H]" e em m/z 327 referente a perda de duas metilas, e também,
fragmentos caracteristicos de C-glicosideo [M — (2x15) —120-H]’; e o pico em
m/z 297 referente a [M — (2x15) —120-28 — H].
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Figura 40. Espectro de massas de primeira ordem (modo full-scan) de Sn8, analisado
em modo negativo.
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Figura 41. Espectro de massas de segunda ordem (modo full-scan) de Sn8, analisado
em modo negativo.
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Figura 42. Espectro de massas de terceira ordem (modo full-scan) de Sn8, analisado

em modo negativo.

Figura 43. Proposta de fragmentagcé@o para Sn8 baseada em CUYCKENS E CLAEYS,
(2004). Onde: ®?X = [M — H — 120].

No espectro de RMN de *H foram observados sinais na regido aromatica

referentes ao esqueleto de flavonoide. Observou-se dois dubletos em & 6,96 (J
=8,0,H5"),em 6 7,59 (J = 2,0, H2") um duplo dubleto em & 7,54 (J =2,5 e 8,5,
H6") e dois singletos, um em & 6,93 (H3) e outro em & 6,86 (H8) (Tabela 10)

(Figura 95 e 96). Observou-se a presenca de um singleto em ¢ 3,90 (6H), de

um grupo metoxila.
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A presenca de uma unidade de acucar foi verificada devido a presenca
de um sinal em & 4,59 de J = 10,0, que corresponde ao hidrogénio anomérico
(H1™).

Através do espectro gHMBC (Figura 101 e 102), foi possivel atribuir as
posicbes das metoxilas, pois observou-se a correlacdo do sinal em & 3,90
(metoxila) com os sinais de carbono em 6 147,9 (C3") e em 6 163,9 (C7). Essas
posi¢coes foram confirmadas pelos dados do espectro NOESY 1D (Figura 104 e
105), que apresenta a correlacdo com o sinal em & 3,90 com 0s sinais em &

6,86 (H8) e em & 7,59 (H2").

Através de irradiacbes seletivas via HOMODEC (desacoplamento
homonuclear) foi evidenciado que os sinais em 6 6,86 e 5 6,96 sao singletos,
pois quando irradiados, os outros sinais ndo foram alterados (Figura 97). Isso
também foi evidenciado pelos dados do espectro gCOSY (Figura 98) e NOESY
1D.

Os dados da aglicona foram comparados com a literatura (JENSEN et
al.,, 1994; PARK et al, 2006) e verificou-se que o0s deslocamentos

correspondentes do acucar foram semelhantes aos da substancia Sn8.

A posicdo do acucar foi determinada através da analise de correlacdes
observadas no espectro gHMBC, do sinal em 6 4,59 (H1"") com 6 109,9 (C6),
160,4 (C5) e 6 104,5 (C10).

No espectro TOCSY 1D (Figura 68), foi observada a correlacdo do sinal
em o 4,59 com os sinais em & 3,14; 6 3,16; 6 3,98; & 3,41 e 3,44, indicando

tratar-se de uma glicose.

Portanto a estrutura de Sn8 foi determinada como sendo 3',7-
dimetoxiluteolina-6-C-f-D-glicopiranosideo ou  4',5-diidroxi-3',7-dimetoxi-6-C-

glicopiranosilflavona (Figura 44).

Esta substancia foi pela primeira vez isolada de Achillea credita
(VALANT et al., 1980). Os dados de RMN desta substancia ndo estdo

disponiveis na literatura.
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Tabela 10. Dados de RMN de 'H e *C de Sn8 (11,7 T, DMSO-d)

Sn8

Posicéo 'H (ppm), J (Hz) B
2 164,0

3 6,93 s 103,0

4 **

5 12,76 s 160,4

6 109,9

7 163,9

8 6,86 s 90,5

9 156,8

10 104,5

1 121,6

2 7,59.d (2,0) 110,1

3 147.,9

4 150,8

5 6,96 d (8,0) 115,6

6 7,61dd (2,0:8,0) 1207
3’-OCHj3 3,90 s 56,0
7-OCHgs; 3,90s 56,0
1 4,59 d (10,0) 72,8
2 3,14 dd(9,0:9.0) 69,8
3 3,16 dd(9,0:9,0) 79,8
4 3,98 (9,0) 71,4
57 3,18 m 81,9
6" 3,41 (4,5 12,0) 61,4

3,44 (5,0;12,0)
*Dados obtidos a partir das correlagfes observadas nos espectros gHMQC e gHMBC.
**Dados néo detectados.

Figura 44. Estrutura quimica de Sn8.
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4.7.9. Elucidacao estrutural de Sn9

No espectro de RMN de *H foram detectados um dubleto em & 6,87 de J
= 8,0 (H5"), um dubleto em 6 7,37 de J = 2,5 (H2") e um duplo dubleto em 5
7,38 de J=2,0 e 8,0 (H6"). Observou-se um singleto em & 6,61 (H3) e outro em
d 6,53 (H8) (Tabela 10, Figura 106 e 107). Devido a auséncia do sinal de H6,

em torno de 6 6,18, pode-se propor a insercdo de uma hidroxila nessa posicao.

Os dados observados nos espectros bidimensionais (gHMQC e gHMBC)
(Tabela 10) (Figuras 109, 110, 111, 112 e 113) possibilitaram a atribuicdo dos
hidrogénios e carbonos. Observa-se ainda que quando a posicédo 6 da flavona
ndo é oxigenada (luteolina), o deslocamento quimico do carbono é em 5 98,9 e
guando esta posicao esta oxigenada, este carbono é desblindado, e o sinal do
carbono é alterado para 6 129,4, confirmando portanto a oxigenacdo na

posicéo 6.

Através da andlise do espectro gHMQC foi possivel atribuir os sinais de
hidrogénios em 6 6,61 (H3), 5 6,53 (H8), & 7,37 (H2"), 5 6,87 (H5") e em & 7,38
(H6") com os sinais de carbono em 6 101,9, 6 93,4, 6 112,9, 6 115,8 e 5 118,6,

respectivamente.

Pelo espectro gHMBC, foi possivel observar as correlagdes entre o sinal
em & 6,53 (H8) com os sinais de carbono em & 104,2 (H10), 5 129,4 (C6) e 6
152,7 (C9). No espectro gCOSY (Figura 108) observou-se a correlacao entre

0s sinais em 6 6,87 (H5") e & 7,38 (H6"), confirmando o acoplamento em orto.

Esses dados, comparados com a literatura, permitiram identificar Sn9

como a 6-hidroxi-luteolina (Figura 45).
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Tabela 11. Dados de RMN de *H e *C de Sn9 (11,7 T, DMSO-d)

Sn9 Snl10 (Luteolina)*
Posicéo 'H (ppm) 13CH 'H (ppm) 3¢
2 164,1 164,0
3 6,61 s 101,9 6,65 s 102,6
4 181,5 181,4
5 12,76 s (OH) il 161,5
6 129,4 6,18 d (2,0) 98,6
7 149,9 164,0
8 6,53 s 93,4 6,44 d (2,0) 93,8
9 152,7 155,2
1 104,2 103,6
1 121,9 121,3
2 7,37d (2,5) 112,9 7,38 d (2,0) 1129
3 145,8 146,0
4 149,4 149,7
5 6,87 d (8,0) 115,8 6,88 d (8,0) 113,7
6 7,38 dd (2,0; 8,0) 118,6 7,40 dd (2,5; 8,0) 118,7

* DMSO-dg, 11,7 T.

**Dados obtidos a partir das correlagbes observadas nos experimentos gHMQC e
gHMBC.

*** Sinais n&o detectados.

OH

HO

HO

4
bi g

Figura 45. Estrutura quimica de Sn9.

Até o momento, da familia Eriocaulaceae foram isolados
predominantemente flavonoides e naftopiranonas (VILEGAS et al, 1990, 1999a,
1999b, ANDRADE et al, 1999, SANTOS et al, 1999, COELHO et al. 2000).

Na literatura, as substancias relatadas para o género Syngonanthus sao,
em sua maioria, flavonas (derivados O- e C-glicosilados da luteolina) (RICCI et
al., 1996, SALATINO et al., 2000). Essa informacé&o é coerente com a presenca

da luteolina e seus derivados glicosilados em S. nitens.
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Syngonanthus € considerado um género préximo de Leiothrix
(GIULIETTI et al., 2000), pois ambos séo caracterizados pela presenca de
flavonas e auséncia de flavonois (DOKKEDAL E SALATINO, 1992, RICCI et
al., 1996; SALATINO et al., 2000).

A presengca de derivados C-glicosilados da luteolina € de grande
importancia taxondmica (GORNALL et al.,, 1979) visto que esse tipo de
composto ja foi isolado de diversas espécies de Syngonanthus (RICCI et al.,
1996; SALATINO et al., 2000, COELHO et al., 2006).

A presenca de xantonas é uma informacdo que pode contribuir
significativamente para aproximar os géneros Syngonanthus e Leiothrix, pois
xantonas sdo descritas, até o momento, somente em especies de Leiothrix
(SANTOS et al., 2001).

Em trabalhos anteriores, SANTOS et al, (2001) discute que a presenca de
xantonas diferenciava o género Leiothrix de Syngonanthus, pois as xantonas
eram ausentes em Syngonanthus enquanto que flavonas era uma caracteristica

marcante, utilizada para definir o clado Leiothrix-Syngonanthus.

Neste trabalho, foram isoladas cinco xantonas inéditas no género
Syngonanthus, com padrdo de oxigenacao diferente das xantonas isoladas de
Leiothrix, que possuem um grupo carboximetoxi (COOCH3) na posicdo 8
(SANTOS et al., 2001). Atualmente, estes géneros sao considerados grupos
irmaos e tem como carater classificatorio somente a presenca de flavonas
(DOKKEDAL et al, 1992, GIULIETTI et al, 2000). Portanto, essa nova
informacdo auxilia no estabelecimento de relacbes quimiotaxonémicas entre

esses dois géneros.
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5. Atividade biologica
5. 1. Avaliacéo da atividade antitlcera

Os ensaios da atividade antitlcera foram realizados pelo grupo de
pesquisa da Profa. Dra. Clelia Akiko Hiruma Lima, pesquisadora do Instituto de

Biociéncias da UNESP de Botucatu.

Nesses ensaios foram utilizados camundongos Swiss albinos, machos e
fémeas (25-40 g) e ratos Wistar machos (150 a 200 g) provenientes do Biotério
Central da UNESP-Botucatu. Os animais foram aclimatados as condi¢des do
biotério setorial por pelo menos sete dias antes da manipulacdo experimental,
sob temperatura controlada (23 + 2° C) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os

animais foram alimentados com racado comercial e agua ad libitum.

Todos os experimentos foram executados de acordo com protocolos
aprovados previamente pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA), do Instituto de Biociéncias da UNESP — Botucatu (Protocolo niamero
18/05 CEEA). O numero de animais por grupo experimental variou de 5 a 10.
Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média
(EPM) dos paréametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a
andlise de variancia - ANOVA, seguido pelo teste a posteriori de Dunnett em
experimentos com mais de dois grupos de tratamento. O teste t de Student foi
utilizado para a analise estatistica de diferencas existentes entre dois grupos

de tratamento. Foi considerado como nivel de significAncia minima p < 0,01.

Etanol absoluto (MORIMOTO et al., 1991)

Este modelo consiste na destruicdo da barreira mucoprotetora e reducéo
do fluxo sanguineo da mucosa gastrica. Foram utilizados ratos submetidos a

jejum prévio de 24 horas.

Os animais foram tratados oralmente por gavagem, com carbenoxolona
100,0 mg kg™’ (controle positivo), solucéo salina 0,9% ou Tween 80 a 8% no
volume de 10,0 mL kg™ (controle negativo) e com os extratos metanélicos de

capitulos e escapos em diversas doses de 125,0, 250,0 e 500,0 mg kg™.
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Decorridos 60 minutos ap0s o tratamento, 0s animais receberam,
também por via oral, 1,0 mL de etanol absoluto (agente indutor de lesdes).
Apéds 60 minutos do agente indutor de les@o gastrica, os animais foram mortos

e 0 estdmago retirado para mensuracao das lesoes.

A area de lesao ulcerativa e a porcentagem de inibicdo dessas lesdes
nos animais tratados com os extratos metanolicos, na dose de 125,0, 250,0 e
500,0 mg kg, foi comparada com lesdes induzidas pelo etanol absoluto
(Figura 40). Pode-se observar uma protecao efetiva de 51 % das lesdes nos
animais tratados com o extrato na dose de 500,0 mg kg. Esse resultado serviu
como triagem para o delineamento de outros modelos de avaliacdo de

atividade antiulcerogénica para 0s mesmos extratos.

Ulceras induzidas por
etanol absoluto

- @l Salina
€ 200 @@ Carbenoxolona 100 mg/kg
E 3 Snitens Cap 125 mg/kg

§ 150 49% 3 Snitens Cap 250 mg/kg

9 5506 . 3 Snitens Cap 500 mg/kg
g 10 w 5% 6 |« w3 snitens Esc 125 mg/kg

§ 50 8% *x 4% 77% @@ Snitens Esc 250 mg/kg
< 93% i @8 Snitens Esc 500 mg/kg

0 s |
Tratamentos

Figura 46. Efeito do extrato metandlico de capitulos e escapos de Syngonanthus
nitens sobre a lesado ulcerativa induzida por etanol absoluto. Resultados expressos na
forma de média £+ E.P.M. (n: 5) da area de lesdo e na forma de porcentagem de
protecdo. Anova — Dunnett ** p<0,01.

Os resultados indicam que ambos 0s extratos possuem atividade
gastroprotetora em relacdo a lesdo induzida por etanol absoluto. Na dose de
500,0 mg kg™, o extrato metandlico de capitulos provocou 93 % de inibicdo da
area da lesé@o e o extrato metandlico de escapos apresentou 77 %. A dose de
500,0 mg kg™ do extrato de capitulos de S. nitens foi a que proporcionou
melhor atividade gastroprotetora comparativamente a carbenoxolona, usada
como referencial. Sugere-se que novos experimentos sejam realizados para

elucidacao dos mecanismos de agéo envolvidos em tal efeito farmacoldgico.
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Outras espécies do género Syngonanthus ja foram testadas em relacéo
a sua atividade antiulcerogénica, obtendo-se resultados positivos. Em
Syngonanthus bisulcatus a atividade gastroprotetora foi atribuida a presenca de
flavonoides no extrato etandlico e fracdes (COELHO et al., 2006). A atividade
de extratos de Syngonanthus arthrotrichus pode estar relacionada a presenca
de flavonoides derivados da luteolina (BATISTA et al., 2004).

Relatos na literatura citam flavondides como sendo compostos com
atividade antitlcera, provavelmente devido a sua propriedade antioxidante, que
envolve a capacidade de sequestrar radicais livres e diminuir danos de injarias
causadas por reacoes oxidativas (LA CASA et al., 2000). Devido a sua baixa
toxicidade, os flavonoides podem ser utilizados no tratamento da Ulcera,
inclusive das lesdes associadas a infeccdo por Helicobacter pylori (DI CARLO
et al., 1999; BORRELI, 1ZZO, 2000).

Existem, também, relatos de compostos que possuem um sistema
catecolico como o anel B de derivados da luteolina, que apresentaram
atividade antioxidante e antitlcera (YESILADA et al., 2000, COELHO et al.,
2006).

5. 2. Avaliacdo da mutagenicidade

Os ensaios de mutagenicidade foram realizados pelo grupo de pesquisa
da Profa. Dra. Eliana Aparecida Varanda, pesquisadora da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara.

O ensaio de mutacao génica reversa utilizado foi o Teste de Ames, que
baseia-se na utilizacdo de linhagens de Salmonella typhimurium TA100, TA98,
TA97a e TA102, pré incubadas por 20 a 30 minutos com a substancia teste,
com ou sem ativacdo metabdlica (MARON E AMES, 1983).

O teste de mutagenicidade com Salmonella typhimurium,
(Salmonella/microssomo ou Teste de Ames), € uma das metodologias mais
utilizadas atualmente para detectar substancias genotoxicas (VARELLA et al.,
2004), sendo validado em larga escala por diversos laboratorios
(MORTELMANS e ZEIGER, 2000; RIBEIRO et al., 2003).
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Nesse ensaio séo utilizadas linhagens de Salmonella typhimurium que,
na presenca do agente mutagénico, sofrem reversdo do seu carater auxotrofico
para a sintese de histidina, passando a crescer em meios que ndo possuem
este aminoacido. O crescimento das colbnias revela a ocorréncia de uma
mutacdo reversa induzida pelo agente, e a contagem caracteriza a acao

mutagénica em funcao da concentragao utilizada (ZEIGER, 2001).

Foi utilizada a fragdo microssomal S9 homogeneizada de figado de rato
(fracdo pOs-mitocondrial), suplementada com um co-fator, preparada a partir de
figado de roedores tratados com agentes indutores de enzimas (AROCLOR
1254). A fracdo S9 revela se a substancia ou amostra € mutagénica em sua
forma original ou necessita ser metabolizada ou ativada para se tornar
mutagénica. Essa fragdo foi obtida da MOLTOX (Molecular Toxicology, Inc.
USA). Para o preparo da mistura S9, todas as solucfes (cloreto de magnésio
0,4M, cloreto de potassio 0,4 M, glicose-6-fosfato 1M, B-nicotinamida adenina
dinucleotidiofosfato 0,1 M, tampao fosfato 0,2 M pH 7,4 e agua destilada)
inclusive a fragao S9 hidratada, foram mantidas em banho de gelo durante todo
0 ensaio, preparadas sempre a fresco e utilizadas por um periodo de no
méaximo 3 horas. As linhagens de S. typhimurium foram fornecidas pelo Dr. B.
Ames, Universidade da California (BERKELEY, CA, USA).

O controle negativo foi feito com DMSO (100,0 pL placa™). O ensaio foi
realizado incluindo controles positivos para confirmar as propriedades de
reversdo e especificidade de cada cepa. Foram utilizados como controle
positivo em ensaios sem ativacdo metabolica (-S9) o 4-nitrofenilenodiamino
(NPD) (10,0 pg placa™) para as linhagens TA98 e TA97a, azida sédica (1,25 Hg
placa®) para a linhagem TA100 e mitomicina C (0,5 pg placa™®) para a
linhagem TA102 e para 0s ensaios com ativacdo metabdlica (+S9) foi usado o

2-antramino (0,125 pg placa™) para todas as linhagens.

Os dados de mutagenicidade foram analisados utilizando o programa
estatistico Salanal. Esse programa permite avaliar o efeito dose resposta
através do célculo da analise de variancia (ANOVA - teste F) entre as médias
do numero de revertentes nas diferentes doses testadas e o controle negativo,

seguido de uma regressao linear.
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O modelo do programa escolhido para a analise dos dados foi o0 modelo
Bernstein (BERNSTEIN et al, 1982). A partir dos resultados obtidos, foi
calculada a razdo de mutagenicidade (RM) para cada dose estudada. A RM
consiste na média do namero de revertentes na placa teste (espontaneos +
induzidos) dividida pela média do numero de revertentes por placa do controle

negativo.

O resultado do teste foi considerado positivo quando a razao de
mutagenicidade (RM) foi maior ou igual a 2 em pelo menos uma das doses
testadas, e quando houve uma relacdo dose resposta entre as concentracdes
testadas e o numero de revertentes induzidos. Por sua vez, a amostra foi
considerada negativa para o Teste de Ames quando a mesma nao induziu
aumento significativo no ndmero de revertentes e suas RM forem todas
menores que 2. Quando apenas um dos parametros foi atendido, considerou-

se a amostra com indicios de mutagenicidade.

As concentragfes do extrato metandlico dos capitulos de S. nitens foram
2,2: 4,4; 8,8; 17,5 e 26,3 mg placa™ na linhagem TA98. Nas linhagens TA100,
TA97a e TA102, as concentracdes foram 0,75; 1,5; 3,0; 6,0 e 9,0 mg placa™.

Tabela 12. Atividade mutagénica expressa pela média, desvio padréo e razdo de
mutagenicidade (valor entre parénteses) na linhagem TA98 de Salmonella
typhimurium exposta a varias doses do extrato metandlico de capitulos de
Syngonanthus nitens, com (+S9) ou sem (-S9) ativacdo metabdlica.

Tratamento/mg placa™ TA98
Extrato metandlico capitulos - S9° + S9°
0 26 + 10 23+1
2,2 26+5(1,00 -
4,4 25+5(1,0) 19+4(0,8)
8,8 25+1(1,1) 19+8(0,8)
17,5 48+8(1,9) 30+7(1,3)
26,3 18 +12 (0,7) 24 +5(1,0)
Controle + 1329+ 206 3189 + 132

0 = controle negativo (DMSO, 100,0 pL placa™). Controle Positivo: a) 4-nitro-O-
fenilenediamina (10,0 ug placa™); b) 2-antramina (1,25 ug placa™).
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Tabela 13. Atividade mutagénica expressa pela média, desvio padrdo e razdo de
mutagenicidade (valor entre parénteses) na linhagem TA100, TA97a e TA102 de
Salmonella typhimurium exposta a vérias doses do extrato metanolico de capitulos de
Syngonanthus nitens, com (+S9) ou sem (-S9) ativacdo metabdlica.

TA100 TA97a TA102
Tratamento/mg placa-1
Extrato metandlico capitulos  -S9°  +S9° -sS9®  +s59° -sg9¢ +S9°
222+ 149+ 155+ 264 +
0 1 13 19 217 +8 18 238 + 29
0.75 253+ 191+ 195+8 263+ 237+ 262+ 64
' 14 (1,1) 13(1,3) (1,3) 17(1,2) 31(09 (1,1
150 236+ 154+ 193+ 233+ 252+ 300+6
' 18 (1,0) 16(1,0)0 13(1,3) 14(1,1) 22(0,9) (1,3)
3.00 254+ 128+ 182+8 215+ 254+6 294 +22
* 17 (1,1) 30(0,9 (1,2) 10(1,0) (0,9 (1,2)
6.00 253+ 149+ 188+9 219+4 238+ 326+43
’ 20(1,1) 11(1,00 (1,2) (1,00 40(0,9 (1,4
9.00 298+ 175+ 183+ 223+4 198+  341+9
’ 15(1,3) 29(1,2) 30(1,2) (1,00 49(0,7) (1.4
3740+ 4933+ 1444+ 3006+ 3135+ 1476+
Controle +

450 240 82 151 329 201

0 = controle negativo (DMSO, 100,0 pL placa™). Controle positivo: a) 4-nitro-O-
fenilenediamina (10,0 pg placa™); b) 2-antramina (1,25 pg placa™); c) azida de sédio
(100 ug placa™); d) mitomicina (0,5 pg placa™). p < 0,05 (ANOVA).

De acordo com os resultados (Tabelas 12 e 13), com (+S9) ou sem
ativacdo metabdlica (-S9), que caracteriza a capacidade dos extratos em
induzir mutagdes do tipo frameshift, a mutagenicidade foi considerada negativa
para todas as concentracfes testadas em todas as linhagens. Para um material
vegetal que se pretende utilizar para uso como agente terapéutico € uma

vantagem néo ter propriedades indesejaveis, como atividade mutagénica.
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6. Conclusao

A abordagem interdisciplinar possibilitou uma visdo mais ampla e
verdadeira do estudo de plantas, tanto para o conhecimento académico quanto
para a obtencdo de resultados sobre as atividades biologicas exercidas pelos

extratos de S. nitens.

Ndo existem na literatura estudos quimicos e bioldgicos relacionados a
espécie Syngonanthus nitens. Através dos estudos realizados foi possivel avaliar
0s constituintes quimicos dos extratos metandlicos de capitulos e escapos de S

nitens. Foram isoladas e identificadas flavonas e xantonas.

Pelos resultados dos testes de atividade gastroprotetora dos extratos
metandlicos de S. nitens verificou-se que a dose de 500,0 mg kg™ do extrato de
capitulos, foi melhor que a atividade do composto usado como referencia
(carbenoxolona). O extrato metandlico de capitulos ndo apresentou atividade
mutagénica. A mutagenicidade foi considerada negativa para todas as

concentracdes e em todas as linhagens testadas.

Foram feitas caracterizacbes quimicas através de analise por HPLC-DAD
dos extratos metandlicos de capitulos e escapos e foi possivel concluir que
existem diferencas quimicas entre eles. Flavonas foram encontradas em ambos
0S extratos e xantonas, isoladas dos extratos de capitulos. Observou-se, ainda,
que capitulos e escapos coletados na regido da Serra do Cip6 possuem
diferencas quimicas quando comparados ao material coletado na regido de
Tocantins.

Através de cromatografia de permeacdo em gel, HPLC-DAD, HPLC-RI,
HSCCC foram isolados os constituintes: 1,3,6-triidroxi-2-metoxixantona; 1,3,6-
triildroxi-2,5-dimetoxixantona; 1,5,7-triidroxi-3,6-dimetoxixantona; 1,3,6,8-
tetraidroxi-2,5-dimetoxixantona; 3,5,8-tetraiidroxi-5-metoxixantona; 7-
metoxiluteolina-6-C-4-D-glicopiranosideo, 7-metoxiluteolina-8-C-f-D-
glicopiranosideo, 3, 7-dimetoxiluteolina-6-C-B-D-glicopiranosideo, 6-

hidroxiluteolina e luteolina.



Disserta¢éo — Mariana Pacifico 90

A partir desses resultados e daqueles descritos na literatura é possivel
realizar novas discussfes quimiotaxonémicas dos géneros de Eriocaulaceae.
Diante das novas informacdes infere-se agora que xantonas podem também ser

uma caracteristica marcante para aproximar ainda mais este clado.
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Figura 47. Espectro de RMN de H* de Sn10 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 48. Espectro de RMN de H' (ampliac&o na regi&o de & 6,1 a & 7,5) Sn10
(DMSO-ds, 11,4 T).
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Figura 49. Espectro gCOSY (ampliacdo na regido de 6 6,2 a 8 7,6) de Sn10 (DMSO-ds,
11,4 T).

Figura 50. Espectro gHMQC de Sn10 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 51. Espectro gHMBC de Sn10 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 52. Espectro de RMN de H' de Sn2 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 53. Espectro de RMN de H' (ampliag&o na regido de & 6,4 a § 8,0) de Sn2
(DMSO-ds, 11,4 T).

Figura 54. Espectro gCOSY (ampliacdo na regido de 6 5,9 a 6 8,0) de Sn2 (DMSO-ds,
11,4 T).
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Figura 55. Espectro gHMQC (ampliacéo na regido de 6 6,1 a 6 8,4) de Sn2 (DMSO-de,
11,4 T).

Figura 56. Espectro gHMBC de Sn2 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 57. Espectro gHMBC (ampliac&o na regido de & 6,0 a 6 8,4) de Sn2 (DMSO-ds,
11,4 T).

Figura 58. Espectro gHMBC (ampliacdo na regido de 4 6,0 a § 8,4) de Sn2 (DMSO-ds,
11,4T).
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Figura 59. Espectro gHMBC (ampliacdo na regido de & 3,2 a 6 4,4) de Sn2 (DMSO-ds,
11,4 T).

Figura 60. Espectro de RMN de H' de Sn3 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 61. Espectro de RMN de H' (ampliag&o na regido de & 6,1 a § 8,1) de Sn3
(DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 62. Espectro gCOSY de Sn3 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 63. Espectro gHMQC (ampliacéo na regido de 6 6,5 a & 8,6) de Sn3 (DMSO-ds,
11,4 T).

Figura 64. Espectro gHMBC de Sn3 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 65. Espectro gHMBC (ampliagéo na regido de 4 6,3 a 6 7,3) de Sn3 (DMSO-ds,
11,4 T).

Figura 66. Espectro de RMN de H! de Sn4 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 67. Espectro gCOSY de Sn4 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 68. Espectro gHMQC (ampliacédo na regido de 6 5,9 a & 7,0) de Sn4 (DMSO-ds,
11,4 T).
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Figura 69. Espectro gHMBC de Sn4 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 70. Espectro de RMN de H' de Sn5 (DMSO-ds, 11,4 T).
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Figura 71. Espectro de RMN de H' (ampliagdo na regisio de & 6,1 a & 6,6) de Sn5
(DMSO-ds, 11,4 T).

Figura 72. Espectro gCOSY de Sn5 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 73. Espectro gHMQC (ampliagéo na regido de 6 5,7a & 6,9) de Sn5 (DMSO-de,
11,4 T).

Figura 74. Espectro gHMBC de Sn5 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 75. Espectro gHMBC (ampliac&do na regido de & 6,1 a 6 6,6) de Sn5 (DMSO-dg,
11,4 7).

Figura 76. Espectro de RMN de H' de Sn6 (DMSO-ds, 11,4 T).
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Figura 77. Espectro de RMN de H' (ampliagdo na regi&io de & 4,7 a & 7,6) de Sn6
(DMSO-ds, 11,4 T).

Figura 78. Espectro gCOSY (amplia¢do na regido de & 6,4 a & 7,8) de Sn6 (DMSO-ds,
11,4T).
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Figura 79. Espectro gHMQC de Sn6 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 80. Espectro gHMQC (ampliagéo na regido de 6 6,3 a & 7,9) de Sn6 (DMSO-dg,
11,4T).
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Figura 81. Espectro gHMBC de Sn6 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 82. Espectro gHMBC de Sn6 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 83. Espectro gHMBC (ampliagéo na regido de 4 6,2 a 6 7,8) de Sn6 (DMSO-ds,
11,4 T).

Figura 84. Espectro TOCSY 1D de Sn6 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 85. Espectro de RMN de H! de Sn7 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 86. Espectro de RMN de H' (ampliacdo na regisio de & 6,6 a & 7,5) de Sn7
(DMSO-ds, 11,4 T).
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Figura 87. Espectro HOMODEC de Sn7 (DMSO-ds, 11,4 T).

Figura 88. Espectro gCOSY de Sn7 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 89. Espectro gHMQC de Sn7 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 90. Espectro gHMQC (ampliacéo na regido de 6 6,1 a 6 7,5) de Sn7 (DMSO-de,
11,4 T).
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Figura 91. Espectro gHMBC de Sn7 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 92. Espectro gHMBC (ampliacédo na regido de & 6,4 a 6 7,9) de Sn7 (DMSO-ds,
11,4 T).
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Figura 93. Espectro gHMBC (ampliac&o na regido de 6 6,4 a 6 7,9) de Sn7 (DMSO-dg,
11,4 T).

Figura 94. Espectro TOCSY 1D de Sn7 (DMSO-ds, 11,4 T).
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Figura 95. Espectro de RMN de H' de Sn8 (DMSO-ds, 11,4 T).

Figura 96. Espectro de RMN de H' (ampliaco na regiso de & 6,8 a & 7,7) de Sn8
(DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 97. Espectro HOMODEC (ampliagdo na regido de & 6,8 a 6 7,7) de Sn8
(DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 98. Espectro gCOSY de Sn8 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 99. Espectro gHMQC de Sn8 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 100. Espectro gHMQC (ampliacdo na regido de & 6,7 a 6 7,7) de Sn8 (DMSO-
deg, 11,4 T).
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Figura 101. Espectro gHMBC (ampliagéo na regido de 6 6,5 a 6 8,0) de Sn8 (DMSO-
de, 11,4 T).

Figura 102. Espectro gHMBC (ampliagdo na regido de 6 6,5 a 6 8,0) de Sn8 (DMSO-
de, 11,4 T).
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Figura 103. Espectro TOCSY 1D de Sn8 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 104. Espectro NOESY 1D de Sn8 (DMSO-dg, 11,4 T).



Disserta¢éo — Mariana Pacifico 126

Figura 105. Espectro NOESY 1D de Sn8 (DMSO-dg, 11,4 T).

Figura 106. Espectro de RMN de H! de Sn9 (DMSO-ds, 11,4 T).
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Figura 107. Espectro de RMN de H'! (ampliacdo na regido de & 6,4 a & 7,5) de Sn9
(DMSO-ds, 11,4 T).

Figura 108. Espectro gCOSY (ampliacdo na regido de 8 6,3 a 6 7,6) de Sn9 (DMSO-de,
11,4 T).
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Figura 109. Espectro gHMQC (ampliacdo na regido de & 6,0 a 6 7,8) de Sn9 (DMSO-
de, 11,4 T).

Figura 110. Espectro gHMBC de Sn9 (DMSO-dg, 11,4 T).
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Figura 111. Espectro gHMBC (ampliagédo na regido de & 6,1 a 8 7,5) de Sn9 (DMSO-
de, 11,4 T).

Figura 112. Espectro gHMBC (ampliagdo na regiao de 8 6,1 a 8 7,7) de Sn9 (DMSO-
de, 11,4 T).
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Figura 113. Espectro gHMBC (ampliacdo na regido de 6 6,4 a 6 7,5) de Sn9 (DMSO-
de, 11,4 T).
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