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RESUMO

Este trabalho descreve a caracterizagdo quimica dos extratos metandlicos de capitulos,
escapos e folhas de Actinocephalus divaricatus, descrito pela primeira vez na literatura.
Primeiramente, as amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) acoplada com detector de arranjo de fotodiodos (PAD) e por espectrometria de
massas em tandem acoplado a um orbitrap com interface de ionizacdo por electrospray,
usando um sistema LC para a separacdo cromatografica dos metabdlitos (HPLC-ESI-
HRMS). Esta estratégia permitiu explorar e diferenciar os metabolitos secundarios
presentes, sendo identificados 31 compostos incluindo 12 flavonoides, 5 naftopiranonas e 14
saponinas. Esta andlise diferencial das trés partes da planta contribuira com a discusséo do
género Actinocephalus, uma vez que os estudos na literatura sdo relatados apenas para
Paepalanthus sect. Actinocephalus. A separacdo dos metabdlitos presentes nos extratos
metandlicos dos escapos e folhas foi realizada empregando técnicas cromatograficas, como
Sephadex, MPLC, HPLC-PAD e HPLC-IR, em que foi possivel obter treze compostos: trés
acidos fendlicos, sete flavonoides, duas naftopiranonas e uma saponina. As estruturas de
todos os compostos foram determinadas por andlise dos dados obtidos por RMN mono e
bidimensionais. A padronizacdo dos extratos metanolicos foi realizada por meio da
guantificacéo dos flavonoides e naftopiranonas por HPLC-PAD. A metodologia foi validada
avaliando-se os parametros de seletividade, linearidade, limites de deteccéo e quantificagéo,
exatiddo e precisdo. A seletividade foi confirmada por meio dos tempos de retencéo e dos
espectros de absorcdo no UV dos padrbes de flavonoide e naftopiranona. Os métodos
validados apresentaram alta seletividade e permitiram identificar derivados de quercetina e
paepalantina glicosilados nos extratos, com limites de deteccdo (2,56 pg.mL™") e
quantificacdo (7,76 - 7,77 yg.mL™) satisfatorios para as condi¢des analisadas, e valores de
precisdo (0,0028 a 3,90%) e exatiddo (83 a 119%) dentro dos limites recomendados pela
ANVISA. Os valores encontrados para derivados de quercetina glicosilados foram de 9,64,
39,96, 123,81 mg.g* de extrato para capitulos, escapos e folhas, respectivamente.
Derivados de paepalantina glicosilados foram quantificados apenas nos capitulos e folhas e
apresentaram 39,51 e 5,99 mg.g™ de extrato de capitulos e folhas, respectivamente. O teor
de fendis encontrados foi de 126,41 246,58 mg.g" e 512,24 mg.g™ de extrato para 0s
capitulos, escapos e folhas, respectivamente. A atividade antiradicalar utilizando DPPH
indicou ICso superior as concentracdes de extratos utilizadas (250 pug.mL™). Paralelamente
foi avaliada a atividade antimicrobiana utilizando cepas de bactéria (Gram-positiva e Gram-
negativa) e levedura, sendo que os extratos metandlicos de capitulos, escapos e folhas
apresentaram fraca sensibilidade frente aos microrganismos testados. Os valores
encontrados para a citotoxicidade dos extratos utilizando o método do MTT foram baixos,
sendo o melhor resultado encontrado para o extrato metandlico dos capitulos (ICso = 66,98
ug.mL™) contra MCF7 (cancro da mama humana). Assim, o estudo quimico realizado com a
espécie A. divaricatus corrobora com dados da literatura que permitem afirmar que
Actinocephalus é um novo género, diferenciado de Paepalanthus com a presenca de
saponinas nos escapos e folhas.

Palavras chave: Metabdlitos, saponinas, flavonoides, espectrometria de massa,
citotoxicidade.



ABSTRACT

This work describes the chemical characterization of the methanolic extracts of the capitulae,
scapes and leaves from Actinocephalus divaricatus, described the first time in the literature.
First, the samples were analyzed by high-performance liquid chromatography (HLPC)
coupled with a photodiode array detector (PAD) and mass spectrometry tandem coupled to
an Orbitrap with electrospray ionization interface using an LC system for separating
chromatographic metabolites (HPLC-ESI-HRMS). This strategy has allowed us to explore a
differentiate the secondary metabolites present, identified as 31 compounds comprising 12
flavonoids, 5 naphthopyranones and 14 saponins. This differential analysis of the three parts
of the plant contributes to the discussion of the Actinocephalus genus, since the studies
reported in the literature are only of the Paepalanthus sect. Actinocephalus. The separation
of the metabolites present in the methanolic extracts of the scapes and leaves was
performed using chromatographic techniques, such as Sephadex, MPLC, HPLC-PAD and
HPLC-IR. It was possible to obtain thirteen compounds: three phenolic acids, seven
flavonoids, two naphthopyranones and one saponin. The structures of all the compounds
were determined by data analysis by mono and bidimensional NMR. The standardization of
the methanolic extracts was performed by the quantification of flavonoids and
naphthopyranones by HPLC-PAD. The methodology was validated by evaluating the
parameters of selectivity, linearity, detection and quantitation limits, accuracy and precision.
The selectivity was confirmed by the retention time and UV absorption spectra of flavonoid
and standard of naphthopyranone. Validated methods showed high selectivity and identified
guercetin glycosides and paepalantine derivatives in extracts, with detection limits (2.56
ug.mL™) and quantification (7.76 to 7.77 ug.mL™) satisfactory to the analyzed conditions, and
precision values (0.0028 to 3.90%) and accuracy (83-119%) within the limits recommended
by ANVISA. The values found for the quercetin glycosides derivatives were 9.64, 39.96,
123.81 mg.g™* of extract for the capitula scapes and leaves respectively. Paepalantine
glycosylated derivatives were quantified only in the capitula and leaves and showed 39.51
and 5.99 mg.g™” of extract for the capitula and leaves respectively. The phenols contents
found were 126.41, 246.58 mg.g™” and 512.24 mg.g™ extract for the capitula scapes and
leaves respectively. The antiradical activity using DPPH showed ICs, higher than the
concentrations of the used extracts (250 pg.mL™). At the same time, the antimicrobial activity
was evaluated by using bacteria and yeast strains, and the methanolic extracts of the
capitula, scapes and leaves showed poor sensitivity against the tested microorganisms. The
values for the cytotoxicity of the extracts using the MTT assay were low, with the best results
found in the methanolic extract of the capitula (ICs, = 66.98 ug.mL™") against MCF7 (human
breast cancer). Thus, the chemical study of the species A. divaricatus corroborates with the
literature data has allowed us to state that Actinocephalus is a new genus, different from
Paepalanthus with the presence of saponins in the scapes and leaves.

Key words: Metabolites, saponins, flavonoids, mass spectrometry, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais de plantas tém desempenhado um papel muito
importante ao longo da histdria de vida dos seres humanos. A busca por alivio e cura
de doencas pela ingestédo de ervas e folhas talvez tenham sido uma das primeiras
formas de utilizag&o dos produtos naturais (KATZ; BALTZ, 2016). No inicio de 1900,
antes da era “sintética”, 80% dos medicamentos foram obtidos de raizes, cascas e
folhas (McCHESNEY et al., 2007).

Sistemas a base de plantas continuam a desempenhar um papel essencial na
area da saude, e seu uso por diferentes culturas tem sido amplamente
documentado. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou em 1985 que cerca
de 65% da populacdo do mundo tem contado predominantemente com
medicamentos tradicionais derivados de plantas para os seus cuidados de saude
primérios, enquanto produtos vegetais também tém um papel importante, embora
mais indireta na saude do restante da populacdo que reside principalmente nos
paises desenvolvidos. Uma pesquisa de compostos puros derivados de plantas
utilizadas como medicamentos em paises de hospedagem tradicional pela OMS e
Centros de Medicina indicou que, de 122 compostos identificados, 80% foram
utilizados para os mesmos fins ou relacionados etnomédicos e foram derivados de
pelo menos 94 espécies de plantas (CRAGG; NEWMAN, 2013).

A quase infinita diversidade de estruturas moleculares que podem ser
determinadas é resultado de que a natureza é prédiga em fornecer moléculas de
complexidade estruturais dificilmente imaginadas ou elaboradas através da sintese
(HARVEY, 2000). Por isso, o estudo de plantas medicinais € tdo relevante, visto que
€ uma fonte rica de compostos biologicamente ativos e um exemplo de diversidade
molecular, com reconhecido potencial para descoberta e desenvolvimento de novas
drogas (MISHRA et al., 2008; KATZ; BALTZ, 2016).
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1.1 Padronizacao dos extratos vegetais

O Brasil esta entre as sete maiores “megadiversidades” do mundo, e deveria
ser, portanto foco prioritario de investigacdo farmacolégica de novas drogas
(FORZZA, 2010).

O grande namero de espécies ainda ndo estudadas torna-se mais um fator
relevante para pesquisas sobre plantas e indica a potencialidade destas espécies
como fontes de moléculas bioativas para o desenvolvimento de novas drogas ou
moléculas protétipos (BRAGA, 2009). Contudo, grande parte das espécies vegetais
utilizadas pela populacdo ndo possui acdo farmacoldgica comprovada, composicao
guimica definida e nem mesmo estudos toxicoldgicos, sendo indispensavel a
normatizacdo e a regulamentacdo desses medicamentos exigidas pelo mercado
mundial e pelas autoridades governamentais.

A fim de se obter produtos a base de plantas padronizados com qualidade,
cuidados com a identificacdo apropriada da planta, estacdo do ano, area onde foi
coletada e seus processos de extracdo e purificacdo, devem ser tomados (SAHOO
et al., 2010). Entretanto, um grande problema para se estabelecer o controle quimico
de qualidade de um extrato vegetal é o fato das plantas serem constituidas por
enorme variedade de metabdlitos primarios e secundarios, dos quais ainda se tem
um conhecimento muito limitado.

A diversidade quimica proveniente de plantas medicinais esta diretamente
associada a alta variabilidade de suas propriedades fisico-quimicas intrinsecas, que
fazem com que a separacdo, a deteccdo e a identificacdo de seus substratos
naturais tornem-se tecnicamente desafiadores (DUNN et al, 2011; WOLFENDER et
al., 2015).

Uma forma de minimizar custos e maximizar os resultados da anélise € o0 uso
da extracdo por fase solida (SPE), seguida da analise cromatogréfica, o que permite
a obtencdo da caracterizagdo fisica do extrato ou da eliminagdo dos possiveis
interferentes aquela metodologia (CANNELL, 1998; AGNOLET et al., 2012). Aléem
disso, 0 uso da espectrometria de massas acoplada a um sistema cromatografico
viabiliza um estudo qualitativo de elucidacdo das estruturas de compostos
conhecidos ou desconhecidos em uma matriz complexa (ARDREY, 2003; YULIANA
et al, 2013; WOLFENDER et al., 2015).

Padronizagdo dos extratos polares de Actinocephalus divaricatus (Eriocaulaceae)
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Portanto, diante desse cendrio este trabalho pretende elaborar estratégias
analiticas que permitirdo uma avaliacdo quali e quantitativa dos componentes do
extrato vegetal padronizado das partes aéreas de Actinocephalus divaricatus
(Eriocaulaceae), incluindo a identificacdo de classes de substancias e de possiveis

marcadores quimicos.

1.2 A familia Eriocaulaceae e o género Actinocephalus

A familia Eriocaulaceae é composta por 10 géneros e cerca de 1400 espécies
com uma distribuicdo de suas espécies em regifes tropicais mundo inteiro
(GIULIETTI et al., 2012; The Plant List, 2013; HENSOLD, 2016).

Eriocaulaceae se destaca como uma das familias mais representativas dos
campos rupestres da Cadeia do Espinhaco - MG (Figura 1), pelo elevado numero de
taxa endémicos desta formacao geologica (COSTA; TROVO; SANO, 2008).

Figura 1 - Mapa do Estado de Minas Gerais em que se destaca a por¢cdo da Cadeia do
Espinhago compreendida entre Belo Horizonte e o Estado da Bahia.

.+ Cordilheira =

4 do Espinhago

Fonte: Adaptado de CARVALHO, 2016.

Paepalanthus Mart. € o maior género da familia Eriocaulaceae com cerca de
mais de 500 espécies distribuidas entre a América Central e Sul (GIULIETTI et al.,
2012). Este género possui como principal caracteristica a sua grande variabilidade
morfolégica (SCATENA; MORAES, 1996) dividida entre aos padrées de ramificacdo

Padronizagdo dos extratos polares de Actinocephalus divaricatus (Eriocaulaceae)
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dos escapos e os arranjos de suas inflorescéncias na forma de capitulos (GIULIETTI
et al.,, 2012). Tal variabilidade torna a classificagdo taxonOmica do género
complicada com uma divisdo usual em varias categorias infragenéricas. Entretanto,
Sano (2004) iniciou as mudancas necessarias na distribuicdo das espécies do
género Paepalanthus a fim de estabelecer coeréncia entre a classificacdo e a
filogenia da familia. Por meio desses estudos, a secdo Actinocephalus, pertencente
ao género Paepalanthus, foi elevada ao status de género (TROVO; SANO, 2010).

O género Actinocephalus € um dos géneros da familia Eriocaulaceae que
exibe a maior diferenciacdo morfolégica. Muita desta variagdo é resultado do arranjo
de seus escapos em paracladios (SANO, 2004). Na maioria das espécies de
Eriocaulaceae as inflorescéncias em forma de capitulos partem dos escapos, mas
em Actinocephalus os escapos sao arranjados em paracladios formando uma
estrutura umbeliforme (ORIANI; SCATENA; SANO, 2008) (Figura 2).

Figura 2 - Padréo de arquitetura no género Actinocephalus.

Espécie em estudo A. divaricatus.
Fonte: Fotos tiradas pelo Prof. Dr. Paulo Sano em Itacambira - MG.

O arranjo umbeliforme esférico peculiar presente na morfologia das espécies
do género Actinocephalus (Figura 2) também foi evidenciado em espécies da
subsecdo Aphorocaulon Ruhland pertencente ao género Paepalanthus (COSTA,
2005; TROVO; COSTA; ECHTERNACHT, 2012). Essa associacdo de similaridade
entre os dois taxons levou a uma reavaliacdo da filogenia desse conjunto de
espécies com a consequente insercdo da subsecdo Aphorocaulon ao género
Actinocephalus (COSTA; SANO, 2013).

Padronizagdo dos extratos polares de Actinocephalus divaricatus (Eriocaulaceae)
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Todas as mudancas taxonOmicas em secbOes e subsecbes do género
Paepalanthus e a descoberta de novas espécies permitiram atribuir uma nova
circunscricdo ao género Actinocephalus, de modo que este passou a ter 49
espécies, sendo 25 espécies provenientes do género Paepalanthus sect.
Actinocephalus, 8 espécies novas descobertas e 16 espécies do género
Paepalanthus subsect. Aphorocaulon (Figura 3). As espécies pertencentes ao
género Actinocephalus sao consideradas restritas ao Brasil, com centro de
diversidade localizado na Cadeia do Espinhaco. (COSTA, 2005; COSTA; SANO,
2013).

Figura 3 - Cladograma simplificado da nova circunscrigdo do género Actinocephalus.

Tonina

Lachnocaulon

Paepalanthus - Variabiles

Rondonanthus

Paepalanthus - Xeractis

—— Eriocaulon

—— Mesanthemum

—— Paepalanthus - Aphorocaulon

Actinocephalus

—— Paepalanthus - Actinocephalus

Comanthera

Syngonanthus

Leiothrix

Fonte: Adaptado de GIULIETTI et al., 2000; ANDRADE et al., 2011; COSTA,; SANO, 2013.
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1.2.1 Estudo quimico do género Actinocephalus

Os estudos quimicos e biologicos de espécies de plantas pertencentes ao
género Actinocephalus sao citados para espécies que pertenciam primeiramente ao
género Paepalanthus, secdo Actinocephalus (Kérn.) Ruhland, como o trabalho de
Santos (2001) que identificou flavonoides e naftopiranonas em Paepalanthus
brachypus e Paepalanthus robustus. Estas espécies foram posteriormente elevadas
a Actinocephalus brachypus (Bong.) Sano e Actinocephalus robustus (Silveira) Sano
(ECHTERNACHT et al.,, 2011). Outras espécies do género Paepalanthus também
foram quimicamente estudadas como P. hilairei, P. robustus, P. denudatus, P.
ramosus e P. polyanthus (ANDRADE et al., 1999; SANTOS et al., 2002), sendo
todas reclassificadas ao género Actinocephalus (SANO, 2004; COSTA; SANO,
2013).

As espécies de Paepalanthus subsect. Aphorocaulon inseridas no género
Actinocephalus também permitiram constatar ndo s6 um padrdo morfologico
estrutural, mas também uma homogeneidade nas classes de metabdlitos
secundarios encontrados em ambos os taxa (Paepalanthus sect. Actinocephalus e
Paepalanthus subsect Aphorocaulon). Estudos quimicos prévios de algumas
espécies pertencentes a subsecdo Aphorocaulon, como P. macrocephalus e P.
geniculatus, confirmam a similarizagdo. Assim, a Tabela 1 e a Figura 4 apresentam
um panorama do estudo quimico realizado com as espécies que atualmente

pertencem ao género Actinocephalus, apds a sua recente circunscri¢ao.
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Introducdo

24

Tabela 1 - Estudo quimico de espécies do género Actinocephalus.

Espécie Composto

Literatura

Paepalanthus sect. Actinocephalus

P. polyanthus 2,3,6,8

P. hilairei 1,2,3,7,10,11
P. robustus 1,2,7,8,10, 11
P. ramosus 1,7,9, 10,11
P. denudatus 1,7,8,10,11
P. microphylus 10, 11

P. brachypus 2

Paepalanthus subsect. Aphorocaulon

P. macrocephalus 7,10

ANDRADE et al, 1999;
SANTOS et al, 2002.
SANTOS, 1997 e 2001;
ANDRADE et al, 1999.
ANDRADE et al, 1999.
ANDRADE et al, 1999;
SANTOS, 2001.

ANDRADE et al, 1999;
BOSQUEIRO, 2000.
SANTOS, 2001.

SANTOS, 2001.

BOSQUEIRO, 2000.

P. geniculatus 1,2,3,4,5 7,11 AMARAL etal., 2012.

Fonte: Adaptado de SILVA, 2008.

Estruturas numeradas apresentadas na Figura 4.
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Figura 4 - Exemplos de alguns metabdlitos isolados em espécies do género Paepalanthus
reclassificadas para o género Actinocephalus.

Flavonois glicosilados

Fenol simples Derivados da paepantina glicosilados

COOH

Fonte: Adaptado de SILVA, 2008.

As espécies previamente estudadas, que atualmente pertencem ao género
Actinocephalus (apresentadas na Tabela 1), tiveram suas discussdes confusas
devido a tentativa de se realizar analises comparativas com o género Paepalanthus.

A composi¢ao quimica provou ser um carater taxonémico importante, uma vez

gue os perfis quimicos sédo bastante distintos nos taxa diferentes, embora né&o

Padronizagdo dos extratos polares de Actinocephalus divaricatus (Eriocaulaceae)



Introducdo 26

necessariamente exclusivos. A ocorréncia de flavonoides 6-metoxilados, bem como
a glicosilacdo em C-3 parece ser uma grande tendéncia em Paepalanthus.
Actinocephalus possui semelhanca em seu perfil quimico com Paepalanthus, que
incluem derivados de flavondis e naftopiranonas. Esta proximidade indica
provavelmente uma historia evolutiva comum. Porém, Actinocephalus pode ser
distinguido de outros taxa pela presenca de flavonoides glicosilados acilados, assim
como derivados de paepalantina glicosilados. Portanto, o carater quimico reforca
Actinocephalus como um género distinto e separado do género Paepalanthus
(SANO, 2004; DOKKEDAL et al., 2008).

A vista disso, o estudo da espécie Actinocephalus divaricatus contribuira
inclusive no enriquecimento da discusséo do género Actinocephalus, visto que esta
espécie ndo possui estudos quimicos e bioldgicos citados na literatura até o

presente momento.

Padronizagdo dos extratos polares de Actinocephalus divaricatus (Eriocaulaceae)
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2 OBJETIVOS

e Objetivos gerais:
Contribuir com o estudo quimico e biolégico das partes aéreas (capitulos,

escapos e folhas) de A. divaricatus, pertencente ao género Actinocephalus.

e Objetivos especificos:

A partir do extrato metandlico das partes aéreas de A. divaricatus:

- tracar o perfil cromatografico por HPLC-PAD;

- isolar e identificar os metabdlitos secundarios;

- detectar e identificar os marcadores quimicos dos extratos por HPLC-PAD e
LC-ESI-MS;

- padronizar os extratos por meio da quantificacdo de padrdes de
naftopiranonas e flavonoides por HPLC-PAD;

- avaliar as atividades antiradicalar, antimicrobiana e antitumoral dos extratos

metandlicos de capitulos, escapos e folhas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais, Reagentes e Solucdes

Os procedimentos experimentais foram realizados utilizando solventes grau
PA: acetato de etila, n-butanol, etanol, cloroférmio, metanol, n-propanol (Synthlab);
para as analises em HPLC foram utilizados solventes grau HPLC: metanol (Tedia) e
agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore®); para as analises de espectrometria
de massas foram utilizados solventes grau LC/MS: metanol, 4gua e acido féormico
(Merck) e para a analise em RMN das compostos isolados nos procedimentos
cromatograficos foram utilizados solventes deuterados: DMSO-ds (Aldrich) e
CD3;OD-d4 (Aldrich).

Cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE) de fase reversa a base de
octadecilsilano (RP18) com 500 mg.mL™* (33 um, Supelco®) foram usados na etapa
de clean-up dos extratos e fragOes, sendo as solucdes resultantes filtradas em
membranas de PTFE (politetrafluoroetileno, teflon®, Millipore®) com poro de 0,45 ou
0,22 pm.

Na triagem fitoquimica das fracdes, placas de camada delgada de silica gel
60 em suporte de aluminio (Merck®) (20 x 20 cm x 0,2 mm) foram utilizadas e
redimensionadas de acordo com o numero de amostras. Com o uso de capilares, as
amostras foram aplicadas em sua superficie e as placas foram eluidas em cuba
saturada com os sistemas n-butanol/CH3;COOH/H,O (65:25:15, V/Viv),
CHCl3/MeOH/n-propanol/H,0 (5:6:1:4, viviviv, fase organica), acidificado com acido
acético glacial ou CHCIl3/MeOH/H,0 (43:37:20, vivlv, fase organica). A revelacao
das placas foi feita com luz UV (Camara com luz UV 254 nm - Chromatovue®) e
anisaldeido/H,SO,4, nesta ordem; outros reveladores como o iodo, NP/PEG
(WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984) e sulfato cérico também foram utilizados.
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3.2 Procedimentos gerais instrumentais

Os extratos e fracBes foram concentrados em um rotaevaporador rotativo sob
pressdo reduzida (Heidolph®, Laborota 4001 — efficient) equipado com uma bomba a
vacuo (Heidolph®, Rotavac valve control).

As balancas analiticas Bioprecisa® FA2104N (capacidade 200 g e precisdo de
0,1 mg) e Shimadzu® modelo AY-220 (capacidade para 220 g e precisdo de
0,0001 mg) foram usadas na pesagem dos extratos e fracdes.

As analises cromatogréaficas dos extratos metandlicos de A. divaricatus foram
realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (analitico, gradiente
quaternario) modelo PU-2089 (Jasco®), acoplado a detector de arranjo de foto
diodos com faixa de varredura de 195-650 nm e intervalo minimo de 1 nm, modelo
MD-2010 (Jasco®), sendo que para a aquisicdo e processamento dos dados
cromatograficos foi utilizado o software ChromNAV (Chromatec®).

Os extratos metandlicos das partes aéreas de A. divaricatus foram analisados
separadamente por HPLC-ESI-HRMS". Um sistema de cromatografia liquida Thermo
Scientific constituido por uma bomba quaternaria Accela 600 foi utilizado com um
injetor automatico Accela, conectado a um espectrédmetro de massa hibrido linear
Trap-Orbitrap (LTQ-Orbitrap XL, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha) com
ionizacdo por electrospray (ESI). As separacdes em HPLC foram conduzidas em
uma coluna Waters (Milford, MA, EUA) Atlantis T3 5 um de fase reversa C18 (150
mm X 2.1 mm d.i.,, 10 um). Para a eluicdo das amostras foi utilizado um gradiente
linear com uma fase mével composta por 4gua acidificada com 0,1% de &cido
férmico (solvente A) e acetonitrila acidificada com 0,1% de acido formico (solvente
B), de 5% a 100% (B) em 70 min. O instrumento foi calibrado utilizando-se padrbes
de calibracdo do fabricante. A faixa de aquisicdo foi m/z 230-1500, em uma
resolucao de 30.000. A fonte de tenséo foi de 5 kV e a voltagem capilar foi de -3,5
kV, o tubo de lentes offset foi de 126 V e a temperatura do capilar foi fixada em
280°C. Estes experimentos foram realizados em colaboragdo com o grupo de
Pesquisa da Prof2. Sonia Piacente da Universita degli Studi di Salerno, Italia.

Os espectros de massas foram adquiridos no modo negativo e processados
no software Xcalibur (versdo 2.0). Para a identificacdo e proposta estrutural dos

compostos detectados foi utilizada uma biblioteca de metabdlitos secundarios e uma
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base de dados de referéncia onlines (METLIN, KNApSAcK Core System e
SciFinder®).

O fracionamento por cromatografia por permeacdo em gel foi realizado em
colunas de vidro com 80 cm de altura por 2 cm de diametro interno, empacotada
com Sephadex® LH-20 (Pharmacia). O solvente foi bombeado para a coluna com o
auxilio de uma bomba peristaltica (Pharmacia) a uma vazdo de 3,0 mL.min. As
fracOes foram coletadas em um coletor automatico Redifrac (Pharmacia).

As separacdes utilizando cromatografia liquida de media pressdo (MPLC)
foram realizadas em um sistema Buchi®, equipado com uma bomba Gerente C-615
que comporta outras duas bombas (mddulos C-601), permitindo a formacdo do
gradiente binario de solventes 0% - 100% e uma vazdo de 2,5 a 250 mL min™. As
separacdes utilizando cromatogragia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
detector de indice de refracdo (HPLC-IR) foram realizadas em um sistema Shimadzu
equipado com um detector de indice de refragdo Shimadzu RID-10A, e um injector
Rheodyne. As separacdes utilizando HPLC-PAD foram realizadas em um
cromatografo liquido preparativo de gradiente binario (Jasco®), acoplado a um
detector de arranjo de foto diodos com faixa de varredura de 195-650 nm e intervalo
minimo de 1 nm (Jasco®). A aquisicéo e processamento dos dados cromatograficos
foi realizada com o software ChromNAV (Cromatec®).

As analises de RMN monodimensional: *H e *3C e bidimensional: COSY,
HSQC, HMBC e TOCSY foram realizadas em espectrometros de Ressonancia
Magnética Nuclear Bruker® Avance Il HD 600 (14,1 Tesla) e Bruker® Fourier 300
(7,1 Tesla). Os compostos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-ds (Aldrich). Outros experimentos de RMN foram realizados na Universita
degli Studi di Salerno, Italia, em um espectrdmetro Bruker® DRX-500 (Bruker
BioSpin GmBH, Rheinstetten, Alemanha). Todos 0s espectros, mono e
bidimensionais foram adquiridos em CD3;OD (99.95%, Sigma-Aldrich) com
sequéncias de pulsos padrdao para os espectros DQF-COSY, HSQC, HMBC. O
software MestReNova versdo 6.0.2 foi utilizado na aquisicdo dos deslocamentos

guimicos de cada espectro.
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3.3 Metodologia

3.3.1 Etapa Botanica

As partes aéreas de A. divaricatus (capitulos, escapos e folhas) foram
coletadas e identificadas pelo Prof. Dr. Paulo Takeo Sano do Instituto de Biociéncias
da USP de S&o Paulo, em Itacambira - MG (dados GPS: 17°05'18,21"S;
43°17'51,61"W, elev. 1001 m). A espécie encontra-se depositada no herbario do
IB/USP Séao Paulo, sob numero SANO 3965.

O Prof. Paulo Takeo Sano possui autorizagdo de coleta registrada no IBAMA e
a Prof?. Lourdes C. dos Santos possui comprovante de registro para coleta de
material botanico, fungico e microbioldgico, numero: 33150-1, Data da Emissao:
19/02/2012.

3.3.2 Preparagé&o dos extratos

a) Secagem
O material botanico coletado e identificado foi seco em estufa em ar circulante

a 40°C e posteriormente triado para a separacao de capitulos, escapos e folhas.

b) Moagem
Nesta etapa, o material botanico foi finamente dividido em moinho de facas

com rotor vertical MAO 90 CF a fim de se facilitar a extracdo de seus constituintes

quimicos na etapa seguinte.

c) Extracdo

Os p6s obtidos na moagem (pesados na balanca - Gehaka®, BG 4000 - com
capacidade para 4040 g e precisdo de 0,01 g) foram extraidos com metanol por meio
da percolagéo.

Uma quantidade fixa do po foi intumescida com quantidade fixa do solvente
extrator (metanol) durante 2 horas. Em seguida, o percolador foi empacotado
homogeneamente com a mistura (p6é + metanol) e o efluente foi coletado na vazéo
de 1,0-2,0 mL/min/Kg.
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Durante a percolacdo foi determinado um procedimento operacional padréo
visando a padronizacdo desta etapa, seja ela em escala reduzida ou ampliada, de
forma que para toda etapa de obtencao de extratos, a razao droga vegetal:solvente
extrator foi mantida constante. Apds a extracdo, os liquidos extratores foram
rotoevaporados sob pressédo reduzida em evaporador rotativo em temperatura
inferior a 40°C. Os extratos foram transferidos para vidros tarados (balanca - Marte®,
AL 200 - com capacidade para 200g e precisao de 0,001 g) e deixados em capela
até completa eliminagdo do solvente.

d) Extracao liquido-liquido

Os extratos metanodlicos de capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus
foram submetidos a um processo de particdo liquido-liquido com solventes de
polaridade crescente. Para isso, foram solubilizados 4,0 g dos extratos de escapos e
capitulos e 8 g do extrato das folhas em 60 e 120 mL de &gua, respectivamente. A
solucdo aquosa foi particionada com acetato de etila. Apdés a particdo, a fracdo
aguosa foi separada da fracdo acetato de etila e este processo foi repetido por trés
vezes a fim de se esgotar os compostos solUveis nesse solvente. Em seguida, a
solugdo aquosa foi particionada com n-butanol, conforme descrito anteriormente
para a fracao acetato de etila (Figura 5). As fracOes obtidas foram concentradas em
rotaevaporador rotativo sob pressao reduzida a 30°C, transferidas para vidros

tarados e deixadas em capela até completa eliminacédo dos solventes.
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Figura 5 - Fluxograma da particdo dos extratos metanolicos dos capitulos, escapos e folhas
de A. divaricatus.

EMeOH

«—— 60 mL de agua
A 4
Particao liquido-liquido

«—— 3 X 20 mL de AcOEt

\ 4

A 4 A 4

Fr. Aguosa Fr. AcOEt

Particdo liquido-liquido

4—— 3 x 20 mL de n-BuOH
A 4

A 4 A

Fr. Agquosa Fr. n-BuOH

Fonte: Préprio autor.

3.3.3 Etapa cromatografica

3.3.3.1 Separacdes em MPLC dos extratos metandlicos de escapos e folhas de A.
divaricatus

Os extratos metandlicos dos escapos e folhas de A. divaricatus foram
fracionados, separadamente, em um sistema MPLC, equipado com coluna de fase
reversa C18 (90 g). A fim de evitar um prejudicial alargamento da banda extra-
coluna, devido ao volume de injecdo, e manter a sensibilidade equivalente, foi
preparada uma pastiiha da amostra com a fase estacionaria. Portanto, no
fracionamento foram pesados 1,5 g dos extratos metandlicos dos escapos e folhas
de A. divaricatus para 4,5 g de C18.

Nesses fracionamentos foram empregados o0 conceito scale-up ou
transposicdo cromatografica (MAJORS, 2004). As condicdes de separacéo

cromatografica dos eluatos foram inicialmente otimizadas usando HPLC em modo
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analitico e depois de estabelecido o gradiente de separacdo, as fracdes foram
purificadas usando MPLC preparativo. Visando simplificar a complexidade da matriz,
rica em compostos fendlicos, determinou-se métodos analiticos isocraticos nas
seguintes propor¢cdes MeOH/H,O (22/78, viv), MeOH/H,O (30/70, v/v), MeOH/H,O
(33/67, viv), MeOH/H,O (40/60, v/v), MeOH/H,0O (45/55, v/v) e MeOH/H,O (50/50,
v/v) e 100% MeOH para a limpeza da coluna.

As condicbes cromatograficas foram determinadas de acordo com o0s
parametros das colunas utilizadas na analise e na separacdo dos compostos. Esse
tipo de relacdo de transferéncia entre os dois modos utilizados foi determinado pelo
simulador computacional HPLC Calculator v3.0 (GUILLARME et al.,, 2007,
GUILLARME et al., 2008). Na Tabela 2 € possivel verificar os parametros utilizados

nos dois modos de separacéao.

Tabela 2 - Os parametros mais importantes utilizados no HPLC Calculator para a
transposi¢édo do método.

HPLC MPLC
Volume morto 1,3mL 6 mL
Diametro da coluna 4.6 mm 40,0 mm
Comprimento da coluna 250 mm 150 mm
Tamanho da particular 5,0 ym 50,0 um
Vazao 1 mL.min? 7,5 mL.min*
Solvente MeOH/H, O MeOH/H,0
Modo de separacédo Isocratico  Isocrético

O volume de amostra coletado em cada analise foi de 250 mL, resultando um
total de 80 fracBes para o extrato metandlico das folhas e 14 fracBes para o
fracionamento do extrato metandlico dos escapos.

As fragOes obtidas no fracionamento de cada extrato foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (CCD), usando silica gel como fase estacionaria,
o sistema de solvente acidificado com acido acético glacial CHCIl3/MeOH/n-
propanol/H,O (5:6:1:4, v/viviv, fase organica), de fase movel e a luz UV (254 nm) e

anisaldeido como reveladores.
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A separacdo cromatografica do extrato metandlico das folhas de A.
divaricatus forneceu a fracdo 43, denominada Adl (21,3 mg) e com base em
experimentos de RMN foi identificada.

3.3.3.2 Fracionamento por permeacéao em gel

a) Fracionamento do extrato metandlico das folhas

O extrato metandlico das folhas de A. divaricatus também foi fracionado em
Sephadex LH-20. O extrato metandlico das folhas (2,0 g) foram dissolvidos em
metanol (15 mL) e centrifugados durante 5 min a 3200 rpm. Este passo foi repetido
duas vezes. Em seguida, o sobrenadante foi fracionado em uma coluna com
Sephadex LH-20, utilizando MeOH como eluente. Deste fracionamento obteve-se 97
fracbes com 8 mL cada. Mediante o fracionamento foi possivel identificar, com base
em experimentos de RMN, dois flavonoides denominados Ad4 (24,6 mg) e Ad5
(3,6 mQ).

b) Separacdo da fracdo 10-12 dos escapos

O mesmo procedimento de separacdo foi utilizado para uma fracdo
proveniente do fracionamento do extrato metandlico dos escapos em MPLC. Nesta
separacdo, a fracdo 10-12 (199,9 mg) foi cromatografada em Sephadex LH-20
utilizando como eluente MeOH/H,O (8:2, v/v). Este procedimento forneceu uma
saponina denominada Ad6 (15,7 mg) e o mesmo flavonoide isolado das folhas Ad4
(11,4 mg) que foram identificados com base em experimentos de RMN mono e

bidimensionais.

c) Separacao da fracdo acetato de etila das folhas

A fracdo acetato de etila das folhas de A. divaricatus também foi fracionada
em Sephadex LH-20 seguindo a mesma metodologia abordada na separagédo do
extrato metandlico das folhas. Deste fracionamento obteve-se 279 fragcbes com 5 mL
cada. Mediante o fracionamento foi possivel isolar um flavonoide denominado Ad5

(2,6 mg), que foi identificado com base em experimentos de RMN.
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3.3.3.3 Separacoes em HPLC-PAD semi-preparativo

a) Separacao da fracdo 54-69 das folhas

A fragdo 54-69 (87,5 mg) resultante do fracionamento do extrato metandlico
das folhas de A. divaricatus foi submetida a um procedimento de purificagdo por
HPLC-PAD (semipreparativo, gradiente).

A amostra foi solubilizada em 1,5 mL da fase movel utilizada no método de
separacao, que consistiu de agua 64% e metanol 36% e filtrada em Millex (0,22 um).

A separacao dos compostos foi realizada em uma coluna de fase reversa C18
imobilizadas com octadecilsilano, modelo Luna (Phenomenex®) de 250 x 10 mm,
com particulas de tamanho médio de 10 um. O volume injetado foi de 200 L, e a
vazdo utilizada de 4,0 mL.min™. A condic&o inicial da fase mével utilizada consistiu
de agua 64% (eluente A) e metanol 36% (eluente B) contendo 0,1% de TFA. O
método de eluigcdo foi o gradiente com uma rampa de eluicdo de 30 min, variando a
proporcdo de MeOH de 36 a 60%. Este procedimento de separagédo forneceu uma
mistura de naftopiranonas (7 mg) denominadas Ad2 (A e B) que, com base em

experimentos de RMN mono e bidimensionais foram identificadas.

b) Separacéo da fracdo 7 dos escapos

A fracdo 7 (82 mg) resultante do fracionamento do extrato metandlico dos
escapos de A. divaricatus foi submetida a um procedimento de purificacdo por
HPLC-PAD (semipreparativo, isocratico). A amostra foi solubilizada em 1 mL da fase
movel utilizada no método de separacao, que consistiu de agua 72% e metanol 28%
e filtrada em Millex (0,22 um). A coluna utilizada foi a mesma descrita anteriormente
(coluna de fase reversa C18, Luna — Phenomenex®). O volume injetado foi de
100 pL, e a vazdo de 4,0 mL min™. A fase moével utilizada consistiu de agua 72%
(eluente A) e metanol 28% (eluente B) contendo 0,1% de TFA. O método de eluicdo
foi o isocrético e o tempo de separacao de 40 min. Este procedimento forneceu um
flavonoide denominado Ad3 (6 mg). Esse flavonoide, com base em experimentos de

RMN mono e bidimensionais foi identificado.
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c) Separacao da fracdo 12 da fracdo acetato de etila das folhas

A fracdo 12 (121,4 mg) resultante do fracionamento da fracdo acetato de etila
das folhas de A. divaricatus foi submetida a um procedimento de purificagdo por
HPLC-PAD (semipreparativo, gradiente). A amostra foi solubilizada em 1,5 mL da
condicao inicial da fase mével utilizada no método de separacdo, que consistiu de
agua 72% e metanol 28% e filtrada em Millex (0,22 um). A separacdo dos
compostos foi realizada em uma coluna de fase reversa C18 Aquasil Gold aQ de
25 cm x 20 mm x 5,0 um (Thermo®). O volume injetado foi de 300 pL, e a vazéo de
6,5 mL.min?. A condicdo inicial da fase mével utilizada consistiu de agua 72%
(eluente A) e metanol 28% (eluente B) contendo 0,1% de TFA. O método de eluicédo
foi o gradiente com uma rampa de eluicdo de 40 min, variando a proporcédo de
MeOH de 28 a 85%. Este procedimento de separacdo forneceu trés &acidos
fendlicos, Ad10 (4,9 mg), Ad1l (1,1 mg) e Ad1l2 (1,3 mg), que, com base em

experimentos de RMN mono e bidimensionais foram identificados.
3.3.3.4 Separacoes em HPLC-IR

O extrato metandlico das folhas de A. divaricatus foi fracionado por sephadex
LH-20 e a fracdo 31-33 (110 mg) foi analisada isocraticamente por HPLC-IR,
utilizando uma coluna de fase reversa Waters RP18 (250 mm x 10 mm d.i.,, 10 um),
usando MeOH/H,O (42:68) como fase mével de eluicdo e vazdo de 2,0 mL.min™.
A separacao cromatografica rendeu uma mistura de flavonoides denominados Ad7 e
Ad8 (2,3 mg) que, com base na analise dos experimentos de RMN mono e

bidimensionais foram identificados.
3.3.3.5 Separacdes em MPLC semipreparativo

A fragdo 31-39 (~50 mg) resultante do fracionamento do extrato metanalico
das folhas de A. divaricatus foi submetida a um procedimento de purificacdo por
MPLC para isolamento e identificacéo.

A amostra foi solubilizada em 5 mL da fase movel utilizada (MeOH/H-0,
20:80, v/v), solubilizada em ultrassom e centrifugada, sendo que a porcéo soluvel da

amostra foi filtrada em Millex (0,45 um) e injetada na coluna.
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A separacgéo dos compostos foi realizada em uma coluna empacotada com a
fase reversa C18, o volume injetado foi de 5 mL e a vazdo de 2,5 mL.min™>. A fase
movel utilizada consistiu de agua 80% (eluente A) e metanol 20% (eluente B), no
modo isocratico que forneceu uma mistura de flavonoides, sendo o flavonoide
majoritario denominado de Ad9 (10 mg).

Apébs o procedimento de purificacdo, realizaram-se os experimentos de RMN

mono e bidimensionais para identificacdo do composto isolado.

3.3.4 Padronizacédo dos extratos vegetais

A validagcdo da metodologia, empregada na padronizacdo dos extratos
vegetias, foi realizada seguindo as recomendacdes do ICH (INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION, 2005) para validacdo de procedimentos
analiticos e a resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003, determinada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) intitulada “Guia para a validagcéo
de métodos analiticos e bioanaliticos” (AGENCIA..., 2003).

a) Solucbes padrao

A padronizacdo dos extratos vegetais seguiu com os padrbes purificados
disponiveis em laboratorio: 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-3-D-glicopiranosideo e
10-hidroxi-5-7-dimetoxi-3-metil-1H-nafto[2,3c]piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosideo.
As solugbes de cada padrdo foram utilizadas nos ensaios de linearidade,
recuperacao (exatidao), repetibilidade (precisdo) e construcdo da curva analitica.

As solucbes dos padrbes foram utilizadas na construcdo da curva analitica,
que consistiram na preparacao de diluicbes seriadas a partir de uma solugéo
estoque de 1000 pg.mL™* (500 - 7,81 pg.mL™), utilizando-se como diluente
MeOH:H,0 (70:30, v/v).

O percentual de recuperacdo nos extratos foi avaliado através do preparo de
solugbdes dos padrbes utilizando trés niveis de concentracdes: 31,25, 125 e
500 pg.mL™*

O ensaio de repetibilidade (preciséo) foi realizado a partir da solugdo estoque

de 1000 pg.mL™ de cada padrdo que foi diluido para as concentragdes de 500, 125
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e 31,25 pg.mL™. As solucdes utilizadas nos ensaios intra-dia e inter-dia foram
preparadas individualmente para cada dia de inje¢ao.

Todas as solucées preparadas foram filtradas em microfiltro de PTFE Millex®
(0,22 um de poro e 25 mm de diametro) antes de serem injetadas no cromatografo
liguido e todos os ensaios foram realizados em triplicata para cada concentracdo do
padrdo. As areas foram obtidas a partir da integracéo dos picos obtidos pelo detector

PAD monitorado em 270 nm.

b) Preparacéo dos extratos

A preparacao dos extratos consistiu em uma etapa de clean up por extracédo
em fase solida em cartuchos de RP18. Os cartuchos foram previamente ativados
com MeOH (4 mL) e equilibrados com H,O (5 mL) e MeOH/H,0 (70:30, v/v) (5 mL).
Os extratos (60 mg) a serem aplicados no suporte de SPE foram previamente
solubilizados em 3 mL da solucdo MeOH/H,O (70:30, v/v), eluidos com a mesma
proporcao de fase movel e posteriormente, secos em rotaevaporador rotativo. Apds
a secagem, 20 mg de cada extrato foram ressuspendidos em MeOH/H,O (70:30,
v/v). O volume final da solucdo foi aferido em um baldo volumétrico de 2 mL
fornecendo uma solucdo com uma concentracdo de 10 mg.mL™. Ao fim, as solucdes

foram filtradas em filtro PTFE Millex® com tamanho de poro 0,22 um.

c) Condicbes cromatogréaficas

As analises dos padrbes e extratos metandlicos de A. divaricatus (capitulos,
escapos e folhas) foram realizadas em uma coluna de fase reversa C18 imobilizadas
com octadecilsilano, modelo Thermo Scientific® (250 x 4,6 mm d.i.; 5 pym), com
coluna de guarda de mesma fase estacionaria (4 x 3 mm d.i.) O volume de injecéo
foi de 10 pL, a vazao utilizada de 1 mL.min™ e a temperatura do forno ajustada para
25°C.

A composicao da fase moével utilizada foi: agua (eluente A) e metanol (eluente
B), ambos acidificados com 0,1% de TFA, sendo que as otimizacdes
cromatograficas decorreram de acordo com a resolugdo dos picos cromatograficos,

sendo necessarias modificagdes na proporcdo da fase movel e no tempo de analise.
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d) Identificacdo e quantificacao

A identificacdo dos compostos nos extratos foi feita por comparacdo de seus
tempos de retencao (tr) e espectros no UV dos padrdes analisados. A quantificacéo
dos analitos foi feita pelo método de calibracdo externa, permitindo assim a
quantificacdo dos padrdes utilizados que apresentaram a mesma resposta de

absorcéo no PAD.

3.3.5 Atividades bioldgicas

3.3.5.1 Determinacao da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacdo da concentracao

inibitéria minima foi realizada no laboratério de Fisiologia de Microorganismo da

FCFAr - Unesp Araraquara sob a supervisdo da Profé. Dr2, Tais Maria Bauab.

a) Cepas microbianas

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foram
empregadas trés cepas bacterianas: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Salmonella setubal ATCC 19196. As cepas foram mantidas
em caldo Mueller Hinton (CMH) acrescido de 20% de glicerol a -20° C, e, para 0 uso
foram repicadas em CMH e incubadas a 37°C por 24 horas. Para a avaliacdo da
atividade antifungica foi empregada uma cepa de Candida albicans ATCC 18804. A
cepa foi mantida em Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) acrescido de 20% de glicerol

a -20° C, e, para o uso foi repicada em CSD e incubada a 37°C por 48 horas.

b) Padronizacdo dos indculos bacterianos

As suspensdes bacterianas de foram padronizadas a partir de uma cultura de
24 horas, em CMH, adicionando-se meio de cultura estéril até atingir turvacdo igual a
suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,0 x 10°
UFC.mL™). Em seguida foi verificada a leitura espectrofotométrica a 620 nm para

confirmagédo da concentracdo de micro-organismos. Posteriormente, foi realizada
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uma diluicdo 1:10 em CMH, obtendo-se uma suspens&o de 1,0 x 10" UFC.mL™?, a
qual foi utilizada nos ensaios (CLSI, 2006; ARAUJO et al., 2012).

c) Padronizacéo do inéculo fangico

A suspenséo fangica de C. albicans foi padronizada a partir de uma cultura de
48 horas em CSD diluidas até escala 0,5 de McFarland (10° UFC.mL™). A
concentracdo das células leveduriformes foi confirmada por leitura
espectrofotométrica a 620 nm. Desta suspensdo foi realizada uma diluicdo 1/1000
obtendo-se uma suspensdo de 10° UFC.mL™" a qual foi utilizada nos experimentos
(CLSI, 2008; ARAUJO et al., 2013).

d) Determinacdo da CIM para as cepas bacterianas

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios)
de acordo com a metodologia descrita segundo a norma M7-A6 do Manual Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) com modificacdes.

Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 80 uL de
CMH. Em seguida foram acrescentados 100 pL das solu¢des das amostras vegetais
e realizada a diluicdo seriada de 1000 a 7,8 pg.mL™. Adicionalmente foram
distribuidos 20 pL das suspensdes dos micro-organismos em cada orificio das
microplacas. Como controle positivo foi empregado o farmaco a ampicilina (200
ug.mL™h). Também foram realizados o controle do meio de cultura, o controle de
crescimento bacteriano, o controle de esterilidade do das amostras vegetais e o
controle negativo (solventes).

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Os testes

foram realizados em triplicata.

e) Determinacdo da CIM para a cepa fungica

A avaliacdo da atividade antifungica e determinacdo da CIM foi realizada
pela técnica de microdiluicdo de acordo com a metodologia descrita segundo o
documento M27-A3 da CLSI (2008), com modificagdes.
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Em cada orificio das microplacas (96 pocos) foi acrescentado meio de
cultura RPMI 1640, ajustado ao pH 7,0 com tampao MOPs (4cido 3-[N-morfolino]
propanossulfénico) e esterilizado por membrana filtrante. Adicionalmente foram
acrescentados 100 yL das solucdes das amostras vegetais e realizada a diluicéo
seriada de 1000 a 7,8 pg.mL™. Em seguida foram distribuidos 100 pL das
suspensdes dos micro-organismos previamente padronizados em cada orificio das
microplacas.

Como controle positivo foi utilizado anfotericina B (16,0 a 0,06 pg.mL™) e o
fluconazol (512 a 1,0 ug.mL™). Também foi realizado o controle do meio de cultura,
do crescimento leveduriforme, esterilidade das amostras vegetais e solvente. As
microplacas foram incubadas em estufa microbiolégica a 37°C por 48 horas. Os

testes foram realizados em triplicata.

f) Leituras espectrofotométricas

ApoOs o periodo de incubacdo de ambos os ensaios (bactérias e levedura), as
microplacas foram submetidas a leitura de absorbancia a 595 nm, em
espectrofotdbmetro de microplacas (Epoch 2- Biotek®). Os valores obtidos foram
considerados para a realizacdo de calculos que expressaram a porcentagem de
viabilidade dos micro-organismos de acordo com GUDINA et al. (2010). A CIM foi
considerada como a menor concentracdo da amostra vegetal capaz de inibir o

crescimento de 90% das cepas (HORNER et al., 2008).

g) Leituras com revelador

Nos testes com as bactérias foram realizadas leituras com o revelador
resazurina (100 pg.mL™) do qual 30pL foram adicionados em cada orificio das
microplacas. No decorrer de 2 horas a presenca de cor azul representa auséncia de
crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al.,
2002). A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-0xido) é considerada o
indicador mais utilizado em condicbes de redugcdo em meios de cultura
(FUKUSHIMA et al., 2003). O mecanismo baseia-se na redugcao da resazurina (cor

parpura) em resarufina (cor résea). A resazurina tem uma correlagdo direta com a
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quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até
células de mamiferos (O’'BRIEN et al., 2000).

Para o os ensaios com a cepa fungica foram adicionados 20 uL de solucéo
aguosa de 2% de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC), e incubacéo a 37°C por 3
horas. A auséncia de crescimento do micro-organismo mantém as solu¢des dos
pocos incolores, enquanto a coloracédo vermelha representa crescimento do mesmo
(ARAUJO et al., 2013). O TTC é um indicador de oxirreducdo utilizado para
diferenciar tecidos metabolicamente ativos daqueles nao ativos, principalmente
relacionado com a viabilidade celular. O mecanismo baseia-se na reducao
enzimatica do 2,3,5-trifeniltetrazolio (incolor) em 1,3,5-trifenilformazan (cor
avermelhada) em tecidos vivos devido a atividade de varias desidrogenases,
enzimas importantes na oxidacdo de compostos organicos e portanto no
metabolismo celular (GABRIELSON et al., 2002).

3.3.5.2 Avaliacdo da atividade citotoxica pela técnica de MTT
A avaliagcéo da atividade citotdxica foi realizada no Departamento de Analises
Clinicas da FCFAr - Unesp Araraquara sob a supervisdo da Prof®. Dr?. Iracilda Z.

Carlos.

a) Ajuste das concentracdes das suspensdes das células tumorais

As linhagens tumorais de murinos LM3 e LPO7 foram cedidas pelo Instituto de
Oncologia Angel H. Roffo — Buenos Aires — Argentina.

As células LM3 e LP0O7 foram mantidas em meio MEM, suplementado com 10
% de soro fetal bovino, 2mM L-glutamina e 80 pg.mL™ de gentamicina, em frascos
plasticos (Corning) em estufa a 37 °C, com atmosfera Umida e tensdo constante de
5% de CO,. Foram realizados repiques trés vezes por semana. O niamero de células
foi determinado pela contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco),
utilizando corante Azul de Tripan, a 0,04 % em PBS, e ajustado a uma concentragcao
de 5 x 10* células.mL™,
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b) Ajuste das amostras avaliadas

As solucbes-mae dos extratos avaliados foram preparadas em concentracao
maxima de DMSO de 5% v/v, conforme os métodos convencionais. As solucdes
foram diluidas em MEM (Minimum Essential Medium) por diluicdo sucessiva nas
concentraces de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,7 e 7,8 pg.mL™.

c) Ensaio de viabilidade cellular de células tumorais LM3 e LP07

A determinacdo da citotoxicidade dos extratos sobre as células tumorais foi
qguantificado pelo método baseado na capacidade das células viaveis de reduzirem o
MTT pela acdo de enzimas desidrogenases presentes na mitocondria ativa formando
cristais de formazana (MOSMANN, 1983). As amostras (200 pL) de LM3 e LPO7 (5 x
10* células.mL™) foram adicionadas em placas de 96 pocos e entdo pré-incubadas
na auséncia dos extratos investigados por 24 h para que as células se adaptem
antes da adicdo dos agentes de teste. Apds 24 h de incubacédo, formado o tapete
celular, os sobrenadantes foram removidos e os extratos foram adicionados (200 pL;
1000 — 7,8 pug.mL™). Os efeitos dos extratos sobre as células foram determinados
apos 24 h de incubacdo. Os sobrenadantes foram removidos, e a solucao de MTT
(100 pL; 1 mg.mL™) foi adicionada a cada poco contendo as amostras. O ensaio de
MTT foi realizado e as placas foram incubadas durante 3 horas, o contetdo da placa
foi novamente vertido e 100 puL de alcool isopropilico foram adicionados a cada
orificio para solubilizar os cristais formados. Somente células e meio de cultura
foram utilizados como controle, equivalendo a 100% de viabilidade celular. A leitura
da absorbancia foi realizada no Fotocolorimetro multicanal UV-Vis Multiscan Ascent
(Labsystems), em comprimento de onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm.

Os valores correspondentes a concentracao que reduz em 50% a viabilidade
celular (ICsp) dos compostos foram quantificados através de curvas dose-resposta
Concentracdo da Amostra x Viabilidade Celular utilizando o software Origin® 5.0. O

experimento foi realizado em triplicata.
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3.3.6 Avaliacao do potencial antiradicalar, fendis totais e flavonoides totais dos
extratos metanolicos de capitulos, escapos e folhas

Os ensaios para avaliagdo do potencial antiradicalar e teor de fendis totais
foram realizados em triplicata utilizando o equipamento Thermo Plate TP-READER

Basic para a leitura das absorbancias para cada ensaio.
3.3.6.1 Avaliacdo do potencial antiradicalar

O potencial antiradicalar foi avaliado por meio de um ensaio
espectrofotométrico, de acordo com metodologia descrita por Pauletti et al. (2003) e
Brand-Williams et al. (1995) utilizando-se uma solucdo de DPPH 0,004 % em
metanol, adicionado a amostra de interesse. As solucdes estoque foram preparadas
na concentracdo de 500 pg.mL™ em metanol. Em seguida foi feita a preparacdo de
diluicdes seriadas a partir da solucdo estoque de 500 pg.mL™ até as concentracdes
250,00 pg.mL™?, 125,00 pg.mL™?, 62,50 pg.mL™?, 31,25 pg.mL?, 15,63 pg.mL™ e 7,81
ng.mL™* utilizando como diluente metanol.

A andlise foi feita utilizando-se 20 uL de cada solucdo acrescido de 200 pL da
solucdo de DPPH. A solucdo referéncia foi constituida de 20 pL de metanol
acrescido de 200 pL de solucdo de DPPH. Ap6s 30 minutos de reacgdo, as
absorbéancias das solu¢des foram medidas a 517 nm. Os padrdes utilizados foram a
guercetina e o acido galico, os quais foram submetidos ao mesmo procedimento

experimental.
3.3.6.2 Determinacao do teor de fendis totais

A concentracdo de fendis totais foi determinada a partir do método
colorimétrico padrdo de Folin-Ciocalteau (KAHKONEN et al., 1999; GHASEMZADEH
et al., 2010).

A analise foi realizada utilizando-se uma solucdo padréo de acido galico na
concentracdo de 500 pg.mL™. As solucdes do padrdo utilizadas na construcdo da
curva analitica consistiram na preparacdo de diluicdes seriadas a partir da solugéo
estoque nas concentracbes de 250,00 pg.mL™, 125,00 pg.mL?, 62,50 pg.mL™,
31,25 ug.mL™, 15,63 pg.mL?, 7,81 pg.mL™ e 3,91 ug.mL™. Os extratos analisados
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foram preparados na concentracdo de 62,5 pg.mL™*. Em uma placa de 96 pocos
adicionou-se 150 pL de uma soluc¢édo de Folin Ciocalteau 6,67% em agua e 50 pL
das amostras analisadas, incluindo a solucdo de acido galico em diferentes
concentracbes. Aguardou-se 3 minutos e adicionou-se 50 UL de uma solucdo de
Na,COs3 200 mg.mL™. Apé6s a adicdo de todos os reagentes, aguardou-se o tempo
para reacdo de 2 horas e realizou-se a medida das absorbancias a 750 nm. Esse
ensaio baseia-se na reacdo do reagente de Folin-Ciocalteau com os fendis
presentes na amostra e na subsequente oxidacédo desses fendis formando assim um
composto azul (LENORE et al., 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A preparacao dos extratos dos capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus
foi realizada utitizando como método de extracdo a percolacdo e como solvente
extrator o metanol, isto porque, em trabalhos anteriores realizados com espécies de
Eriocaulaceae para extracdo dos compostos polares, essa metodologia de extracéo
foi seguida sendo observada um maior rendimento na obtengcdo dos extratos e
extracdo dos metabolitos de interesse (PACIFICO et al., 2011; ZANUTTO, 2013).

O rendimento de cada extrato também foi avaliado, sendo o melhor
rendimento obtido para os escapos (Tabela 3). Essa diferenca pode ser atribuida a
melhor extracdo dos metabdlitos secundatios devido a relacdo da polaridade do
solvente extrator e dos metabdlitos secundarios que constituem essa parte da

planta.

Tabela 3 - Quantidade obtida dos extratos preparados da espécie A. divaricatus.

Massa de planta EMeOH
Parte da planta )
seca moida (g) (g - %)
Capitulos 95,00 11,64 - 12,25
Escapos 129,53 24,27 - 18,74
Folhas 481,37 37,99 - 7,89

O baixo rendimento dos extratos tem sido uma das dificuldades no estudo de
Eriocaulaceae: obter massa suficiente para o fracionamento, purificacdo e
identificacdo dos compostos. Portanto, andlises por técnicas acopladas como HPLC-
PAD e HPLC-ESI-IT-MS/MS tém se tornado relevante nos estudos de extratos
polares de Eriocaulaceae (SANTOS et al., 2001; PACIFICO et al., 2011). Assim, com
0 objetivo de realizar uma triagem fitoquimica rapida e identificar os compostos ja
conhecidos, realizou-se um perfil cromatografico por HPLC-PAD para a
determinacdo das classes de metabdlitos majoritarios dos extratos metanodlicos de
capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus, que permitiram propor estratégias para
o isolamento dos compostos presentes em cada extrato. A Figura 6 apresenta os
cromatogramas monitorados em 270 nm e a Tabela 4 mostra a relacédo entre cada

pico cromatografico e a classe de metabdlito secundario a que pertence.
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Figura 6 - Cromatogramas do extrato bruto (metandlico) das partes aéres de A. divaricatus
por HPLC-PAD.
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A) extrato metanolico dos capitulos; B) extrato metanolico dos escapos; C) extrato metanolico das
folhas. Condicdes cromatograficas: coluna Thermo (250 x 4.60 mm, 4 um), HPLC-PAD (Jasco®),
vazdo 1 mL.min™", método gradiente 20% a 80% MeOH, 60 min.
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Tabela 4 - Bandas de absor¢cdo na regido do UV para
identificados partes aéreas de A. divaricatus.

0S metabolitos secundarios

Pico  Tr (min) Bandas de maximo Atribuicado Parte da planta
de absorgéo (nm)
1 6,80 260, 295 Acido fendlico Capitulos, escapos e folhas
2 22,18 256, 354 Flavonol Escapos
3 22,80 256, 354 Flavonol Escapos
4 23,38 258; 276, 347 Flavonol Capitulos, escapos e folhas
5 26,29 258; 276, 347 Flavonol Folhas
6 27,81 283 Naftopiranona Capitulos e folhas
7 27,90 275, 347 Flavonol Escapos
8 29,55 258; 276, 347 Flavonol Capitulos, escapos e folhas
9 30,18 267, 338 Flavona Capitulos
10 31,88 283 Naftopiranona Capitulos e folhas
11 32,50 283 Naftopiranona Folhas
12 32,86 258; 276, 347 Flavonol Folhas
13 33,40 283 Naftopiranona Folhas
14 37,74 283 Naftopiranona Capitulos
15 39,21 271, 317 N&o atribuido Capitulos

Fonte: Adaptado de MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970.

O perfil quimico por HPLC-PAD dos extratos metandlicos das partes aéreas
de A. divaricatus (capitulos, escapos e folhas) evidenciou diferencas de metabdlitos
existentes nestas partes. Nos capitulos e folhas estdo presentes as naftopiranonas e
flavonoides enquanto que nos escapos apenas flavonoides.

Os flavonoides séo reconhecidos por apresentarem a Banda Il, com maximos
na faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel A e da Banda I, com méaximos
na faixa espectral de 300-390 nm, atribuida ao anel B (MARKHAM, 1982; MERKEN;
BEECHER, 2000) (Figura 7).

Figura 7 - Sistema benzoil e cinamoail.
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Fonte: Adaptado de MARKHAM, 1982; MERKEN; BEECHER, 2000.
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Os deslocamentos nos maximos de absor¢do das bandas | e Il podem
contribuir na diferenciagdo dos flavonoides. Assim, a andlise dos espectros de UV
permitiu detectar a presenca majoritaria de flavonois em cada extrato avaliado.
Entretanto, nos capitulos também foram observadas bandas de maximo de absorcao
caracteristicas das flavonas.

A diferenciacdo dos espectros, entre uma flavona e um flavonol, pode ser
verificada devido aos substituintes ligados na posi¢cdo C-3 do nucleo do flavonoide,
sendo hidrogénio, nas flavonas e o grupo hidroxila nos flavonois. Por isso, a ligacéo
do grupo hidroxila em C-3 tem o efeito significativo nos maximos de absor¢do dos
flavonois, dando deslocamentos batocromicos nas bandas de absor¢cdo (BOHM,
1999). A banda | das flavonas ocorre na faixa de 304-350 nm, enquanto que a dos
flavondis aparece em 352-385 nm (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970) (Figura 8).

Figura 8 - Diferenciacdo nos espectros de UV de uma flavona e um flavonol.
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Fonte: SILVA; RODRIGUES; VILEGAS, 20089.

Os espectros de absorcdo no UV para as naftopiranonas também foram
confirmados com dados da literatura, uma vez que as naftopiranonas apresentam
bandas bipartidas caracteristicas em 270-273 nm (VILEGAS et al., 1999, PACIFICO
et al., 2011).

Os espectros no UV mostraram também bandas caracteristicas de acidos
fendlicos em 254-300 nm (RODRIGUES et al., 2008).
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a) Estudo das fracdes de capitulos, escapos e folhas

Os extratos metandlicos das trés partes da planta foram submetidos a
particdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente a fim de se obter um
clean up adequado dos extratos polares (YUNES; CALIXTO, 2001), sendo que na
fracdo acetato de etila estdo presentes as agliconas e alguns monoglicosideos e na
fracdo n-butandlica, os compostos mais polares, como diglicosideos e saponinas.

O rendimento para cada fracao esta apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Quantidade obtida das fragBes a partir do extrato bruto e seus rendimentos.

Parte da
Fr. AcOEt (g - %) Fr.n-BuOH (g - %)
planta
Capitulos* 0,7593 - 18,98 0,8307 - 20,77
Escapos* 0,7731-19,33 1,8773 - 46,93
Folhas** 1,8999 - 23,71 1,6419 - 20,52

*particdo realizada com 4 g de extrato metandlico; **8 g de extrato

O maior rendimento calculado para capitulos e escapos foi para as fracdes n-
butandlica, sendo possivel estimar que a metodologia empregada concentrou 0s
metabdlitos de maior polaridade nesses extratos, enquanto que para 0 extrato
metandlico das folhas o maior rendimento calculado foi para a fracdo acetato de
etila, estimando assim uma maior concentracdo dos compostos de media polaridade

nesse extrato.

4.1 Anélises por LC-ESI-MS

A caracterizacéo e diferenciacéo das trés partes da planta (capitulos, escapos
e folhas) foi realizada utilizando LC-ESI-MS/MS de alta resolucédo. Ao acoplar um
sistema de separacdo como o HPLC (sistema de separacdo de escolha) ao
espectrometro de massas, se obtém a seletividade e a sensibilidade ideais para
obtermos informacdes estruturais de uma matriz biolégica complexa, como por
exemplo, um extrato vegetal (RODRIGUEZ-ALLER et al., 2013; WOLFENDER et al.,
2015). Alem disso, a utilizagcdo de um espectrometro de massas de alta resolucao

combina uma exatiddo elevada da massa (MARI et al., 2015). Entdo, para a
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identificacdo e proposta dos compostos encontrados, foi utilizada uma biblioteca de
metabolitos e uma base de dados de referéncia. Uma vez que foi utilizado um
dispositivo de alta resolucdo com auxilio do software Xcalibur 2.0, a massa e as
férmulas moleculares de cada composto puderam ser determinadas com um elevado
grau de similaridade para cada pico detectado. O perfil metabdlico de cada extrato
metandlico das partes aéreas de A. divaricatus apresentou um boa resolucédo na
separacdo cromatografica dos compostos (Figura 9) permitindo identificar no
espectro de massas de primeira ordem os sinais dos ions moleculares das

moléculas desprotonadas [M-H]'.

Figura 9 - Perfil por HPLC-ESI-MS do extrato metandlico das partes aéreas de A.
divaricatus.
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A) capitulos, B) escapos, C) folhas. Para condi¢cdes cromatograficas ver secao experimental.

Uma analise mais minuciosa dos espectros de ESI-MS/MS registrados para
cada pico cromatografico permitiu atribuir trés classes distintas de metabdlitos:
flavonoides, naftopiranonas e saponinas (Figura 10). Andlise do espectro ESI-
MS/MS revelou a presenca de flavonoides nos extratos metanolicos dos capitulos (3-
5 7, 11 e 12), escapos (1-5 e 7) e folhas (3-11). As naftopiranonas foram
identificadas apenas nos capitulos (17) e nas folhas (13-17). Neste estudo, o padrao

de fragmentacdo de massa por ESI-MS também permitiu identificar a presenca de
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saponinas nos escapos (18-31) e nas folhas (21-24 e 26-30), sendo que esta classe
de compostos ¢€ identificada pela primeira vez em espécies de Eriocaulaceae, sendo
possivel auxiliar na discussédo taxonémica do género Actinocephalus. As Tabelas 6,

7 e 8 apresentam os compostos identificados nos capitulos, escapos e folhas.

Figura 10 - Espectros representativos de ESI-MS/MS para distinguir as trés classes de
metabdlitos por meio de identificacéo da aglicona.
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flavonoides: (A) kaempferol e (B) quercetina; naftopiranonas: (C) paepalantina e saponinas: (D, E, F)
diferentes tipos para o esqueleto olean-12-eno.
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Tabela 6 - Estruturas propostas de flavonoides e naftopiranonas das partes aéreas de A.
divaricatus identificadas por HPLC-ESI-HRMS/MS.
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Tabela 7 - Estruturas propostas de saponinas das partes aéreas de A. divaricatus
identificadas por HPLC-ESI-HRMS/MS.
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Tabela 8 - Proposta de identificacdo dos compostos fendlicos e saponinas das partes aéreas de A. divaricatus por LC-MS e MS/MS.

fons de fragmentacéo

Tr (min)  [M-H] (m/z) (miz) Composto Parte da planta Literatura
FLAVONOIDES
16.66  609.1433 463, 447, 301 quercetina-3-O-5-D-glicopiranosil-7-O-a-L- Escapos KACHLICKI et al., 2008
rhaminopiranosideo (1)
17.41  593.1483 447, 431, 285 kaempferol-3-O-8-D-glicopiranosil-7-0-a-L- Escapos KACHLICKI et al., 2008
rhaminopiranosideo (2)

1776 479.0807 456, 435, 400, 359, 341, 6-hidroxiquercetina-7-O-3-D- capitulos, escapos, HEILMANN; MULLER;
' ' 317 glicopiranosideo (3) folhas MERFORT, 1999
1855  493.0064 331, 316, 287 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-0-5-D- - capitulos, escapos, VILEGAS et al., 1999b

glicopiranosideo (4) folhas
1920  463.1223 301 quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo (5) Cap't”'?;hzzcapos' KACHLICKI et al., 2008
203 477.1017 315, 300, 287, 272 6-hidroxi-7-metoxikaempferol-3-O-5-D- Folhas SANTOS; SALATINO, 2000
glicopiranosideo (6)
20.52 535.1071 517, 493, 475, 330, 315, 6-h|drOX|-7-m<.ato?<|qu.ercet|n'a-3-O- B-D-2"-  capitulos, escapos, i
287 O-acetilglicopiranosideo (7) folhas
2171  505.2994 301 quercetina-3-0-5-D 6°-O- Folhas CHEN et al., 2015
acetilglicopiranosideo (8)
2207  519.1126 315, 300 /-metoxiquercetina-3-O- -D-6"-0- Folhas NEGRI; TABACH, 2013
acetilglicopiranosideo (9)
6-metoxiquercetina-7-O-B-D-glicopiranosil-
2242 639.1327 493, 331, 316, 287 (6">1")-0-0L-thaminopiranos(deo (10) Folhas
535, 517, 330, 315, 303, 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O- 3-D- ;
22.63 S77.1171 287 4" 6"-diacetilglicopiranosideo (11) capitulos, folhas i
2430  619.1275 577, 559, 535, 330, 315 7-metoxiquercetina-3-O- f--3",4",6" Capitulos ;

triacetilglicopiranosideo (12)
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fons de fragmentacéo

Tr (min)  [M-H] (m/z) (mi2)

Composto Parte da planta Literatura

NAFTOPIRANONAS

7,10-diidroxi-5-metoxi-3-metil-1H-nafto [2,3
20.86 611.1590 596, 287, 272, 243 c] piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosil- Folhas AMARAL et al., 2012
(6—1)-O-B-D-glicopiranosideo (13)

10-hidroxi-5,7-dimetoxi-3-metil-1H-nafto
22.15 625.1747 301, 286, 243 [2,3 c] piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosil- Folhas VILEGAS et al., 1997
(6—1)-O-B-alopiranosideo (14)

7,10-diidroxi-5-metoxi-3-metil-1H-nafto [2,3

22.84 449.1068 434, 287, 272 c]piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosideo Folhas AMARAL et al., 2012
(15)
5,7,10-trimetoxi-3-metil-1H-nafto [2,3 c]
23.72 623.1381 315, 300, 271, 243 piran-1-ona-9-0O-B-D-glicopiranosil-(6—1)- Folhas -

O-a-L-rhaminopiranosideo (16)

10-hidroxi-5-7-dimetoxi-3-metil-1H-
24.79 463.1223 301, 286, 243 nafto[2,3c]piran-1-ona-9-O-B-D- capitulos, folhas
glicopiranosideo (17)

VILEGAS et al., 1997;
SANTOS et al., 2001

SAPONINAS

Acido 3-O-[B-D-glicuronopiranosil (2—1)]-8-
D-glicopiranosil-olean-12-en-28-6ico-28-0O-
[a-L-arabinopiranosil (4—1)]-6-D-
glicopiranosil éster (18)

23.19 1087.4889 925, 763, 631, 455 Escapos TAN; ZHOU; ZHAO, 1999

Acido 3-O-B-D-glicuronopiranosil-olean-12-
23.51 793.4346 631, 455 en-28-6ico-28-0-6-D-glicopiranosil éster Escapos
(19)

VIDAL-OLLIVIER et al., 1989;
MADL et al., 2006.

Acido 3-O-B-D-glicuronopiranosil-29-
24.97 809.4291 647,471, 410 hidroxi-olean-12-en-28-6ico-28-0--D- Escapos POLLMANN et al., 1997
glicopiranosil éster (20)

Acido 3-O-[B-D-glicuronopiranosil (3—1)]-a-
25.07 941.4706 779, 647,471, 410 L-arabinopiranosil-29-hidroxi-olean-12-en- escapos, folhas -
28-0ic0-28-0-B-D-glicopiranosil éster (21)
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fons de fragmentacéo

Tr (min)  [M-H] (m/z) (mi2) Composto Parte da planta Literatura

Acido 3-O-[B-D-glicuronopiranosil (3—1)]-a-
25.4 909.4449 747, 615, 439, 393 L-arabinopiranosil-30-norolean-12,20(29)- escapos, folhas HAMED et al., 2011

dien-28-6ico-O-B-D-glicopiranosil éster (22)

Acido 3-O-B-D-glicuronopiranosil-30-
25.79 777.4036 615, 439 norolean-12,20(29)-dien-28-6ico-28-0--D- escapos, folhas ESPADA et al., 1990
glicopiranosil éster (23)

Acido 3-O-[B-D-glicuronopiranosil (4—1)]-a-L

26.78 925.4759 793,763, 701, 631, 569, arabinopiranosil-olean-12-en-28-6ico-28-0- escapos, folhas Ll et al., 2010
523, 483, 455 L S
B-D-glicopiranosil éster (24)
Acido 3-O-[8-D-glicuronopiranosil

(2,3—1,1)]-a-L-diarabinopiranosil-olean-12- KAWAMURA; HITOSHI;

217 895.4292 763,631, 455 en-28-6ico-28-0O-B-D-arabinopiranosil éster Escapos OSHIO, 1988
(25)
28.96  763.3876 631, 455 Acido 3-O-[5-D-glicuronopiranosil S—1l-al ¢ toihas Ll et al., 2010
arabinopiranosil-olean-12-en-28-46ico (26)
29.36  631.3459 455 Acido 3-O-f-D-glicuronopiranosil-olean-12- oo folhas  VIDAL-OLLIVIER et al., 1989
en-28-6ico (27)
Acido 3-[8-D-glicuronopiranosil (3—1)]-a-L
30.92 779.4191 647, 471 arabinopiranosil-29-hidroxi-olean-12-en-28- escapos, folhas -
dico (28)
Acido 3-O-B-D-glicuronopiranosil-29-
31.44 647.3768 471 hidroxi-olean-12-en-28-6ico escapos, folhas -
(29)

Acido 3-O-[B-D-glicuronopiranosil (3—1)]-a-

31.87 747.3926 615, 439 L-arabinopiranosil-30-norolean-12,20(29)- escapos, folhas ESPADA et al., 1991
dien-28-dico (30)

3349  601.2916 439 Acido 30-norolean-12,20(29)-dien-28-6ico- Escapos NAKAMURA et al., 2010

28-0O-B-D-glicopiranosil éster (31)
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O estudo dos padrées de fragmentacdo de cada ion permitiu diferenciar e
determinar o grau de glicosilagdo das moléculas identificadas, além de evidenciar a
natureza glicosidica em todos os metabdlitos glicosilados no extrato metandlico,
devido as perdas caracteristicas de uma ou duas unidades de acgUcar a partir dos
respectivos ions precursores [M-H]. Portanto, para as moléculas identificadas, o
glicosideo foi estabelecido pelo padréo de clivagem da ligacdo O-glicosidica com o
rearranjo dos atomos de hidrogénio do grupo hidroxila da unidade de sacarideo
seguida da eliminacdo do monossacarideo com perdas de 162 Da (hexose) , 146 Da
(deoxihexose) ou 132 Da (pentose) (Figura 11) (CABRERA, 2006; CUYCKENS,;
CLAEYS, 2004).

Figura 11 - Padrdo de fragmentacdo para moléculas O-glicosiladas com o rearranjo de
hidrogénios.

HO ] H
0
HO O-Aglicona —> Aglicona
{ -162 Da
HO HO H

Fonte: modificado de CUYCKENS; CLAEYS, 2004

A posicao dos glicosideos nos flavonois também pode ser sugerida de acordo
com a analise da intensidade dos sinais dos ions produtos da molécula
desprotonada da aglicona, em que os flavonoides 3-O-glicosilados apresentam uma
abundancia relativa dos ions produtos formados, superior a abundancia relativa dos
ions produtos decorrentes da fragmentacdo de flavonoides 7-O-glicosilados
(VUKICS; GUTTMAN, 2008). Além da posicdo dos glicosideos, os ions produtos
formados podem caracterizar fragmentos de flavonoides O-diglicosilados e di-O-
glicosilados, permitindo a diferenciacao de ligacdes interglicosidicas. A sequéncia
glicosidica na aglicona e a distribuicdo dos residuos de acucar para os flavonoides
di-glicosilados m/z 609 (composto 1) e m/z 639 (composto 10) podem ser
distinguidos por meio da andlise dos ions produtos formados: Y1, Yo, Z1 (VUKICS;
GUTTMAN, 2008) (Figura 12). No espectro de segunda ordem do ion m/z 639,
observou-se o fragmento Z;, o que implica que uma unidade de acucar esta ligada a
outro acgucar e ndo diretamente ao flavonoide (Figura 12). Além disso, para o ion m/z

609, este fragmento nédo foi observado e a abundéancia relativa dos fragmentos
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caracteriza um flavonoide di-O-glicosilado, com os glicosideos ligados nas posi¢coes

C-3 e C-7 do flavonoide (Figura 13). Este composto foi, subsequentemente, isolado

e identificado por experimentos de RMN, confirmando a posicéo glicosidica.

Figura 12 - Padrdo de fragmentacao de ligacdes interglicosidicas observado no ion m/z 639.
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Figura 13 - Espectros ESI-MS/MS para os ions precursores m/z 609 e m/z 639.
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A andlise dos espectros de massas de ESI-MS/MS dos ions precursores m/z
477 (composto 6), m/z 493 (composto 4), m/z 519 (composto 9), m/z 535 (composto
7), m/z 577 (composto 11) e m/z 619 (composto 12) em destaque sao de flavonoides
metoxilados (Figura 14).

A fragmentacdo de flavonoides metoxilados € bem descrita na literatura
(JUSTESEN, 2001), confirmando que o ion fragmento especifico do flavonoide
metoxilado possui perdas de radicais metil quando analisados por eletrospray. Para
estas moléculas, também foram observados um fragmento significativo em m/z 287
indicando as perdas concomitantes de 15 e 29 Da, referidos aos radicais *CHz e
HCO- sugerindo a substituicdo dos grupos metoxi no anel A do flavonoide (Figura
15) (JUSTESEN, 2001). Quando a posicdo C-6 do flavonoide ndo esta substituida,

este mecanismo ndo é possivel e ocorre apenas a perda de 15 Da.

Figura 14 - Espectros ESI-MS/MS de flavonoides metoxilados.
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Figura 15 - Padréo de fragmentacao de flavonoides metoxilados desprotonados.
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Fonte: modificado de JUSTESEN, 2001.

A analise do espectro de massas ESI-MS/MS dos ions precursores m/z 505
(composto 8), m/z 519 (composto 9), m/z 535 (composto 7), m/z 577 (composto 11)
e m/z 619 (composto 12) evidenciou perdas neutras relacionadas ao grupo acetil do

acucar ligado ao nucleo do flavonoide ([M-42-H]) (Figura 16).
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Figura 16 - Espectros ESI-MS/MS de flavonoides acil-glicosilados.
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Por conseguinte, a fragmentacdo de segunda ordem do grupo acetil-hexose
cliva de maneira intacta com um rearranjo de hidrogénios semelhante a eliminacéo
de residuos monossacaridicos (Figura 11), resultando em uma perda caracteristica
de 204 Da [M-42-162-H] (CUYCKENS; CLAEYS, 2004) (Figura 13, Tabela 8). No
entanto, também sdo observados sinais menos intensos, relativos a fragmentacao
do grupo acetil, tal como ocorre no ion m/z 535 (composto 7). Para este ion, a perda
de &cido acético, em m/z 475, [M-60-H] foi acompanhada pela formacdo de uma
ligacdo dupla entre C-6 e C-5 do acetil-hexose (Figura 17-a). Outro padrdo de
fragmentacao observado é a perda do grupo C,H,0, formando o ion m/z 493 [M-42-
H] (Figura 17-b) (SETTEN et al., 1998). Espectros de RMN mono e bidimensionais
do composto Ad9 (7) isolado (discutido no item 4.2) permitiu sugerir a identidade da

molécula e de seus derivados.
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Figura 17 - Proposta de fragmenta¢cdo do composto 7.
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(a) perda de &cido acético, (b) perda do grupo C,H,0.
Fonte: modificado de SETTEN et al., 1998.

A andlise do espectro de massas de ESI-MS/MS registrados para os ions com
m/z 449 (composto 15), m/z 463 (composto 17), m/z 611 (composto 13), m/z 623

(composto 16) m/z 625 (composto 14) mostraram padrboes de fragmentacdo

representativos da classe de naftopiranonas derivadas da paepalantina (SANTOS et

al.,, 2001) que se caracterizam principalmente pela presenca de ions produto

radicalar [M-15-H]" e outros produtos secundarios formados a partir da perda de

moléculas neutras (CO e H,) (Figura 18) (Tabela 8) (AMARAL et al., 2012).
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Figura 18 - Espectros ESI-MS/MS de naftopiranonas.
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Por fim, a analise dos espectros de massa de ESI-MS/MS para 0s ions com
m/z proximos/acima de 700 Da apresentaram padrbées de fragmentacao
caracteristicos de saponinas com um esqueleto olean-12-eno (HOSTETTMANN;
MARSTON, 1995). Dados da literatura (SETTEN et al., 1998) sugerem que a ligacéo
interglicosidica na posicdo C-3 da aglicona da saponina (eterificada) podem ser
estabelecidas pela analise dos padrbes de fragmentacbes onde se observa uma
clivagem semelhante a cisdo dos monossacarideos com rearranjo de hidrogénio,
como demonstrado na Figura 11. Quando O-glicosideo ocorrer em C-28 da aglicona
da saponina (esterificada) é observado o mecanismo de rearranjo de McLafferty
conforme demonstrado na Figura 14 (SETTEN et al., 1998).
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Figura 14. Fragmentacdo da saponina 23 com rearranjo de hidrogénios para a eliminacéo
dos substituintes.
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Fonte: modificado de SETTEN et al., 1998

A Tabela 8 apresenta os fragmentos das quatorze saponinas identificadas
gue apresentam trés tipos de aglicona com ions produtos em m/z 439, 455 e 471
(compostos 18-31). Assim, 0s ions representativos revelam caracteristicas
estruturais significativas na aglicona. Estas incluem a presenca de uma ligacao
dupla em C12-C13 e os padrdes de substituicdo dos anéis A, B, D e E
(caracterizados pela fragmentacéo retro-Diels-Alder) (HOSTETTMANN; MARSTON,
1995). Um rearranjo retro-Diels-Alder a partir do esqueleto oleanano da aglicona na
fragmentacdo MS/MS proporcionou ions fragmentos caracteristicos no modo
negativo. Estes ions foram Uteis na previsdo da estrutura da aglicona e na
localizacdo da posicdo dos monossacarideos (Figura 19). Também foram
observadas perdas de sequéncias de monossacarideos (Figura 11), a presenca de
fragmentos da cadeia glicosidica e a perda de moléculas neutras como o CO, séo
informacdes importantes sobre os tipos de agucar e as sequéncias de ligacao (LI et
al., 2010).

Tal para o ion m/z 777 (composto 23) a saponina foi determinada pela perda
consecutiva de 162 Da [M-162-H] e 176 Da [M-162-176-H], gerando o ion da
aglicona em m/z 439 (Figura 20). Estas perdas neutras correspondem a hexose e ao

acido glucurbnico, respectivamente. O mecanismo retro-Diels-Alder permitiu
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determinar as posicfes desses substituintes, em que a hexose esta ligada em O-28

e o acido glucurénico em O-3. A conectividade foi confirmada pelo ion produto

gerado em m/z 393 (Figura 19).

Figura 19 - Exemplo de mecanismo retro-Diels-Alder para 0 composto 23.
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Fonte: modificado de HOSTETTMANN; MARSTON, 1995.

Figura 20 - Espectro ESI-MS/MS do ion precursor m/z 777 (composto 23).
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A fim de confirmar a estrutura proposta e a conectividade do aguUcar na
aglicona da saponina foi realizado o fracionamento e purificagdo do extrato
metandlico dos escapos de A. divaricatus (descrito na secdo 3.3.3). Deste
fracionamento foi isolado o composto Ad6 (23). Os espectros de RMN mono e
bidimensionais desta susbtancia (discutido no item 4.2) confirmaram a identidade da
molécula.

Os ions fragmentos com m/z 471 foram detectados no ESI-MS/MS (Tabela 8).
Com base na estrutura do composto 23 e comparando o padrdo de fragmentacéo
com a literatura, foi possivel propor que na posi¢cao C-20 da saponina estéo ligados
um grupo CH,OH e um grupo metila. Esta proposta pdde ser feita devido a posi¢éao
da hidroxila que favorece a clivagem da ligacdo por meio de um rearranjo de
hidrogénios resultando na perda neutra de 32 Da (metanol) (XIA et al., 2015). Este
padrao de fragmentacao foi observado nos compostos com m/z 809 (composto 20),
m/z 941 (composto 21), m/z 779 (composto 28) e m/z 647 (composto 29) (Tabela 8).

O mesmo estudo dos padrées de fragmentacdo foi realizado para as
agliconas com m/z 455 e 471 para a determinacdo da aglicona e dos substituintes.
As Figuras 21 a 23 apresentam os espectros ESI-MS/MS para os trés tipos de
agliconas identificadas, m/z 439, 455 e 471.

Figura 21 - Espectros ESI-MS/MS para saponinas com aglicona m/z 439.
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Figura 22 - Espectros ESI-MS/MS para saponinas com aglicona m/z 455.
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4.2 ldentificagcdo dos compostos isolados dos extratos metandlicos das folhas
e escapos

A andlise preliminar qualitativa dos extratos por HPLC-PAD e LC-MS permitiu
desenvolver estratégias significativas de separacdo em escala preparativa dos
metabdlitos de interesse. O estudo fitoquimico dos extratos metandlicos das folhas e
escapos permitiu a obtencdo de compostos isolados para complementar/auxiliar a
identificacdo de alguns metabdlitos encontrados no perfil por LC-MS e também na
guantificacdo desses metabdlitos por HPLC-PAD.

As etapas de isolamento de cada composto estado apresentadas na Figura 24.

Figura 24 - Fluxograma de isolamento dos compostos nos extratos metandlicos dos
escapos e folhas.
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4.2.1 Flavonoides

4.2.1.1 Identificacdo de Ad1l

O espectro de RMN de 'H de Ad1 (Figura 25, Tabela 9), evidenciou sinais de
deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos, caracteristicos de um
flavonoide derivado da quercetina. Os sinais em oy 7,62 (1H, d, J = 2,2 Hz) e em &y
7,61 (1H, dd, J = 2,2; 8,3 Hz) forams atribuidos ao H-2' e H-6', respectivamente.
Outro sinal com deslocamento quimico em &y 6,85 (1H, d, J = 8,3 Hz) correspondeu
ao H-5'. O singleto em &y 6,84 é tipico do H-8, quando o anel A é substituido na
posicdo 6 (HARBORNE, 1996), indicando assim que o0 anel A esta tetrassubstituido.
O singleto com deslocamento quimico em &y 3,91 (3H, s) foi atribuido aos
hidrogénios metoxilicos. A posicdo do grupo metoxila foi determinada pelo
deslocamento de seus hidrogénios, que quando ligados na posi¢do C-7 da aglicona
encontram-se mais desblindados (VILEGAS et al., 1999b). O sinal em &y 5,49
(d, J = 7,5 Hz) foi atribuido ao hidrogénio anomérico da unidade glicopiranosil com
configuracdo S (HARBORNE, 1996). Os deslocamentos quimicos de RMN de **C
puderam ser atribuidos a partir dos espectros de HSQC e HMBC (espectros nao
apresentados) (Tabela 9). A posicao glicosidica na aglicona foi determinada pelos
experimentos HMBC que mostraram correlagdes a longa distancia entre o sinal do
hidrogénio anomérico em &y 5,18 (H-1"glc) com o carbono em d¢c 133,6 (C-3)
Portanto, diante dos dados apresentados de 'H (Tabela 9), sugerimos para este
composto a estrutura da 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-8-D-glicopiranosideo
(Figura 26).
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Figura 25 - Espectro RMN 'H de Ad1.
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Figura 26 - Estrutura do flavonoide Ad1.
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4.2.1.2 Identificagdo de Ad3

O espectro de RMN de *H de Ad3 (Figura 27, Tabela 9), evidenciou sinais de
deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos, caracteristicos de um
flavonoide derivado da quercetina. O sinal em dy 7,62 (1H, d, J = 1,8 Hz) apresenta
um hidrogénio com acoplamento em meta que foi atribuido ao H-2'; outro sinal
indicando o acoplamento dos hidrogénios em orto/meta em 6y 7,61 (1H, dd, J = 1,8;
9,0 Hz) ao H-6' e o sinal de deslocamento quimico em &y 6,86 (1H, d, J = 9,0 Hz)
referente ao acoplamento em orto do H-5. Dois dupletos com deslocamentos
quimicos em &y 6,44 (1H, d, J = 1,8 Hz) e &4 6,80 (1H, d, J = 1,8 Hz) indicam
hidrogénios meta-acoplados atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A do
flavonoide, confirmando a aglicona da quercetina. Os sinais em &y 5,49
(1H, d, J = 7,2 Hz) e &4 5,55 (1H, sl) foram atribuidos aos hidrogénios anoméricos
sugerindo que o composto possui duas unidades glicosidicas. A constante de
acoplamento do sinal em &y 5,49 indica uma configuracdo [ para o agucar
(HARBORNE, 1996). Os experimentos de TOCSY com irradiagdo nos hidrogénios
anoméricos confirmaram o sistema de spins de cada acucar sendo possivel atribui-
los a uma unidade de glicose e arabinose (Figuras 28 e 29). Os deslocamentos
quimicos de RMN *3C foram atribuidos a partir dos espectros de HSQC (Figura 30) e
HMBC (Figura 31) (Tabela 9). As posicbes glicosidicas na aglicona foram
determinadas pelos experimentos HMBC (Figura 30) que mostraram correlacdes a
longa distancia entre o sinal do hidrogénio anomérico em &y 5,49 (H-1"glc) com o
carbono em &¢c 134,0 (C-3), e entre o sinal do hidrogénio anomérico em 8y 5,55
(H-1"ram) com o carbono em oc 161,9 (C-7). Portanto diante dos dados
apresentados de 'H e **C (Tabela 9) é sugerido para este composto a estrutura de
um flavonoide di-O-glicosilado:  quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo-7-O-a-L-

rhaminopiranosideo (Figura 32).
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Figura 27 - Espectro RMN 'H de Ad3.
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Figura 28 - TOCSY-1D com irradiagdo em &y 5,55 de Ad3.
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Figura 29 - TOCSY-1D com irradiagdo em &y 5,49 de Ad3.
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Figura 30 - Mapa de contorno HSQC de Ad3.
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Figura 31 - Mapa de contorno HMBC de Ad3.
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Figura 32 - Estrutura do flavonoide Ad3.

4.2.1.3 Identificacdo de Ad4

O espectro de RMN de *H de Ad4 (Figura 33, Tabela 9), evidenciou sinais de
deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos, caracteristicos de um
flavonoide derivado da quercetina. Os sinais em oy 7,71 (1H, d, J = 1,8 Hz) e em &y
7,53 (1H, dd, J = 1,8; 8,4 Hz) forams atribuidos ao H-2' e H-6', respectivamente.
Outro sinal com deslocamento quimico em &y 6,89 (1H, d, J = 8,4 Hz) correspondeu
ao H-5'. O singleto em oy 6,82 € tipico do H-8, quando o anel A é substituido na
posicdo 6 (HARBORNE, 1996), indicando que o anel A esta tetrassubstituido. O
sinal em 64 5,01 (1H, d, J = 7,5 Hz) foi atribuido ao hidrogénio anomérico de uma
unidade de acucar com configuracdo 8 (HARBORNE, 1996). Os deslocamentos
quimicos de RMN de **C puderam ser atribuidos a partir dos espectros de HSQC
(Figura 34) e HMBC (Figuras 35) (Tabela 9). As posicdes glicosidicas na aglicona
foram determinadas pelos experimentos HMBC (Figura 35) que mostraram
correlacdes a longa distancia entre o sinal do hidrogénio anomérico em &y 5,01
(H-1"glc) com o carbono em &c 152,0 (C-7). Portanto, diante dos dados
apresentados de 'H e *C (Tabela 9), sugerimos para este composto a estrutura da
6-hidroxi-quercetina-7-O-B-D-glicopiranosideo (Figura 36).
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Figura 33 - Espectro RMN 'H de Ad4.
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Figura 34 - Mapa de contorno HSQC de Ad4.
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Figura 35 - Mapa de contorno HMBC de Ad4.
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Figura 36 - Estrutura do flavonoide Ad4.

4.2.1.4 Identificacdo de Ad5

O espectro de RMN de *H de Ad5 (Figura 37, Tabela 9), evidenciou sinais de
deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos, caracteristicos de um
flavonoide derivado da quercetina. Os sinais em oy 7,72 (1H, d, J = 1,8 Hz) e em &y
7,57 (1H, dd, J = 1,8; 8,4 Hz) forams atribuidos ao H-2' e H-6', respectivamente.
Outro sinal com deslocamento quimico em &y 6,88 (1H, d, J = 8,4 Hz) correspondeu
ao H-5'. O singleto em oy 6,82 € tipico do H-8, quando o anel A é substituido na
posicdo 6 (HARBORNE, 1996), indicando assim que o anel A esta tetrassubstituido.
O singleto com deslocamento quimico em 6y 3,91 (3H, s) foi atribuido aos
hidrogénios metoxilicos. A posicdo do grupo metoxila foi determinada pelo
deslocamento de seus hidrogénios, que quando ligados na posi¢do C-7 da aglicona
encontram-se mais desblindados (VILEGAS et al., 1999b). Portanto, diante dos
dados apresentados de *H (Tabela 9), sugerimos para este composto a estrutura da

6-hidroxi-7-metoxiquercetina (Figura 38).
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Figura 37 - Espectro RMN *H de Ad5.
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Figura 38 - Estrutura do flavonoide Ad5.
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4.2.1.5 Identificagao de Ad7

O espectro de RMN de *H da mistura de Ad7 (Figura 39, Tabela 10),
evidenciou sinais de deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos,
caracteristicos de um flavonoide derivado da quercetina. Os sinais dos hidrogénios
em oy 7,77 (1H,d, J = 1,8 Hz) e em &y 7,63 (1H, dd, J = 1,8; 8,5 Hz) referem-se aos
H-2' e H-6', respectivamente. Outro sinal com deslocamento quimico em &y 6,91 (1H,
d, J = 8,5 Hz) é correspondente ao H-5'. O singleto em &y 6,80 é tipico do H-8,
quando o anel A é substituido na posi¢cdo 6 (HARBORNE, 1996), indicando que o
anel A esta tetrassubstituido. O singleto (3H, s) a o4 4,00 confirma a presenca de
um grupo metoxilico. A presenca do sinal do carbono em 3¢ 56,8 é indicativo de que
0 grupo metoxila estd esta vizinho a um atomo de carbono contendo oxigénio
(VILEGAS et al., 1999b). O sinal em 8y 5,29 (d, J = 7,5 Hz) foi atribuido ao
hidrogénio anomeérico da unidade glicopiranosil com configuracdo f (HARBORNE,
1996). Os deslocamentos quimicos de RMN de **C puderam ser atribuidos a partir
dos espectros de HSQC e HMBC (espectros ndo apresentados) (Tabela 10). A
posicdo glicosidica na aglicona foi determinada pelos experimentos HMBC que
mostraram correlacdes a longa distancia entre o sinal do hidrogénio anomérico em
dn 5,29 (H-1"glc) com o carbono em &c 133,3 (C-3). O espectro de RMN da
substancia Ad7 foi similar a da quercetina-3-O-glicopiranosideo, exceto o
deslocamento quimico observado para o H-2" da glicose (64 5,00) e um sinal
adicional em &y 2,16 (s) correspondente a uma funcdo acetil (Tabela 10). O
espectro de HMBC mostrou a correlacdo de 8¢ 172,6 e o sinal dos hidrogénios a oy
5,00 (H-2"glc) e &4 2,16, confirmando a presenca de um grupo acetil em C-2" da
glicose. Portanto, diante dos dados apresentados de 'H e ¥C (Tabela 10),
sugerimos para este composto a estrutura da nova 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-

O-B-D-2"-O-acetilglicopiranosideo (Figura 40).
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Figura 39 - Espectro de *H de Ad7.
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Figura 40 - Estrutura do flavonoide acetil-glicosilado Ad7.
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4.2.1.6 Identificacdo de Ad8

O espectro de RMN de *H de Ad8 (Figura 41, Tabela 10), evidenciou sinais
de deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos, caracteristicos de
um flavonoide derivado da quercetina. Os sinais dos hidrogénios em oy 7,68 (1H, d,
J =18 Hz) e em &4 7,63 (1H, dd, J = 1,8; 8,0 Hz) referentes a H-2' e H-6',
respectivamente. Outro sinal com deslocamento quimico em &y 6,87 (1H, d, J = 8,0
Hz) correspondeu ao H-5'. O singleto em &4 6,76 € tipico do H-8, quando o anel A é
substituido na posicdo 6 (HARBORNE, 1996), indicando que o anel A esta
tetrassubstituido. O singleto (3H) a &4 4,00 confirma a presenca de um grupo
metoxilico. A presenca do sinal do carbono em 56,8 é indicativo de que o grupo
metoxila esta vizinho a um atomo de carbono contendo oxigénio. Outro singleto a oy
1,87 correspondente ao grupo metila (-CHg) foi atribuido ao grupo acetil. O sinal em
oy 5,18 (d, J = 7,5 Hz) foi atribuido ao hidrogénio anomérico da unidade
glicopiranosil com configuragdo g (HARBORNE, 1996). Os deslocamentos quimicos
de RMN de *C puderam ser atribuidos a partir dos espectros de HSQC e HMBC
(espectros ndo apresentados) (Tabela 10). A posicdo glicosidica na aglicona foi
determinada pelos experimentos HMBC que mostraram correlagbes a longa
distancia entre o sinal do hidrogénio anomérico em &y 5,18 (H-1"glc) com o carbono
em dc 133,0 (C-3) e a correlacdo dos hidrogénios grupo metila com a carbonila do
grupo acetil 3¢ 172,0 (espectros ndo mostrados). A posicédo do grupo acetil também
pbde ser determinada pela correlacdo do H-4" do aglcar com a carbonila do grupo
acetil (8 1,87). Portanto, diante dos dados apresentados de 'H e **C (Tabela 10),
sugerimos para este composto a estrutura da nova 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-

O-B-D-4"-O-acetilglicopiranosideo (Figura 42).
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Figura 41 - Espectro RMN 'H de AdS8.
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Figura 42 - Estrutura do flavonoide acetil-glicosilado Ad8.
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Posicio 1 Ad1* N Ad3** o Ad4** e Ad5* .
H(J =Hz) C H@I=Hz) C 'H@J =Hz) C HU=Hz C
2 156,7 156,9 - -
3 133,6 134,0 - -
4 177,9 178,0 176,6 -
5 154,9 156,3 - -
6 130,2 6,44d (1,8) 99,8 130,1 -
7 149,2 161,9 152,0 -
8 6,84 s 91,3 6,80d (1,8) 94,7 6,92s 93,9 6,82s -
9 147,0 - 148,4 -
10 105,6 106,0 105,5 -
1 122,0 121,4 122,4 --
2 7,62d(2,2) 130,1 7,62 d (1,8) 116,7 7,71d (1,8) 115,8 7,72d (2,2) -
3 - 1156 - 145,3 - 1454 - -
4 - 147,0 - 149,0 - 148,1 - --
5’ 6,85d (8,3) 115,6 6,86 d (9,0) 115,6 6,89d (8,4) 116,0 6,88d (8,5) -
6’ 7,61dd (2,2 e 8,3) 130,1 7,61dd (1,8 e9,0) 122,2 7,53 dd (1,8 € 8,4) 120,3 7,57 dd (2,2 e 8,5) -
Acucar Glicose Glicose Glicose ==
1” 5,49 d (7,5) 101,1 5,49d (7,2) 101,1 5,01d (7,5) 101,3 - -
2" 3,54 dd (7,5 e 9,5) 74,5 3,23dd (7,2e9,5) 76,9 3,36dd (7,5e9,5) 73,6 - -
3” 3,47 dd (9,5€e 9,5) 78,0 3,08 dd (7,2e9,5) 77,9 3,32dd (9,0e 7,5) 76,3 -- -
4” 3,38dd (9,5 e 9,5) 76,8 3,31(9,0e9,0) 71,8 3,20(9,0 €9,0) 70,0 -- -
5” 3,25 ddd (9,5, 5,0 e 3,0) 70,3 3,20 m 775 3,47m 77,7 -- -
6a" 3,74 dd (12,0 e 3,0) 61,3 3,32dd (12,0 e 2,5) 61,4 3,49dd (12,0e 2,5) 61,0
6b" 4,25 dd (12,0 e 5,0) 3,57 dd (12,0 e 5,0) 3,74 dd (12,0 € 5,0) - -
Acucar - Rhaminose - --
17 -- - 5,55d 98,8 -- -- -- -
27 -- - 3,84 dd 70,2 -- -- -- -
3” -- - 3,63 dd 70,7 -- - - -
4” -- - 3,29 dd 71,9 -- -- -- -
5” -- - 3,08 m 70,3 -- -- -- -
6” - - 1,12 d (6,0) 18,0 -- -- -- -
7-OCH; 3,89 (s) 56,7 -- - -- -- 3,91 (s) -

Deslocamentos quimicos foram comparados com a literatura: HARBORNE, 1996 e AGRAWAL, 1989. Espectros obtidos em DMSO-dg, *7,1 T, ** 14,1 T.
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Tabela 10 - Deslocamentos de hidrogénio e

das folhas de A. divaricatus.

carbono dos flavonoides Ad7 e AdS8, isolados

Posicéo

Boo~vooarwn

aRwnN-=

2

5
6a"
6b"

7-OCHj;

CH3CO-2

CH;CO-4

Ad7

'H(Q=Hz)

6,80 s

7,77 d (1,8)

6,91 d (8,5)

7,63 dd(1,8 e 8,5)

Glicose

5,29 d (7,5)

5,00 dd (9,0 € 9,0)
3,46 dd (9,0 € 9,0)
n. d.

3,26 m
3,61dd(12,0 e 2,5)
3,74 dd(12,0 e 5,0)
4,00 (s)

2,16 (s)

13C

179,2

130,7

91,8
150,9
106,6

117,3

1155
123,0

104,0
75,4
7,7
71,0
78,1
62,2

56,8
20,3

Ad8
'H (J = H2)
6,80 s
7,68d (1,8)
6,87 dd (8,0)
7,63 dd (2,0 e 8,0)
Glicose
5,18 d (7,5)
3,52dd (7,5e9,0)

3,47 dd (9,0 e 9,0)
4,98 dd (9,0 e 9,0)

3,75 ddd (9,5, 5,0 e 3,0)

4,20 dd(12,0 e 1,5)
4,07 dd(12,0 e 5,5)
4,00 (s)

1,87 (s)

13C

179,2

130,7

91,8
150,9
106,6

117,3

1155
123,0

104,0
75,4
77,7
71,0
78,1
62,2

56,8

20,3

Deslocamentos quimicos foram comparados com a literatura: HARBORNE, 1996 e AGRAWAL, 1989.
Espectros obtidos em: *CD;0D-d,, 11,7 T.

4.2.1.7 Identificacdo de Ad9

O espectro de RMN de 'H (Figura 43, Tabela 11) do composto Ad9
evidenciou sinais de deslocamentos quimicos de hidrogénios na regido de alta
frequéncia a é4 7,84 (dd, J = 2,0 e 8,5), d4 7,40 e 7,43 (dd, J = 2,0 e 8,5), além de
sinais em &4 7, 69 e 7,31 (2H, d, J = 2,5) (d, J = 8,6) atribuidos aos hidrogénios anel

B de um flavonoide e um singleto em 6,91 atribuidos aos hidrogénios H-8 do anel A

do flavonoide. Na regido de hidrogénios anoméricos foi identificado o sinal em

oy 5,01 (d, J = 6,6 Hz), que foram confirmados nos experimentos COSY (espectros

nao apresentados), como sendo de p-arabinopiranosideos (RODRIGUES, 2011).

Andlise detalhada dos espectros de RMN bidimensionais de HSQC (Figura 44),
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HMBC (Figura 45) e COSY (espectro nao apresentado) confirmou a presenca da
aglicona do 6-hidroxiquercetina.

O deslocamento quimico dos hidrogénios metilénicos (desblindados) ligados
na posicdo C-2 da arabinose, sugeriram que a hidroxila ligada a esta posicao da
arabinose do composto Ad9 esta acilada. O espectro de *H RMN indicava ainda a
presenca de hidrogénios pertencentes a unidades lignanicas, identificadas como di-
(4-hidroxifenil)-ciclobutano-dicarboxilico. Em particular, o espectro evidenciou ainda
sinais de hidrogénios na regido aromética a o4 6,78 (1H, d, J = 8,5),
6,88 (1H, d, J =8,5) e 64 6,28 (1H, d, J =8,5), 7,53 (1H, d, J = 8,5), correspondentes
ao grupo 4-hidroxifenil, e sinais de hidrogénios metinicos a 3,53; 3,55; e 3,17 e
3,54 (ddd, J =10,2; 8,6; 2,3 Hz) (Tabela 11), caracteristicos de hidrogénios de um
anel ciclobutil tetrasubstituido (MONTAUDO; CACCAMESE, 1973). No espectro de
HMBC (Figura 45) pode-se observar dois sinais de carbonos a 6¢c 173,6 e 171.8,
referentes as carbonilas do grupo acila e outros quatro carbonos sp® em &¢ 41,9;
41,1; 48,9 e 46,7.

As correlagdes no espectro de HMBC (Figura 44) evidenciaram que 0s sinais
dos hidrogénios a 3,53 e 3,55 apresentavam correlagbes com os carbonos das
carbonilas dos grupos acilas (173,6 e 171,8) e dos carbonos (116,0 e 115,5) dos
grupos 4-hidroxifenil. Com estas informacdes foi possivel deduzir que a unidade
aciclica do composto Ad9 poderia ser do tipo truxinil ([7"/7", 8"/8"]-lignana) ou do
tipo truxililica ([7"/8™, 8"/7"-lignana) (BEN-EFRAIM; GREEN, 1974). No espectro
HMBC (Figura 45) as correlagdes entre os hidrogénios a oy 3,79 e 3,51 com os
carbonos dos grupos carboxilicos a 6¢c 171,8 e 173,6 confirmaram a presenca de um
derivado truxilato com dois grupos acilas. Esta hipotese foi confirmada também com
os experimentos de correlagdo COSY entre os hidrogénios a 6y 3,79 e 3,51
(espectro ndo apresentado). A consideracdo de que as correlagBes apresentadas
nos espectros HMBC do composto Ad9 entre os hidrogénios 7™ com o0s carbonos
dos grupos carboxilicos ndo deviam estar presentes em um derivado truxinilico,
utiizada como modelo na Figura 46. A presenca de duas unidades de 6-
hidroxiquercetina glicosilados ligados ao anel ciclobutanico foi determinada devido
ao deslocamento quimico dos hidrogénios observados (desblindados) do anel
ciclobutanico, quando confrontados com valores dos hidrogénios correspondentes

ao do acido truxilico (CHI et al., 2006). No entanto, a ndo equivaléncia dos sinais de
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RMN por toda a molécula ndo evidenciava a presenca de uma molécula de glicose
quiral no dimero, como apresentado por (EL-ANSARI et al., 1995) que identificaram
o dimero da apigenina-7-O-(6"-p-cumaroil)-O-B-D-glicopiranosideo-truxinato.
Comparacdes com outros dados da literatura foram realizados, como
AMARAL et al. (2012) que identificou o dimero do truxinato, porém contendo um
derivado do kaempferol, o 6-metoxikaempferol e com a glicose ligada ao nucleo do
flavonoide. Ainda para confirmar a estrutura € necessario registrar os experimentos
de massas. Porém, com os dados obtidos de RMN mono e bidimensionais podemos
sugerir que o composto Ad9, representa o um dimero formado pelas ligacdes
cabeca-cauda de flavonoides derivados da 6-hiroxiquercetina, formada através de
um processo de cicloadicdo entre os carbonos etilénicos de dois acidos cinamicos.
Na literatura sdo descritos alguns produtos diméricos provenientes de anéis
ciclobutanicos derivados de varios &cidos fenilpropanoicos (ISAZA et al., 2001). No
entanto, sdo descritos poucos ésteres de diflavonoides de acidos dicarboxilicos
(HORIE et al., 1986; ITOKAWA; MORITA; MIHASHI, 1981), entre eles, estdo o0s
compostos isolados de Stachys aegyptiaca (CHI et al., 2006), e as isoladas de
Monochaetum multiflorum (ISAZA et al., 2001) e recentemente de Paepalanthus
geniculatus (AMARAL et al.,, 2012), reclassificada atualmente em Actinocephalus
geniculatus porém com a aglicona de 6-metoxikaempferol e tendo como acucar a
glicose. Portanto este € o primeiro relato de um éster diflavonoidico da 6-
hidroxiquercetina, contendo cada unidade da aglicona ligada a uma arabinose e

contendo uma parte truxilato como a estrutura proposta na Figura 47.
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Figura 43 - Espectro de RMN *H do flavonoide Ad9.
Aninha Ad 3139
Ana Ad. 31-39 1H presat 12/12/2013
S“D 7".5 ;.D 5‘.5 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3I‘5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1."5 1‘.0 0‘.5 0‘.0
f1 (ppm)

(DMSO-dg, 14,1 T, TMS, ppm; com supressao do sinal da 4gua)
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Figura 44 - Mapa de contorno HSQC de Ad9.

Aninha Ad 3139
Ana Ad. 31-39 HSQC 19/12/2013
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Figura 45 - Mapa de contorno HMBC de Ad9.
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Tabela 11 - Dados de RMN de *H e *C de AdO.

Posicdo Literatura: AMARAL et al., 2012 Composto Ad9
'H (J = Hz)* Bex 'H (J = Hz)* 1B
2 - 160,1 - 153,1
160,1 153,1
3 - 133,6 - 130,0
133,6 130,0
4 - 178,0 - 178,7
178,0 178,7
5 - 150,0 - 151,0
150,1 151,0
6 - 131,0 - 129,9
131,0 129,9
7 - 157,1 - 151,6
157,1 151,6
8 6,32s e 6,27s 94,9 6,91s 94,1
95,3 94,1
9 - 152,0 - 151,3
152,0 151,3
10 - 104,6 - 105,0
104,6 105,0
1 - 121,0 - 121,0
121,0 121,2
2' 8,11d(8,6) e7,97d 132,1 7,84 dd (2,0; 8,5) ; 127,0
(8,5) 131,9 7,69 dd (2,0; 8,5) 127,0
3 6,80d(8,6) e 6,76 d 115,8 - 139,8
(8,5) 115,8 139,7
4' - 157,1 - 146,0
157,1 149,5
5' 6,80d(8,6) e 6,76,d 115,8 7,69d (8,5) 115,8
(8,5) 115,8 7,69d (8,5) 117,0
6' 8,11 d (8,6) 132,1 7,40 dd (2,0; 8,5) 129,5
7,97 d (8,5) 131,9 7,43 dd(2,0; 8,5) 129,3
OCHj4 3,87s e 3,83s 60,7 - 153,1
(C6) 60,7 153,1
Glicose Arabinose
1" 5,33d(8,8) e5,03d 5,03 d (6,6) 101,0
(8,8) 5,03 d (6,6) 101,0
2" 3,54 dd (8,8, 9,0) 75,4 3,36 73,5
3,48 dd (8,8, 9,0) 75,3 3,31t(8,5) 73,5
3" 3,46 dd (9,0, 9,0) 77,4 3,54 (8,5) 77,0
3,46 dd (9,0, 9,0) 77,4 3,481 (8,5) 77,6
4" 3,15dd (9,0, 9,0) 71,5 3,20 m 69,9
3,05 dd (9,0, 9,0) 71,5 3,03m 70,3
5" 3,25m 76,1 3,53 dd (3,0;13,5) 66,9
2,75m 75,7 66,9
6" 3,95dd (2,5, 12,0) 65,5 - -
3,79dd (4,5, 12,0) 64,5
4,41 dd (2,5, 12,0)
3,37 dd (4,5, 12,0)
Truxinil Truxinil
i - 114,6 - 112,0
i - 114,6 112,0
2" 6,60 d (8,5) 128,8 7,28 d (8,5), 122,9
2" 6,85 d (8,5) 129,4 7,53 d (8,5) 122,7
3" 6,56 d (8,5) 115,7 6,78 d (8,5), 116,0
3" 6,66 d (8,5) 115,7 6,88 d (8,5) 115,5
4" - 156,9 - 154,0
4™ 157,2 147,7
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5|||
5|||
6|||

QYR

6,56 d (8,5)

6,66 d (8,5)

6,60 d (8,5)

6,85 d (8,5)
4,07 ddd (10,2, 8,6, 2,3)
3,69 ddd (10,2, 8,6, 2,3)
3,47 ddd (10,2, 8,6, 2,3)
3,44 ddd (10,2, 8,6, 2,3)

115,7
115,7
128,8
129,4
40,9
41,9
48,5
47,2

173,2
171,4

6,78 d (8,5),
6,88 d (8,5)

7,28 dd (2,0; 8,5),
7,53 dd (2,0; 8,5)
3,53 ddd (10,2, 8,6, 2,3)
3,55 ddd (10,2, 8,6, 2,3)
3,17 ddd (10,2, 8,6, 2,3)
3,54 ddd (10,2, 8,6, 2,3)

116,0
115,5
122,9
122,7
41,9
41,1
48,9
46,7

173,6
171,8

Deslocamentos quimicos foram comparados com a literatura: AMARAL et al., 2012.

Espectros obtidos em: *CDs0D-d,, 14,1 T, *DMSO-dg, 14,1 T.

Figura 46 - Correlacbes do experimento HMBC referente ao anel ciclobutanico da parte

truxilato (A) e da parte truxinato (B).
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Figura 47 - Proposta de estrutura para Ad9.

4.2.2 Naftopiranonas

4.2.2.1 Identificacdo de Ad2

O espectro de RMN de 'H (Figura 48 e 49, Tabela 12) forneceu o perfil de
uma mistura de compostos, onde foi possivel sugerir a existéncia de dois compostos
majoritarios, sendo uma aglicona derivada da paeplantina (A) e outra da vioxantina
(B). Observou-se a aglicona (A) com dois sinais de hidrogénios meta-acoplados (J =
1,5 Hz) 64 6,99 e 64 6,93, que foram atribuidos a H-8 e H-6 respectivamente e um
sinal de hidrogénio em &4 6,66 (1H, s), referente a H-4. E também evidente um sinal
on 2,28 (3H, d, J = 6,1 Hz), correspondente a um grupo metilico, os sinais em dy 3,82
(3H) e oy 3,94 (3H), correspondentes a dois grupos metoxilicos. Ainda foram
observados outros sinais em oy 4,49 e &y 3,01 correspondentes a H-3 e H-4
respectivamente de uma vioxantina (B) (SCUDAMORE et al., 1993).
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Sinais de hidrogénios anoméricos foram também observados em &y 5,11 e oy
4,75 (d, J = 7,5 e 7,8 Hz). As constantes de acoplamentos possibilitaram indicar a
configuracédo B (PAWAN et al., 1992).

A posicao do dissacarideo na aglicona (A) foi estabelecida considerando-se
os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e comparando os dados com os da
literatura (SANTOS et al., 2001). A Tabela 12 apresenta os valores de *H que foram
atribuidos mediante experimentos RMN de 'H e TOCSY 1D. No experimento
TOCSY 1D (Figura 50 e 51), irradiacao dos sinais de hidrogénios anoméricos em oy
5,11 e &4 4,75 possibilitaram verificar a natureza dos glicosideos como sendo uma
glicose e uma alose (SANTOS et al.,, 2001). Portanto, uma das estruturas (A) foi
determinada como sendo 10-hidroxi-5,7-dimetoxi-3-metil-1H-nafito[2,3c]piran-1-ona-
9-0O-B-D-glicopiranosil-(6—1)-O-B-D-alopiranosideo (Figura 52).

Este composto ja foi anteriormente identificado em P. planifolius, P. hilairei, P.
polyanthus e P. ramosus (SANTOS et al., 2001).

Os demais sinais do espectro de RMN de 'H foram comparados com os da
literatura (SCUDAMORE et al., 1993) revelando-se semelhantes aos da vioxantina.
A presenca de dois outros singletos que foram atribuidos a H-6' [0y 6,74; s, (H-6/H-
6) e H-5 [6y4 6,94; s, (H-5/H-5') respectivamente, evidenciando que a ligagdo do
dimero encontra-se nas posi¢des C-8/C-8'. O singleto (6H) em &y 1,24 foi atribuido a
CHs-11 de um sistema que nao possui dupla ligacdo. Para confirmar a estrutura do
dimero, faz-se necessério o registro do espectro de massas. Porém, pela
comparacao dos dados de RMN deste composto com os da literatura podemos
sugerir que o outro composto em mistura seja a vioxantina (B) (Figura 52). Este
composto ja foi isolado de varios fungos (NG; JUST; BLANK, 1969, ZEECK et al.,
1979, SCUDAMORE et al., 1993) de liquens (ELIX et al.,, 2004) e também de
algumas espécies de Paepalanthus (PROVOST; GARCIA, 1990). As atividades
biolégicas deste composto ja é bem documentada também na literatura (CALGARO-
HELENA et al., 2006, DEVIENNE et al., 2007, TEIXIERA et al., 2011).
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Figura 48 - Espectro RMN 'H da mistura de naftopiranas Ad2 (A e B).
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Figura 49 - Espectro RMN 'H de Ad2, expans&o na regido &, 3,10 a &y 5,30.
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Figura 50 - TOCSY-1D com irradiagdo em &y 5,17 de Ad2.
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Figura 51 - TOCSY-1D com irradiagdo em &y 4,75 de Ad2.
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Tabela 12 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H de Ad2.

Posicao H 1A Literatura 'H 1B Literatura
1 - -

H-3 - - 4,49 (m) 4,75 (m)

H-4 6,62 s 6,64 s 3,01 (m) 3,01(m)

4a - -

H-5 - - 6,94 (s) 6,95 (s)

H-6 6,99 d (2,35) 6,86 d (2,35) 6,74 (s) 6,70 (s)

7 - - -
H-8 6,93 d (2,35) 6,96 d (2,35) -
9 - - -
9a - - -
10 - - -

10a - - -

H-11 2,28 (s) 2,25 (s) 1,24 (s) 1,56 (s)
OCHS3 3,82 (s) 3,79 (s) 3,82 (s) 3,84 (s)
OCHS3 3,94 (s) 3,92 (s) -

OH9 - - 9,70 (s) 9,70 (s)
OH 10 12,5 (s) 12,0 (s) N&o observado 13,79 (s)

Glucose - -
1 5,11d (7,8) 5,03 d (7,5)
2 3,72 dd (9,0; 9,0) 3,70 dd (7,90; 9,0)
3 3,62 dd (9,0; 9,0) 3,59 dd (9,0; 9,0)
4 3,60 dd (9,0; 9,0) 3,55 dd (9,0; 9,0)
5 3,83m 3,84m
6 3,99 dd (5,0; 3,91 dd (5,0; 11,4)
11,4) 4,25 dd (2,5; 11,4)
4,25 dd (2,5; 11,4)
Alose - -
1 4,75 (7,4) 4,78 d (7,4)
2 3,36 dd (2,8; 7,4) 3,45dd (2,8; 7,4)
3 3,82 dd (2,8; 2,8) 4,13 dd (2,8; 2,8)
4 3,51dd (2,8; 9,2) 3,55 dd (2,8; 9,2)
5 3,76 m -
6 3,69 dd (5,0; 12,0) -

3,89 dd (3,0; 12,0)

Deslocamentos quimicos foram comparados com a literatura:

A) SANTOS et al., 2001 e B) SCUDAMORE et al., 1993.
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Figura 52 - Estruturas das naftopiranas em mistura Ad2.

HO

B

A:10-hidroxi-5,7-dimetoxi-3-metil-1H-nafito[2,3c]piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosil-(6—1)-O--D-
alopiranosideo; B: vioxantina.

4.2.2.1 Identificacdo de Ad14

A naftopiranona Ad14 p6de ser identificada sem que fosse necessaria a etapa
de isolamento. Para isso, foram utilizados experimentos de co-injecdo dos extratos
com o padrdo do composto e a comparacao dos espectros de UV apresentando
bandas bipartidas caracteristicas em 270-273 nm (VILEGAS et al., 1999, PACIFICO
et al.,, 2011). O padréao utilizado na determinacdo foi a 10-hidroxi-5-7-dimetoxi-3-
metil-1H-nafto[2,3c]piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosideo (Figura 53). Este derivado
de paepalantina foi detectado nos extratos de capitulos e folhas e posteriormente
guantificado como apresentado no item 4.3.5.

Os cromatogramas de cada analise estédo apresentados nas Figuras 54 e 55.

Figura 53 - Estrutura da naftopiranona Ad14.
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Figura 54 - Identificacdo de Ad14 no extrato metandlico das folhas de A. divaricatus por co-
injecao de padrao.
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A) padréo 10-hidroxi-5-7-dimetoxi-3-metil-1H-nafto[2,3c]piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosideo;
B) Extrato metandlico das folhas de A. divaricatus; C) co-injecéo do padrédo no extrato.

Condicdes cromatograficas: coluna Thermo (250 x 4.60 mm, 4 pm), HPLC-PAD (Jasco®), vazado 1
mL.min™, método gradiente 20% a 80% MeOH, 60 min.

Figura 55 - Identificacdo de Ad14 no extrato metanélico dos capitulos de A. divaricatus por
co-injecéo de padréo.
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A) padrao 10-hidroxi-5-7-dimetoxi-3-metil-1H-nafto[2,3c]piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosideo;
B) Extrato metandlico dos capitulos de A. divaricatus; C) co-inje¢éo do padréo no extrato.

Condicbes cromatograficas: coluna Thermo (250 x 4.60 mm, 4 um), HPLC-PAD (Jasco®), vazado 1
mL.min™*, método gradiente 20% a 80% MeOH, 60 min.
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4.2.3 Saponina

4.2.3.1 Identificacdo de Ad6

O espectro de RMN de 'H de Ad6 (Figura 56 e 57, Tabela 13) evidenciou
sinais de deslocamentos caracteristicos de uma saponina triterpénica
(HOSTETTMANN; MARSTON, 1995). O espectro de *H mostrou um dupleto em &y
4,23 (d, J = 7,8 Hz) atribuido ao hidrogénio anomérico de um S-piranosideo. Além
disso, o espectro RMN de *H apresentou sinais na regido do aglcar correspondente
a outro hidrogénio anomeérico em &y 5,21 (d, J = 8,4 Hz) correspondendo a um -
glicopiranosideo. No experimento de DEPT (Figura 58) com polarizacdo a 135°
permitiu a determinacdo dos carbonos primarios, secundarios e terciarios. As
sequéncias de hidrogénios do nucleo triterpénico foram confirmadas pelo
experimento de correlacdo H-H COSY (Figura 59). Com base nas andlises dos
experimentos HSQC (Figura 60) e HMBC (Figura 61 e 62) foram atribuidas as
posicbes do acido glucurbnico e da glicose, na posicdo C-3 e em C-28 (grupo
carboxilo), respectivamente. O composto Ad6 também exibiu sinais referentes a
duas ligagbes olefinicas, uma com deslocamento oy 5,23 e &c 122,6 e 143,3,
indicando uma ligacéo dupla A™™, e outro em & 4,60 e 5c 107,6 e 148,1, devido &
ligacdo dupla entre os carbonos C20-C29. Por fim, foram identificados cinco atomos
de carbono sp® em &¢ 15,6, 16,7, 17,1, 25,9 e 28,0 referentes aos seis grupos metila
ligados ao ndcleo triterpénico. Esses dados quando comparados com a literatura
(ESPADA et al., 1990) corroboram com o esqueleto noroleano (Tabela 13). Assim, o
composto Ad6 foi identificado como acido 3-O-8-D-glicuronopiranosil-30-norolean-
12,20(29)-dieno-28-6ico-28-0O-B-D-glicopiranosil éster (Figura 63).
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Figura 56 - Espectro RMN *H da saponina Ad6.
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Figura 57 - Espectro RMN 'H de Ad6
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Figura 58 - Espectro de RMN **C DEPT 135 de AdS6.
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Figura 59 - Mapa de contorno COSY da saponina Ad6.
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Figura 60 - Mapa de contorno HSQC de Ad6.
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Figura 61 - Mapa de contorno HMBC de Ad6.
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Figura 62 - Correlagdes COSY e HMBC na aglicona da saponina Ad6.
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Tabela 13 - Deslocamentos de RMN de *C e 'H para a saponina Ad6.

Posicéo Composto Ad6* Literatura**
dc o (J = HZ) dc dH (J = HZ)

1 38,3 0,88; 1,48 39,3

2 25,2 1,75; 1,46 26,4 2,20,1,81, m

3 88,4 3,05, dd (10,8, 4,8) 88,9 3,36, dd (12,5, 4,9)

4 39,0 - 39,7 -

5 55,2 0,72 55,6

6 18,0 1,29; 1,47 18,3

7 32,3 1,22; 1,41 32,9

8 39,4 - 41,5 -

9 47,3 1,47, m 47,7 1,57, m

10 36,5 - 37,4 -

11 23,0 2,07; 1,79 23,4 2,03, 1,68, m

12 122,6 5,23 123,5 5,39, bs

13 143,3 - 143,3 -

14 41,5 - 41,9 -

15 27,4 1,22;1,13 28,0

16 25,9 1,76; 1,46 26,4

17 47,2 - 47,1

18 47,1 2,61 47,4 3,08, dd (13,9, 4,2)

19 41,4 1,44; 1,99 41,9 2,57,d (13,4), 2,18, m

20 148,1 - 148,4 -

21 38,6 1,39; 1,78 38,5

22 29,6 2,07; 2,15 29,9

23 28,0 0,96, s 28,0 1,28, s

24 16,7 0,75, s 16,7 0,95, s

25 15,6 0,85, s 15,3 0,78, s

26 17,1 0,68, s 17,2 1,038, s

27 25,9 1,11, s 25,8 1,22, s

28 175,1 - 175,7 -

29 107,6 4,60, d (9,0) 107,1 4,66, bs
Acido glucurdnico

1 105,9 4,23,d (7,8) 107,0 5,02,d (7,8)

2 72,7 2,98, dd (7,5) 75,3 4,09, dd (7,5)

3 75,7 3,54, m 77,5 4,66, m

4 73,1 3,26, dd (8,8) 73,2 4,60, dd (8,8)

5 79,0 3,14, m 79,1 3,99, m

6’ 171,1 - 172,8 -
Glicose

1" 94,6 5,21d (8,2) 95,7 6,24, d (7,9)

2" 72,7 3,09 dd (7,8; 7,8) 73,8 4,12, dd (8,5; 8,5)

3" 77,0 3,19 dd (7,8; 7,8) 77,9 4,37, dd (8,5; 8,5)

4" 70,0 3,12m 71,0 4,31, dd (8,5; 8,5)

5" 77,8 3,13 m 78,6 4,45, m

3,61 dd (12,0; 3,0)

3,42 dd (12,0; 5,0)

Deslocamentos quimicos foram comparados com a literatura ESPADA et al., 1990.
Espectros obtidos em: *DMSO-dg, 14,1 T; **CsDsN, 5,87 T.

6" 61,0 62,1
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Figura 63 - Estrutura da saponina Ad6.
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4.2.4 Acidos fenolicos

4.2.4.1 Identificacdo de Ad10

A andlise dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'H de Ad10
(Figura 64, Tabela 14) apresentou sinais de hidrogénios aromaticos na regido de
6-8 ppm. Os sinais em &y 7,32 (1H,d, J=1,9 Hz) e em 6y 7,28 (1H, dd, J = 1,9; 8,2
Hz) foram atribuidos ao H-2 e H-6, respectivamente. Outro sinal com deslocamento
quimico em &y 6,77 (1H, d, J = 8,2 Hz) correspondeu ao H-5.

O espectro de absorcdo no UV de Ad10 apresentou maximos de absorcao
em 260 nm e em 293 nm, que sao caracteristicos de acidos fenodlicos (Figura 65).
Portanto, diante dos dados de 'H (Tabela 14) e de ultravioleta apresentados,
propbe-se para este composto a estrutura do &cido 3,4 diidroxibenzoico, nomeado
também como o acido protocatecuico (Figura 66).
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Figura 64 - Espectro RMN *H de Ad10.
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Figura 66 - Estrutura do acido fendlico Ad10.

4.2.4.2 Identificacdo de Ad11l

A andlise dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'H de Ad11
(Figura 67, Tabela 14) apresentou sinais de hidrogénios aromaticos na regido de 6-8
ppm. Os sinais em oy 7,78 (2H, d, J = 8,7 Hz) e em oy 6,81 (2H, dd, J = 8,7 Hz)
foram atribuidos aos hidrogénios com acoplamento em orto referentes aos
hidrogénios  H-2/H-6 e H3-H5, respectivamente.

O espectro de UV de Adll apresentou 0 mesmo padrdo de absorcédo
observado para o composto Ad10 (Figura 65). Portanto, diante dos dados de ‘H
(Tabela 14) e de ultravioleta apresentados, propde-se para este composto a

estrutura do acido p-hidroxibenzoico (Figura 68).
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Figura 67 - Espectro RMN 'H de Ad11.
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Figura 68 - Estrutura do acido fenélico Ad11.
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4.2.4.3 Identificacdo de Ad12

A andlise dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'H de Ad12
(Figura 69, Tabela 14) apresentou sinais de hidrogénios aromaticos na regido de 6-8
ppm. Os sinais em éy 7,34 (1H, d, J = 2,0 Hz) e em &4 7,30 (1H, dd, J = 2,0; 8,2 Hz)

foram atribuidos ao H-2 e H-6, respectivamente. Outro sinal com deslocamento
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quimico em &y 6,80 (1H, d, J = 8,2 Hz) correspondeu ao H-5. O singleto (3H) a &y
3,75 confirma a presenca de um grupo metoxilico.

O espectro de UV de Adl1l2 apresentou 0 mesmo padrdo de absorcao
observado para o composto Ad10 (Figura 65). Portanto, diante dos dados de ‘H
(Tabela 14) e de ultravioleta apresentados, propfe-se para este composto a
estrutura do &cido 4-hidroxi-3-metoxibenzéico, conhecido como o acido vanilinico
(Figura 70).

Figura 69 - Espectro RMN 'H de Ad13.
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Tabela 14 - Deslocamentos de hidrogénio dos acidos fendlicos (Ad10-Ad12) isolados da
fracdo acetato de etila das folhas de A. divaricatus.

Posicio _ Ad10 _ AdI1 _ Ad12
H(J = Hz) H (J = Hz) H (J = Hz)

1 - - -

2 7,32.d (2,0) 7,78 d (8,7) 7,34d (2,0)

3 - 6,81d (8,7) -

4 - } .

5 6,77 (8,2) 6,81d (8,7) 6,80 d (8,2)

6 7,28 dd (1,9; 8,2) 7,78 d (8,7) 7,30 dd (2,0; 8,2)
3-OCH; - 3,75 s

Espectros obtidos em: *DMSO-dg, 7,1 T.
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4.3 Padronizacao dos extratos por HPLC-PAD e validac&do do método

A padronizacdo dos extratos metandlicos de capitulos, escapos e folhas de A.
divaricatus se deu pela quantificacdo de derivados de quercetina e paepalantina
glicosilados. Os padrdes utilizados foram confirmados pela coinjecdo dos padrbes
por HPLC-PAD e pela andlise por HPLC-ESI-MS/MS. Essas analises permitiram
identificar cada padrdo nos extratos e determinar que o extrato metandlico dos
escapos nao possui nafopiranonas.

A validacdo do método foi realizada para os padrdes 6-hidroxi-7-
metoxiquercetina-3-O-£-D-glicopiranosideo (QCT) e 10-hidroxi-5-7-dimetoxi-3-metil-
1H-nafto[2,3c]piran-1-ona-9-0O-B-D-glicopiranosideo (PPT).

O estudo dos parametros avaliados geraram informacfes quanto ao
desempenho da validacdo do método assim como a estimativa de incertezas

associadas aos resultados.
4.3.1 Linearidade e sensibilidade

Os valores das areas dos picos cromatograficos foram relacionados com os
sete niveis de concentragfes utilizadas (7,81, 15,63, 31,25, 62,50, 125,00, 250,00 e
500 pg.mL™) para a construgéo das curvas analiticas de cada padrdo (QCT e PPT)
(Figura 71).

Figura 71 - Curvas analiticas obtidas pelo método de calibracdo externa das solugdes
padrbes.
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No intervalo de linearidade avaliado para cada padréo, as regressoes lineares
apresentaram coeficientes de correlacéo (r%) superiores a 0,99, estando dentro dos
valores exigidos pela ANVISA para analises de principios ativos em matéria prima
vegetal. Esses resultados indicam uma boa proporcionalidade entre a concentracéo
do padréo e a area do pico cromatografico no intervalo de concentracdo analisado
(AGENCIA..., 2003).

Os parametros estatisticos que determinaram a linearidade de cada curva

analitica estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - ParAmetros das curvas analiticas dos padrdes dos derivados da quercetina e
paepalantina.

Padrdo Coeficiente Coeficiente  Fator de Faixa LD LQ
linear (@) angular (b) correlagdo linear (Mg.mL™)  (ug.mL™)
(r) (Hg.mL™)
QCT 40333 8448,2 0,9998 7,77 - 500 2,56 7,77
PPT 46145 24048 0,9999 7,76 - 500 2,56 7,76

Os valores de limite de detecacao (LD) e limite de quantificagdo (LQ) foram
calculados com base na curva de calibracdo de cada padrdo (RIBANI et al., 2004).

As equacodes utilizadas estdo apresentadas abaixo:

LQ _ 101.]c):Pa (1)

_ 33.DPa
T IC

LD

onde DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo y das trés curvas analiticas e

IC é a inclinacdo da curva analitica.

4.3.2 Seletividade

A seletividade esta relacionada com a capacidade do método em medir
exatamente o composto de interesse em presenca de outros componentes da matriz
complexa (extrato vegetal) (RIBANI et al.,, 2004). Nesse caso, a seletividade pode
ser comprovada pela similaridade entre os espectros de UV do padrédo com os picos
obtidos pelas analises dos extratos de capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus
(Figura 72).
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Figura 72 - Espectros de UV dos compostos presentes nos extratos das partes aéreas de A.
divaricatus e o espectro correspondente do padréo.
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4.3.3 Precisao

A repetibilidade (intra-dia) e a precisdo intermediaria (inter-dia) do método

foram avaliadas em relacéo aos tg e as areas dos picos dos padrdes de QCT e PPT.

A precisdo de cada padrao foi avaliada pelo desvio padrdo relativo (DPR) em trés

niveis de concentracdo: 31,25, 125 e 500 pg.mL™* (Tabela 16). Foram realizadas

nove determinacdes com os trés niveis de concentracdes (3 concentracdes/3

replicatas).
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Tabela 16 - Precisao intra-dia e inter-dia para o método de determinacéo de cada padrao.

Padrdo Tempo de retencdo (DPR %) Area do pico (DPR %)

Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia
31,25 pg.mL™
QCT 0,039 0,041 0,40 1,08
PPT 0,064 0,15 0,12 3,83
125,00 pg.mL™
QCT 0,29 0,34 1,23 2,53
PPT 0,0028 0,28 0,21 3,77
500 pug.mL™
QCT 0,09 0,41 0,38 3,94
PPT 0,11 0,11 1,88 3,90

Os resultados encontrados para os experimentos intra-dia e inter-dia estao
dentro do limite estabelecido pela RE 899/03, sendo considerados métodos precisos
aqueles com desvio padréo relativo menor que 5% (AGENCIA..., 2003). Portanto, os

meétodos propostos para cada padrao apresentam precisao satisfatéria.
4.3.4 Exatidao

A exatiddo dos métodos foi avaliada pela taxa de recuperacdo de cada

padrao (Tabela 17), que foi calculada de acordo com a equacéo 2:

Cr— Cyr

Exatidao = 100 (2)

T

onde C; é a concentracdo do analito fortificada com padrdo, C,s € a concentracdo do
analito ndo fortificada com o padrdo (branco) e Ct é a concentracdo do padrao
teodrica.

A taxa de recuperacdo foi avaliada em trés niveis de concentracdo: 31,25
pg.mL™ (menor concentracdo para os teores de QCT e PPT, para cada extrato
avaliado), 125 pg.mL™ (concentracdo intermediaria) e 500 pg.mL™ (concentracdo

maxima).
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Tabela 17 - Exatiddo do método para os extratos metandlicos das partes aéreas de A.
divaricatus.

(QCT) Exatiddo (%)

Conc. add (ug.mL™) Capitulos Escapos Folhas
31,25 86,40 + 3,03 83,69 £ 0,77 98,50 + 0,53
125,00 100,84 £ 0,77 84,05+ 1,36 102,48 £ 1,31
500,00 107,06 + 3,65 84,26 + 4,46 119,40 + 1,59

(PPT) Exatidao (%)

Conc. add (ug.mL™) Capitulos Folhas
31,25 108,50 + 0,50 108,05 + 1,65
125,00 113,14 £ 0,94 111,10+ 2,35
500,00 118,29 £ 4,80 114,85 + 4,85

Os valores calculados para a taxa de recuperacdo de cada padrdo nos
extratos das partes areas de A. divaricatus apresentaram-se dentro da taxa
percentual aceitavel de 80 a 120% determinada pela ANVISA para andlises de
principio ativo em matéria prima vegetal. Deste modo, o método empregado para a
determinacdo dos derivados de quercetina e paepalantina apresenta uma boa
exatiddo (AGENCIA..., 2003).

4.3.5 Analise dos extratos de capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus

A quantificacdo por HPLC-PAD foi feita pela constru¢cdo da curva analitica
baseada nas variagfes das concentracdes dos padrdes utilizados, sendo que para
isso foi feita a correlacdo das areas dos picos (resposta do detector) com as
concentragdes correspondentes.

Os teores dos compostos presentes em cada extrato foi determinado pela
interpolacdo de suas areas na curva de calibracdo de cada padrdo e estdo

apresentados nas Tabelas 18 e 19.
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Tabela 18 - Teores dos derivados de quercetina glicosilados nos extratos metandlicos de
capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus.

Capitulos
Tr (min) [1(ug.mL™) [1(mg.g™) extrato  [](mg.kg™) capitulos
23,40 96,46 £ 1,19 9,64 £ 0,12 101,54 £ 1,26
Teor total 96,46 £ 1,19 9,64 + 0,12 101,54 £ 1,26
Escapos
Tr (min) [1(ug.mL™) [1(mg.g’)extrato  [](mg.kg™) escapos
20,08 260,72 £ 1,68 26,07 £ 0,17 201,28 £1,30
21,27 28,68 £ 0,41 2,87 £0,04 22,14 £0,31
22,17 53,78 +£1,41 5,50 +0,14 41,52 £ 1,09
36,15 56,45 £ 0,06 5,65+ 0,01 43,58 £ 0,04
Teor total 399,63 £ 3,55 39,96 £ 0,36 308,52 £ 2,74
Folhas
Tr (min) [1(ug.mL™) [1(mg.g™) extrato [1(mg.kg™) folhas
23,29 452,96 = 1,04 45,30 £ 0,10 94,10+ 2,17
26,32 117,72 £1,18 11,77 £ 0,12 99,89 £ 0,91
27,99 135,65 + 2,75 13,56 + 0,27 104,72 £ 2,12
29,53 445,16 = 3,94 44,52 + 0,39 347,67 £ 7,68
31,02 25,25 £ 0,87 2,53 +£0,09 19,50 + 0,67
31,93 61,34 £1,80 6,13+ 0,18 47,35+ 1,39
Teor total 1238,08 + 26,98 123,81 £ 2,70 700,23 £ 14,94

“flavonoide 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo

Tabela 19 - Teores dos derivados de paepalantina glicosilados nos extratos metandlicos de
capitulos e folhas de A. divaricatus.

Capitulos
Tr (min) [1(ug.mL™) [1(mg.g™) extrato  [](mg.kg™) capitulos
27,82 89,20 £ 0,57 8,92 £ 0,06 93,90 £ 0,60
31,87 271,70 £1,03 27,17 £ 0,10 286,00 £ 1,08
37,72 34,26 £ 0,66 3,42 £ 0,07 36,06 £ 0,70
Teor total 395,16 = 2,26 39,51 £0,23 415,96 + 2,38
Folhas
Tr (min) [1(ug.mL™) [1(mg.g™) extrato [1(mg.kg™) folhas
32,46 9,61+0,11 0,96 £ 0,01 10,12 + 0,12
33,47 11,95 + 0,05 1,20+ 0,01 12,58 + 0,05
37,70° 38,26 £ 0,45 3,83 +£0,05 40,27 £ 0,48
Teor total 59,82 £ 0,61 5,99 £ 0,07 62,97 £ 0,65

10-hidroxi-5-7-dimetoxi-3-metil-1H-nafto[2,3c]piran-1-ona-9-O-B-D-glicopiranosideo
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Como apresentado na Tabela 18 as folhas apresentaram o maior teor de
flavonoides derivados da quercetina glicosilado, enquanto que os capitulos (Tabela

19) apresentaram maior teor em naftopiranonas.

4.4 Atividades bioldgicas

4.4.1 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

Os resultados de CIM para as atividades antibacteriana e antifungica
mostraram que os extratos de capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus possuem
baixa atividade. Os extratos dos capitulos e escapos apresentaram atividade para a
bactéria gram-negativa E. coli na concentracdo de 1000 pg.mL™. O extrato dos
escapos foi Unico que apresentou atividade para a bactéria gram-negativa S. setubal
e 0 extrato das folhas, o Unico para a bactéria gram-positiva S. aureus, ambos na
concentracdo de 1000 pg.mL™. Os trés extratos testados ndo se apresentaram
ativos frente a cepa de levedura C. albicans, sendo, portanto a concentracdo
inibitoria minima superior a 1000 pg.mL™.

Os resultados obtidos para os extratos metandlicos de capitulos, escapos e

folhas frente as linhagens de bactérias e fungos estéo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 - As concentracdes inibitérias minimas (CIM) para os extratos metandlicos de
capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus.

cim?
Amostras Bactéria Bactéria
Avaliadas Gram-negativa Gram-positiva Levedura
E. coli S. Setubal S. aureus C. albicans
Capitulos 1000,0 - - -
Escapos 1000,0 1000,0 - -
Folhas - - 1000,0 -
Ampicilina 15,6 <78 <7,8
Anfotericina B <78

2valores em pg.mL™*; (=) CIM > 1000 pug.mL™

De acordo com a escala de inibicdo proposta na literatura (HOLETZ et al.
2002; RIOS; RECIO; VILLAR, 1988), a concentracdo inibitoria minima de
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1000 pg.mL™ é considerada fraca para extratos vegetais, ou seja, as linhagens néo
apresentam sensibilidade frente aos extratos testados.

4.4.2 Determinagé&o da citotoxicidade

Os ensaios biolégicos do efeito inibitério pelo método MTT de crescimento
celular causado por todos os extratos avaliados de A. divaricatus (capitulos, escapos
e folhas) e a cisplatina (controle positivo) foram realizados in vitro contra linhas de
células de tumores de murinos, LM3 (adenocarcinoma mamario) e LPO7
(adenocarcinoma de pulméao) e células de tumores humana, MCF7 (cancro da mama
humana). A dose citotoxica para 50% das células (ICsp) foi definida utilizando o
método estatistico de curva dose-resposta sigmoidal e estdo apresentados na Figura
73 e na Tabela 21.

Figura 73 - Gréfico comparativo entre os valores de ICsy para as linhagens tumorais.
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LPO7 (adenocarcinoma de pulm&o murino); LM3 (adenocarcinoma mamario murino) e MCF7 (cancro
da mama humana).
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Tabela 21 - Valores de citotoxicidade para os extratos metandlicos dos capitulos, escapos e
folhas de A. divaricatus.

N ICso (ug.mL™ + DPR?)
Extratos metanolico

LPO7 LM3 MCF7
Cisplatina 1.29+0.40 9.09 + 3.70 5.88 +4.30
Capitulos 498.63 + 1.03 246.02 £ 0.43 66.98 + 4.56
Escapos 528.50 + 3.52 638.40 + 0.96 300.59 £ 2.03
Folhas 254.69 £ 3.31 157.03 + 4.89 154.60 £ 11.19

LPO7 (adenocarcinoma de pulmao); LM3 (adenocarcinoma mamario) e MCF7 (cancro da mama
humana).
’DPR = Desvio Padrdo Relativo

O melhor resultado que causou uma reducdo significativa do namero de
células foi para o extrato metandlico dos capitulos (ICs, = 66,98 pg.mL™) contra
MCF7 (cancro da mama humana). Os outros extratos metandlicos dos escapos e
folhas e outra gama de concentracfes do extrato metandlico dos capitulos néo
causaram qualquer reducéao significativa do niumero de células quando comparado
com a cisplatina.

A diferenga na inibicdo encontrada para o extrato metandlico dos capitulos,
pode ser devido ao teor superior de naftopiranonas presentes neste extrato, (como
determinado na etapa de quantificacdo), visto que, esta classe de metabdlito possui
atividade mutagénica comprovada na literatura (VARANDA et al., 1997; SILVA et al.,
2007).

4.5 Determinacdo do teor de fendis totais

O método colorimétrico de Folin-Ciocalteau foi utilizado na determinacao do
teor de fendis totais presente nos extratos metandlicos de capitulos, escapos e
folhas de A. divaricatus.

A determinacdo dos compostos fendlicos é baseada na reducdo em meio
alcalino do molibidénio VI em molibidénio V, sendo este azul e que pode ser medido
opticamente a 750 nm (HUANG; OU; PRIOR, 2005) (Figura 74).
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Figura 74 - Reacéo do padrédo de acido gélico com o molibdénio, componente do reagente
de Folin-Ciocalteau.
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Fonte: Adaptado de SINGLETON et al., 1999.

A quantificacdo por espectrofotdmetro foi realizada a partir da construcdo da
curva analitica baseada nas variacées das concentracdes do padrdo acido galico,
sendo feita a correlacdo entre a absorbancia em 750 nm (resposta do
espectrofotometo) com as concentracdes correspondentes do padréo (Figura 75).

Os teores dos compostos fendlicos presentes em cada extrato foi
determinado pela interpolacdo de suas areas na curva do padrdo fendlico e estao

apresentados na Figura 76 e Tabela 22.
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Figura 75 - Curva de calibracdo do acido galico obtida para a determinagdo da quantidade
de fendis totais.
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Figura 76 - Gréfico comparativo entre os teores de fendis totais nos extratos metandlicos
das partes aéreas de A. divaricatus.
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Tabela 22 - Teores de fendis totais nos extratos metandlicos das partes aéreas de A.
divaricatus.

Parte da planta [1(mg.g™) extrato + DPR
Capitulos 126,41 + 4,45
Escapos 246,58 £ 13,18

Folhas 512,24 + 12,89

O maior teor de acidos fendlicos foi encontrado para o extrato metandlico das
folhas: 512,24 mg.g™ (+ 12,89).

4.7 Avaliacéo do potencial antiradicalar

O ensaio de DPPH foi realizado para a avaliacdo do potencial de eliminacéo
dos radicais livres dos extratos metandlicos de capitulos, escapos e folhas de A.
divaricatus.

O DPPH é um radical estavel em solucdo e tem coloracdo purpura
absorvendo a 515 nm em metanol. A determinacéo do potencial antiradicalar baseia-
se na reducéo da espécie radicalar ao aceitar um atomo de hidrogénio (H) a partir da
molécula antioxidante, assim, a cor purpura muda para o amarelo acompanhada da
diminuicdo na absorbancia a 515 nm (BRAND-WILLIANS et al., 1995; MISHRA;
OJHA; CHAUDHURY, 2012) (Figura 77). A mudanca de cor foi monitorada por um
espectrofotometro e utilizada para a determinagao dos parametros das propriedades

antioxidantes.

Figura 77 - Reacao radicalar do DPPH com a quercetina.
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Fonte: Adaptado de JOVANOVIC et al., 1994

A avaliacdo do potencial antiradicalar foi determinada por meio da constru¢ao

da curva analitica baseada nas variacdes das concentracdes de cada amostra com
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o percentural de captura dos radicais livres. Os valores foram determinados
considerando a reducao dos radicais livres em 50% (ICso) que foram definidos pelas

curvas dose-resposta sigmoidal apresentadas na Figura 78.

Figura 78 - Porcentagem de inibicdo de DPPH do padrdo de quercetina e dos extratos
metandlicos de capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus.
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C1: Capitulos, F1: Escapos, D1: Folhas, E1: padrdo de &cido galico, B: padrédo de quercetina.

Os extratos metandlicos de capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus nao
apresentaram atividade antioxidante considerada, sendo o valor de reducdo dos
radicais livres, para cada extrato, superiores a concentracdo maxima utilzada no
ensaio (ICsp > 250 pg.mL™). A baixa atividade dos extratos pode ser atribuida ao alto
teor de compostos glicosilados presentes, que diminuem o mecanismo de acgéo

antiradicalar dos compostos.
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5 CONCLUSOES

O estudo da espécie A. divaricatus estd sendo descrito pela primeira vez na
literatura, assim, o estudo dos extratos metandlicos dessa espécie possibilitou a
identificacdo de metabdlitos secundarios e a padronizacdo dos extratos pela
quantificacdo de flavonoides e naftopiranonas.

A caracterizacdo cromatografica por LC-PAD, juntamente com o estudo por
espectrometria de massas de alta resolucao proporcionou o perfil quimico qualitativo
dos extratos metanolicos de capitulos, escapos e folhas de A. divaricatus sem o
isolamento prévio dos metabdlitos ja conhecidos. A andlise dos espectros de UV
evidenciou diferencas de metabdlitos existentes nas trés partes da planta: nos
capitulos e folhas estdo presentes as naftopiranonas e flavonoides enquanto que
nos escapos apenas flavonoides. A andlise dos espectros ESI-MS permitiu a
identificacdo dos compostos presentes em cada parte da planta por comparacao
com os padrbées de fragmentacdo conhecidos na literatura, sendo possivel propor a
estrutura de 12 flavonoides, 5 naftopiranonas e 14 saponinas.

O fracionamento dos extratos metandlicos dos escapos e folhas permitiu o
isolamento de 7 flavonoides: 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-f-D-glicopiranosideo,
guercetina-3-O-8-D-glicopiranosideo-7-O-a-L-rhaminopiranosideo, 6-hidroxi-7-
metoxiquercetina, a nova 6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-0-B-D-(2"-O-acetil)-
glicopiranosideo, a nova  6-hidroxi-7-metoxiquercetina-3-O-8-D-(4"-O-acetil)-
glicopiranosideo e o0 novo éster diflavonoidico da 6-hidroxiquercetina; 2
naftopiranonas: 10-hidroxi-5,7-dimetoxi-3-metil-1H-nafito [2,3 c] piran-1-ona-9-O--D-
glicopiranosil-(6—1)-O-B-D-alopiranosideo e vioxantina e 1 saponina: acido 3-O-3-
D-glicuronopiranosil-30-norolean-12,20(29)-dieno-28-06ico-28-0--D-glicopiranosil
éster e trés acidos fendlicos: o acido protocatecuico, o acido p-hidroxibenzoico e o
acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico.

A avaliacdo quantitativa dos teores de flavonoides e naftopiranonas foi
determinada pelo desenvolvimento de método analitico por HPLC-PAD. Os
métodos apresentaram boa linearidade e seletividade na determinacdo dos
compostos de interesse.

Os meétodos utilizados apresentaram boa precisdo, para as analises de
repetibilidade e precisédo intermediaria, com valores de desvio padrdo relativo na
faixa de 0,0028 a 3,90%.
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A taxa de recuperacdo de 83 a 119% conferiu aos métodos uma boa
exatidao.

A quantificacdo dos derivados de quercetina e paepalantina apresentou
diferencas significativas nas concentracdes desses metabdlitos em cada parte da
planta. A maior concentragcdo de derivados da quercetina foi encontrada no extrato
metandlico das folhas (123,81 + 2,70 mg.g™’ de extrato). Enquanto, que a maior
concentracdo de derivados da paepalantina foi encontrada no extrato metandlico dos
capitulos (39,51 + 0,23 mg.g™* de extrato).

Os teores de fendis totais encontrados para os extratos metandlicos foi de
126,41, 246,58 e 512,24 mg.g' de extrato para os capitulos, escapos e folhas,
respectivamente.

Os extratos avaliados ndo apresentaram uma boa atividade antiradicalar,
sendo o valor de reducdo dos radicais livres, para cada extrato, superiores a
concentracdo méaxima utilizada no ensaio (ICsp > 250 ug.mL™). Essa baixa atividade
pode ser atribuida ao alto teor de compostos glicosilados presentes como visto nos
teores desses metabdlitos determinados pela quantificacao.

Os extratos apresentaram fraca sensibilidade para a atividade antimicrobiana
frente as cepas de bactérias e levedura testadas. Os melhores valores de
concentracéo inibitéria minima foi encontrado para o extrato metandlico dos escapos
que se mostrou ativo frente as cepas de S. aureus e E. coli.

A citotoxicidade dos extratos foi considerada baixa, quando comparado com o
padrdao de controle cisplatina, sendo o melhor resultado encontrado para o extrato
metandlico dos capitulos (ICsp = 66,98 pg.mL™) contra MCF7 (cancro da mama
humana). Os outros extratos metandlicos dos escapos e folhas e outra gama de
concentracfes do extrato metanodlico dos capitulos ndo causaram qualquer reducao
significativa do numero de células quando comparado com a cisplatina. A
diferenciacdo encontrada pode ser atribuida ao alto teor de naftopiranonas neste
extrato, visto que esta classe de metabdlito possui atividade antitumoral comprovada
na literatura.

Os resultados apresentados contribuem para o conhecimento da composi¢cao
quimica e padronizacdo dos extratos metanolicos das partes aéreas de A.
divaricatus.

Pelo estudo quimico de A. divaricatus foi possivel determinar a presenca

majoritaria de flavonoides 6-oxigenados, 7-metoxilados e de flavonoides acilados.
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Esses dados sdo relevantes na diferenciagcdo genérica de Actinocephalus e
Paepalanthus. As espécies incluidas na nova circunscricdio do género
Actinocephalus, anteriormente  classificadas como  Paepalanthus  sect.
Actinocephalus e Paepalanthus subsect. Aphorocaulon apresentavam nao apenas
uma similaridade morfolégica, mas também uma homogeneidade nos metabdlitos
secundarios presentes. Além disso, a presenca de saponinas nos escapos e folhas
define o género Actinocephalus como um género distinto do género Paepalanthus,
uma vez que a classe de saponinas € descrita pela primeira vez na familia
Eriocaulaceae. Assim, este estudo quimico sugere que novos estudos devam ser
realizados com as espécies do género Paepalanthus, subsecédo Actinocephalus para

a reclassificacdo taxonémica destas espécies no género Actinocephalus.
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