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RESUMO

A espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. é uma planta herbacea
pertencente a familia Iridaceae, conhecida popularmente como “marupazinho”. E
uma espécie nativa de paises tropicais da América do Sul, presente também na
Africa e na Asia. No Brasil, esta distribuida na Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica,
Pantanal e Caatinga. Em sua composi¢éo ja foram relatadas diversas subclasses
de substancias, destacando-se o isolamento e identificacdo de naftoquinonas,
antraquinonas e derivados do naftaleno em E. bulbosa. Esta descoberta motivou-
nos a continuar a isolar substancias desta espécie. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi investigar a composicdo quimica do bulbo utilizando abordagens
fitoquimicas classicas e modernas. Foram produzidos dois extratos (diclorometano
e etanol) por maceracdo a temperatura ambiente, apos secagem e calculo dos
rendimentos, foi submetido a analise de perfil quimico e o extrato diclorometano
(40,0 g) foi submetido a andlise por cromatografia em coluna aberta (CC). Dentre
as fracdes obtidas, foram submetidas para andlise de cromatografia preparativa em
camada delgada (CCDP) e por precipitacdo e purificacdo seguida de sucessivas
lavagens com acetonitrila ou hexano, levando ao isolamento de cinco substancias
principais: a antraquinona éster metilico do &cido 4,8-di-hidréxi-3-metoxi-1-
metilantraquinona-2-carboxilico, a antraquinona éster metilico do &cido 8-hidroxi-
3,4-dimetdxi-1-metilantraquinona-2-carboxilico, o0 naftaleno eleuterol, a
naftoquinona  3-[2-(acetiloxi)propil]-2-hidréxi-8-metoxi-1,4-naftoquinona e a
naftoquinona eleutoquinona, proposta como inédita. A elucidacédo estrutural das
substancias isoladas foi realizada utilizando a técnica de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e 3C - 1D/2D) e espectrometria de
massas (EM). Os resultados obtidos séo relevantes para a quimiotaxonomia do
género Eleutherine, e em particular para a espécie em estudo. Além disso, o
isolamento de substancias com potencial inédito ressalta a importancia da pesquisa
com espécies vegetais nativas, abrindo caminhos promissores para futuras

investigagcfes sobre suas propriedades bioldgicas.

Palavras-chave: Marupazinho, Quinonas e Quimiotaxonomia.
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ABSTRACT

The species Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. is an herbaceous plant
belonging to the Iridaceae family, popularly known as "marupazinho.” It is native to
tropical countries in South America and is also found in Africa and Asia. In Brazil, it
is distributed across various biomes, including the Amazon, Cerrado, Atlantic
Forest, Pantanal, and Caatinga. Several subclasses of compounds have already
been reported in its composition, with special emphasis on the isolation and
identification of naphthoquinones, anthraquinones, and naphthalene derivatives in
E. bulbosa. This discovery motivated us to continue isolating compounds from this
species. In this context, the objective of the present study was to investigate the
chemical composition of the bulb using both classical and modern phytochemical
approaches. Two extracts (dichloromethane and ethanol) were obtained by
maceration at room temperature. After drying and yield calculation, the extracts
were subjected to chemical profiling, and the dichloromethane extract (40.0 g) was
fractionated by open column chromatography (CC). Among the fractions obtained,
some were further purified using preparative thin-layer chromatography (PTLC),
precipitation, and successive washings with acetonitrile or hexane, leading to the
isolation of five main compounds: the anthraquinone methyl ester of 4,8-dihydroxy-
3-methoxy-1-methylanthraquinone-2-carboxylic acid; the anthraquinone methyl
ester of 8-hydroxy-3,4-dimethoxy-1-methylanthraguinone-2-carboxylic acid; the
naphthalene eleutherol; the naphthoquinone 3-[2-(acetoxy)propyl]-2-hydroxy-8-
methoxy-1,4-naphthoquinone; and the naphthoquinone eleutoquinone, proposed as
a novel compound. The structural elucidation of the isolated compounds was carried
out using nuclear magnetic resonance spectroscopy (*H and 3C NMR — 1D/2D) and
mass spectrometry (MS). The results obtained are relevant to the chemotaxonomy
of the genus Eleutherine, particularly for the species under study. Furthermore, the
isolation of potentially novel compounds highlights the importance of research
involving native plant species, opening promising avenues for future investigations

into their biological properties.

Keywords: Marupazinho, Quinones and Chemotaxonomy.



H9
ML
APCI

AcOEt
CcC
CCD
CCDP
CDCls
CHCls
Clso
CIM

COSY

Da

DCM

d

dd

ddd
DEPT-135

dqd
dt
EM
EtOH

GC-MS

Hex
Hz

LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

Micrograma

Microlitro

lonizagdo quimica a pressdo atmosférica (do inglés, Atmospheric
Pressure Chemical lonization)

Acetato de Etila

Cromatografia em coluna

Cromatografia em camada delgada

Cromatografia em camada delgada preparativa

Cloroférmio deuterado

Cloroférmio

Concentracdo inibitoria em 50% (do inglés, Inhibition Concentration)
Concentracdo inibitéria minima (do inglés, Minimum Inhibitory
Concentration)

Espectroscopia de correlacdo (do inglés, Correlation Spectrometry)
Dalton

Diclorometano

Dupleto

Duplo dupleto

Duplo duplo dupleto

Aprimoramento sem distor¢do por transferéncia de polarizagao (do
inglés, Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)

Duplo quarteto dupleto

Duplo tripleto

Espectrometria de massas (do inglés, Mass Spectrometry)

Etanol

Grama

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do
inglés, Gas Chromatography-Mass Spectrometry)

Hexano

Hertz



HMBC

HSQC

MeOH

mg

MS/MS

m/z
NOESY

ppm
gdd
RMN

RMN *H
RMN 3C

sxt

T™MS

1D
2D

Correlacdo de ligacbes multiplas heteronucleares (do inglés,
Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

Correlacdo quéntica Unica heteronuclear (do inglés, Heteronuclear
Single Quantum Correlation)

Constante de acoplamento

Metanol

Miligrama

Milimetro

Espectrometria de massas sequencial (do inglés, Tandem Mass
Spectrometry)

Razao massa/carga

Espectroscopia de efeito overhauser nuclear (do inglés, Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy)

Parte por milh&o

quarteto

Quaterto duplo dupleto

Ressonancia magnética muclear

Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

Ressonancia magnética nuclear de carbono

Simpleto

Sexteto

Tripleto

Tetrametilsilano

Deslocamento quimico

Uma dimensao

Duas dimensoes

Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Iridaceae. Fonte: GBIF (2024). ...... 23
Figura 2. Familia Iridaceae. A) flor de Iris planifolia; B) flor de Gladiolus illyricus; C)
flor de Belamcanda chinensis; D) flor de Freesia leichtlinii. Fonte: GBIF (2024). 24
Figura 3. Estigmas (cor vermelha) e flores (cor roxa) de Crocus sativus. Fonte:
(€12 (20 22 P EERR 25
Figura 4. Flavonoides isolados em espécies da familia Iridaceae...................... 29
Figura 5. Outros flavonoides isolados da familia Iridaceae. Fonte: Singab et al.

20 ) PSSR 30
Figura 6. Substancias isoladas da familia Iridaceae..................ccccoevvvviiiiiinnnneenn, 31
Figura 7. Estrutura bésica das quinonas. Fonte: Dewick (2008).............cccceeee... 33

Figura 8. Estrutura quimica dos derivados das quinonas. Fonte: Dulo et al. (2021).

............................................................................................................................. 33
Figura 9. Estrutura quimicas das benzoquinonas..............cccccevveeeeeeeiiiiiiiieeee e, 35
Figura 10. Estrutura quimica das naftoquinonas isoladas. ...............ccccvvvveeeeennn. 37
Figura 11. Estrutura das antraquinonas isoladas. ...............ccceeeveiiiiiiiiiiiiiniiiinnnnns 39

Figura 12. Distribuicdo geografica de espécies nativas do género Eleutherine.
FONTE: GBIF (2024). ... e e e e e e e e e e s 40
Figura 13. Distribuicdo geografica do género no Brasil. Fonte: CRIA (2024). .... 41

Figura 14. Distribuicdo do género no Amazonas. Fonte: CRIA (2024). .............. 41
Figura 15. Partes da Eleutherine bulbosa: A) bulbos; B) bulbos cortados; C) Folhas;
D) flor. Fonte: GBIF (2024). ......oooeiiiiii e 43
Figura 16. Naftoquinonas isoladas de Eleutherine bulbosa.............ccccccceeeee. 46
Figura 17. Antraquinonas isoladas de Eleutherine bulbosa................cccccvvvinneees 47

Figura 18. Estrutura basica do naftaleno. Fonte: Ibrahim e Mohamed (2016),
Makar, Saha e SINgh (2019)......ccouiiiiiii e 48
Figura 19. Derivados do naftaleno isolados de Eleutherine bulbosa................... 48
Figura 20. Esquema do procedimento para obtencéo dos extratos dos bulbos de
Eleuthering DUIDOSA. .........oiiiiiieieeee e 54
Figura 21. A) precipitado, B e C liquidos sobrenadantes. Fonte: Arquivo pessoal
2022 TSR 56

Xii



Figura 22. Analise em CCDP. Reveladores: A) Visivel, B) UV-365 nm, C) UV-254

nm. Fonte: Arquivo PeSS0al (2024).......coeeeeuiiiiie et 57
Figura 23. Analise em CCDP. Reveladores: A) Visivel, B) UV-365 nm, C) UV-254
nm. Fonte: Arquivo PessS0al (2023)........uuuuuuuuummniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieii e 60
Figura 24. A) precipitado, B e C liquidos sobrenadantes. Fonte: Arquivo pessoal
20722 ) TSRS 60
Figura 25. Precipitado ap6s lavagem com hexano. Fonte: Arquivo pessoal (2024).
............................................................................................................................. 62
Figura 26. Analise em CCDP. Reveladores: A) Visivel, B) UV-365 nm, C) UV-254
nm. Fonte: Arquivo PeSS0al (2024).......coouuuuuiiiii e 65
Figura 27. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz) de IG-1/IG-3.................... 67
Figura 28. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) de IG-1/1G-3.................. 68
Figura 29. Comparacdo dos espectros de RMN de 3C e DEPT 135 (125 MHz,
(OB 01 ) e L= [ I [T SRR 68
Figura 30. Mapa de correlacdo HSQC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) de
[G-L/1G =3, e e et e e e e e a b —aaaaas 69
Figura 31. Mapa de correlagdo COSY H-'H (500 MHz, CDCIz) e ampliagédo dos
sinais aromatiCos de IG-1/IG-3........cooiiiiiiiiiiiieeeee e 70
Figura 32. Mapa de correlagdo HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCI3) e os
grupos de A-E de IG-1/1G-3... ..o 70
Figura 33. Esqueleto de antraquinona a esquerda e divisdo da estrutura a direita.
............................................................................................................................. 71
Figura 34. Ampliacées de RMN !H e correlacdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
EStrutUra | — Parte L. ... e 71
Figura 35. Ampliacées de RMN !H e correlacdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESITULUIA Tl — Parte L. ... e e eaeas 72
Figura 36. Ampliacées de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
estrutura [T — Parte L. ..o 73

Figura 37. Ampliacées de RMN H e correlacbes HMBC da semi-estrutura 1V —

Figura 38. Ampliacdes de RMN *H e correlagdes HSQC e HMBC da semi-estrutura
Y = (= | PP 74

Xiii



Figura 39. Ampliacées de RMN *H e correlagées HSQC e HMBC da semi-estrutura

AV B = L (S | PP 74
Figura 40. Ampliacdes de RMN !H e correlagdes HMBC da semi-estrutura VII —
=1 L | PSPPSRI 75
Figura 41. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia 1G-1/IG-3.
............................................................................................................................. 77
Figura 42. Espectro EM/EM e proposta de mecanismo de fragmentacdo da
SUDSTANCIA IG-1/1G-3. .. 78
Figura 43. Comparacéo dos espectros de RMN de *H da IG-1/IG-3 e IG-4......... 79
Figura 44. Comparacéo dos espectros de RMN de **C da IG-1/IG-3 e IG-4....... 79
Figura 45. Mapa de correlacdo HSQC (*H - 500 MHz; *3C - 125 MHz, CDCls) de
LG4, et — e e e e e et it e e e e e e e e e a b raaaaes 80
Figura 46. Mapa de correlagdo HMBC (*H - 500 MHz; 3C - 125 MHz, CDCls) de
LG, e et e e e e —r e e e e e e e e a i aaaaaas 80
Figura 47. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia I1G-4.... 82
Figura 48. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) de IG-2............cccccuvveeennne 83
Figura 49. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDClz) de IG-2...........cccveennenne. 84
Figura 50. Comparacdo dos espectros de RMN de 13C e DEPT 135 (125 MHz,
(OB 01 ) I o [ PSSR 84
Figura 51. Mapa de correlacdo HSQC (*H - 500 MHz; *3C - 125 MHz, CDCls) de
LG, e e e e e e e e e e — e e e e e e e e e a b raaaaaaas 85
Figura 52. Mapa de correlagdo COSY H-'H (500 MHz, CDCIsz) e ampliagédo dos
SiNais aroMALICOS A IG-2......coviiiiiiiiiiiieee e 86
Figura 53. Mapa de correlagcdo HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCI3) e os
grupoS de A-F de IG-2. .. .o 86
Figura 54. Esqueleto do derivado de naftaleno a esquerda e divisédo da estrutura a
(01 (=7 | = TR 87
Figura 55. Ampliacdes de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESHTUTUra | — Parte L. ... 87
Figura 56. Ampliacdes de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESITULUIA Tl — Parte L. ... e 88

Xiv



Figura 57. Ampliacées de RMN !H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
eStrutura [T — Parte L. ... e 88

Figura 58. Ampliagées de RMN *H e correlagdes HSQC e HMBC da semi-estrutura

IV — PAITE Lo e 89
Figura 59. Ampliacées de RMN *H e correlagées, COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESITULUIA V — Parte Ll ... e e e 90

Figura 60. Ampliacdes de RMN H e correlacdes, HSQC e HMBC da semi-estrutura

AV B = L (S | PP 90
Figura 61. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia 1G-2.... 92
Figura 62. Espectro “EM/EM” da substancia IG-2. ............ccccoeiiiiiiiiiiiiiciie e, 93
Figura 63. Proposta de mecanismo de fragmentacdo da substancia 1G-2. ......... 93
Figura 64. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCIz) de IG-5..........ccceevvvennee. 95
Figura 65. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDClz) de IG-5...........cceeennienne. 96
Figura 66. Comparacédo dos espectros de RMN de 3C e DEPT 135 (125 MHz,
(OB @1 ) e [ [ TSR 96
Figura 67. Mapa de correlacdo HSQC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) de
L P 97
Figura 68. Mapa de correlacdo COSY H-'H (500 MHz, CDCIz) e ampliacédo dos
Sinais aromMAtiCoS de IG-5......ccoiiiiiiiiiiii e 98
Figura 69. Mapa de correlagdo HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCIs) e os
grupos de A-F de IG-5. ... 98
Figura 70. Esqueleto de naftoquinona. ..............cceeiieieeiiiiiiiicce e 99
Figura 71. Ampliacées de RMN !H e correlacdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESTIUTUIAL L. et e e e e e eaa s 99
Figura 72. Ampliacées de RMN !H e correlacdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESITULUIA Tl e e e e e e e e e e e e eees 100
Figura 73. Ampliacées de RMN *H e correlacdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESTIUTUIA [L. oo e e e e e e eaas 100

Figura 74. Ampliacdes de RMN *H e correlacdes HSQC e HMBC da semi-estrutura

DV 101
Figura 75. Ampliacdes de RMN *H e correlagdes HSQC e HMBC da semi-estrutura
R PP PP POTPPPPPP 101

XV



Figura 76. Ampliacées de RMN !H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESITULUIA VL. e e e e e enn e eees 102
Figura 77. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia 1G-5.. 104

Figura 78. Espectro EM/EM e proposta de mecanismo de fragmentacdo da

SUDSTANCIA IG-5. 105
Figura 79. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) de IG-6...........c..ccuvennee.. 106
Figura 80. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDClz) de IG-6..........c..ccuveeee.. 107
Figura 81. Comparacédo dos espectros de RMN de 3C e DEPT 135 (125 MHz,
(@B @1 ) e [ [ TP UPR RS PPPRERRR 107
Figura 82. Mapa de correlacdo HSQC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) de
LGB, ettt e e e e e e e e e e e ——raaaae e e e a i —araaaeas 108
Figura 83. Mapa de correlacdo COSY H-'H (500 MHz, CDCIz) e ampliagédo dos
SiNais aroMALICOS A IG-6......ccevvviiiiiiiiiiiiiie e 109
Figura 84. Mapa de correlagdo HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCI3) e os
grupoS de A-C de IG-6. .cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 109
Figura 85. Esqueleto de naftoquinona a esquerda e divisao da estrutura a direita.
........................................................................................................................... 110
Figura 86. Ampliacées de RMN !H e correlacdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESHrUtUra | — Parte L. ... e 111

Figura 87. Ampliacées de RMN *H e correlagées HSQC e HMBC da semi-estrutura
B o= L (=3 PP UPTPPT 111
Figura 88. Ampliacées de RMN *H e correlacdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
estrutura [T — Parte 1. ... e e 112
Figura 89. Ampliacées de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
eStrutura IV — Parte Il ... 113
Figura 90. Ampliacées de RMN !H e correlacdes COSY, HSQC e HMBC da semi-
ESrUtUra V — Parte 1l ... 114
Figura 91. Mapa de correlagdo NOESY 2D *H-'H (500 MHz, CDClz) e ampliacédo
da regiao 4,85-1,36 PPM. ..uuiiiiiiiiii e aan 114
Figura 92. Estereoquimica relativa e conformacao tridimensional do anel C com
INTEIAGOES NOESY . ...ttt bbenenne 115
Figura 93. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia IG-6.. 116

XVi



Figura 94. Espectro “EM/EM” e proposta de mecanismo de fragmentagdo da
SUDSTANCIA IG-6. ..o 117

LISTA DE QUADROS
Quadro 1. Panorama das atividades biolégicas reportadas para as substancias

isoladas de Eleuthering BUIDOSA. .......coueenii e 51

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Reunido das fraces obtidas do primeiro fracionamento. .................... 55
Tabela 2. Reunido das fracbes obtidas do segundo fracionamento. ................... 58
Tabela 3. Reunido das fragcbes obtidas do terceiro fracionamento. ..................... 61
Tabela 4. Reunido das fragdes obtidas do quarto fracionamento. .............cc........ 63
Tabela 5. Comparacéo dos dados de RMN de !H e 13C da substancia 1G-1/1G-3 e
COM A NIEEIALUIAL ..o e e 76

Tabela 6. Comparacdo dos dados de RMN de H e 13C da substancia IG-4 e com
= 11 L= = (| - VPR 81
Tabela 7. Comparacéo dos dados de RMN de 'H e 13C da substancia IG-2 e com
A IEEIALUIAL oo 91
Tabela 8. Comparacéo dos dados de RMN de 'H e 13C da substancia IG-5 e com
= 11 (=7 = (] = USRS 103
Tabela 9. Dados de RMN de 'H, 3C e HMBC em CDCIls da substancia IG-6. .. 116

XVii



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt et e st e e 20
2. OBUIETIVOS ... 22
2.1 ODJetivo Geral......cccooiiiiiiiiii 22
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS ...uviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 22
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......coiiiiiieceeeeeeee e 23
3.1 Familia Iridaceae Juss. (1789), nom. cons.: consideragdes gerais ...... 23
3.1.1 Importancia econdmica € USOS POPUIAIES............uuvvevrrmmiriiiiiiiiiiiiiiinnnns 24
3.1.2 Fitoquimica da familia Iridaceae e atividades biologicas ...................... 27
3.1.2.1 Quinonas e suas atividades bioldgicas...........ccccccvvvieiieieeieeiiiiiinnnn. 32
3.1.2.1.1 BENZOQUINONAS.......ccviruiiiieeeeeeeeeeiiie e e e e e e e e et e e e e e e e eennaaa s 34
G700 20 720 = (o Yo [ 11 o F= 1 35
00 2 G I Y 0 = T [ 11 o] F= 1T 38
3.2 Género Eleutherine Herbert ... 40
3.2.1 Eleutherine bulbosa (Miller) Urban: consideragfes gerais.................... 42
3.2.1.1 Importancia econdmica e usoS Populares ............ccccccvvevveinninnnnnnns 44
3.2.1.2 E. bulbosa: fitoqUIMICa ...........ueeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 45
3.2.1.2.1 Naftoquinonas isoladas na E. bulbosa ............ccccoeeeeeivvriiinnnnnnn. 45
3.2.1.2.2 Antraquinonas isoladas na E. bulbosa ............ccccooeeeiiiriiiiinnnnnn. 46
3.2.1.2.3 Derivados do naftaleno isolados na E. bulbosa........................ a7
3.2.1.3 E. bulbosa: atividades bioldgicas e quimicas ............cccccceeereeernnnns 49
Y 1 @ T 1@ @ L 53
4.1 Coleta do Material .......cooeeeeeiieeiiiie e e 53
4.2 Obtencgao dos extratos dos bulbos de E. bulbosa........ccccccvvviiii. 53
4.3 Fracionamento cromatografico do extrato EBD............ccccoeeeeeviiiiiniinnnnn. 54
4.3.1 ANAlise do grupO VIl ... 56
4.3.2 Fracionamento cromatografico do grupo VIll.........cccooeeiiiiiiiiiiicenneee, 58
4.3.2.1 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) do grupo
IV e 59
4.3.2.2 Purificagdo por precipitagdo do grupo V..., 60
4.3.2.3 Fracionamento cromatografico do grupo VI........cccceeeeviiiiineee, 61
4.3.1.3.1 Purificagao por precipitacdo do grupo VIl..........cooeeeeeeninnnnn. 62
4.3.1.3.2 Fracionamento cromatografico do grupo VII-VIII-IX................. 63
4.3.1.3.2.1 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) do
grupO VI-VHI-EX=X-XE e, 64
4.4 Analise por Espectrometria de Massas (EM)........ccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 65
4.5 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)................ 66

XViii



5. RESULTADOS E DISCUSSAO ......ccooiiiieiticieecteeieeee e 67

N N o 4 = To 10 1 0 = P 67
5.1.1 Elucidacéao estrutural da substancia IG-1 e IG-3..........cccoeeveeevveviivnnnnnnn. 67
5.1.2 Elucidacéao estrutural da substancia IG-4 ...........cccccviiiiii e, 79

5.2 Derivado do NAftal@no ........oooviiiiiiiiiie e 83
5.2.1 Elucidagéo estrutural da substancia IG-2 ...........cccevvvviiiiiieieieeeeeiiiin, 83

5.3 NaftOQUINONAS ....ccoiiiiiiiiiii e 95
5.3.1 Elucidacéao estrutural da substancia IG-5 ...........ccccevvviiiiiiie e, 95
5.3.2 Elucidacéao estrutural da substancia IG-6 ...........cccccccceeiieieeeeeeeiiiiinnn, 106

B. CONCLUSAOD ...ttt 118
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 119

Xix



1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa a terceira posicdo mundial na producdo de conhecimento
cientifico, em termos de numero de publicagcbes sobre plantas medicinais, de
maneira constante ao longo dos anos, ficando apenas atras da China e da india
(Salmeron-Manzano, Garrido-Cardenas e Manzano-Agugliaro, 2020). Além disso,
0 pais € reconhecido como o mais biodiverso do planeta. Assim, é fundamental
preservar essa diversidade para garantir a conservacdo das espécies produtoras
de metabdlitos baseados em produtos naturais.

Os produtos naturais tém desempenhado um papel fundamental no
desenvolvimento de medicamentos ao longo da histéria. A diversidade de
substéancias bioativos encontrados em plantas e microrganismos é uma importante
area de investigacdo cientifica, especialmente devido as suas propriedades
terapéuticas Unicas (Maitra, Stephen e Ciesla, 2022). Nas décadas de 1981 a 2019,
aproximadamente 25% de todos 0os novos medicamentos tiveram suas origens a
partir de produtos naturais, produtos naturais de origem vegetal e derivados de
produtos naturais (Newman e Cragg, 2020). A utilizag&o de produtos naturais como
fonte de novos farmacos oferece uma alternativa promissora para o tratamento de
diversas doencas, incluindo cancer, infec¢des virais, parasitarias, bacterianas e
fungicas.

Na busca por substancias de interesse bioldgico, a separacéo, o isolamento
e a identificacdo de metabdlitos secundarios presente em misturas complexas,
como extratos vegetais, sdo comumente realizadas por abordagens classicas,
como métodos cromatograficos de bancada, incluindo cromatografia em coluna
(CC), cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) (Beniddir et al., 2014; Collins, 2010). Entre as técnicas
modernas de andlise para caracterizacdo quimica aplicadas na metabolémica,
destacam-se a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e a
espectrometria de massas (EM) (Yi et al., 2016; Belinato et al., 2019; Segers et al.,
2019). Diante dessa relevancia, ao longo dos anos, estudos sobre plantas
utilizaram diversas abordagens experimentais e acompanharam a evolucdo
instrumental e do processamento de dados, com o objetivo de descobrir novos

metabalitos bioativos. A metaboldmica, que se dedica ao estudo do metaboloma,
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gue compreende o conjunto de pequenas substancias presentes em um organismo,
utilizando técnicas analiticas variadas para entender sua composicdo quimica e
abordar questdes biologicas, € uma delas (Peres, 2022).

Nesse contexto, a escolha da espécie Eleutherine bulbosa para o estudo
fundamenta-se em seu potencial fitoquimico, evidenciado pela ampla diversidade
de naftoquinonas, antraquinonas e derivados do naftaleno com reconhecido
potencial terapéutico, incluindo atividades antifungica, antibacteriana,
antiparasitaria, anticancerigena e antioxidante. Esse potencial pode oferecer
contribuicbes relevantes para a identificacdo de novas substancias bioativas.
Assim, estudos voltados ao isolamento e a elucidacao estrutural desses compostos
ndo apenas enriquecem a quimiotaxonomia da espécie, como também ressaltam a
importancia da regido amazoénica como um centro de biodiversidade e fonte de

inovacao cientifica.
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2. OBJETIVOS
2.10bjetivo Geral
Investigar a composi¢cdo quimica dos bulbos de Eleutherine bulbosa por

meio de técnicas cromatograficas.

2.20bjetivos Especificos

Fazer uma revisao bibliografica sobre a composicdo quimica da familia
Iridaceae e da espécie E. bulbosa, com énfase nas substancias ja identificadas e
suas respectivas atividades biolégicas;

Analisar o perfil quimico dos extratos diclorometano e etandlico produzidos
de E. bulbosa e fracionar o extrato de interesse;

Realizar o isolamento das substancias presentes por meio de técnicas
cromatograficas classicas;

Determinar as estruturas quimicas das substancias isoladas utilizando
técnicas de ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C e bidimensionais (DEPT
135, COSY, HSQC e HMBC) e espectrometria de massas (EM).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Familia Iridaceae Juss. (1789), nom. cons.: consideracdes gerais

A familia Iridaceae foi descrita por Antoine Laurent de Jussieu, em 1789, e
classificada taxonomicamente pelo Angiosperm Phylogeny Group — APG (APG I,
2003). E uma das maiores familias de monocotiledéneas petaloides, dentro da
ordem Asparagales (APG 1V, 2016). A familia apresenta 7 subfamilias, sendo elas:
Sophysidoideae, Iridoideae, Patersonioideae, Geosiridoideae, Aristeoideae,
Nivenioideae e Crocoideae (Goldblatt et al., 2008; Kamra, Jung e Kim, 2023).

Segundo Goldblatt et al. (2008), referéncia em estudos com Iridaceae,
existem mais de 2.030 espécies divididas entre 65-75 géneros, distribuidas
principalmente pela Africa do Sul e regiGes neotropicais, especialmente América do
Sul. Além dessas areas, algumas espécies da familia se adaptaram em diferentes
climas e habitats, podem ser encontradas em regiées do hemisfério norte, como
Europa, Asia, América do Norte, bem como regides mediterraneas e na Australia
(Figura 1).

Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Iridaceae. Fonte: GBIF (2024).

No Brasil, a familia apresenta 26 géneros, 221 espécies, distribuidas desde
a regido Amazodnica até a regido do Pampa. No estado do Amazonas foram
identificados 3 géneros, com apenas 3 espécies descritas para a regido, sendo
elas: Cipura paludosa Aubl.,, Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. e Trimezia
martinicensis (Jacg.) Herb. (Eggers et al., 2024).
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3.1.1 Importancia econdmica e usos populares

A familia Iridaceae é amplamente reconhecida como uma das mais
relevantes no campo da horticultura devido a sua consideravel diversidade
taxonbmica e importancia ecoldgica. Dentre as importancias econdmicas, as
espécies desta familia se destacam em sua utilizacdo ornamental, em decorréncia
da producéo de flores com multiplas coloragcbes (Figura 2), especialmente as do
género lIris, Gladiolus, Belamcanda e Freesia (Singab et al., 2016; Yadav et al.,
2024).

Figura 2. Familia Iridaceae. A) flor de Iris planifolia; B) flor de Gladiolus illyricus; C) flor de Belamcanda
chinensis; D) flor de Freesia leichtlinii. Fonte: GBIF (2024).

Preparacdes cosmeéticas, como os Oleos essenciais de espécies do género
Iris sdo amplamente utilizados como um dos ingredientes valiosos na industria da
perfumaria devido a sua complexidade e riqueza aromatica (Schitz et al., 2011). A
singularidade da sua fragrancia resulta da formacdo de substancias ironas que
ocorrem durante o envelhecimento do rizoma, como consequéncia da degradacao
oxidativa dos iridais presentes na planta (Krick, Marner e Jaenicke, 1983; Maurer,
Hauser e Froidevaux, 1989; Bicchi e Rubiolo, 1993). Este processo quimico é
fundamental para o desenvolvimento das notas olfativas caracteristicas do 6leo de
Iris, contribuindo para sua alta estima e demanda no mercado de perfumes de luxo.
As especies, |. florentina, I. pallida e I. germanica, sdo usadas na fabricacdo de
perfumes de luxo, como Chanel N°19 e So Pretty Cartier (Brenna, Fuganti e Serra,
2003; Amin et al., 2021).

Na Asia e Europa, principalmente no Ir&, é produzido um tempero através do
estigma de Crocus sativus (Figura 3), conhecido como acafrédo, muito usado na
culinaria. Este tempero é considerado o mais caro do mundo e as vezes é chamado
de “Ouro Vermelho” (Cardone et al., 2020; Keller et al., 2021; Yadav et al., 2024).
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A producédo mundial anual de acafrdo é estimada em cerca de 178 toneladas e para
obter 1 kg de acafrdo, sdo necessarios aproximadamente 500.000 estigmas
(Marrone et al., 2024).

Figura 3. Estigmas (cor vermelha) e flores (cor roxa) de Crocus sativus. Fonte: GBIF (2024).

Em 2023, o preco de mercado para 1 kg de acafrdo de alta qualidade variou
entre US$ 15,30 e US$ 37,50. Essa variacao significativa reflete a alta demanda e
a limitada oferta deste tempero raro. Além disso, o mercado global de acafrao
alcanca quase US$ 1 bilhdo, destacando a importancia econdmica e o valor
consideravel deste produto no cenério internacional (Eghbali, Farhadi e Askari,
2023).

As principais substancias ativas do agafrao sao a crocina, a picrocrocina e o
safranal. A crocina, um carotenoide da familia dos tetraterpenos, é responsavel pela
coloracédo que varia do amarelo ao vermelho alaranjado do acafréo. A picrocrocina,
um monoterpenoide glicosilado e incolor, confere o sabor amargo caracteristico do
tempero. Por sua vez, o safranal, também um monoterpenoide, € uma substancia
volatil que proporciona o aroma e o odor distintivos do acafrao (Guijarro-Diez et al.,
2015; Hashemzaei et al., 2020; Keller et al., 2021).

A familia destaca-se ndo apenas pela sua diversidade econf6mica, mas
também pelo amplo nimero de espécies utilizadas na medicina tradicional. O
acafrdo, por exemplo, tem seus estigmas aplicados no tratamento de vérias
condi¢Oes e em diferentes locais. No Ira, o agafrdo é conhecido como “kal mas” ou
“zaferan” e é utilizado para fortalecer o coragdo (Ghasemi, Momeni e Bahmani,

2013). Na medicina tradicional islamica, o agafrdo é chamado de "za'faran" e é
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amplamente recomendado como um ténico nervoso, emenagogo e afrodisiaco,
além de ser usado para tratar dismenorreia, Ulceras gastricas e disfuncéao sexual
(Keller et al., 2021; Eghbali, Farhadi e Askari, 2023).

Na medicina tradicional indiana, o acafrdo € conhecido como “Kesar” e &
reconhecido como sedativo nervoso, aperitivo e estimulante (Eghbali, Farhadi e
Askari, 2023). Na medicina tradicional chinesa, os estigmas de acafrdo séo
utilizados em inalacdes para tratar coqueluche e aliviar a asma (Keller et al., 2021,
Eghbali, Farhadi e Askari, 2023). Além dos estigmas de acafrdo, outras partes de
plantas da familia também desempenham papéis importantes no tratamento de
doencas.

Na medicina tradicional africana, o género Gladiolus se destaca por suas
propriedades terapéuticas. Os bulbos de G. psittacinus tém sido utilizados na
medicina popular para tratar uma variedade de condi¢des, incluindo diarreia aguda,
resfriados, asma, infeccBes parasitarias intestinais, diabetes e gonorreia. Além
disso, sdo empregados para regularizar o fluxo sanguineo durante o ciclo menstrual
em mulheres e atuam como sedativo (Munyemana, Mondego e Cumbane, 2013).
Por outro lado, as raizes de G. candidus séo tradicionalmente usadas no tratamento
de diversas doencas, como infec¢cBes cutaneas e respiratorias, gonorreia,
disenteria, meningite, malaria, dores reumaticas, cefaleias e hemorroidas (Tesfaye
et al., 2022).

Na medicina tradicional chinesa, os rizomas de |. confusa séo utilizados no
tratamento de bronquite aguda e amigdalite, sendo administrados na forma de cha
ou po (Chen et al., 2018a). Em contraste, na Irlanda e na Gra-Bretanha, os rizomas
de I. pseudacorus séo utilizados para tratar inflamacdes da garganta, resfriados e
dor de dente, geralmente preparados como cha ou aplicados na forma de
cataplasmas (Allen e Hatfield, 2004). Além disso, o suco extraido das raizes de |.
germanica é utilizado topicamente em feridas e para a remocgéo de sardas da pele.
O cha das raizes desta planta tem uma ampla gama de aplicacdes terapéuticas,
incluindo tratamento de hidropisia, acdo antiespasmadica, alivio de febre, efeitos
emenagogos, propriedades estimulantes e catarticas, além de ser utilizado para
doencas da vesicula biliar e no tratamento de doencas catarrais em criangas

(Rahman et al., 2003; Ghasemi et al., 2023). Essas diversas aplicacdes evidenciam
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a relevancia das espécies do género Iris nas varias praticas medicinais e ressaltam
a ampla gama de beneficios terapéuticos que essas plantas oferecem.

Dentro desse contexto, a espécie B. chinensis também se destaca na
medicina tradicional chinesa, onde os rizomas sdo empregados principalmente no
tratamento de doencas da garganta, incluindo feridas, bronquite, traqueite crénica,
asma e amigdalite (Ahn et al., 2006; Li et al., 2019). Além de seu uso na medicina
tradicional chinesa, os rizomas de B. chinensis também tém aplicacéo significativa
na medicina popular tailandesa, sendo utilizados para a regulacdo de disturbios
menstruais (Monthakantirat et al., 2005). A utilizacdo desta planta em diferentes
tradicbes medicinais ilustra sua versatilidade e importancia terapéutica,
evidenciando seu papel crucial no tratamento de condi¢Bes inflamatérias e
regulatorias.

Na América do Sul, especificamente no norte do Brasil, uma planta de
destaque, nativa da floresta amazobnica, € Cipura paludosa. Conhecida
popularmente como 'batata roxa', 'alho-do-mato’ e 'cebolinha-do-campo’, essa
planta possui diversas aplicagdes na medicina tradicional (Tessele et al., 2011). Os
bulbos de C. paludosa sdo amplamente utilizados devido as suas propriedades anti-
inflamatorias e analgésicas. Além disso, sdo empregados no tratamento de
tuberculose e gonorreia, bem como na regulacéo do fluxo menstrual (Lucena et al.,
2007). Normalmente, o preparo consiste em infusdes ou chas dos bulbos. As
capacidades medicinais de C. paludosa demonstram seu papel essencial na

manutencdo da saude e bem-estar das comunidades amazoénicas.

3.1.2 Fitoquimica da familia Iridaceae e atividades biolégicas

A familia Iridaceae é conhecida por produzir uma rica diversidade de
metabdlitos secundarios. Entre as classes quimicas identificadas e estudadas
estdo os flavonoides, cumarinas, xantonas, estilbenos, fendis simples, terpenoides,
as quinonas e seus derivados, além de derivados do naftaleno. Embora menos
comuns na familia, a presenca de alcaloides também € relatada. Essas descobertas
ressaltam a importancia da familia Iridaceae como uma fonte valiosa e promissora
de substancias bioativas com potencial terapéutico a ser explorado (Ayoub et al.,

2015; Munyemana, Mondego e Cumbane, 2013; Singab et al., 2016).
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Na familia Iridaceae, € encontrado a presenca de diversas flavonas, cujo
isolamento visa ndo apenas a obtencdo dessas substancias, mas também a
realizacdo de testes bioldgicos. A partir de uma fracdo de acetato de etila (AcOEt)
dos rizomas de B. chinensis (Iridaceae), foram isolados 16 compostos, incluindo
duas flavonas glicosiladas: hispidulosideo (1) e jaceosideo (2) (Figura 4). No
entanto, para esse trabalho n&do foram realizados testes biol6gicos com essas duas
substancias (Monthakantirat et al., 2005).

As folhas de Dietes bicolor (Iridaceae) foram utilizadas para produzir o
extrato cloroférmico (CH,CI;), a partir do qual foram isoladas trés biflavonas:
lanaroflavona (3), robustaflavona (4) e amentoflavona (5) (Figura 4). A
robustaflavona e amentoflavona exibiram atividade antialérgica, inibindo a liberacéo
de B-Hexosaminidase induzida por A23187 e induzida por antigeno em células
RBL-2H3. Além disso, as duas substancias demonstraram atividade anti-
inflamatéria (Ayoub et al., 2018).

O trabalho desenvolvido por Ahn et al. (2006), isolaram seis flavonoides dos
rizomas de B. chinensis (Iridaceae), dentre eles, apenas um apresentou efeitos anti-
inflamatérios significativos. O composto foi um isoflavonoide, a irigenina (6) (Figura
4), que reduziu a producéo de éxido nitrico (NO) induzido por lipopolissacarideo
(LPS) em macrofagos RAW 264.7. A irigenina diminuiu a expresséao de 6xido nitrico
sintase induzivel (INOS), uma enzima responsavel pela producdo de NO. A
irigenina reduziu a expressao da ciclooxigenase-2 (COX-2), uma enzima envolvida
na sintese de prostaglandinas. Essas atividades demonstram o potencial da
irigenina como um agente anti-inflamatorio, interferindo em varios aspectos da
resposta inflamatdria e da sinalizacao celular.

Em outro estudo, realizado com os rizomas de B. chinensis (Iridaceae),
foram isolados a tectorigenina (7) e a tectoridina (8) (Figura 4), dois isoflavonoides.
Ambos os compostos demonstraram nao apenas propriedades antioxidantes, mas
também atividades hepatoprotetoras em ratos submetidos & intoxicagdo com
tetracloreto de carbono (CCls) (Jung et al., 2004). Além disso, a tectorigenina e a
tectoridina, isoladas dos rizomas de B. chinensis, mostraram atividade estimuladora
da proliferacédo celular em linhas celulares de cancer de mama humano MCF-7 e
T-47D (Monthakantirat et al., 2005).
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Figura 4. Flavonoides isolados em espécies da familia Iridaceae.

No estudo conduzido por Yan et al. (2024), foram isolados dois
isoflavonoides, a 5, 7, 2, 3'-tetrahidréxi-6-metodxiisoflavona (9) e a 5, 7, 2/, 3"-
tetrahidréxi-8-metoéxiisoflavona (10) (Figura 4), a partir das partes subterraneas de
. tenuifolia (Iridaceae). Esses compostos foram submetidos a uma série de ensaios
bioldgicos que revelaram propriedades antioxidantes. A analise detalhada sugeriu
que essas substancias poderiam desempenhar um papel significativo na
neutralizac&o de radicais livres, o que as torna potenciais agentes antioxidantes em
contextos biolégicos.

Além dos flavonoides mencionados, diversos outros tém sido amplamente
estudados devido as suas propriedades biologicas promissoras (Singab et al.,
2016). Das partes subterraneas de lIris bungei, foram isoladas irisflavonas A (11), B
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(12), C (13) e D (14); dos rizomas de Iris tectorum, isolou-se hesperitina (15); dos
rizomas de Iris unguicularis, 8-metoxieriodictiol (16) e 4’,5,7-tri-hidréxi-3,8'-
dimetoxiflavanona (17). De espécies cultivadas do género Gladiolus, foram isolados
pelargonidina-3-O-rutinosideo-5-glicosideohispidulosideo (18), pelargonidina-3-O-
rutinosideo jaceosideo (19) e petunidina (20). Das flores de Iris ensata, foi isolada
delfinidina (21), e das folhas de Isophysis tasmanica, isolou-se amentoflavona (22),

conforme ilustrado na Figura 5.

OH OR
ONg \O OH
HO O HO o}
OH O OH O R
Ri Rs Re (15)h iti (16) 8-metoxieriodictiol H
L esperitina -
E:;;!'!S::avonag '\:‘ O'\":e "\\A"e :j ':' E (17) 4',5,7-tri-hidr6xi-3' 8-dimetoxiflavanona  Me
irisflavona e e e
(13) irisflavonaC Me OMe Me OH H H
(14) irisflavonaD Me H H H OH Me

R1 R2 R3 R4
(18) pelargonidina-3-O-rutinosideo-5-  H H Rut Glu
-glicosideohispidulosideo

(19) pelargonidina-3-O-rutinosideo H H Rut H

jaceosideo

(20) petunidina OMe H Glu Glu (22) amentoflavona
(21) delfinidina OH OH H H

Figura 5. Outros flavonoides isolados da familia Iridaceae. Fonte: Singab et al. (2016).

Como importantes metabdlitos secundarios, os flavonoides desempenham
papéis cruciais na regulacdo do transporte de auxina, na polinizacdo, no
desenvolvimento de sementes, na coloracdo das flores e na alelopatia (Vicente e
Boscaiu, 2018). Além disso, os flavonoides atuam como agentes protetores contra
estresses abidticos, como radiacdo ultravioleta, frio, salinidade, seca e metais
pesados, bem como contra estresses bioticos, incluindo herbivoria, infeccbes

bacterianas e fungicas (Zhuang et al., 2023).

30



OAc

(25) a-irigermanal HO ,H (26) B-amirina (27) missouriensin
et e TR
OH (0]
(28) (+)-cis-a-irona (29) (+)-cis-y-irona

(30) bellidifolin

(31) acido vanilico

(32) ¢-Viniferina

Figura 6. Substancias isoladas da familia Iridaceae.

Outras substancias pertencentes a diferentes classes quimicas também
foram isoladas em espécies da familia Iridaceae (Figura 6). Dentre elas, destacam-
se sete terpenoides: o iridal (23), isolado dos rizomas de Iris germanica (Miyake, Ito
e Yoshida, 1997); o iritectol A (24), obtido dos rizomas de Iris tectorum (Fang et al.,
2007); e o a-irigermanal (25), também isolado dos rizomas de Iris germanica
(Miyake, Ito e Yoshida, 1997). Além disso, foram identificados a B-amirina (26),
extraida dos rizomas de Iris germanica (Ali et al., 1983), o missouriensin (27),
isolado das raizes de Iris missouriensis (Wong et al., 1986), e os compostos (+)-

cis-a-irona (28) e (+)-cis-y-iriona (29), ambos obtidos dos rizomas de Iris germanica
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(Galfré, Martin e Petrzilka, 1993). Também foram identificadas substancias de
outras classes, como a xantona bellidifolina (30), isolada dos rizomas de Iris
nigricans (Al-Khalil, Tosa e linuma, 1995); o fenol simples acido vanilico (31), obtido
das folhas de Iris bungei (Shu et al., 2009); e o estilbeno ¢-viniferina (32), isolado
das sementes de Iris halophila (Wang et al., 2003).

Essas substancias, pertencentes a diferentes classes quimicas, como
terpenoides, xantonas, fendis simples e estilbenos, contribuem significativamente
para a diversidade quimica da familia Iridaceae e estdo associadas a diversas
atividades biolégicas que podem justificar usos etnoboténicos registrados para
varias espécies. Além desses compostos, outra classe de grande relevancia
encontrada em espécies da familia Iridaceae € a das quinonas, cujos
representantes apresentam ampla distribuicdo e destacada atividade bioldgica,

como sera abordado a seguir.

3.1.2.1 Quinonas e suas atividades biologicas

As quinonas constituem uma importante classe de pequenos substancias
organicas, caracterizados por um sistema ciclico aromatico, geralmente derivado
da oxidacdo de substancias fenodlicos adequados. Nessa estrutura, dois grupos
carbonila (C=0) estéo inseridos em posi¢des especificas, sendo as configuracdes
mais comuns as orto (1,2) e para (1,4) (Figura 7) (Dewick, 2008), com preferéncia
pela configuracdo para, devido a sua maior estabilidade (Faizan et al., 2024). Essa
estrutura Unica confere as quinonas propriedades redox que sdo essenciais para
uma variedade de funcdes bioldgicas e industriais, permitindo que participem em
transferéncias de elétrons e induzam estresse oxidativo nas células, resultando na
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Além disso, as quinonas
apresentam a capacidade de adicionar nucleéfilos em reacfes de adicdo do tipo
Michael (Sousa, Lopes e Andrade, 2016; Skrzynska et al., 2018; Cores et al., 2023;
Aghaei e Thiemann, 2024).

Nos sistemas bioldgicos, as quinonas atuam como intermediarios criticos no
transporte de elétrons, sendo componentes chave em processos como a respiracao
celular e a fotossintese (John et al., 2024; Faizan et al., 2024). Industrialmente, elas

sdo amplamente empregadas na sintese de corantes e como precursores de
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medicamentos, refletindo sua relevancia em diferentes contextos cientificos e
tecnoldgicos (Christiansen et al., 2021; Dulo et al., 2021; Patel, Beteck, e Legoabe,
2021; Chan-Zapata, Borges-Argéez e Ayora-Talavera, 2023; Cores et al., 2023). As
quinonas podem ser divididas em subclasses principais, incluindo as

benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas (Figura 8).

O
<;EO
O

orto para O

Figura 7. Estrutura basica das quinonas. Fonte: Dewick (2008).

1,4-benzoquinona  1,4-naftoquinona 9,10-antraquinona

Figura 8. Estrutura quimica dos derivados das quinonas. Fonte: Dulo et al. (2021).

As quinonas tém despertado um crescente interesse nha comunidade
cientifica, especialmente no campo dos produtos naturais, devido as suas notaveis
propriedades redox em sistemas biologicos. Presentes em diversas fontes naturais,
como plantas, fungos e bactérias, essas substancias desempenham papéis cruciais
em processos celulares fundamentais. Além disso, as quinonas e seus derivados
tém sido explorados na industria de produtos naturais para a sintese de corantes

naturais, antioxidantes, e substancias bioativos com potencial terapéutico.
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3.1.2.1.1 Benzoquinonas

A estrutura mais basica das quinonas é a 1,4-benzoquinona (Figura 8). Na
natureza, as benzoquinonas s&o encontradas em plantas com flores, fungos,
liguens e insetos (Dulo et al., 2021). Um exemplo relevante de um derivado da 1,4-
benzoquinona para processos fisioldgicos € a ubiquinona-10 (33) (Figura 9), que
apresenta propriedades antioxidantes (Rodick et al.,, 2018), efeitos anti-
inflamatoérios (Chokchaiwong et al., 2018; Al-Megrin et al., 2020), além de exercer
efeito neuroprotetor na doencga de Alzheimer (Choi et al., 2012) e na doenca de
Parkinson (Attia e Maklad, 2018). Por outro lado, a embelina (34) (Figura 9), uma
benzoquinona isolada dos frutos de Embelia ribes (Myrsinaceae), demonstrou
atividade contra o virus influenza A (HiN1) com um Clsp = 0,3 uM. Além disso, a
embelina mostrou-se eficaz contra o virus da influenza aviaria A (HsN2) com um
Clso = 0,1 uM, enquanto o virus A (HsNz) foi o mais resistente, com Clso = 0,6 uM
(Hossan et al., 2018).

No estudo de Tomar et al. (2024), foi isolado uma substancia das folhas de
Flacourtia jangomas (Flacourtiaceae), identificado como 2,6-dimetdxibenzoquinona
(35) (Figura 9). Essa substancia demonstrou uma significativa atividade
antioxidante, além de apresentar propriedades antibacterianas contra
Staphylococcus aureus. Os resultados sugerem que a 2,6-dimetoxibenzoquinona
possui um potencial promissor tanto na neutralizacdo de radicais livres, o que
contribui para a protecdo celular, quanto na inibicdo de bactérias patogénicas,

destacando sua relevancia na busca por novos agentes terapéuticos naturais.
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Figura 9. Estrutura quimicas das benzoquinonas.

O estudo realizado por Lin et al. (2011) resultou no isolamento de duas
benzoquinonas a partir das sementes de Iris bungei (Iridaceae): a
belamcandaquinona N (36) e a 3-hidroxi-irisquinona (37) (Figura 9). Essas
substancias foram submetidas a testes de atividade citotoxica e demonstraram
efeitos inibitérios modestos contra a linha celular de tumor de prostata de
camundongo RM-1, com valores de Clso = 5,82 e 13,43 uM, respectivamente.
Embora a citotoxicidade observada tenha sido relativamente fraca, esses
resultados indicam o potencial dessas benzoquinonas como substancias de
interesse na pesquisa de novos agentes anticancerigenos. A exploracdo de tais
substancias derivadas de plantas podem contribuir para o desenvolvimento de

terapias mais eficazes e menos toxicas para o tratamento do cancer.

3.1.2.1.2 Naftoguinonas

As substancias com a configuragéo de 1,4-benzoquinonas ligadas a mais um
anel benzénico na posi¢cdo 2,3-C (carbono) sdo denominados 1,4-naftoquinonas
(Figura 8, pagina 33). A deslocalizagéao estendida de elétrons através das ligagdes

duplas e dos grupos carbonila resulta em uma coloragéo intensa na regido visivel
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do espectro (Lopez et al., 2014). As 1,4-naftoquinonas constituem o segundo grupo
mais comum de quinonas encontradas na natureza (Dulo et al., 2021). Foi relatado
que as quinonas possuem a capacidade de adicionar nucleofilos em reacdes de
adicao do tipo Michael, especialmente as com a configuracao 1,4-naftoquinonas,
podendo assim formar naftoquinonas diméricas naturais (Kamo, Kuramochi e
Tsubaki, 2018; Skrzynska et al., 2018).

A naftoquinona lawsona (38) (Figura 10), isolada das folhas de Lawsonia
inermis (Lythraceae), apresentou atividades antioxidantes, especificamente contra
espécies reativas de oxigénio (ERO), como radicais livres. Além disso, demonstrou
atividade anti-inflamatdria em ensaios com células polimorfonucleares (PMNCs) e
células mononucleares (MNCs), com valores de Clso = 11 + 2,7 ug/mL e 10 £ 4,2
Mg/mL, respectivamente (Saeed et al., 2013).

A substancia plumbagina (39) (Figura 10), outra substancia natural com um
nacleo de 1,4-naftoquinona, foi isolada de plantas de varios géneros, como
Plumbago (Juglandaceae), Drosera (Droseraceae) e Nepenthes (Nepenthaceae)
(Cores et al., 2023). A plumbagina isolada das folhas de N. gracilis desempenhou
um papel significativo na atividade antifingica e demonstrou potencial citotéxico
(Gwee et al., 2014). Além disso, a plumbagina isolada das raizes de P. zeilanica
apresentou atividade antibacteriana (Periasamy et al., 2019). A naftoquinona
monomérica 2-metodxi-6-acetil-7-metiljuglona (40) (Figura 10) obtida das raizes
de Polygonum cuspidatum (Polygonaceae) apresentou atividade antibacteriana
com ICs0 = 8,9 uM (Uddin et al., 2016).

Entre as naftoquinonas naturais, o lapachol (41) (Figura 10) destaca-se por
apresentar atividades bioldgicas significativas, como antiparasitaria (Aradjo et al.,
2019), anticancerigena (Marques et al., 2020) e atividades antivirais, antioxidantes,
antibacterianas, anti-inflamatérias e antifingicas (Hussain e Green, 2017), o que
tem despertado interesse na comunidade cientifica e na industria farmacéutica. O
lapachol foi isolado pela primeira vez da casca da arvore Tabebuia avellanedae
(Bignoniaceae) em 1882 pelo pesquisador italiano Emanuele Paternd. Sua
substancia ativa é em forma de pd, com caracteristica amarelo-alaranjada, sendo
pouco soluvel em agua, mas dissolvendo-se bem em solventes organicos (Lopes,
2020).
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Ainda na familia Bignoniaceae, duas novas naftoquinonas, denominadas
pleonotoquinonas A (42) e B (43) (Figura 10), foram isoladas das raizes de
Pleonotoma jasminifolia. As substancias isoladas foram avaliadas quanto a sua
atividade antiproliferativa contra linhagens de células cancerigenas humanas, e as
pleonotoquinonas A e B apresentaram citotoxicidade contra células de cancer de
colon humano HCT116 (Clso = 2,6 uM e Clso = 4,3 uM, respectivamente) e células
de cancer de figado humano HepG2 (Clso = 1,9 uyM e Clso = 6,4 uM,
respectivamente) (Anselmo et al., 2024).

sopregiven
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Figura 10. Estrutura quimica das naftoquinonas isoladas.

Na familia Iridaceae, trés naftoquinonas: eleuterina (44), isoeleuterina (45) e
11-hidroxieleuterina (46) (Figura 10), foram isoladas dos bulbos de Cipura
paludosa. Destas substancias, apenas eleuterina e isoeleuterina demonstraram
atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria, conforme relatado por Tessele et al.
(2011). A atividade antinociceptiva dessas substancias indica um potencial para o
desenvolvimento de novos agentes analgésicos, que atuam na modulacdo da
percepcao da dor. Além disso, a atividade anti-inflamatéria observada sugere um

possivel uso terapéutico no controle de processos inflamatorios, destacando a
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relevancia dessas naftoquinonas no estudo de produtos naturais com potencial

farmacoldgico.

3.1.2.1.3 Antraquinonas

Entre as subclasses de quinonas, as antraguinonas formam o maior grupo e
ocorrem principalmente nas familias de plantas Rubiaceae, Fabaceae,
Polygonaceae, Bignoniaceae, Verbenaceae, Scrophulariaceae e Liliaceae (Dulo et
al., 2021). Essas substancias organicas arométicas triciclicas contém dois grupos
carbonila, normalmente posicionados no anel B, e tém como estrutura basica a
9,10-antraquinona (Figura 8, pagina 33).

Duas antraquinonas, aloe-emodina (47) e acetato de aloe-emodina (48)
(Figura 11), foram isoladas das folhas de Cassia roxburghii (Fabaceae), e os
resultados evidenciaram atividades anticancerigena e antiviral (Mohammed et al.,
2013). Em outra espécie do mesmo género, Cassia tora, foram isoladas trés
antraquinonas: emodina (49), fiscion (50) e reina (51) (Figura 11), que
apresentaram  atividade  antifangica contra  Botrytis  cineria, Erysiphe
graminis, Phytophthora infestans e Rhizoctonia solani (Kim et al., 2004). Em um
estudo distinto, a antraquinona emodina e fiscion foram isoladas das raizes de
Polygonatum odoratum (Liliaceae) e demonstraram atividade inibitoria contra o
virus influenza A, com um valor de Clso = 11,0 e 2,4 uM, respectivamente (Pang et
al., 2021).
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Figura 11. Estrutura das antraquinonas isoladas.

Dois novos derivados de antraguinona, sapranquinonas A (52) e B (53)
(Figura 11), foram isolados dos caules de Saprosma crassipes (Rubiaceae). Entre
esses derivados, a sapranquinona A destacou-se por sua significativa atividade
antibacteriana de amplo espectro contra Staphylococcus albus, Escherichia coli,
Bacillus cereus, Micrococcus tetragenus e Micrococcus luteus com CIM entre 1,25
e 5 yg/mL, indicando um forte potencial para o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos (Ji et al., 2024). Além disso, a investigacao fitoquimica dos frutos
de Morinda citrifolia (Rubiaceae) resultou no isolamento e caracterizacdo de uma
nova antraquinona, denominada moricitrifona (54) (Figura 11). Esta substancia
mostrou atividade anticancerigena promissora, sugerindo seu potencial como
agente terapéutico no combate ao cancer (Shen et al., 2023). Esses dois estudos
contribuem para o crescente interesse na exploracao de produtos naturais como
fonte de novos farmacos, reforcando a importancia de estudos fitoquimicos na
identificacdo de substancias bioativos.

Na familia Iridaceae, as quinonas e seus derivados destacam-se

especialmente no género Eleutherine, o qual apresenta uma rica diversidade de
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substancias bioativas. Além desses compostos, também sdo encontrados diversos
derivados do naftaleno, frequentemente associados a propriedades biologicas

relevantes (Insanu, Kusmardiyani e Hartati, 2014; Arbain et al., 2022).

3.2 Género Eleutherine Herbert

O género Eleutherine pertence a familia Iridaceae, subfamilia Iridoideae, e
tem sua origem nas regides tropicais da América, conhecidas coletivamente como
Ameérica Tropical. Essa area abrange partes da Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia,
Cuba, Republica Dominicana, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala,
Guiana, Haiti, Honduras, Jamaica, Illhas de Sotavento, México, Paraguai, Peru,
Porto Rico, Suriname, Venezuela e llhas de Barlavento. O género também ocorre
em outras regides tropicais do globo, como na Angola, Camboja, india, Nova
Caledonia, Indonésia, Vietna e Zaire (Figura 12) (POWO, 2024).

Figura 12. Distribuicdo geografica de espécies nativas do género Eleutherine. Fonte: GBIF (2024).

No Brasil, ha registros da presenca do género em diversas regioes e estdo
distribuidos nas seguintes areas geograficas: Norte (Acre, Amazonas, Amapa,
Para, Roraima e Tocantins), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhéo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao
Paulo) e Sul (Parana e Rio Grande do Sul) (Figura 13) (CRIA, 2024).
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Figura 13. Distribuicdo geogréafica do género no Brasil. Fonte: CRIA (2024).

No estado do Amazonas, o género Eleutherine apresenta uma ampla
distribuicdo, com registros confirmados nas seguintes cidades: Coari, Labrea,
Manacapuru, Manaus, Novo Airdo, Rio Preto da Eva, Santa Isabel do Rio Negro,
Silves e a unidade de conversacdo Parque Nacional de Jau (Figura 14) (CRIA,
2024). Essa extensa distribuicdo ao longo do estado evidencia a capacidade do
género de se adaptar a diferentes condicbes ambientais dentro da regido

amazobnica, que € caracterizada por sua diversidade ecolégica e variacdo de
habitats.
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Figura 14. Distribuicdo do género no Amazonas. Fonte: CRIA (2024).
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O género Eleutherine é caracterizado por plantas herbaceas e bulbosas,
composto por trés espécies: E. latifolia, E. bulbosa e E. angusta. No entanto,
apenas as duas Ultimas espécies sdo encontradas no Brasil e estdo distribuidas
nas regides Amazonica, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, Pantanal e Pampa.

Ressalta-se que, na regido Norte, somente a E. bulbosa é registrada (CRIA, 2024).

3.2.1 Eleutherine bulbosa (Miller) Urban: consideragdes gerais

A espécie E. bulbosa (Mill.) Urb. é uma planta de pequeno porte (Figura 15)
e apresenta varias sinonimias botanicas, dentre elas, na comunidade cientifica
destacam-se a E. americana (Aubl.) Merr. ex K.Heyne, E. plicata (Sw.) Herb. e E.
palmifolia (L.) Merr. (Insanu, Kusmardiyani e Hartati, 2014; Arbain et al., 2022). Em
regides da Asia, E. bulbosa é conhecida como “cebola dayak” (Kamarudin et al.,
2021; Arbain et al., 2022). Na América Latina, é chamada de “wa-ro” ou “lagrimas
de la virgen” (Rios e Junior, 2011; Santos et al., 2020). No Brasil, essa espécie &

” 1] ML 11

popularmente conhecida como “marupazinho”, “marupa”, “marupari”, “palmeirinha”,
“coquinho”, “marupai”, “marupa-piranga”, ou ‘lirio-folha-de-palmeira” (Lorenzi e

Matos, 2008; Rios e Junior, 2011; Malheiros, Mello e Barbosa, 2015).
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Figura 15. Partes da Eleutherine bulbosa: A) bulbos; B) bulbos cortados; C) Folhas; D) flor. Fonte: GBIF
(2024).

E uma planta herbacea com bulbos e rizomas, sem caule e em forma de
touceiras, medindo entre 20 e 30 cm de altura (Figura 15). Os bulbos possuem
escamas que lembram cebolas, com coloracéo vinho por fora e liberam latex branco
ao serem cortados. Suas folhas sdo simples, inteiras, plissadas com veias
proeminentes e tém aproximadamente 25 cm de comprimento. As flores, brancas
ou rosas, brotam a partir de hastes bifurcadas, que se abrem ao p6r do sol (Lorenzi
e Matos, 2008; Rios e Junior, 2011; Padhi e Panda, 2015; Shi et al., 2019;
Kamarudin et al., 2021). A planta se propaga facilmente por meio de bulbos
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(também conhecidos como bulbos de cebola), tornando-se persistente em varias

areas, ao ponto de ser considerada uma "planta daninha" (Rios e Junior, 2011).

3.2.1.1 Importancia econémica e usos populares

A espécie E. bulbosa, além de ser utilizada para ornamentacéo, também tem
seus bulbos empregados em fins alimenticios, como substituto da cebola roxa em
receitas culinarias (Silva et al., 2024). Além disso, sua pigmentagcdo é usada como
corante natural para tingir tecidos (Kizhakkinayil e Nair, 2022) e é utilizada na
composicao de cosméticos, como batons, devido a sua tonalidade vermelha.

Esta espécie possui diversos usos medicinais populares. Na China, os
bulbos de E. bulbosa sao utilizados no tratamento de doencas cardiacas,
especialmente disturbios coronarianos (Komura et al., 1983; Zhengxiong et al.,
1986). Na Indonésia, além de serem empregados para tratar distlrbios
coronarianos (Hara et al., 1997), os bulbos também s&o utilizados para aumentar a
producao de leite materno e no tratamento de diabetes, cancer de mama, acidente
vascular cerebral, hipertensédo e problemas sexuais (leyama, Gunawan-Puteri e
Kawabata, 2011).

Na comunidade de Ponta do Urumajo, no Para, E. bulbosa é conhecida como
“nambu tutano”, sendo seus bulbos utilizados na forma de cha para tratar diarreia
provocada por amebiase (Santos et al., 2020). Ainda no Para, na comunidade de
Maruda4, a planta € conhecida como “anajai” e “hambu tutano”, e o cha do bulbo é
utilizado para tratar diarreia. Quando indicada para o tratamento de hemorroidas, 0
bulbo é empregado por meio de maceracdo ou preparado em ché por decoccao
(Coelho-Ferreira, 2009). Além disso, nas comunidades do municipio de lgarapé-
Miri, no Pard, os bulbos da planta sdo preparados na forma de cha para tratar
diarreia, amebiase, infeccao intestinal, anemia e dor de barriga (Pinto, 2008).

No estado do Amazonas, em comunidades tradicionais da cidade de
Manacapuru, E bulbosa é popularmente conhecida como “pajura” ou “marupa”.
Nesses locais, os bulbos da planta sdo preparados na forma de cha ou sumo, e é
tradicionalmente empregado no tratamento de problemas gastrointestinais, como

diarreia e dores de estdbmago. Essa pratica faz parte do conhecimento empirico

44



dessas comunidades, que valorizam as propriedades medicinais de plantas nativas

para o cuidado da saude (Vasquez, Mendonca e Noda, 2014).

3.2.1.2 E. bulbosa: fitoquimica

Diversas classes de metabdlitos secundarios foram identificadas e isoladas
na espécie Eleutherine bulbosa. Entre os principais metabdlitos destacados esta a
classe das quinonas e seus derivados, como as naftoquinonas e antraquinonas,
que incluem substancias com propriedades antioxidantes, atividades anti-
inflamatorias, anticancerigenas e antibacterianas. Além disso, foram encontrados
derivados do naftaleno, conhecidos por suas propriedades quimicas Unicas e
potencial terapéutico (Insanu, Kusmardiyani e Hartati, 2014; Couto et al., 2016;
Kamarudin et al., 2021; Arbain et al., 2022). Esses metabdlitos secundarios ndo
apenas evidenciam a diversidade quimica da planta, mas também ressaltam seu

potencial para aplicacdes terapéuticas e farmacoldgicas.

3.2.1.2.1 Naftoquinonas isoladas na E. bulbosa

Como mencionado em secdes anteriores, as substancias com a estrutura de
1,4-benzoquinonas ligadas a mais um anel benzénico na posi¢éo 2,3-C (carbono)
sdo denominados 1,4-naftoquinonas (Figura 8, pagina 33) e constituem o segundo
grupo mais comum de quinonas encontradas na natureza (Dulo et al., 2021).

A partir dos bulbos de E. bulbosa, foram isoladas as seguintes
naftoquinonas: eleuterina (44) e isoeleuterina (45) (Figura 10, pagina 37) (Komura
etal., 1983; Zhengxiong et al., 1986; Hara et al., 1997; Mahabusarakam et al., 2009;
Vale et al., 2020), 3,4-di-hidro-9-hidroxi-1,3-dimetil-1H-nafto[2,3-c]piran-5,10-diona
(55) (Mahabusarakam et al., 2009), elecanacina (56) (Hara et al., 1997,
Mahabusarakam et al., 2009), 3-[2-(acetildxi)propil]-2-hidréxi-8-metdxi-1,4-
naftoquinona (57) e eleutinona A (58) (Mahabusarakam et al., 2009), eleutinona B
(59) e C (60) (Chen et al., 2018b), eleuterinona (61) (Alves, Kloos e Zani, 2003),
eleucanainona A (62) e B (63) (Chen et al., 2020), representadas na Figura 16.
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Figura 16. Naftoquinonas isoladas de Eleutherine bulbosa.

3.2.1.2.2 Antraquinonas isoladas na E. bulbosa

Conforme mencionado em secfes anteriores, as antraquinonas formam o
maior grupo entre as subclasses de quinonas (Dulo et al., 2021). Essas substancias
organicas aromaticas triciclicas contém dois grupos carbonila, normalmente
posicionados no anel B, e ttm como estrutura basica a 9,10-antraquinona (Figura
8, pagina 33).

As antraquinonas isoladas dos bulbos de E. bulbosa séo: éster metilico do
acido 4,8-di-hidréxi-3-metoxi-1-metilantraquinona-2-carboxilico (64) (Komura et al.,
1983; Hara et al., 1997; Hemtasin, 2008; Ifesan et al., 2009; Mahabusarakam et al.,
2009), éster metilico do acido 8-hidroxi-3,4-dimetdxi-1-metilantraquinona-2-
carboxilico (65) (Komura et al., 1983; Hara et al., 1997; Mahabusarakam et al.,
2009), eéster metilico do acido 6,8-di-hidroxi-3,4-dimetoxi-1-metilantraquinona-2-
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carboxilico (66) e eleutraquinona B (67) (Mahabusarakam et al., 2009), éster
metilico do acido 3,8-di-hidroxi-4-metdxi-1-metilantraquinona-2-carboxilico (68) e
éster metilico do acido 3,4,8-trimetoxi-1-metilantraquinona-2-carboxilico (69)
(Komura et al., 1983; Hara et al., 1997), eleutraquinona A (70), eritrolacina (71) e
1,2-di-hidroxi-8-metodxi-3-metilantraquinona (72) (Mahabusarakam et al., 2009),

representadas na Figura 17.

Ri R, R; Ry

(70) eleutraquinona A Ri' Ry Rs Ry

(64 OMeOH H OH (71) eritrolacina H OH OH Me
(65 OMe OMe H OH (72) OH Me H Me
(66 OMe OMe OH OH

OH OMe H OH

)
)
)
(67) eleutraquinonaB OH OMe OH OH
)
) OMe OMe H OMe

Figura 17. Antraquinonas isoladas de Eleutherine bulbosa.

3.2.1.2.3 Derivados do naftaleno isolados na E. bulbosa.

Naftalenos sédo uma classe de arenos nos quais dois anéis de benzeno estao
fusionados (Figura 18). Trata-se de um material sélido branco com odor pungente
caracteristico. O naftaleno foi descoberto pela primeira vez pelo quimico escocés
Alexander Garden em 1819, e Michael Faraday foi o primeiro a relatar sua formula
molecular (CioHs) em 1826. Além disso, seus derivados ocorrem em diversas
familias de plantas, como Anacardiaceae, Droseraceae, Fabaceae, Juglandaceae,
Lamiaceae e Verbenaceae (Ibrahim e Mohamed, 2016; Makar, Saha e Singh,
2019), assim como em espécies da familia Iridaceae, particularmente em E.

bulbosa.
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Figura 18. Estrutura basica do naftaleno. Fonte: Ibrahim e Mohamed (2016), Makar, Saha e Singh (2019).

A partir dos bulbos de E. bulbosa, foram isolados os seguintes derivados do
naftaleno: eleuterol (73) (Komura et al., 1983; Zhengxiong et al., 1986; Hara et al.,
1997; Alves, Kloos e Zani, 2003; Mahabusarakam et al., 2009), isoeleuterol (74)
(Hara et al., 1997; Mahabusarakam et al., 2009; Sun et al., 2024), eleucanarol (75)
(Mahabusarakam et al.,, 2009), hongconin (76) (Zhengxiong et al., 1986;
Mahabusarakam et al., 2009), eleuterol A (77), B (78) e C (79), karwinaftol A (80),
di-hidroisoeleuterina (81) (Chen et al., 2018b), eleuterinol A (82), B (83) e C (84),
eleuterinosideo C (85) (Sun et al., 2024), eleubosa A (86) e B (87) (Jiang et al.,

2020), representadas na Figura 19.

(77) eleuterol A

(78) eleuterol B

(76) hongconin

(73) eleuterol a- H
(74) isoeleuterol B H
(75) eleucanarol

~N

(0] OH
“i “ﬁ CL3
(80) karwinaftol A OH
(79) eleuterol C (81) di-hidroisoeleuterina

Figura 19. Derivados do naftaleno isolados de Eleutherine bulbosa.
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(82) eleuterinol A

HO

(84) eleuterinol C

X GO

(86) eleubosa A (87) eleubosa B

Continuagéo da Figura 19.

As naftoquinonas, antraquinonas e derivados do naftaleno séo amplamente
reconhecidos por sua diversidade estrutural e pela variedade de atividades

bioldgicas que apresentam.

3.2.1.3 E. bulbosa: atividades biologicas e quimicas
Para a espécie E. bulbosa, diversas atividades bioldgicas tém sido descritas,
principalmente associadas a extratos, fracbes ou substancias provenientes do

bulbo da planta. Essas atividades estdo relacionadas a presenca de derivados do
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naftaleno, antraquinonas e naftoquinonas, entre outras classes quimicas
(Kamarudin et al., 2021). Essas substancias ndo apenas demonstram potencial
terapéutico, mas também ampliam o valor medicinal da espécie, consolidando E.
bulbosa como um importante objeto de estudo na quimica de produtos naturais.

Desta forma, as atividades biolégicas aqui apresentadas compreendem dois
grupos: atividades in vitro e in vivo. Entre as atividades in vitro e in vivo destacam-
se as atividades antifingica, antibacteriana, antiparasitaria, anticancerigena e
antioxidante. Primeiramente, sdo relatadas as atividades biol6gicas de extratos e
fracOes, e destacadas no Quadro 1 (pagina 46) sao apresentadas as atividades
bioldgicas de substancias isoladas. Vale ressaltar que, seja nos extratos, fracfes
ou substancias isoladas, todas foram obtidas a partir dos bulbos de E. bulbosa.

No estudo de Lestari, Kartika e Marliana (2019), a fracdo cloroférmica
apresentou atividade antioxidante com 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (Clso =
19,694 ppm) e atividade anticancerigena em células de leucemia L1210 (Clso = 9,56
ppm). Além disso, o potencial anticancerigeno do extrato hexanico foi avaliado em
linhagens celulares (Almeida et al., 2022), do extrato etandlico foi analisado em
células de mama (Milliana et al., 2023) e de célon (Mutiah et al., 2020).

A atividade antifiingica foi avaliada para o extrato n-hexanico contra Candida
albicans e Trichophyton mentagrophytes (CIM = 6,0 e 2,0 mg/mL, respectivamente)
(Masfria e Tampubolon, 2019), e para o extrato acetato de etila contra Trichophyton
rubrum (zonas de inibicdo = 35,00 = 0,00 mm) (Raksamat e Kimkong, 2024). A
atividade antibacteriana foi testada para o extrato butandlico contra bactérias
multirresistentes (CIM = 46,0-187,0 pg/mL) (Padhi e Panda, 2015), o extrato
etandlico contra Vibrio parahaemolyticus (CIM = 0,156 mg/mL) (Munaeni et al.,
2019), e o extrato acetato de etila contra Streptococcus pyogenes (CIM = 19,53
pug/mL) e Staphylococcus epidermidis (CIM = 39,06 pug/mL) (Raksamat e Kimkong,
2024).

Na pesquisa de Nascimento et al. (2012), o extrato aquoso apresentou
atividade antiparasitaria contra Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar.
Segundo o trabalho de Nunes (2021), o extrato etanolico (EE) e a fracdo
cloroférmica (FC) demonstraram atividade antiparasitaria contra Leishmania

infantum (EE - Clso = 51,6 pg/mL; FC - Clso = 21,85 pg/mL) e a fragéo cloroférmica
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(FC) contra L. amazonensis (FC - Clso = 50,1 pg/mL). Além disso, o extrato acetato

de etila apresentou atividade citotoxica em fibroblastos em concentracdes de 50 a

100 pg/mL, indicando uma potente toxicidade (Raksamat e Kimkong, 2024).

Quadro 1. Panorama das atividades bioldgicas reportadas para as substancias isoladas de

Eleutherine bulbosa.

eleuterina (44)

¢ Antifiingica contra Trichophyton mentagrophytes [ativa com 80

Hgl  (Kusuma et al, 2010), contra Cladosporium
sphaerospermum [ativa com 100 ug] (Alves, Kloos e Zani,
2003);

Atividade anticancerigena em células de glioma (Shinkai et al.,
2022), em topoisomerase Il humana [Clio0= 50,0 pg/mL] (Hara
et al., 1997);

Atividade antiparasitaria contra Plasmodium falciparum [Clso =
10,45 pg/mL] (Vale et al., 2020), contra P. berghei (Gomes et
al., 2023).

isoeleuterina (45)

Atividade antiparasitaria contra Leishmania amazonensis [Clso
= 25,0 pg/mL] (Albuquerque et al., 2024), contra Plasmodium
falciparum [Clso= 8,70 pg/mL] (Vale et al., 2020) e contra P.
berghei (Gomes et al., 2023);

Atividade antioxidante - DPPH [Clso= 84,63 pg/mL] (Malheiros,
2008);

Atividade antiviral contra replicacdo do HIV [Clso= 8,55-100,0
png/mL] (Hara et al., 1997);

Atividade antifingica contra Cladosporium sphaerospermum
[ativa com 100 ug] (Alves, Kloos e Zani, 2003).

eleuterol (73)

Atividade antiparasitaria contra P. berghei (Gomes et al.,
2023).

isoeleuterol (74)

Atividade antiviral contra replicagdo do HIV [Clso= 8,55-100,0
pg/mL] (Hara et al., 1997).

hongconin (76), eleuterol A
(77), eleuterol B (78),
eleuterol C (79), karwinaftol A
(80), di-hidroisoeleuterina
(81), eleutinona B (59) e
eleutinona C (60)

Atividade citoprotetora em células endoteliais da veia umbilical
humana (Chen et al., 2018b).
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e Atividade antifingica contra C. sphaerospermum [ativa com

eleuterinona (61) )
100 ug] (Alves, Kloss e Zani, 2003).

e Atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis [CIM = 82 -
125,0; 83 - 62,5; 84 - 250,0; 85 - 250,0; pg/mL], contra
Staphylococcus aureus [CIM = 82 - 15,0; 83 - 31,2; 84 - 125,0;
85 - 62,5 ug/mL] e contra Escherichia coli [CIM = 82 - 62,5; 83
- 62,5; 84 - 250,0; 85 - 31,2 pg/mL] (Sun et al., 2024).

eleuterinol A (82), B (83) e C
(84) e eleuterinosideo C (85)

¢ Atividade antibacteriana contra S. aureus [CIM = 86 - 25,0; 87
eleubosa A (86) - 25,0 pg/mL], contra E. coli [CIM =86 - 12,5; 87 - 12,5 pg/mL]
eleubosa B (87) e contra Pseudomonas aeruginosa [CIM = 86 - 25,0; 87 - 25,0
png/mL] (Jiang et al., 2020).

e Atividade antibacteriana contra S. aureus resistente a
eleucanainona A (62) meticilina [CIM = 0,78 pg/mL] (Chen et al., 2020).

Com base nas atividades bioldgicas de E. bulbosa, € possivel destacar sua
relevancia para a comunidade cientifica. A continuidade dos estudos fitoquimicos
€ essencial para identificar novas substéncias bioativas, que podem levar ao
desenvolvimento de novas terapias e para ampliar o conhecimento sobre a
biodiversidade do bioma amazbnico. Além disso, a pesquisa contribui para a
quimiotaxonomia do género Eleutherine, aprimorando a compreensdo das
caracteristicas quimicas e taxondmicas da espécie. Assim, o estudo ndo soO
enriguece o conhecimento cientifico, mas também contribui para a busca e

desenvolvimento de novos produtos naturais.
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4. METODOLOGIA
4.1 Coleta do material

Os bulbos de E. bulbosa foram coletados em 05 de abril de 2023 na area
experimental da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), nas coordenadas
3°06'07.1"S 59°58'33.9"W, cedidas pelo professor Dr. Ari de Freitas Higalgo
(Faculdade de Ciéncias Agrarias — FCA/UFAM).

O acesso ao patrimbénio genético esta regularizado por meio do cadastro
A15125B na plataforma SISGEN do Conselho de Gestao do Patrimbénio Genético
(CGEN) do Ministério do Meio Ambiente (MMA). Uma exsicata foi depositada no
herbério do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas no
Campus Manaus Zona Leste (EAFM-CMZL) EAFM, com o coédigo de registro
19271.

4.2 Obtencao dos extratos dos bulbos de E. bulbosa

Inicialmente, o material vegetal foi lavado com &gua, reduzido a tamanhos
menores com o0 auxilio de uma faca e submetido ao processo de secagem na
sombra, embaixo de uma bancada do laboratério, em temperatura ambiente por 12
dias. Apds a secagem, foi pesada 1,42 kg de massa do material seco e submetido
a pulverizacdo em um liquidificador (Osterizer®).

O material foi distribuido em 4 frascos de Erlenmeyer (1000 mL) e submetido
ao processo de maceracao estatica (extracao a frio) com dois solventes organicos,
auxiliado pelo banho de ultrassom por um periodo de 15 minutos (Mylabor®) e
mantidos por 72 horas sob protecéo da luz.

Para a obtencdo dos extratos, inicialmente utilizou-se 4L de solvente
diclorometano (DCM) com trés extracdes sucessivas. Apos a filtragem, o material
foi concentrado sob presséo reduzida a aproximadamente 40 °C, utilizando um
evaporador rotativo a vacuo (Fisatom®), obtendo-se 40,0 g de extrato DCM,
codificado como EBD.

Ao material remanescente (torta) apos a extragdo com DCM, foi adicionado
etanol (EtOH) e repetiu-se o procedimento anteriormente descrito sob as mesmas

condi¢bes. Foram obtidos 40,0 g de extrato EtOH codificado como EBE. O material
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vegetal final (residuo) foi descartado e os solventes utilizados recuperados. O

esquema na Figura 20 resume 0 processo de obtencao dos extratos.

Bulbo seco — 1,42 kg

Trituragdo
Pulverizagdo ST 1 S ——
1) Ultrassom 1 : Extrato DCM :
Extragdo com | | por 15minutos; | Concentracao | 40,0 ¢ !
DCM (3x) 2) M;’ZCEW‘?QO : (2,82%) !
por 72 horas. |
| L-EBD__,
Torta
------- 2 Filtragdo |
I Extrato EtOH 1 1 1) Ultrassom
: 40,09 : Concentracdo | por 15 minutos; | | Extragdo com
I (2,82%) 2) Maceragéo EtOH (3x)
| EBE 1 por 72 horas. |
______ |
Residuo

Figura 20. Esquema do procedimento para obtencdo dos extratos dos bulbos de Eleutherine bulbosa.

O extrato EBD foi selecionado para fracionamento cromatografico com base
no seu perfil quimico observado nas analises de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). A escolha também foi fundamentada em relatos da literatura
cientifica que destacam o uso de diclorometano como solvente eficaz para a

extracdo de metabdlitos dos bulbos.

4.3 Fracionamento cromatogréafico do extrato EBD

Para o fracionamento, foi utilizada uma coluna cromatografica aberta (CC; h
x @ de 40 x 3,5 cm), com silica gel 60 de 70-230 mesh da marca Neon®, como fase
estacionaria. A eluicdo realizada com gradientes de sistemas hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol: Hex 100%, Hex/DCM (9:1, 8:2, 7:3, 6:4,
1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), DCM 100%, DCM/AcOEt (95:5, 9:1, 85:15, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1,
4:6, 3.7, 2:8, 1:9), AcOEt 100%, AcOEt/MeOH (95:5, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 3:7) e
MeOH 100%, em fase normal. A relacdo de massa de amostra/silica foi de 40 g
para 800 g de silica gel, em uma proporc¢éo 1 g de amostra para 20 g de silica (1:20)
(Matos, 1997). Para a preparacao da pastilha, foram utilizados 80 g de silica gel 60,
em uma proporcao 1 g de amostra para 2 g de silica (1:2).

Foram obtidas 387 fracdes de volumes variados que, apOs secas, foram

analisadas por CCD em cromatofolhas da marca Macherey-Nagel®, pré-fabricadas
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de silica gel 60 TLC, com indicador de fluorescéncia UV 254, com suporte em
aluminio 20 x 20 cm e 0,2 mm de espessura. Os eluentes utilizados para as
cromatoplacas foram: fragcdes 01-98 (Hex 7,5/ DCM 2,0 / AcOEt 0,5), fracGes 99-
171 (Hex 6,5/ DCM 2,5/ AcOEt 1,0), fracbes 172-207 (Hex 4,5/ DCM 3,0 / AcOEt
2,5), fracdes 208-242 (Hex 4,0 / DCM 3,0 / AcOEt 3,0), fracdes 243-318 (Hex 3,5/
Dcm 3,0 / AcOEt 3,5), fracBes 319-355 (Hex 1,0 / DCM 5,0 / AcOEt 4,0), fracOes
356-375 (Hex 6,0 / AcOEt 2,5/ MeOH 1,5) e 376-387 (Hex 7,5/ AcOEt 2,0 / MeOH
1,0). Para as revelacdes das cromatoplacas foi utilizado solugdo de anisaldeido
sulfurico sob aquecimento, solucédo de hidroxido de potassio, além de visualizagcéo
com luz ultravioleta nos comprimentos de ondas 254 e 365 nm (Reich e Schibli,
2006). A aplicacdo das amostras nas cromatoplacas foi realizada com o uso de
tubos capilares de vidro. A reunidao das fragcbes em grupos foi baseada pela
similaridade do perfil quimico, resultando em 13 grupos, conforme € apresentado

na Tabela 1.

Tabela 1. Reunido das fragBes obtidas do primeiro fracionamento.

| 01-45 17,0 mg

Il 46-71 165,8 mg
i 72-81 88,1 mg
v 82-98 206,7 mg
v 99-118 185,7 mg
VI 119-142 836,9 mg
VI 143-154 449
VI 155-160 19¢g
IX 161-205 99¢

X 206-249 179
Xi 250-290 1,09
XIl 291-354 23g
Xl 355-387 1,79

Os 13 grupos foram analisados por CCD. Os eluentes utilizados para as
cromatoplacas foram: grupo | ao grupo IV (Hex 7,5/ DCM 2,0 / AcOEt 0,5), grupo
V ao grupo VIl (Hex 6,5/ DCM 2,5/ AcOEt 1,0), grupo IX e grupo X (Hex 4,0/ DCM
3,0 / AcOEt 3,0) e grupo XI ao grupo Xl (Hex 3,5/ DCM 3,0 / AcOEt 3,5). Na

55



analise por CCD, o grupo VIl foi selecionado devido ao seu perfil quimico para um
segundo fracionamento, visando a melhor separacdo dos componentes em
mistura. Posteriormente, foi observada uma similaridade entre os perfis quimicos
do grupo VIl e VIII. Dessa forma, 50,0 mg do grupo VIl foram tirados, solubilizados
em acetonitrila, e o precipitado resultante foi analisado por cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP). A andlise do grupo VIl foi conduzida apés a

obtencao dos dados do terceiro fracionamento.

4.3.1 Analise do grupo Vi

Para a purificacdo do grupo VII (50,0 mg), a amostra foi solubilizada com
acetonitrila, sendo realizadas duas lavagens que resultaram na separacdo do
precipitado e dos liquidos sobrenadantes (Figura 21). O precipitado e o0s
sobrenadantes foram analisados por CCD, utilizando o sistema de eluente Hex 6,0
/ CHCIs 2,5 / AcOEt 1,5. Para a revelacdo da cromatoplaca, foi empregada uma
solucdo de hidréxido de potassio e luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm) (Reich e
Schibli, 2006).

A B C

Figura 21. A) precipitado, B e C liquidos sobrenadantes. Fonte: Arquivo pessoal (2024).

O precipitado, com massa de 36,3 mg, foi analisado por cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP), desenvolvida em uma cromatoplaca de vidro
de tamanho 20 x 20 cm com espessura de 1 mm. A cromatoplaca foi preparada
usando 60 mL de agua destilada com 22 g de silica gel 60 da Macherey-Nagel®.
Apds evaporagdo da agua a temperatura ambiente por 3 dias, a placa foi ativada
em estufa a 150°C por 60-120 minutos. Em seguida, foram feitas marcacdes na
placa: 2 cm da borda inferior, 1 cm da borda superior e 0,5 cm nas laterais.
Cuidadosamente, a amostra contendo 36,3 mg foi aplicada na placa e eluida.
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A eluicdo da amostra para CCDP foi efetuada em uma cuba de vidro (25 x
25 cm), respectivamente, utilizando os solventes (fase movel): hexano, cloroformio
e acetato de etila em propor¢cbes adotadas (65:25:10 mL, v/v) conforme o
comportamento das substancias presentes na amostra. Apos a elui¢cao da placa, a
mesma foi removida da cuba e deixada secar a temperatura ambiente, para
posterior visualizacao.

A visualizacao das faixas de CCDP foi efetuada com auxilio do equipamento
camara escura equipado com lampada ultravioleta (A = 254 e 365 nm) (Figura 22).
O processo de eluicdo, secagem da placa e visualizacéo, foi repetido 2 vezes.
Posteriormente, foram separadas trés faixas por CCDP, codificadas de F1 a Fs
(Figura 22), retiradas da placa de silica e solubilizadas com 10 mL de cloroformio,
filtradas com sistema de filtracdo a vacuo e posteriormente rotaevaporadas e
transferidas para frascos de penicilina.

As amostras foram analisadas por CCD, com o sistema de eluente utilizado
para a cromatoplaca de Hex 6,0 / CHCls 2,5/ AcOEt 1,5 com a cromatoplaca eluida
uma vez. Para a revelacdo da cromatoplaca foi utilizada solucédo de hidréxido de
potassio e luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm) (Reich e Schibli, 2006). Entre as
amostras na cromatoplaca, a amostra F2 contendo 5,1 mg e a amostra F3 contendo
9,4 mg foram selecionadas com base no seu perfil quimico, codificadas de 1G-3 e
IG-4, respectivamente, foram analisadas por espectrometria de massas (EM) e
ressonancia magnética nuclear (RMN), com o objetivo de averiguar a pureza e a

estrutura da substancia.

A) B) C)

———— e — — ———

——— s — — — — — —

e m e T — e —— —— ————
——— i — ——— — —

Figura 22. Andlise em CCDP. Reveladores: A) Visivel, B) UV-365 nm, C) UV-254 nm. Fonte: Arquivo pessoal
(2024).
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4.3.2 Fracionamento cromatografico do grupo VIii

Para este fracionamento, utilizou-se uma coluna cromatografica aberta (CC,;
h x & de 40 cm x 3,5 cm), com silica gel como fase estacionaria. A eluicao foi
realizada com gradientes de sistemas: Hex 100%, Hex/DCM (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1,
4.6, 3:7, 2:8, 1:9), DCM 100%, DCM/AcOEt (95:5, 9:1, 85:15, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6,
3.7, 2:8, 1:9), AcOEt 100%, AcOEt/MeOH (95:5, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1) e MeOH
100%, em fase normal. A massa de amostra utilizada foi de 1,9 g para 95 g de silica
gel, em uma proporcdo 1 g de amostra para 50 g de silica (1:50) (Matos, 1997).
Para a preparacdo da pastilha, foram utilizados 3,8 g de silica gel, em uma
proporcao 1 g de amostra para 2 g de silica (1:2).

Foram obtidas 205 fracdes de volumes variados que, ap0s secas, foram
analisadas por CCD. Os eluentes utilizados para as cromatoplacas foram: fracdes
01-89 (Hex 7,5/ DCM 2,0 / AcOEt 0,5), fragcbes 90-116 (Hex 6,5/ DCM 2,5/ AcOEt
1,0), fracdes 117-144 (Hex 4,5/ DCM 3,0 / AcOEt 2,5), fracdes 145-170 (Hex 4,0/
DCM 3,0 / AcOEt 3,0) e fracbes 171-205 (Hex 6,5 / AcOEt 2,5 / MeOH 1,0). As
fracbes semelhantes entre si foram reunidas em 10 grupos, conforme é

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Reuniéo das fragfes obtidas do segundo fracionamento.

| 01-45 6,4 mg
Il 46-71 10,4 mg
[ 72-81 0,6 mg
Y 82-98 12,8 mg
\% 99-118 328,9 mg
VI 119-142 877,0 mg
Vi 143-154 183, 6 mg
VI 155-160 146,5 mg
IX 161-205 145,8 mg
X 206-249 198,4 mg

Os 10 grupos foram analisados por CCD utilizando o seguinte eluente: grupo
| ao grupo X (Hex 6,5/ DCM 2,5/ AcOEt 1,0. Por meio da analise de CCD, o grupo
IV foi selecionado para a analise em cromatografia em camada delgada preparativa

(CCDP) devido ao seu perfil quimico. O grupo V foi selecionado, pois apresentou
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um sélido amarelo-alaranjado que foi solubilizado com acetonitrila e o sobrenadante
foi retirado. Da mesma forma, o grupo VI foi selecionado para um terceiro

fracionamento. Ambos procedimentos visaram o isolamento de substancias.

4.3.2.1 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) do grupo IV

O fracionamento por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)
foi desenvolvida em uma cromatoplaca de vidro de tamanho 20 x 20 cm com
espessura de 1 mm. A cromatoplaca foi preparada usando 60 mL de agua destilada
com 22 g de silica gel 60 da Macherey-Nagel®. Apés evaporacdo da agua a
temperatura ambiente por 3 dias, a placa foi ativada em estufa a 150°C por 60-120
minutos. Em seguida, foram feitas marcac¢des na placa: 2 cm da borda inferior, 1
cm da borda superior e 0,5 cm nas laterais. Cuidadosamente, a amostra contendo
12,8 mg foi aplicada na placa e eluida.

A eluicdo da amostra para CCDP foi efetuada em uma cuba de vidro (25 x
25 cm), respectivamente, utlizando os solventes (fase movel): hexano,
diclorometano e acetato de etila em propor¢gdes adotadas (75:20:5 mL, v/v)
conforme o comportamento das substancias presentes na amostra. Apés a eluicao
da placa, a mesma foi removida da cuba e deixada secar a temperatura ambiente,
para posterior visualizacao.

A visualizacao das faixas de CCDP foi efetuada com auxilio do equipamento
camara escura equipado com lampada ultravioleta (A = 254 e 365 nm) (Figura 23).
O processo de eluicdo, secagem da placa e visualizacéo, foi repetido 3 vezes.
Posteriormente, foram separadas trés faixas por CCDP, codificadas de F1 a F3
(Figura 23), retiradas da placa de silica e solubilizadas com 10 mL de
diclorometano, filtradas com sistema de filtracdo a vacuo e posteriormente
rotaevaporadas e transferidas para frascos de penicilina.

As amostras foram analisadas por CCD, com o sistema de eluente utilizado
para a cromatoplaca de Hex 7,5/ DCM 2,0 / AcOEt 0,5 com a cromatoplaca eluida
4 vezes. Para a revelacdo da cromatoplaca foi utilizada solucédo de hidroxido de
potassio e luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm) (Reich e Schibli, 2006). Entre as
amostras na cromatoplaca, a amostra F2 contendo 4,2 mg foi selecionada com base

no seu perfil quimico, codificada como IG-1 e foi analisada por espectrometria de
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massas (EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN), com o objetivo de averiguar

a pureza e a estrutura da substancia.

C)

Figura 23. Anélise em CCDP. Reveladores: A) Visivel, B) UV-365 nm, C) UV-254 nm. Fonte: Arquivo pessoal
(2023).

4.3.2.2 Purificacdo por precipitacdo do grupo V

Para a purificacdo do grupo V (328,9 mg), a amostra foi solubilizada com
acetonitrila, sendo realizadas duas lavagens que resultaram na separacdo do
precipitado e dos liquidos sobrenadantes (Figura 24). O precipitado e o0s
sobrenadantes foram analisados por CCD, utilizando o sistema de eluente Hex 6,0
/| DCM 2,5/ AcOEt 1,5. Para a revelacdo da cromatoplaca, foi empregada uma
solucdo de hidréxido de potassio e luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm) (Reich e
Schibli, 2006).

Figura 24. A) precipitado, B e C liquidos sobrenadantes. Fonte: Arquivo pessoal (2023).

O precipitado, com massa de 136,3 mg, foi codificado como 1G-2, e foi
analisado por espectrometria de massas (EM) e ressonéncia magnética nuclear

(RMN), com o objetivo de averiguar a pureza e a estrutura da substéncia.
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4.3.2.3 Fracionamento cromatografico do grupo VI

Para este fracionamento, utilizou-se uma coluna cromatografica aberta (CC,;
h x & de 40 cm x 3,5 cm), com silica gel como fase estacionaria. A eluicao foi
realizada com gradientes de sistemas: Hex 100%, Hex/CHClIs (8:2, 7:3, 1:1, 4:6,
3:7, 2:8, 1:9), CHCIs 100%, CHCIs/AcOEt (95:5, 9:1, 85:15, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4.6,
3.7, 2:8, 1:9), AcOEt 100%, AcOEt/MeOH (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 3:7) e MeOH
100%, em fase normal. A massa de amostra utilizada foi de 877,0 mg para 78,9 g
de silica gel, em uma proporcdo 1 g de amostra para 90 g de silica (1:90) (Matos,
1997). Para a preparacao da pastilha, foram utilizados 1,7 g de silica gel, em uma
proporcao 1 g de amostra para 2 g de silica (1:2).

Foram obtidas 195 fracdes de volumes variados que, apos secas, foram
analisadas por CCD. Os eluentes utilizados para as cromatoplacas foram: fragdes
01-50 (Hex 7,5/ CHCIs 2,0 / AcOEt 0,5), fracdes 51-69 (Hex 6,5/ CHCIz 2,5 / AcOEt
1,0), fragcbes 70-76 (Hex 6,0 / CHCIs 2,5 / AcOEt 1,5), fragbes 77-85 (Hex 5,0 /
CHCIs 3,0 / AcOEt 2,0) e fragdes 86-195 (Hex 1,0 / CHCIs 5,0 / AcOEt 3,0 / Ac.
Acético 1,0). As fracdes semelhantes entre si foram reunidas em 16 grupos,

conforme é apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Reuniéo das fragcfes obtidas do terceiro fracionamento.

[ 01-21 11,4 mg
I 22-57 11,2 mg
1l 58-65 4,8 mg
v 66-67 2,8 mg
\% 68 25,4 mg
VI 69 74,09
Vi 70-71 250,1 mg
VIl 72-76 356,3 mg
IX 77-82 121,8 mg
X 83-105 21,3 mg
XI 108-128 27,4 mg
Xl 129-167 22,8 mg
Xl 168-171 13,4 mg
XV 172-185 24,7 mg
XV 186-189 4,1 mg
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XV 190-195 2,9 mg

ApoOs a analise por CCD dos 16 grupos, observou-se que os grupos VII, VIIi
e IX apresentaram semelhancas entre si dos perfis quimicos. Dessa forma, esses
grupos foram selecionados e reunidos para um quarto fracionamento. No entanto,
antes da reuniao, 10,0 mg do grupo VII foram tirados, solubilizados com hexano e

essa analise foi conduzida apos a obtencéo dos dados do quarto fracionamento.

4.3.1.3.1 Purificagao por precipitagédo do grupo VIi

Para a purificacdo do grupo VIl (10,0 mg), a amostra foi solubilizada com
hexano, sendo realizadas duas lavagens que resultaram na separacdo do
precipitado (Figura 25) e dos liquidos sobrenadantes. O precipitado e o0s
sobrenadantes foram analisados por CCD, utilizando o sistema de eluente Hex 6,0
/ CHCIs 2,5 / AcOEt 1,5. Para a revelacdo da cromatoplaca, foi empregada uma
solugao de hidréxido de potassio e luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm) (Reich e
Schibli, 2006).

Figura 25. Precipitado apos lavagem com hexano. Fonte: Arquivo pessoal (2024).

O precipitado, com massa de 6,5 mg, foi codificado como 1G-6, e foi
analisado por espectrometria de massas (EM) e ressonancia magnética nuclear
(RMN), com o objetivo de averiguar a pureza e a estrutura da substancia.
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4.3.1.3.2 Fracionamento cromatografico do grupo VII-VIII-IX

Para este fracionamento, utilizou-se uma coluna cromatografica aberta (CC,;
h x & de 40 cm x 3,5 cm), com silica gel como fase estacionaria. A eluicao foi
realizada com gradientes de sistemas: Hex 100%, Hex/CHCIs (9:1, 8:2, 7:3, 6:4,
1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), CHCI3100%, CHCIs/AcOEt (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7,
2:8, 1:9), AcOEt 100%, AcOEt/MeOH (9:1, 8:2, 7:3, 1:1, 2:8) e MeOH 100%, em
fase normal. A massa de amostra utilizada foi de 715,2 mg para 28,6 g de silica gel,
em uma propor¢éo 1 g de amostra para 40 g de silica (1:40) (Matos, 1997). Para a
preparacao da pastilha, foram utilizados 1,4 g de silica gel, em uma proporcédo 1 g
de amostra para 2 g de silica (1:2).

Foram obtidas 108 fracdes de volumes variados que, apos secas, foram
analisadas por CCD. Os eluentes utilizados para as cromatoplacas foram: fragdes
01-47 (Hex 6,0/ CHCI32,5/ AcOEt 0,5), fracdes 48-81 (Hex 5,0 / CHCI3 3,0 / AcOEt
2,0), fracbes 82-92 (Hex 3,0 / CHCIs 3,0 / AcOEt 4,0), fragcdes 93-102 (Hex 6,5 /
AcOEt 2,5/ MeOH 1,0) e fracbes 103-108 (Hex 6,0 / CHCIz 2,5 / MeOH 1,5). As
fracbes semelhantes entre si foram reunidas em 15 grupos, conforme é

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Reuniéo das fragcfes obtidas do quarto fracionamento.

| 01-20 8,4 mg
I 21 17,4 mg
1l 22 29,6 mg
\Y} 23-24 71,6 mg
\Y 25-43 324,9 mg
VI 44-47 7,7 mg
Vi 48-51 3,7 mg
VI 52 4,1 mg
IX 53-59 3,7 mg
X 60 2,5mg
Xl 61-66 13,4 mg
Xil 67-75 14,0 mg
Xlil 76-92 12,6 mg
XV 93-107 29,3 mg
XV 108 2,7mg

63



Apos a analise por CCD dos 15 grupos, observou-se que os grupos VI, VI,
IX, X e XI apresentaram semelhancas entre si dos perfis quimicos. Dessa forma,
esses grupos foram selecionados e reunidos para as analises em cromatografia em

camada delgada preparativa (CCDP), visando o isolamento de substancias.

4.3.1.3.2.1 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) do grupo VII-
VIHI-IX-X-XI

O fracionamento por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)
foi desenvolvida em uma cromatoplaca de vidro de tamanho 20 x 20 cm com
espessura de 1 mm. A cromatoplaca foi preparada usando 60 mL de agua destilada
com 22 g de silica gel 60 da Macherey-Nagel®. Apds evaporacdo da agua a
temperatura ambiente por 3 dias, a placa foi ativada em estufa a 150°C por 60-120
minutos. Em seguida, foram feitas marcacdes na placa: 2 cm da borda inferior, 1
cm da borda superior e 0,5 cm nas laterais. Cuidadosamente, a amostra contendo
27,4 mg foi aplicada na placa e eluida.

A eluicdo da amostra para CCDP foi efetuada em uma cuba de vidro (25 x
25 cm), respectivamente, utilizando os solventes (fase movel): hexano, cloroférmio
e acetato de etila em proporcbes adotadas (50:30:20 mL, v/v) conforme o
comportamento das substancias presentes na amostra. Apos a eluicdo da placa, a
mesma foi removida da cuba e deixada secar a temperatura ambiente, para
posterior visualizagao.

A visualizacao das faixas de CCDP foi efetuada com auxilio do equipamento
camara escura equipado com lampada ultravioleta (A = 254 e 365 nm) (Figura 26).
O processo de eluicdo, secagem da placa e visualizacéo, foi repetido 5 vezes.
Posteriormente, foram separadas duas faixas por CCDP, codificadas de Fi1 e F2
(Figura 26), retiradas da placa de silica e solubilizadas com 10 mL de cloroférmio,
filtradas com sistema de filtracdo a vacuo e posteriormente rotaevaporadas e
transferidas para frascos de penicilina.

As amostras foram analisadas por CCD, com o sistema de eluente utilizado
para a cromatoplaca de Hex 5,0 / CHClIsz 3,0 / AcOEt 3,0 com a cromatoplaca eluida
3 vezes. Para a revelacdo da cromatoplaca foi utilizada solu¢éo de hidréxido de
potassio e luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm) (Reich e Schibli, 2006). Entre as
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amostras na cromatoplaca, a amostra Fi contendo 5,6 mg foi selecionada com base
no seu perfil quimico, codificada como 1G-5 e foi analisada por espectrometria de
massas (EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN), com o objetivo de averiguar

a pureza e a estrutura da substancia.

A) B)

C)

[y | avamaie

e ———————

Figura 26. Anélise em CCDP. Reveladores: A) Visivel, B) UV-365 nm, C) UV-254 nm. Fonte: Arquivo pessoal
(2024).

4.4 Analise por Espectrometria de Massas (EM)

Para analise por MS as amostras 1G-1, 1G-3, IG-4 e I1G-5 foram solubilizadas
em metanol HPLC, gerando solucdo estoque de 1000 ppm. Aliquota (10 pL) dessa
solucéo foi transferida para um vial contendo 1 mL de MeOH. Em seguida, 5 pL da
solucéo diluida foi analisada por insercéo direta no espectrémetro de massas do
tipo ion trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific®), equipado com fonte APCI
(Atmospheric Pressure Chemical lonization) operando nos modos positivo e
negativo. Os parametros analiticos utilizados foram os seguintes: corrente de carga:
5 YA; temperatura do vaporizador: 320 °C; temperatura do capilar: 220 °C; sheath
gas: 30 psi; gas auxiliar: 10 arb, faixa de massa, m/z 100-1000. Os espectros de
MS/MS foram adquiridos utilizando hélio como gas de coliséo e energia variando
entre 20-30%.

A analise das amostras IG-2 e 1G-6 foram realizadas em um equipamento
GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) modelo TRACE GC ULTRA/
ISQ (Thermo Scientific®) usando detector seletivo e coluna capilar DB-WAX (30 m
x 0,25 mm x 0,25 uym) (Agilent Technologies). Hélio foi utilizado como gas de arraste
com fluxo de 1,0 mL.minl. A solucdo de injecdo foi preparada dissolvendo-se
aproximadamente 1 mg da amostra em 1 mL de acetato de etila grau HPLC, sendo

injetado 1 pL de solugdo em modo Split, na razdo 1:30. Programacédo de
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temperatura do forno foi a seguinte: temperatura inicial de 180 °C, com gradiente
de 4 °C/min até 230 °C. Em seguida, 230 °C por 4 min. Temperatura do injetor, linha
de transferéncia e fonte de 250, 250 e 220 °C, respectivamente.

Os espectros foram processados no programa Xcalibur 2.0.7 para
observacédo dos perfis das substancias e das fragmentacfes dos ions. As analises
das duas substancias isoladas foram realizadas no Laboratério de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LABCEM) na Central Analitica-UFAM.

4.5 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A andlise das substancias isoladas 1G-1, IG-3, 1G-4, IG-5 e 1G-6 foram
realizadas no Laboratorio de Ressonéncia Magnética Nuclear (NMRLAB) na
Central Analitica, Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os espectros de
ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais (RMN 1D/2D) das substancias
isoladas foram registradas pelo aparelho Bruker Avance Il HD, operando a 11,75
teslas (500 MHz para RMN de 'H e 125 MHz para RMN de 3C). As amostras foram
solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDClIs) e foi utilizado como referéncia
interna tetrametilsilano (TMS).

A analise da substancia isolada IG-2 foi realizada no Laboratdrio Multiusuario
de Caracterizacdo e Andlises (LCMA), Programa de Pds-graduacdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB), Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Os espectros de ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais
(RMN 1D/2D) da substancia isolada foi registrada pelo aparelho Bruker Avance
NEO, operando a 11,75 teslas (500 MHz para RMN de 'H e 125 MHz para RMN de
13C), sendo solubilizada em cloroférmio deuterado (CDCls), assim o0s
deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 13C foram referenciados ao solvente, nos
sinais para CDClz em dn 7,24 e d¢ 77,00.

Todos os espectros uni e bidimensionais foram processados pelo software
Mestre Nova versao 14.2.0. Além disso, todas as estruturas foram desenhadas no

software ChemDraw versao 22.0.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Sera apresentado o processo de elucidacdo estrutural das substancias
isoladas neste estudo, as quais consistem em duas antraquinonas, um derivado do

naftaleno e duas naftoquinonas, sendo uma destas reportada pela primeira vez.

5.1 Antraquinonas
5.1.1 Elucidagéo estrutural da substancia IG-1 e 1G-3

A comparacao dos dados de fator de retencao (Rf), espectros de RMN e
espectrometria de massas das substancias IG-1 e 1G-3 confirmou que ambas
correspondem a mesma substancia. Esta se apresentou como um solido amorfo de
coloracdo vermelha, com massa total de 9,3 mg. A revelagdo com solucdo de
hidréxido de potassio evidenciou a forte presenca de quinonas, representadas por
manchas de cor vermelha e violeta (Reich e Schibli, 2006).

Os dados do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) (Figura 27)
constituem-se em oito sinais de hidrogénios principais referentes a substancia,
sendo os sinais: &n 2,64 (s), o1 3,99 (s), &u 4,10 (s), trés sinais tipicos de
hidrogénios aromaticos orto/meta-acoplados em ou 7,34 (dd, J = 8,4 e 1,2 Hz), &H
7,66, (dd, J=8,4e 7,5Hz), 61 7,83 (dd, J =7,5 e 1,2 Hz), e 0s sinais dn 12,91 (s),
on 13,71 (s).

[8 sinais de H]

T™MS

. I I

4.0993
- N 3.9901

-2.6441

1.05- +— 13,7071
1.11= | —12.9120 ,
;
;
/
1.10<
1187
1.16~ __

306
3.1
3.22-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
14.5 14.0 13.5 13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 80 7.5 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0 -0
f1 (ppm)

Figura 27. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de 1G-1/1G-3.
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Através da andlise do espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCIls) (Figura 28)

constituem-se em dezoito sinais de carbonos principais referentes a substancia.
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Figura 28. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCls) de 1G-1/IG-3.

Por meio da comparacéo dos espectros de RMN de 3C e DEPT 135, foram
identificados seis sinais de carbonos hidrogenados, sendo metilicos (CHs) ou

metinicos (CH) e doze sinais de carbonos ndo hidrogenados (C) (Figura 29).
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Figura 29. Comparagéo dos espectros de RMN de 13C e DEPT 135 (125 MHz, CDCls) de 1G-1/IG-3.

Pela analise do mapa de correlagdo HSQC, foi possivel identificar as

correlacdes entre os hidrogénios e carbonos diretamente ligados (Figura 30), assim
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confirmando o padrdo de hidrogenacao relativo em cada carbono. Desta forma,
foram identificados trés sinais de carbonos metilicos, um sinal de metila (6¢c 19,7) e
dois sinais de metoxilas (0c 52,8 e 61,6), trés sinais metinicos de carbonos
aromaticos (6c 118,9, 125,5 e 136,1). Além disso, a presenca de doze carbonos
nao hidrogenados, incluindo trés sinais caracteristicos de carbonilas (6c 166,8,
189,0 e 189,2), sendo que os dois ultimos valores de deslocamento quimico,
guando comparados com os dados da literatura, sugerem a presenca de um anel
do tipo antraquinona (Silva, 2017).
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Figura 30. Mapa de correlagdo HSQC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDClz) de IG-1/1G-3.

A partir do mapa de correlacgdo COSY, foi possivel estabelecer os
acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos préoximos do tipo orto/meta-
acoplados, sendo os sinais em 6n 7,34 (dd, J=8,4e 1,2 Hz), 6 7,66 (dd,J =84 e
7,5 Hz) e 61 7,83 (dd, J = 7,5 e 1,2 Hz) (Figura 31), principalmente com as
constantes de acoplamentos (J), que serdo discutidas mais adiante. Da mesma
forma, por meio do mapa de correlacdo HMBC, foram identificadas as correlacdes
entre os hidrogénios e carbonos que estdo conectados a trés ligacdes (J°), além
disso, essas correlacdes principais referentes a substancia, foram agrupadas de A-

E (Figura 32), para serem detalhadas posteriormente.
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Figura 31. Mapa de correlagdo COSY 'H-'H (500 MHz, CDCls) e ampliacéo dos sinais aromaticos de 1G-
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Figura 32. Mapa de correlagdo HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) e os grupos de A-E de I1G-1/IG-

3.

Os dados espectroscoépicos apresentados indicam que a substancia 1G-1/I1G-

3 possui um esqueleto carbonico do tipo antraquinona (Figura 33), conforme
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evidenciado por seus sinais caracteristicos (Komura et al., 1983). Assim, o
esqueleto da antraquinona foi dividido em duas partes (I e 1) (Figura 33), para uma

interpretacéo detalhada dos sinais da estrutura e das posi¢cdes correspondentes.

Parte 1 Parte 11

Figura 33. Esqueleto de antraquinona a esquerda e divisdo da estrutura a direita.

Na estrutura da parte |, para a semi-estrutura | (Figura 34) a andlise do
espectro de RMN *H revela que o sinal de hidrogénio &+ 7,83 apresenta-se como
um duplo dupleto (dd) com J = 7,5 Hz (orto) e 1,2 Hz (meta), sugerindo que este
hidrogénio esta ligado ao C-5 ou C-8. A partir das correlacdes observadas nos
mapas de COSY e HMBC (grupo C), este sinal foi atribuido ao hidrogénio aromatico
do anel A, na posicéo H-5, proximo a um grupo carbonila (C-10). No mapa COSY,
H-5 acopla com H-6 (6n 7,66; dd; J = 7,5 Hz) na posicéo orto e com H-7 (&n 7,34;
dd; J = 1,2 Hz) na posicdo meta. No HMBC (grupo C), H-5 apresenta trés
correlagdes a longa distancia (J3): C-8' (dc 117,0), pertencente a juncdo dos anéis
AeB, C-7 (d6c 125,5) do anel A, e com C-10 (&¢ 189,0), que corresponde a carbonila

do anel B. No mapa HSQC, H-5 correlaciona-se com seu respectivo carbono, C-5
(6c 118,9).

3, 7,83 (1H;
dd; J=7,5,1,2)

f1 (ppm)

Ampliagdo de RMN *H
na regido &w 7,83 ppm.
(]

5.118,9
\ )
)

H-5/C-5

7.6
f2 (ppm)

Ampliagdo de COSY (*H-'H) na regido &+ 7,83 ppm.

" ACOSY/ “HMBC

Ampliagdo de HSQC (*H-*°C) na regido &+ 7,83 ppm.

Figura 34. Ampliagdes de RMN *H e correlagées COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura | — Parte I.
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Continuagédo da Figura 33.

Na semi-estrutura Il (Figura 35), para o sinal de H-6 (w1 7,66; dd; J =8,4 e
7,5 Hz), também atribuido a um hidrogénio aromatico do anel A, no COSY, acopla
com H-5 (én 7,83; dd; J = 7,5 Hz) e com H-7 (&n 7,34; dd; J = 8,4 Hz), ambos na
posicdo orto. No HMBC (grupo C), H-6 apresenta uma correlacéo J?> com C-5 (8¢
118,9) e duas correlagdes J3: C-10' (¢ 132,5), na juncdo dos anéis A e B, e com

C-8 (6c 162,7) do anel A. No HSQC, H-6 correlaciona-se com seu respectivo
carbono, C-6 (&c 136,1).

3, 7,66 (1H;

Ampliagdo de
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ppm.

dd; J = 8,4, 7,5)

L
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€
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Figura 35. AmpliagGes de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura Il — Parte 1.

Para a semi-estrutura 111 (Figura 36), o sinal de H-7 (dn 7,34; dd; J =8,4 e
1,2 Hz), outro hidrogénio aromatico do anel A, no COSY, acopla com H-5 (&1 7,83;
dd; J = 1,2 Hz) na posi¢cdo meta e com H-6 (o1 7,66; dd; J = 8,4 Hz) na posicao orto.
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No HMBC (grupo C), H-7 apresenta duas correlacdes a J3: C-8' (6c 117,0), e com
C-5 (6c 118,9) do anel A. No HSQC, H-7 correlaciona-se com seu respectivo
carbono, C-7 (&c 125,5).
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Figura 36. Ampliagdes de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura |11 — Parte 1.

Para a semi-estrutura 1V (Figura 37), o sinal de simpleto observado em &n
12,91 foi atribuido a uma hidroxila quelada, que estd conectada ao carbono nao
hidrogenado na posi¢cao C-8 do anel A, e foi atribuido a posicédo 8-OH. Este sinal,
conforme observado no HMBC (grupo B), apresenta uma correlacdo J? com C-8
(dc 162,7) e duas correlacdes a J%: C-8' (¢ 117,0) e C-7 (dc 125,5).

5,, 12,91 (1H; 14
s [ R :
8¢ 117,0 ] , Ampliagdo de
B - OH/C-8 |0 HMBC do grupo B
OHIC-7 na regido oy 12,91
I ) ppm.
6c 1255 _3 [0
12,920 12,915 12,910 12.90! —3 rg
Ampliagdo de RMN H L4 &
na regiéo &+ 12,91 ppm. &
150
5c 1627 ] e
~COSY/ “HMBC  1°°

12.9 12.7 12.5
2 (ppm)

Figura 37. AmpliagGes de RMN *H e correlagdes HMBC da semi-estrutura IV — Parte 1.

Na estrutura da parte Il, para a semi-estrutura V (Figura 38) pela analise do
espectro de RMN *H, o sinal de hidrogénio metila (dn 2,64, s), com base no mapa
HMBC (grupo E), foi atribuido na posi¢do 1-CHs, que apresenta uma correlacdo a
J?2 com C-1 (dc 137,5), carbono ndo hidrogenado do anel C, além de duas
correlagdes a J3: C-9' (dc 125,4), na juncdo dos anéis B e C, e C-2 (d¢c 132,4) do
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anel C, ambos carbonos ndo hidrogenados. No mapa HSQC, esse hidrogénio

correlaciona-se com seu carbono correspondente em &c 19,7.

5, 2,64 ¢ E
(3H; s) O o
O C H 3 5c 1254 ti24  Ampliagdo de
\ e HMBC do grupo
) ) CHA/C-9 r12  E na regido o
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2.648 2.644 2.64 130
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na regiéo &+ 2,64 ppm. CHa/C-2 R
134
I 136
| CHa/C-1
VI 138

T T T T T T T
28 27 26 25 24 23 22
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Ampliagdo de HSQC (*H-*3C) na regido 812,64 ppm.

Figura 38. AmpliagGes de RMN *H e correlagdes HSQC e HMBC da semi-estrutura V — Parte II.

Para a semi-estrutura VI (Figura 39), o sinal de metoxila em &1 4,10 (s), esta
conectado ao carbono nédo hidrogenado na posi¢édo C-3 do anel C, sendo atribuido
a posicdo 3-OCHs. No HMBC (grupo D), esse sinal mostra correlagéo a J3 com C-
3 (6c 150,3) e, no HSQC, correlaciona-se com seu carbono em &c 61,6. O segundo
sinal de metoxila em &1 3,99 (s) refere-se a uma metoxila de grupo éster, conectada
ao carbono néo hidrogenado na posicdo C-11, sendo atribuida a posi¢do 11-OCHs.
No HMBC (grupo D), apresenta correlacdo a J® com C-11 (6c 166,9),
correspondente a carbonila de grupo éster, que estd ligada ao carbono nédo

hidrogenado na posicdo C-2 do anel C. No HSQC, correlaciona-se com seu

carbono em &c 52,8. o ®
O CHs, B 1503 . -

6,4,10 | 5, 3_,99 O OCHs/C-3 [1s0
(3H; s) (3H; s) H F152
1" /C 3 154
2 156
158 ~
. - - . - - E
4105 4100 4.09 3.995 3.990  3.9¢ C H 160 3
Ampliacdo de RMN *H na O/ 3 @
regido 614,10 e 3,99 ppm.
. . 164
— —L 0 /—\ HMBC ocHic11 [
5.61,6 N .8:5238 ) ’ [ 168
~ —@ | ~ _b \ 5c 166,9
\% "1 \; " e
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Figura 39. AmpliagGes de RMN *H e correlagdes HSQC e HMBC da semi-estrutura VI — Parte II.
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Na semi-estrutura VII (Figura 40), o sinal de simpleto observado em 61 13,71
foi atribuido a outra hidroxila quelada, que est4 conectada ao carbono n&o
hidrogenado na posicédo C-4 do anel C, e foi atribuido & posi¢cédo 4-OH. Conforme
observado no espectro HMBC (grupo A), este sinal correlaciona-se com C-4 (&c
155,2) a J? e apresenta duas correlagdes a J3: C-4' (¢ 118,1), na juncédo dos anéis

BeC, e C-3 (5c 150,3). [ A

&c 118,1 D OH/C-4’
(1H; s)

13.710 13.705
Ampliagdo de RMN *H
na regido 61 13,71 ppm.

120

r125

130

135

f1 (ppm)

140

145

Oc 155,2 13.9 13.8 137 13.6 135 13.4
f2 (ppm)
Ampliacdo de HMBC do grupo A na
regido on 13,71 ppm.

Figura 40. AmpliacGes de RMN H e correlagdes HMBC da semi-estrutura VII — Parte I1.

As corretas atribuicbes dos sinais de hidrogénio e carbono foram
determinadas por meio das analises dos mapas de correlagcbes COSY, HSQC e
HMBC, bem como os espectros de 'H, 13C e DEPT 135. A andlise do espectro de
EM da substancia 1G-1/1G-3, utilizando a ionizacdo quimica a pressao atmosférica
operando no modo negativo (APCI’), resultou em um ion desprotonado com m/z
341 Da [M-H] (Figura 41, pagina 77), compativel com os dados de RMN de 'H, 13C
(1D/2D) que indicam férmula molecular CisH1407 (calc. 342.07 Da). Dessa forma,
foi possivel concluir que a substancia isolada (IG-1/1G-3) é a éster metilico do acido
4,8-di-hidréxi-3-metoxi-1-metilantraguinona-2-carboxilico (Figura 41, pagina 77),
em concordancia com os dados da literatura (Komura et al., 1983). Os dados da

literatura e da substancia isolada estdo comparados na Tabela 5.
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Tabela 5. Comparacéo dos dados de RMN de 'H e 13C da substancia 1G-1/1G-3 e com a literatura.

Literatura em CDClI3!

IG-1/IG-3 em CDCls

No “C”
On (mult., J Hz) oc o1 (mult., J Hz) oc
1 - 137,4 - 137,5
1-CHs 2,57 (s) 19,6 2,64 (s) 19,7
2 132,3 132,4
3 - 150,2 - 150,3
3-OCHs 4,08 (s) 61,5 4,10 (s) 61,6
4 - 155,1 - 155,2
4 117,9 118,1
5 7,70 (dd, 7,6, 1,7) 118,7 7,83 (dd, 7,5,1,2) 1189
6 7,56 (dd, 7,6, 7,6) 135,9 7,66 (dd, 8,4,7,5) 136,1
7 7,24 (dd, 7,6, 1,7) 125,4 7,34 (dd, 8,4,1,2) 1255
8 - 162,5 - 162,7
8 - 116,8 - 117,0
9 - 188,9 - 189,2
o - 125,2 - 125,4
10 - 188,7 - 189,0
10° 132,3 132,5
11 166,9 166,9
11-OCHs 3,97 (s) 52,7 3,99 (s) 52,8
4-OH 13,60 (s) - 13,71 (s) -
8-OH 12,80 (s) - 12,91 (s) -

[1] Komura et al. (1983).
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Figura 41. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia 1G-1/I1G-3.

Em seu espectro de varredura de ions produtos, observam-se quatro ions
fragmentos principais (Figura 42), resultantes de perdas caracteristicas, como
perdas de metila (CHs, - 15 Da) e monéxido de carbono (CO, - 28 Da). A rota de
fragmentacdo da substancia [1G-1/IG-3 inicia-se com duas possiveis
fragmentacdes, na qual a primeira (favorecida) é a perda radicalar de metila (CHs,
- 15 Da, m/z 341 — m/z 326) e a segunda é a perda neutra de monoéxido de carbono
(CO, - 28 Da, m/z 341 — m/z 313).

O ion fragmento de m/z 326 pode sofrer perda neutra mondéxido de carbono
(CO, - 28 Da), levando a formacdo dos ions fragmentos de m/z 298.
Adicionalmente, o ion de m/z 298 também pode ser formado pela perda radicalar
de metila (CHs, - 15 Da), a partir do fragmento de m/z 313. Ainda pelo ion fragmento
de m/z 313 ao sofrer perda radicalar de metoxila (OCHs, - 31 Da), leva a formacéo
do ion fragmento de m/z 282. A rota da proposta de fragmentacéo € apresentada

na Figura 42, essas perdas séo baseadas no estudo de Demarque et al. (2016).
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Figura 42. Espectro EM/EM e proposta de mecanismo de fragmentagéo da substancia IG-1/IG-3.

Até 0 momento, essa substancia foi isolada na espécie em estudo da familia
Iridaceae, conforme reportado nos estudos de Hara et al. (1997), Ifesan et al.
(2009), Mahabusarakam et al. (2009) e Hemtasin (2008), bem como na espécie
Araliorhamnus vaginata, da familia Rhamnaceae (Mammo, Dagne e Steglich,
1992), tendo sido inicialmente descrito por Komura et al. (1983). Além disso, foi
reportada somente, até o momento, atividade antibacteriana fraca contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CIM = 250,0 pg/mL) e ATCC 27664 (CIM =
125,5 pg/mL) (Ifesan et al., 2009).
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5.1.2 Elucidacéo estrutural da substancia I1G-4

A substancia 1G-4, isolada por meio da técnica de CCDP, apresentou-se
como um sélido amorfo de coloracdo amarelo-laranja, com massa total de 9,4 mg.
Ao analisar os dados de RMN de 'H e *C da substancia IG-4, notou-se uma
semelhanca com os dados obtidos da substancia 1G-1/IG-3. Assim 0s espectros
foram comparados (Figura 43 e 44) e uma diferenca fundamental surgiu: a
presenca de um grupo metoxila adicional (dn 3,98, s) na posigéo C-4, substituindo

0 grupo hidroxila presente na substancia I1G-1/1G-3.
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Figura 43. Comparacéo dos espectros de RMN de 'H da I1G-1/1G-3 e I1G-4.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

E\
i
=2
[ ]
E

1251049758
H O O, 9 ANMaN®Y Y x /

g0 Sa4d saaassSsan S35 S
o O ' e ————
S5 Zehd 29
0 o — = o
[ | 1 )
1 [ 1 ]
Lok l] o Lo J el

260 1‘90 léo 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 160 9‘0 éO 7‘0 éO 5‘0 ‘;0 3‘0 2‘0 1‘0 b

f1 (ppm)

Figura 44. Comparacéo dos espectros de RMN de 13C da I1G-1/I1G-3 e 1G-4.
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Essa alteracdo estrutural foi prontamente confirmada pelas correlacdes
HMBC observadas entre o grupo metoxila e o carbono na posicdo C-4 (6¢c 155,5)
(Figura 46). Todas as posi¢coes dos hidrogénios e dos grupos metoxilas da 1G-4
foram confirmadas por meio do mapa de correlagdo HMBC (Figura 46), bem como

as correlacdes dos hidrogénios com os seus respectivos carbonos, confirmados

pelo experimento HSQC (Figura 45). 8,399
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Figura 45. Mapa de correlagdo HSQC (*H - 500 MHz; *3C - 125 MHz, CDCls) de 1G-4.
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Figura 46. Mapa de correlagdo HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) de 1G-4.
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Com base nessas analises foi possivel identificar com seguranca a estrutura

completa da substancia. A analise do espectro de EM da substancia 1G-4, utilizando

a ionizacdo quimica a pressdo atmosférica operando no modo positivo (APCI*),

resultou em um ion protonado com m/z 357 Da [M-H]* (Figura 47), compativel com
os dados de RMN de 'H, 3C (1D/2D) que indicam férmula molecular C19H1607 (calc.

356.09 Da). Dessa forma, foi possivel concluir que a substancia isolada (1G-4) € a

éster metilico do &cido 8-hidroxi-3,4-dimetoxi-1-metilantraquinona-2-carboxilico

(Figura 47), em concordancia com os dados da literatura (Komura et al., 1983). Os

dados da literatura e da substancia isolada estdo comparados na Tabela 6.

Tabela 6. Comparacao dos dados de RMN de 'H e 3C da substancia IG-4 e com a literatura.

. Literaturaem CDClI3" IG-4 em CDCls
No'C By (mult., J Hz) B By (mult., J HZ) B
1 - 137,0 - 137,0
1-CHs 2,68 (s) 20,1 2,69 (s) 20,2
2 136,1 136,3
3 - 152,1 - 152,1
3-OCHs 4,03 (s) 61,9 4,03 (s) 62,0
4 - 155,4 - 155,5
4-OCHs 3,97 (s) 61,5 3,98 (s) 61,6
4 129,8 129,9
5 7,66 (dd, 7,1, 2,7) 118,5 7,70 (dd, 7,6,1,2)  118,6
6 7,57 (t, 7,1) 136,1 7,63 (dd, 8,3,7,5 136,2
7 7,22 (dd, 7,1, 2,7) 123,6 7,26 (dd, 8,3,1,2) 123,8
8 - 161,8 - 161,9
8 - 116,5 - 116,6
9 - 189,7 - 189,8
9 - 128,1 - 128,2
10 - 182,4 - 182,6
10’ 134,2 134,3
11 166,8 166,9
11-OCHs 3,99 (s) 52,9 3,99 (s) 52,8
8-OH 12,53 (s) - 12,57 (s) -

[1] Komura et al. (1983).
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Figura 47. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia 1G-4.

A rota de fragmentacdo nao foi apresentada por ser semelhante a da
substancia anterior, com uma perda radicalar a mais de metila (CHs, - 15 Da) ou
metoxila (OCHs, - 31 Da). Essa substancia foi isolada exclusivamente na espécie
em estudo da familia Iridaceae, conforme reportado nos estudos de Hara et al.
(1997), Ifesan et al. (2009), Mahabusarakam et al. (2009) e Hemtasin (2008), tendo
sido inicialmente descrito por Komura et al. (1983). Além disso, foi reportada
somente, até o momento, atividade antibacteriana fraca contra Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (CIM = 125,0 pg/mL) e ATCC 27664 (CIM = 125,5 pg/mL)
(Ifesan et al., 2009).
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5.2 Derivado do naftaleno

5.2.1 Elucidacéao estrutural da substancia I1G-2

A substancia 1G-2, isolada por meio do processo de precipitacdo e
purificagéo, seguida de sucessivas lavagens com acetonitrila, apresentou-se como
um sélido amorfo de coloracdo amarela, com massa total de 136,3 mg. A revelacdo
com solucédo de hidréxido de potassio ndo evidenciou a presenca de guinonas,
representadas por manchas de cor vermelha e violeta (Reich e Schibli, 2006).

Os dados do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) (Figura 48)
constituem-se em oito sinais de hidrogénios principais referentes a substéncia,
sendo os sinais: o+ 1,64 (d, J = 6,6 Hz), dn 4,11 (s), Ou 5,72 (g, J = 6,6 Hz), quatro
sinais tipicos de hidrogénios aromaticos, trés do tipo orto/meta-acoplados em &n
6,93 (dd,J=7,8e 1,0 Hz),dn 7,41 (t, J =8,0 Hz), &1 7,58 (dd, J = 8,4 e 1,0 Hz), &H
7,88 (s) e o sinal dH 9,65 (S).
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) de IG-2.

Através da analise do espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDClz) (Figura 49)

constituem-se em quatorze sinais de carbonos principais referentes a substancia.
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Figura 49. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) de 1G-2.

Por meio da comparacéo dos espectros de RMN de 3C e DEPT 135, foram
identificados sete sinais de carbonos hidrogenados, sendo metilicos (CHzs) ou

metinicos (CH) e sete sinais de carbonos néo hidrogenados (C) (Figura 50).
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Figura 50. Comparac&o dos espectros de RMN de 13C e DEPT 135 (125 MHz, CDCls) de 1G-2.

Pela analise do mapa de correlacdo HSQC, foi possivel identificar as
correlagdes entre os hidrogénios e carbonos diretamente ligados (Figura 51), assim
confirmando o padrdo de hidrogenacéo relativo em cada carbono. Desta forma,
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foram identificados dois sinais de carbonos metilicos, um sinal de metila (&c 19,3)
e um sinal de metoxila (&¢c 56,4). Foram observados cinco sinais de metinicos,
sendo um carbono alifatico (6c 77,4) e quatro de carbonos aromaticos (&c 106,3,
116,5, 123,7 e 126,6). Além disso, a presenca de sete carbonos néo hidrogenados
caracteristicos, incluindo um sinal caracteristico de carbonila (6¢c 170,6), este
deslocamento quimico comparado com os dados da literatura, sugere a presenca
de uma carbonila do grupo éster (Likhitwitayawuid, Ruangrungsi e
Kaewamatawong, 1995).

5,4.11 5, 1,74
H L
5, 7,58 On /4L 5,1 5,72 7 N
5, 7,89\ 1 %% 4
. | U A I\
o
5.19,3
-~ RS
“+ CHy' [
8564 ' O [
) - 60
5. 77,4 ug £ “{O‘CH3 oo
5.106,3 H o E
\ ) 100 ;
6C 116,5 e I6) F110
, @rD F120
BC 123,7 , 130
5.126,6 [0
150
H H oo
H 180

100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0
f2 (ppm)

Figura 51. Mapa de correlagdo HSQC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) de 1G-2.

A partir do mapa de correlacdo COSY, foi possivel identificar os
acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos préximos do tipo orto/meta-
acoplados, sendo os sinais em o1 6,93 (dd, J=7,8 e 1,0 Hz), d1 7,41 (t, J = 8,0 Hz)
e Ou 7,58 (dd, J = 8,4 e 1,0 Hz). Também foram observados entre os hidrogénios
dos grupos metila &1 1,64 (d, J = 6,6 Hz) e metinico &+ 5,72 (g, J = 6,6 Hz) (Figura
52). Esses acoplamentos foram determinados principalmente pelas constantes de
acoplamento (J), que serao discutidas mais adiante. Da mesma forma, por meio do
mapa de correlacdo HMBC, foram identificadas as correlagcfes entre os hidrogénios
e carbonos que estdo conectados por trés ligaces (J%). Essas correlacdes foram

agrupadas de A-F (Figura 53), para serem detalhadas posteriormente.
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Figura 52. Mapa de correlagdo COSY 'H-'H (500 MHz, CDCls) e ampliagdo dos sinais aromaticos de 1G-2.
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Figura 53. Mapa de correlagdo HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) e os grupos de A-F de IG-2.

Os dados espectroscopicos apresentados indicam que a substancia 1G-2

possui um esqueleto carbonico derivado de um naftaleno conectado a um anel de

86



cinco membros com um heteroatomo do grupo éster na posi¢céao C-2 e C-3 (Figura
54), conforme evidenciado por seus sinais caracteristicos (Likhitwitayawuid,
Ruangrungsi e Kaewamatawong, 1995). Para uma interpretacdo mais detalhada
dos sinais e suas correspondentes posicoes, o esqueleto do derivado de naftaleno

foi dividido em duas partes (I e Il) (Figura 54).

@)
derivado de naftaleno  Fartel Parte 11

Figura 54. Esqueleto do derivado de naftaleno a esquerda e diviséo da estrutura a direita.

Na estrutura da parte |, para a semi-estrutura | (Figura 55) a andlise do
espectro de RMN *H revela que o sinal de hidrogénio &+ 7,58 apresenta-se como
um duplo dupleto (dd) com J = 8,4 Hz (orto) e 1,0 Hz (meta), sugerindo que este
hidrogénio esta ligado ao C-5 ou C-8. A partir das correlacdes observadas nos
mapas de COSY e HMBC, este sinal foi atribuido ao hidrogénio aroméatico do anel
A, na posicédo H-5. No mapa COSY, H-5 acopla com H-6 (én 7,41; t; J = 8,0 Hz) na
posi¢ao orto e com H-7 (&u 6,93; dd; J = 1,0 Hz) na posi¢do meta. No HMBC (grupo
C), H-5 apresenta duas correlac¢des a longa distancia (J3): com o C-7 (6¢c 106,3) do

anel A e com o C-8 (6¢c 117,5) pertencente a juncao dos anéis A e B. No mapa

HSQC, H-5 correlaciona-se com seu respectivo carbono, C-5 (dc 123,7).
&, 7,58 (1H;

dd; J =84,
1,0)

s

7.59 7.58 7.57 7.5
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7§ ppm.

[ J
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‘ [ W = LY ‘/:f \
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a y .
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Figura 55. Ampliagdes de RMN *H e correlagées COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura | — Parte I.

87



Na semi-estrutura Il (Figura 56) o sinal de H-6 (dn 7,41; t; J = 8,0 Hz),
também atribuido a um hidrogénio aromatico do anel A, no COSY, acopla com H-5
(6n 7,83; dd; J = 8,4 Hz) com H-7 (dx 6,93; dd; J = 7,8 Hz), ambos na posi¢éo orto.
O padrao de tripleto observado para H-6 no espectro pode ser interpretado como
um desdobramento dos acoplamentos orto. Nesse caso, as diferencas entre os Js
sao suficientemente pequenas para nao serem resolvidas individualmente,
resultando em um padrao mais simples do que o esperado para um duplo dupleto.
No HMBC (grupo C), H-6 apresenta duas correlacdes de J3: com o C-4' (6¢c 137,2),
na juncdo dos anéis A e B, e com o C-8 (6¢c 156,6) do anel A. No HSQC, H-6

correlaciona-se com seu respectivo carbono, C-6 (dc 126,6).

6H74l(1H
i J= 80) (\
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]
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Figura 56. Ampliagdes de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura Il — Parte 1.

Para a semi-estrutura 111 (Figura 57), o sinal de H-7 (61 6,93; dd; J=7,8 e
1,0 Hz), outro hidrogénio aromético do anel A, no COSY, acopla com H-5 (&1 7,58;
dd; J = 1,0 Hz) na posi¢cdo meta e com H-6 (6n 7,41; t; J = 8,0 Hz) na posicao orto.
No HMBC (grupo C), H-7 apresenta uma correlacéo de J? com o C-8 (5¢c 156,6) do
anel A e duas correlagbes de J3: com o C-8' (&¢c 117,5), na juncdo dos anéis A e B,
e com o C-5 (6¢c 123,7). No HSQC, H-7 correlaciona-se com seu respectivo

carbono, C-7 (&c 106,3). 111
&y, 6,93 (1H; o
dd; J =78, 8.106,3 7= —w
1,0) L3 [ \‘
Ve
6.94 6.93 6.92 oo
Ampliagdo de HSQC (*H-
Ampliagdo de RMN *H 13C) na regi&o &1 6,93 ppm.
na regiéo &n 6,93 ppm. /COSY /\ H M BC

Figura 57. Ampliagées de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura |11 — Parte I.
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Para a semi-estrutura 1V (Figura 58), o sinal de simpleto observado em &H
4,11 foi atribuido a um grupo metoxila. Este sinal estd conectado com o carbono
ndo hidrogenado na posicao C-8 do anel A, e foi atribuido a posicdo 8-OCHs. Este
sinal, conforme observado no HMBC (grupo E), mostra correlagéo de J3 com o C-8

(6c 156,6) e, no HSQC, correlaciona-se com seu carbono em &c 56,4.
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Figura 58. AmpliagGes de RMN *H e correlagdes HSQC e HMBC da semi-estrutura IV — Parte .

Na estrutura da parte Il, para a semi-estrutura V (Figura 59) pela analise do
espectro de RMN de 'H, o sinal correspondente ao hidrogénio do grupo metila (on
1,74, d, J = 6,6 Hz) foi atribuido ao anel de cinco membros, na posicdo 1-CH; do
anel C, com base nas correlagdes observadas nos mapas de COSY e HMBC. No
COSY, o grupo 1-CH; acopla com o H-1 (d1 5,72, g, J = 6,6 Hz). No HMBC, o0 grupo
1-CH; (grupo F) apresenta uma correlacdo de J2 com o C-1 (d¢c 77,4), um carbono
hidrogenado do anel C, além de uma correlagdo de J® com o C-9' (d¢c 127,9),
localizado na jungdo dos anéis B e C. No mapa HSQC, esse hidrogénio
correlaciona-se com o seu respectivo carbono em 6C 19,1. O sinal de H-1 (&1 5,72;
g; J = 6,6 Hz), localizado proximo ao heterodtomo do grupo éster e correspondente
a um hidrogénio metinico do anel C, conforme observado no COSY, apresenta
acoplamento com 1-CHs (&n 1,74; d; J = 6,6 Hz). No HMBC (grupo D), H-1 exibe
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duas correlagdes de J3: com o C-3’ (dc 125,9), na juncéo de anéis B e C, e com o
C-3 (6¢ 170,6), indicando a presencga de um carbono de carbonila no anel C. No

HSQC, H-1 correlaciona-se com seu respectivo carbono, C-1 (dc 77,4).
(]
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Figura 59. AmpliacGes de RMN H e correlagdes, COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura V — Parte Il.

Para semi-estrutura VI (Figura 60), no anel B um sinal de simpleto foi
atribuido a um hidrogénio aromatico (d+ 7,89, s) na posigédo H-4. Com base no mapa
HMBC (grupo B), esse hidrogénio apresenta quatro correla¢des de J3: com o C-8'
(6c 117,5), carbono ndo hidrogenado, com o C-5 (&¢c 123,7), carbono metinico
aromatico do anel A, com o C-9' (6¢ 127,9) e com 0 C-3 (6¢c 170,6). No mapa HSQC,
o sinal de H-4 correlaciona-se com seu carbono correspondente, C-4 (6¢c 116,5). O
outro sinal de simpleto no anel B refere-se a um hidrogénio de hidroxila (dx 9,65,
s), que esta conectado ao carbono ndo hidrogenado na posi¢cdo C-9, sendo
atribuido a posicdo 9-OH. Conforme observado no HMBC (grupo A), este sinal
apresenta uma correlacédo de J? com o C-9 (dc 149,2) e apresenta duas correlacdes
de J3: com o C-8' (d¢c 117,5) e com o0 C-9’ (5¢c 127,9).

5,,, 7,89 (lH; 5H 9,65 (1H;
5 s OH '/\v .
(CQ & CH; —] B ——A
, . 5c 117,5

\% | - H-4/C-8'] i |
_J\_,JL 1 8c 123,7+——==p H-4/C-5 5c117.5° ¥ bHic-s™
3 > 130 —
> c O &¢ 127,9 1 H-4/C-9 o 7 130

&c 127,9 DH/C-9'

T T T T T 1
7.917.907.897.887.87 9.68 9.66 9.64 9.62 9.

f1 (ppm)
1 (ppm)

T 150

Ampliacdo de RMN H na ‘ ]
regiao 517,89 e 9,65 ppm. \/4 5 1700 o 01492 .
H O CHURL HHACS 1 orico

. L S
8:.117,5 7.90fz 7.85 97 96 95 9.4
(ppm) f2 (ppm)
N { \COSY/ “HMBC o -
v v Ampliagdo de HMBC do grupo B na regido
H-4/C-41" ) O+ 7,89 e grupo A na regido o+ 9,65 ppm.

Ampliagdo de HSQC (*H-**C) na regido &+ 7,89 ppm.

Figura 60. AmpliacGes de RMN H e correlacées, HSQC e HMBC da semi-estrutura VI — Parte Il.
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As corretas atribuicbes dos sinais de hidrogénio e carbono foram

determinadas por meio das analises dos mapas de correlagbes COSY, HSQC e

HMBC, bem como os espectros de H, 3C e DEPT 135. A andlise do espectro de

EM da substancia IG-2, utilizando a ionizacao por elétrons (El) com cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), resultou em um ion com
m/z 244 Da [M’] (Figura 61), compativel com os dados de RMN de H, 13C (1D/2D)

que indicam férmula molecular Ci4H1204 (calc. 244.07 Da). Dessa forma, foi

possivel concluir que a substancia isolada (IG-2) € o naftaleno eleuterol (Figura 61),

em concordancia com os dados da literatura (Likhitwitayawuid, Ruangrungsi e

Kaewamatawong, 1995). Os dados da literatura e da substancia isolada estéo

comparados na Tabela 7.

Tabela 7. Comparacao dos dados de RMN de 'H e 13C da substancia IG-2 e com a literatura.

o Literaturaem CDClI3" IG-2 em CDCls
No"C 55 (mult., J Hz) e S5 (mult., J H2) B
1 5,71 (ddd, 6,4, 6,4, 6,4) 77,3 5,72 (q, 6,6) 77,4
1-CHs 1,74 (d, 6,4) 19,1 1,74 (d, 6,6) 19,1
2 - - - -
3 : 170,5 : 170,6
3 : 125,8 : 125,9
4 7,86 (s) 116,4 7,89 (s) 116,5
4 : 137,1 : 137,2
7,55 (d, 8,2) 1235  7,58(dd, 84,1,0) 1237
7,40 (dd, 7,9, 8,2) 126,5 7,41 (t, 8,0) 126,6
6,93 (d, 7,9) 1062 6,93 (dd, 7,8,1,0) 106,3
8 : 156,5 : 156,6
g : 117,4 : 117,5
8-OCH:s 4,04 (s) 56,3 411 (s) 56,4
9 : 149,1 : 149,2
9 : 127,8 : 127,9
9-OH 9,65 (s) : 9,65 (s) :

[1] Likhitwitayawuid, Ruangrungsi e Kaewamatawong (1995).
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Figura 61. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia IG-2.

No espectro de ions produtos, observam-se diversos ions fragmentos
(Figura 62) resultantes de perdas caracteristicas, como a perda de metila (CH3;, -
15 Da) e de monéxido de carbono (CO, - 28 Da). A rota de fragmentacdo da
substancia IG-2 inicia-se com a perda radicalar de metila (CH3, - 15 Da, m/z 244 —
m/z 229), o que leva a formacéo do ion fragmento de m/z 229. Esse ion fragmento
pode sofrer duas possiveis perdas: uma perda radicalar de metila (CHs;, - 15 Da),
formando o ion de m/z 214, ou uma perda neutra de monéxido de carbono (CO, -
28 Da), que resulta na formacédo do ion de m/z 201.

Adicionalmente, o ion de m/z 201 pode sofrer duas possiveis perdas: uma
perda neutra de mondxido de carbono (CO, - 28 Da), levando a formacéo do ion de
m/z 173, ou uma perda radicalar de metila (CH;, - 15 Da), que forma o ion de m/z
186. O ion de m/z 186 também pode ser formado a partir da perda de monéxido de
carbono (CO, - 28 Da) do ion de m/z 214. Quando o ion de m/z 186 sofre uma perda
neutra de mondxido de carbono (CO, - 28 Da), ocorre a formagédo do ion de m/z
158, o qual também pode ser formado a partir da perda radicalar de metila (CH3, -
15 Da) do ion de m/z 173. A rota da proposta de fragmentacéo esta ilustrada na
Figura 63, essas perdas sdo baseadas no estudo de Demarque et al. (2016).

92



IG_1_130111071555 #550-582 RT: 8.61-8.88 AV: 33 NL: 2.87E7
T:{0,0} + ¢ EIFull ms [40.00-600.00]
229
95
90
85
80 [CH,] -15 Da
75
70
65 C)
244
60 201
55
50 [CO] - 28 Da
45
0 CH,] -15 D
35 . [CH,] - a
30 [CH;]-15Da 173
2 g [CO] - 28 Da
2 158
214 »
5 [CO] - 28 Da e [cOl-28Da [CHil-15Da |,
10 " 55 245
157| 7
1_;)0 1230 l;O lgiO léO 260 2{0 2%0 2%0 21;0 2%0
miz
Figura 62. Espectro “EM/EM” da substancia IG-2.
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Figura 63. Proposta de mecanismo de fragmenta¢éo da substancia 1G-2.
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Essa substancia foi isolada da espécie em estudo, pertencente a familia
Iridaceae, conforme relatado nos estudos de Bianchi e Ceriotti (1975), Komura et
al. (1983), Zhengxiong et al. (1986), Likhitwitayawuid, Ruangrungsi e
Kaewamatawong (1995), Hara et al. (1997), Shibuya et al. (1997), Alves, Kloos e
Zani (2003), Paramapojn et al. (2008), Ganzera et al. (2009) e Mahabusarakam et
al. (2009). O eleuterol, isolado dos bulbos de E. bulbosa, apresentou fraca atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CIM = 1000,0 pg/mL) e
ATCC 27664 (CIM = 1000,0 pg/mL) (Ifesan et al., 2009). Além disso, observou-se
uma inibicdo de 51,59% na concentragédo de 500 pg/mL contra Staphylococcus
aureus aureus e de 65,43% na concentragao de 500 ug/mL contra Pseudomonas
fluorescens (Almeida et al., 2022). O eleuterol também apresentou uma fraca
atividade anti-enzimatica contra a-glicosidase (Clso > 1,00 uM) (leyama et al., 2011)
e atividade antiparasitaria contra Plasmodium berghei (Gomes et al., 2023). O
eleuterol isolado das folhas de Kleinhovia hospita (Malvaceae) também exibiu fraca
atividade antioxidante, com Clso = 491,8 uM, utilizando o método de DPPH (Arung
et al., 2012). Adicionalmente, o eleuterol isolado dos bulbos de Cipura paludosa
(Iridaceae) apresentou atividade antiproliferativa contra linhagens celulares de

cancer humano (Campos et al., 2016).
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5.3 Naftoquinonas
5.3.1 Elucidacéao estrutural da substancia 1G-5

A substancia 1G-5, isolada por meio da técnica de CCDP, apresentou-se
como um solido amorfo de coloragdo amarela, com massa total de 5,6 mg. A analise
por CCD, com solucédo de hidréxido de potassio evidenciou a forte presenca de
quinonas, representadas por manchas de cor vermelha e violeta (Reich e Schibli,
2006).

Os dados do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIlz) (Figura 64)
constituem-se em oito sinais de hidrogénios principais referentes a substancia,
sendo os sinais: 6+ 1,28 (d, J = 6,4 Hz), 61 1,96 (s), 6x 2,86 (d, J = 6,4 Hz), 61 4,04
(s), 61 5,22 (sxt, J = 6,4 Hz), trés sinais tipicos de hidrogénios aromaticos, do tipo
orto/meta-acoplados em 6+ 7,25 (dd, J=85e 1,2 Hz), dn 7,71 (dd, J =8,5e 7,6
Hz) e o1 7,81 (dd, J=7,6 e 1,1 Hz).
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de 1G-5.

Através da andlise do espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCIs) (Figura 65)

constituem-se em dezesseis sinais de carbonos principais referentes a substancia.

95



[IE sinais de E]

\
L
)

\qwzv\
n o 0 O O ™~y Q — O
O L AN O O g (\IN\(\\]
M ™M — o hr s
— - — = o
> —
N O N N oQ
+ oS 3 % TMS
o N K —_ -
~ N X ! ) ‘ [
|
'A .J " Alw ; u/ JL\ nwl;_kiw.lv VA " l
Ll PAN N 4 " tal VM L Ayt b WA vy
N e N iy

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
f1 (ppm)

Figura 65. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls) de 1G-5.

Por meio da comparacéo dos espectros de RMN de 13C e DEPT 135, foram
identificados oito sinais de carbonos hidrogenados, sendo sete sinais metilicos
(CH3) ou metinicos (CH), um sinal metilénico (CH2) e oito sinais de carbonos nao
hidrogenados (C) (Figura 66).
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Figura 66. Comparacéo dos espectros de RMN de 13C e DEPT 135 (125 MHz, CDCls) de 1G-5.
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Pela analise do mapa de correlacdo HSQC, foi possivel identificar as
correlagdes entre os hidrogénios e carbonos diretamente ligados (Figura 67), assim
confirmando o padrdo de hidrogenacéo relativo em cada carbono. Desta forma,
foram identificados trés sinais de carbonos metilicos, sendo dois sinais de metila
(6c 20,1 e 21,3) e um sinal de metoxila (d¢c 56,5). Foram observados quatro sinais
de metinicos, sendo um carbono alifatico (dc 69,5) e trés de carbonos aromaticos
(6c 116,7, 119,8 e 134,5), e um sinal de carbono metileno (&c 29,6). Além disso, a
presenca de oito carbonos ndo hidrogenados, incluindo trés sinais caracteristicos
de carbonilas (6¢c 170,7, 179,6 e 184,2), sendo os dois ultimos valores de
deslocamento quimico, quando comparados com os dados da literatura, sugerem

a presenca de um anel do tipo naftoquinona (Cai et al., 2005).
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Figura 67. Mapa de correlagdo HSQC (*H - 500 MHz; *3C - 125 MHz, CDCls) de 1G-5.

A partir do mapa de correlagdo COSY, foi possivel identificar os
acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos proximos do tipo orto/meta-
acoplados, sendo os sinaisem o+ 7,25 (dd, J=85e 1,2 Hz), 61 7,71 (dd,J=85¢e
7,6 Hz), d1 7,81 (dd, J = 7,6 e 1,1 Hz). Também foram observados entre os
hidrogénios dos grupos metila &+ 1,28 (d, J = 6,4 Hz), metileno 1 2,86 (d, J = 6,4
Hz) e o metinico dx 5,22 (sxt, J = 6,4 Hz) (Figura 68). Esses acoplamentos foram
determinados principalmente pelas constantes de acoplamento (J), que serao

discutidas mais adiante. Da mesma forma, por meio do mapa de correlacdo HMBC,
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foram identificadas as correlacbes entre os hidrogénios e carbonos que estédo
conectados por trés ligacées (J%). Essas correlagdes foram agrupadas de A-F

(Figura 69), para serem detalhadas posteriormente.
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Figura 68. Mapa de correlagdo COSY 'H-'H (500 MHz, CDCls) e ampliagdo dos sinais aromaticos de 1G-5.
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Figura 69. Mapa de correlagdo HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) e os grupos de A-F de IG-5.

Os dados espectroscopicos apresentados indicam que a substancia 1G-5

possui um esqueleto carbonico do tipo naftoquinona (Figura 70), conforme
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evidenciado por seus sinais caracteristicos (Han et al., 2008). Com isso, é possivel
fazer interpretacdo detalhada dos sinais da estrutura e das posicdes

correspondentes.

naftoquinona

Figura 70. Esqueleto de naftoquinona.

Na semi-estrutura | (Figura 71) a analise do espectro de RMN *H revela que
o sinal de hidrogénio 61 7,81 apresenta-se como um duplo dupleto (dd) com J=7,6
Hz (orto) e 1,1 Hz (meta), sugerindo que este hidrogénio esta ligado ao C-5 ou C-
8. A partir das correlacdes observadas nos mapas de COSY e HMBC (grupo A),
este sinal foi atribuido ao hidrogénio aromatico do anel A, na posicéao H-8, préximo
a um grupo carbonila (C-1). No mapa COSY, H-8 acopla com H-7 (dn 7,71; dd; J =
7,5 Hz) na posigéo orto e com H-6 (dn 7,25; dd; J = 1,2 Hz) na posi¢cao meta. No
HMBC (grupo C), H-8 apresenta duas correlacdes a longa distancia (J3): C-4' (6c
116,9), pertencente a juncdo dos anéis A e B, e com C-1 (6c 184,2), que
corresponde a carbonila do anel B. No mapa HSQC, H-8 correlaciona-se com seu

respectivo carbono, C-8 (6c 119,8). o, |
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COSY (*H-'H)
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Figura 71. Ampliagées de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura I.
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Na semi-estrutura Il (Figura 72), para o sinal de H-7 (61 7,71; dd; J =8,5 e

7,6 Hz), também atribuido a um hidrogénio aroméatico do anel A, no COSY, acopla
com H-8 (dn 7,81; dd; J = 7,6 Hz) e com H-6 (0w 7,34; dd; J = 8,5 Hz), ambos na

posicdo orto. No HMBC (grupo A), H-7 apresenta duas correlacdes
135,0), na juncao dos anéis A e B, e com C-5 (6c 160,2) do anel A. No

correlaciona-se com seu respectivo carbono, C-7 (dc 136,5).
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Figura 72. AmpliagGes de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura Il.
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Para a semi-estrutura 111 (Figura 73), o sinal de H-6 (dn 7,25; dd; J =85 e

1,2 Hz), outro hidrogénio aromético do anel A, no COSY, acopla com H-8 (&n 7,81,

dd; J=1,1 Hz) na posi¢cédo meta e com H-7 (dn 7,71; dd; J = 8,5 Hz) na posicao orto.

No HMBC (grupo A), H-6 apresenta duas correlagdes J3: C-4' (d¢c 116,9), na juncao
dos anéis A e B, e com C-8 (6c 119,8) do anel A. No HSQC, H-6 correlaciona-se

com seu respectivo carbono, C-6 (6c 116,7).
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Figura 73. AmpliacGes de RMN H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura I11.
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Na semi-estrutura 1V (Figura 74), o sinal de simpleto observado em &u 4,04
foi atribuido a um grupo metoxila. Este sinal esta conectado com o carbono néo
hidrogenado na posicdo C-5 do anel A, e foi atribuido a posi¢cdo 5-OCHs. Este sinal,
conforme observado no HMBC (grupo C), mostra correlacdo de J3 com o C-5 (&c

160,2) e, no HSQC, correlaciona-se com seu carbono em &c 56,5.
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Figura 74. Ampliacées de RMN H e correlagdes HSQC e HMBC da semi-estrutura V.

Para a semi-estrutura V (Figura 75), a analise dos espectros de RMN revelou
a presencga de quatro sinais que sugerem a existéncia de uma cadeia lateral aberta,
descartando, assim, a possibilidade de um sistema ciclico nessa porcdo da
substancia. Dentre os sinais identificados, destaca-se o sinal de simpleto observado
em On 1,96 referente a um grupo metila ligado a uma funcionalidade acetila. Este
sinal, conforme observado no HMBC (grupo E), mostra correlacdo de J° com o
carbono da carbonila em &¢c 170,7, e no HSQC, correlaciona-se com seu carbono

em oc 21,3.
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Figura 75. Ampliagées de RMN *H e correlagdes HSQC e HMBC da semi-estrutura V.

A posicao do grupo acetila foi atribuida ao carbono C-2’ de uma unidade
propil, cuja caracterizacdo se deu por meio dos seguintes deslocamentos quimicos

e constantes de acoplamento: o sinal em ox 1,28 (d; J = 6,4 Hz) correspondente ao
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hidrogénio do grupo metila que foi atribuido na posicdo 3’-CHz;. No COSY, esse
sinal 3’-CH; acopla com o H-2’ (dn 5,22, sxt, J = 6,4 Hz). No HMBC (grupo F), o
sinal 3'-CH; apresenta uma correlacdo de J? com o C-2’ (d¢c 69,5), além de uma
correlacdo de J® com o C-1' (dc 29,6). No mapa HSQC, esse hidrogénio
correlaciona-se com o seu respectivo carbono em &c 20,1. O sinal de H-2’ (61 5,22;
sxt; J = 6,4 Hz), localizado préximo ao heteroatomo do grupo éster e
correspondente a um hidrogénio metinico, conforme observado no COSY,
apresenta acoplamento com 3’-CH; (n 1,28; d; J = 6,4 Hz) e com H-1’ (dn 2,86; d;
J =6,4 Hz). No HMBC (grupo B), H-2’ exibe duas correlagdes de J3: com o C-2 (dc
117,6) do anel B, e com o carbono da carbonila do grupo acetila em &c 170,7. No
HSQC, H-2’ correlaciona-se com seu respectivo carbono, C-2’ (dc 69,5). O sinal em
on 2,86 (d; J = 6,4 Hz) foi atribuido aos hidrogénios do grupo metileno na posi¢céao
H-1’, que, no mapa HSQC, correlacionou-se com o carbono correspondente, C-1’
(8¢ 29,6). No COSY acopla H-2’ (dn 5,22; sxt; J = 6,4 Hz) e no mapa HMBC (grupo
D), H-1" exibe uma correlagéo J? com C-2 (6c 117,6) do anel B e trés correlacdes
de J3 com o C-3’ (dc 20,1), com C-3 (dc 154,6) atribuida a um carbono oxigenado
portador de um grupo hidroxila, e com C-1 (dc 184,2) da carbonila do anel B. Assim,
a unidade propil foi conectada a estrutura principal por meio da ligacdo entre C-1'e
C-2, conforme indicado pelas correlacbes observadas no espectro HMBC na

semiestrutura VI (Figura 76). °
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Figura 76. AmpliacGes de RMN H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura VI.
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As corretas atribuicbes dos sinais de hidrogénio e carbono foram

determinadas por meio das analises dos mapas de correlagbes COSY, HSQC e

HMBC, bem como os espectros de H, 3C e DEPT 135. A andlise do espectro de

EM da substancia IG-5, utilizando a ionizagdo quimica a pressdo atmosférica

operando no modo positivo (APCI*), resultou em um ion protonado com m/z 305
Da [M-H]* (Figura 77), compativel com os dados de RMN de 'H, 13C (1D/2D) que

indicam férmula molecular Ci6H1606 (calc. 304.09 Da). Dessa forma, foi possivel

concluir que a substancia isolada (IG-5) € 3-[2-(acetiloxi)propil]-2-hidroxi-8-metoxi-

1,4-naftoquinona (Figura 77), em concordancia com os dados da literatura (Han et

al., 2008). Os dados da literatura e da substancia isolada estdo comparados na

Tabela 8.

Tabela 8. Comparacao dos dados de RMN de 'H e 13C da substancia IG-5 e com a literatura.

o Literaturaem CDClI3" IG-5 em CDCls
No"C 55 (mult., J Hz) e S5 (mult., J H2) B
1 i 184, § 184,2
r 2,86 (d, 6,5) 29,7 2,86 (d, 6,4) 29,6
2 i 117,9 : 117.,6
> 5,21 (sxt, 6,5) 69,8 522 (sxt, 6,4) 69,5
3 : 1548 : 154,6
3 1,28 (d, 6,5) 20,3 1,28 (d, 6,4) 20,1
4 : 179,8 : 179,6
4 : 135,3 : 135,3
5 160,4 160,2
5-OCHa 4,03 (s) 56,7 4,03 (s) 56,5
6 7,24 (dd, 8,0, 0,8) 136,7  7,28(dd, 85,1,2) 1365
7 7,71, 8,0) 116,9 764t 85,7,6) 1167
8 7,80 (dd, 8,0, 0,8) 1200  7,81(dd, 7,6,1,1) 1198
g : 117,1 : 116,9
COCH:s 1,96 (s) 21,5 1,96 (s) 21,3
COCH: . 170,9 : 170,7
3-OH : : :

[1] Han et al. (2008).
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Figura 77. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia 1G-5.

Em seu espectro de varredura de ions produtos, observam-se quatro ions
fragmentos (Figura 78), resultantes de perdas caracteristicas, como a perda de
agua (H20, - 18 Da), mondéxido de carbono (CO, - 28 Da) e de &cido acético
(C2H402, - 60 Da). A rota de fragmentacdo da substancia 1G-5 inicia-se com a
protonacdo da hidroxila, uma vez que isso favorece a formacao de ions produtos
mais estaveis. Em seguida, pode ocorre uma perda neutra de acido acético
(C2H402, - 60 Da), o que leva a formagéo do ion fragmento de m/z 245. Esse ion,
por sua vez, ao sofrer uma perda de agua (H:0, - 18 Da), guiada por carga, leva a
formacao do ion fragmento m/z 227. O ion m/z 227 ao sofrer uma perda neutra de
monoxido de carbono (CO, - 28 Da), forma o ion fragmento m/z 199. Este ultimo
ion m/z 199 pode sofrer mais uma perda neutra de monoxido de carbono (CO, - 28
Da) e formar o ion fragmento m/z 171. A rota da proposta de fragmentacao esta
ilustrada na Figura 78, essas perdas sdo baseadas no estudo de Demarque et al.
(2016).
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Figura 78. Espectro EM/EM e proposta de mecanismo de fragmentagéo da substancia IG-5.

Até o momento, essa substancia foi isolada exclusivamente na espécie em

estudo, pertencente a familia Iridaceae, sendo este o terceiro relato de sua

ocorréncia na literatura, conforme os estudos de Mahabusarakam et al. (2009),

tendo sido inicialmente caracterizado e descrito por Han et al. (2008).
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5.3.2 Elucidacéao estrutural da substancia 1G-6

A substancia 1G-6, isolada por meio do processo de precipitacdo e
purificagéo, seguida de sucessivas lavagens com hexano, apresentou-se como um
solido amorfo de coloracdo amarelo dourado, com massa total de 6,5 mg. Na
analise por CCD, com solucao de hidréxido de potassio evidenciou a forte presenca
de quinonas, representadas por manchas de cor vermelha e violeta (Reich e Schibli,
2006).

Os dados do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIlz) (Figura 79)
constituem-se em dez sinais de hidrogénios principais referentes a substancia,
sendo os sinais: &1 1,36 (d, J = 6,2 Hz), én1 1,54 (d, J = 6,6 Hz), &n 2,20 (ddd, J =
18,3, 10,3 e 3,8 Hz), &n 2,75 (dt, J = 18,3 e 2,7 Hz), &n 3,58 (dqd, J = 10,3, 6,2 e
2,5 Hz), &1 4,00 (s), 6u 4,85 (gdd, J = 6,6, 3,8 e 2,7 Hz), trés sinais tipicos de
hidrogénios aromaticos, do tipo orto/meta-acoplados em 6x 7,28 (d, J = 1,1 Hz), H
7,64 (dd,J=85e 7,6 Hz),dn 7,73 (dd, J =7,7 e 1,1 Hz).
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Figura 79. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de 1G-6.

Através da analise do espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDClz) (Figura 80)

constituem-se em dezesseis sinais de carbonos principais referentes a substancia.
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Figura 80. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCIs) de 1G-6.

Por meio da comparacéo dos espectros de RMN de 13C e DEPT 135, foram
identificados nove sinais de carbonos hidrogenados, sendo oito sinais metilicos
(CHs3) ou metinicos (CH), um sinal metilénicos (CH2) e sete sinais de carbonos nao
hidrogenados (C) (Figura 81).
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Figura 81. Comparagéo dos espectros de RMN de 13C e DEPT 135 (125 MHz, CDCls) de 1G-6.
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Pela analise do mapa de correlacdo HSQC, foi possivel identificar as
correlacdes entre os hidrogénios e carbonos diretamente ligados (Figura 82), assim
confirmando o padrdo de hidrogenacéo relativo em cada carbono. Desta forma,
foram identificados trés sinais de carbonos metilicos, sendo dois sinais de metila
(dc 20,8 e 21,2) e um sinal de metoxila (6c 56,5). Foram observados cinco sinais
de metinicos, sendo dois de carbonos alifaticos (6c 68,8 e 70,3) e trés de carbonos
aromaticos (6c 117,8, 119,0 e 134,6), e um sinal de carbono metileno (dc 29,9).
Além disso, a presenca de sete carbonos ndo hidrogenados, incluindo dois sinais
caracteristicos de carbonilas (dc 183,8 e 184,1), estes valores de deslocamento
quimico, quando comparados com os dados da literatura, sugerem a presenca de
um anel do tipo naftoquinona (Cai et al., 2005).
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Figura 82. Mapa de correlagdo HSQC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) de 1G-6.

A partir do mapa de correlacdo COSY, foi possivel identificar os
acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos proximos do tipo orto/meta-
acoplados, sendo os sinais em o1 7,28 (d, J = 1,1 Hz), én 7,64 (dd,J=85¢e 7,6
Hz) e &n 7,73 (dd, J = 7,7 e 1,1 Hz). Também entre os hidrogénios dos grupos
metilas o+ 1,36 (d, J = 6,2 Hz) e &1 1,54 (d, J = 6,6 Hz), metileno dn 2,20 (ddd, J =
18,3, 10,3 e 3,8 Hz) e 61 2,75 (dt, J = 18,3 e 2,7 Hz) e metinicos &+ 3,58 (dqd, J =
10,3, 6,2 e 2,5 Hz) e &1 4,85 (qdd, J = 6,6, 3,8 e 2,7 Hz) (Figura 83). Esses
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acoplamentos

foram determinados

principalmente pelas

constantes

de

acoplamento (J), que serao discutidas mais adiante. Da mesma forma, por meio do

mapa de correlagdo HMBC, foram identificadas as correlagbes entre os hidrogénios

e carbonos que estdo conectados por trés ligaces (J%). Essas correlacdes foram

agrupadas de A-F (Figura 84), para serem detalhadas posteriormente.
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Figura 83. Mapa de correlagdo COSY 'H-'H (500 MHz, CDCls) e ampliagdo dos sinais aromaticos de 1G-6.
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Figura 84. Mapa de correlagdo HMBC (*H - 500 MHz; 13C - 125 MHz, CDCls) e os grupos de A-C de 1G-6.
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Os dados espectroscopicos apresentados indicam que a substancia 1G-4
possui um esqueleto carbdnico do tipo naftoquinona conectado a um anel de seis
membros (Figura 85), conforme evidenciado por seus sinais caracteristicos
(Zhengxiong et al., 1986). Assim, 0 esqueleto da naftoquinona foi dividido em duas
partes (I e 1l) (Figura 85), para uma interpretacédo detalhada dos sinais da estrutura

e das posi¢oes correspondentes.

naftoquinona Parte | Parte II

Figura 85. Esqueleto de naftoquinona a esquerda e divisdo da estrutura a direita.

Na estrutura da parte |, para a semi-estrutura | (Figura 86) a andlise do
espectro de RMN 1H revela trés sinais de hidrogénios aromaticos. O sinal de
hidrogénio dn 7,73 apresenta-se como um duplo dupleto (dd) com J = 7,7 Hz (orto)
e 1,1 Hz (meta), sugerindo que este hidrogénio esta ligado ao C-5 ou C-8. A partir
das correlacdes observadas nos mapas de COSY e HMBC (grupo A), este sinal foi
atribuido ao hidrogénio aromético do anel A, na posicdo H-5, proximo a um grupo
carbonila (C-10). No mapa COSY, H-5 acopla com H-6 (n 7,64; dd; J = 7,7 Hz) na
posicéo orto e com H-7 (on 7,28; dd; J = 1,1 Hz) na posicdo meta. No HMBC (grupo
A), H-5 apresenta trés correlagbes a longa distancia (J3): C-7 (6c 117,8) do anel A,
C-8 (6c 120,3), pertencente a juncdo dos anéis A e B, e com C-10 (&c 183,8), que
corresponde a carbonila do anel B. No mapa HSQC, H-5 correlaciona-se com seu
respectivo carbono, C-5 (6c 119,0).

Para o sinal de H-6 (&n 7,64; dd; J = 8,5 e 7,6 Hz), também atribuido a um
hidrogénio aromético do anel A, no COSY, acopla com H-5 (dn 7,73; dd; J = 7,6 Hz)
e com H-7 (dn 7,28; dd; J = 8,5 Hz), ambos na posicao orto. No HMBC (grupo A),
H-6 apresenta duas correlagdes J3: C-10' (&c 134,0), na juncédo dos anéis Ae B, e
com C-8 (6c 159,4) do anel A. No HSQC, H-6 correlaciona-se com seu respectivo
carbono, C-6 (6¢c 134,6). O sinal de H-7 (dn 7,28; d; J = 1,1 Hz), outro hidrogénio
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aromatico do anel A, no COSY, acopla com H-5 (dn 7,73; dd; J = 1,1 Hz) na posicéo
meta. No HMBC (grupo A), H-7 apresenta duas correlagcdes J3: com o C-5 (6¢c 119,0)

e com o C-8' (6c 120,3), na juncao dos anéis A e B. No HSQC, H-7 correlaciona-se

com seu respectivo carbono, C-7 (6c 117,8).
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Figura 86. AmpliagGes de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura | — Parte I.
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Na semi-estrutura Il (Figura 87), o sinal de simpleto observado em &1 4,00

foi atribuido a um grupo metoxila. Este sinal estd conectado com o carbono néo

hidrogenado na posicdo C-8 do anel A, e foi atribuido a posi¢cao 8-OCHs. Este sinal,

conforme observado no HMBC (grupo B), mostra correlacdo de J3 com o C-8 (&c

159,4) e, no HSQC, correlaciona-se com seu carbono em &c 56,5.
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Figura 87. Ampliagées de RMN *H e correlagdes HSQC e HMBC da semi-estrutura Il — Parte 1.
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Na estrutura da parte Il, para a semi-estrutura 111 (Figura 88), a analise do
espectro de RMN de *H revela que o sinal correspondente ao hidrogénio du 4,85
(qdd, J = 6,6, 3,8 e 2,7 Hz) foi atribuido ao anel de seis membros na posi¢cédo H-2
do anel C. A localizac&o quimica desse sinal sugere a presenca de um heteroatomo
do tipo éter na posicédo C-1, com base nas correlacdes observadas nos mapas de
COSY e HMBC. No mapa COSY, H-2 acopla com o grupo metila 2-CHs (1 1,54;
d; J = 6,6 Hz) e com dois hidrogénios diferentes do grupo metileno na posi¢ao H-3:
um em On 2,20 (ddd; J = 3,8 Hz), atribuido a orientagcéo axial, e outro em dn 2,75
(dt; J = 2,7 Hz), correspondente a orientacdo equatorial. No HMBC (grupo C), H-2
apresenta uma correlacdo J2 com 2-CHs (6c 20,8). No mapa HSQC, H-5
correlaciona-se com seu respectivo carbono, C-2 (6c 70,3). O sinal correspondente
ao grupo metila 2-CH3 (dn 1,54; d; J = 6,6 Hz), localizado préximo ao heteroatomo
no anel C, apresentou acoplamento com H-2 no COSY. No HMBC, 2-CHs mostrou
uma correlagdo J2 com C-2 (6¢c 70,3) do anel C, e, no HSQC, correlacionou-se com

o carbono em &c 20,8.
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Figura 88. Ampliac6es de RMN H e correlagées COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura I11 — Parte I1.

Para semi-estrutura IV (Figura 89), no anel, C sado observados dois sinais
correspondentes aos hidrogénios do grupo metileno na posicéo H-3, que, no mapa
HSQC, correlacionam-se com o carbono correspondente, C-3 (d¢c 29,9). Um dos
sinais foi atribuido a orientacdo axial d1 2,20 (ddd; J = 18,3, 10,3 e 3,8 Hz), no
COSY, acopla com o outro hidrogénio metilénico dx 2,75 (dt; J = 18,3)

correspondente a orientacdo equatorial, além de acoplar com H-4 (du 3,58; dqd; J
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=10,3) e com H-2 (d+ 4,85; qdd; J = 3,8 Hz). Com base no mapa HMBC (grupo C),
esse hidrogénio axial apresenta trés correlacdes J3: com o 2-CHs (6¢c 20,8), com o
4-CHs (6c 21,2) e com o C-4’ (¢ 140,0), na juncéo dos anéis B e C. O outro sinal
em Ox 2,75 (dt; J = 18,3 e 2,7 Hz), atribuido na orientagdo equatorial, no mapa
COSY, acopla com o hidrogénio axial (dn 2,20; ddd; J = 18,3), com H-2 (dn 4,85;
qdd; J = 2,7 Hz) e com H-4 (d+ 3,58; dqd; J = 2,5). No mapa HMBC (grupo C), esse

hidrogénio apresenta uma correlagdo J3 com C-4’ (6¢c 140,0), na juncéo dos anéis

B e C, e uma correlagcdo J* com C-9’ (5c 148,7). o o
8,,2,20 (1H; 8, 2,75 (1H; —3 Ampliagdo de
ddd; 9=18.3, | dt J=-183e : o= S:)Sr\;gi(;oH-lg)
0 = H

10,3 e 3,8)

2220 e 2,75
gppm.

f1 (ppm) f1 (ppm)
Ampliagdo de RMN *H na
regiéo &1 2,20 e 2,75 ppm.
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Ampliagdo de HMBC do grupo C na regiéo 5+ 4,85 e 1,54 ppm.
Figura 89. Ampliagdes de RMN *H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura IV — Parte |I.

f1 (ppm)

Para a semi-estrutura V (Figura 90), a andlise do espectro de RMN de *H, o
sinal correspondente ao hidrogénio &1 3,58 (dqd, J = 10,3, 6,2 e 2,5 Hz) foi atribuido
na posicado H-4 do anel C, com base nas correlacdes observadas nos mapas de
COSY e HMBC. No mapa COSY, H-4 acopla com o sinal correspondente ao
hidrogénio do grupo metileno na posicéo H-3 na orientacdo axial (dn 2,20; ddd; J =
18,3), com o grupo metila 4-CHs (&n 1,36; d; J = 6,2 Hz) e com o outro hidrogénio
do grupo metileno em du 2,75 (dt; J = 2,7 Hz), correspondente a orientacédo
equatorial. No HMBC (grupo C), H-4 apresenta uma correlagdo J2 com 4-CHs (&c
21,2) e uma J3 com o C-2 (&¢c 70,3). No mapa HSQC, H-4 correlaciona-se com seu
respectivo carbono, C-4 (&¢ 68,8). O sinal correspondente ao grupo metila 4-CH3
(6n 1,36; d; J = 6,2 Hz), apresentou acoplamento com H-4 no COSY. No HMBC, 4-
CHs mostrou uma correlagdo J3 com C-3 (8¢ 29,9) e uma correlagdo J2 com C-4 (&c

68,8), e, no HSQC, correlacionou-se com seu respectivo carbono em dc 21,2.
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Figura 90. Ampliacées de RMN H e correlagdes COSY, HSQC e HMBC da semi-estrutura V — Parte .

Através do mapa de correlacdo NOESY 2D (Figura 91), foi possivel

determinar a estereoquimica relativa da estrutura do anel C.
5, 1,54 5,1,36

5, 4,85 5, 3,58 5, 2,;5 &, 2,20 4

.~
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r6.0
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54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 0.8 0.6
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Figura 91. Mapa de correlagdo NOESY 2D 'H-H (500 MHz, CDCl3z) e ampliacéo da regido 4,85-1,36 ppm.

Dessa forma, o sinal de hidrogénio em &n 4,85 (H-2) apresenta projecdes
espaciais com os sinais em on1 1,56 (2-CHs), o1 2,75 (Heq-3) e dn 3,58 (H-4). o sinal
de hidrogénio &+ 3,58 (H-4) interage com o0s sinais o+ 1,36 (4-CHs), 61 2,20 (Hax-3)

e 0n 2,75 (Heg-3). Os sinais do grupo metileno (Hax-Heq), interagem entre si, além
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de interagirem com o sinal &1 1,36 (4-CH3s) e com o hidrogénio em &n 3,58 (H-4).
Assim a estereoquimica relativa e conformacéo tridimensional do anel C da

substancia estao representadas na Figura 92.

H,-3
| H-2
e N
|C CH,-4
Y 3 Jm
g"‘
»~—\ NOESY

Figura 92. Estereoquimica relativa e conformacéo tridimensional do anel C com interagBes NOESY.

As corretas atribuicbes dos sinais de hidrogénio e carbono foram
determinadas por meio das analises dos mapas de correlagcbes COSY, HSQC,
HMBC e NOESY 2D, bem como os espectros de 'H, 13C e DEPT 135. A andlise do
espectro de EM da substancia 1G-6, utilizando a ionizagéo por elétrons (El) com
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), resultou em
um fon com m/z 272 Da [M’] (Figura 93), compativel com os dados de RMN de H,
13C (1D/2D) que indicam férmula molecular Ci6H1604 (calc. 272.10 Da). Dessa
forma, a analise inicial dos dados espectroscOpicos, em comparagdo com a
literatura, indicava compatibilidade com a eleuterina (44) (Figura 10, pagina 37)
(Zhengxiong et al., 1986). No entanto, a avaliacdo das multiplicidades e das
constantes de acoplamento da 1G-6 revelou que as posi¢cdes dos grupos metila e
do heteroatomo no anel C diferiam daquelas relatadas para a eleuterina. Esse fato
permitiu a identificacdo inequivoca de uma substancia com estrutura nova ainda
nao descrita na literatura, a qual foi atribuido provisoriamente o nome
eleutoquinona, representando uma contribuicdo inédita para a espécie em estudo.
Ressalta-se que experimentos adicionais, como espectroscopia no infravermelho,

espectrometria de massas de alta resolucdo e dicroismo circular, sdo necessarios
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para a confirmacéao definitiva da estrutura proposta. Os dados da substancia isolada

estdo apresentados na Tabela 9.
Tabela 9. Dados de RMN de 'H, 13C e HMBC em CDCIs da substancia IG-6.

No “C” By (mult., J Hz) Bc HMBC
2 4,85 (qdd, 6,6, 3,8, 2,7) 70,3 2-CHs
2-CHs 1,54 (d, 6,6) 20,8 H-2
3 2,20 (ddd, 18,3, 10,3, 3,8) ax 29,9 2-CHa, 4-CHs, C-4’
3 2,75 (dt, 18,3, 2,7) eq 29,9 C-4', C-9
4 3,58 (dqd, 10,3, 6,2, 2,5) 125,8 4-CHs, C-2
4-CHs 1,36 (d, 6,2) 21,2 C-3,C-4
4 - 140,0
5 7,73 (dd, 7,7, 1,1) 119,0 C-7,C-8, C-10
6 7,64 (dd, 8,5, 7,6) 134,6 C-8, C-10’
7 7,28 (d, 1,1) 117,8 C-5, C-8
8 - 159,4 -
8 - 120,3 -
8-OCHs 4,00 (s) 56,5 c-8
9 - 184,1 -
o - 148,7 -
10 - 183,8
10’ - 134,0 -

257_24_igor_120905220930 #5355-5429 RT: 48.98-49.60 AV: 75 NL: 1.69E6
T: {0,0} +c ElFullms [40.00-400.00]
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Figura 93. Espectro de massas (EM) e estrutura quimica da substancia IG-6.
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No espectro de ions produtos, observam-se quatro ions fragmentos (Figura
94) resultantes de perdas caracteristicas, como a perda de metila (CH3, - 15 Da) e
de mondxido de carbono (CO, - 28 Da). A rota de fragmentacdo da substancia IG-
8 pode iniciar com duas possiveis: uma perda radicalar de metila (CHs;, - 15 Da), o
que leva a formacdo do ion fragmento de m/z 257 ou uma perda neutra de
mondxido de carbono (CO, - 28 Da), que resulta na formacdo do ion de m/z 244.
Ambos ions podem levar a formacg&o do ion m/z 229, do ion fragmento m/z 257 ao
sofrer uma perda neutra de mondxido de carbono (CO, - 28 Da) e do ion m/z 244
ao sofrer perda radicar de metila (CHs, - 15 Da). Quando o ion de m/z 229 sofre
uma perda neutra de monéxido de carbono (CO, - 28 Da), ocorre a formacao do ion
de m/z 201. A rota da proposta de fragmentacéo esta ilustrada na Figura 94, essas

perdas sdo baseadas no estudo de Demarque et al. (2016).

257_24_igor_120905220930 #5355-5446 RT: 48.98-49.74 AV: 92 NL: 1.38E6
T: {0,0} + ¢ EI Full ms [40.00-400.00]
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Figura 94. Espectro “EM/EM” e proposta de mecanismo de fragmentagéo da substancia 1G-6.
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato diclorometano dos bulbos de Eleutherine
bulbosa resultou no isolamento de cinco substancias principais: a antraguinona
éster metilico do acido 4,8-di-hidroxi-3-metoxi-1-metilantraquinona-2-carboxilico, a
antraquinona éster metilico do acido 8-hidroxi-3,4-dimetoxi-1-metilantraquinona-2-
carboxilico (reportada exclusivamente na espécie em estudo), o naftaleno
eleuterol, a naftoquinona 3-[2-(acetiloxi)propil]-2-hidréxi-8-metdxi-1,4-naftoquinona
(reportada apenas na espécie em estudo e pela terceira vez na literatura) e a
naftoquinona eleutoquinona, proposta como inédita.

As substancias isoladas neste estudo séo integrantes de uma classe de
metabdlitos secundarios amplamente reconhecida por suas diversas atividades
biolégicas. A elucidacado estrutural e a identificacdo dessas moléculas ndo apenas
ampliam o conhecimento sobre a composicdo quimica de E. bulbosa, como
também podem destacar o potencial dessas substancias como alvos promissores
para futuras investigacdes voltadas a avaliacdo de suas propriedades bioldgicas.
Assim, essas substancias isoladas, bem como os dois extratos produzidos
(diclorometano e etandlico), serdo submetidos a ensaios citotdxicos com o objetivo

de averiguar seu potencial bioativo.
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