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RESUMO

SALES, K. A. CONSTITUINTES QUIMICOS DE Paliavana tenuiflora Mansf. 105 p.,
Dissertacdo de Mestrado (Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos -
Farmacoquimica), Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba,
Joao Pessoa, 2015.

Paliavana tenuiflora Mansf. € uma espécie da familia Gesneriaceae, sendo esta
composta por cerca de 150 géneros e 3.200 espécies, entre ervas, arbustos e
pequenas arvores. As espécies de Gesneriaceae sdo encontradas nos tropicos de
todos os continentes, apresentando ampla distribuicdo no Brasil, principalmente na
Mata Atlantica no Sudeste e Nordeste, totalizanto 211 espécies em 27 géneros
encontrados no pais. H& relatos de metabdlitos secundarios de diversas classes
isolados na familia, destacando-se os flavonoides, terpenoides, quinonas e compostos
fendlicos. Paliavana tenuiflora é encontrada nos campos rupestres, em mata ciliar e
nos afloramentos rochosos de mata Umida na Bahia, Minas Gerais, Paraiba e
Pernambuco. Por haver apenas um relato de estudo fitoquimico, buscou-se no
presente trabalho isolar metabdlitos secundarios ainda néo relatados na espécie,
podendo desta forma contribuir com o conhecimento da sua quimiotaxonomia e
possibilitar a realizacao de estudos de atividade biolégica com os compostos obtidos.
Para isso, o material vegetal, coletado em Fagundes-PB, ap6s secagem e
pulverizacao, foi submetido a processos de extragcéo, particdo e cromatografia para
isolamento dos constituintes quimicos. As estruturas quimicas dos compostos
isolados foram determinadas pelo método espectroscépico de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e 1°C e comparacdo com dados de modelos relatados na
literatura. O estudo levou ao isolamento e caracterizagcdo estrutural da mistura de [3-
sitosterol e estigmasterol, do sesquiterpeno presilfiperfolano-9-ol, da antraquinona
tectoquinona e de duas naftoquinonas, a 7-metoxi-8-hidroxi-a-dunniona e o tenuiflorol,
sendo esta relatada pela primeira na literatura e as demais substancias pela primeira
vez no género Paliavana, contribuindo, portanto, com sua quimiotaxonomia.

Palavras-chave: Gesneriaceae, Paliavana tenuiflora, quinonas, terpenoides.
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ABSTRACT

SALES, K. A. CHEMICAL CONSTITUENTS FROM Paliavana tenuiflora Mansf. 105
p., Dissertation (Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos — Farmacoquimica), Centro
de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2015.

Paliavana tenuiflora is a species of the Gesneriaceae family, being composed of about
150 genera with 3.200 species, among herbs, shrubs and small trees. Gesneriaceae
species are found in the tropics of all continents, with wide distribution in Brazil, mainly
in the Atlantic Forest in the southeast and northeast, totaling 211 species in 27 genera
found in the country. There are reports of several classes of secondary metabolites
isolated in the family, standing out above all others flavonoids, terpenoids, quinones
and the phenolic compounds. Paliavana tenuiflora is found in humid forests on rocky
outcrops in Bahia, Minas Gerais, Paraiba e Pernambuco. Due to the existence of only
one phytochemical study report with this plant, the present study aimed at searching
for secondary metabolites which were not reported yet in this specie, thus contributing
with its chemotaxonomy knowledge and enabling the biological activity studies of the
compounds found. For this purpose the plant material was collected in Fagundes-PB,
and then it was sequentially dried and pulverized, subjected to extraction processes,
partition and chromatography techniques to isolate chemical constituents. The
chemical structures of the isolated compounds were determined by *H-NMR and 3C
—NMR and by comparison with models reported in the literature. The study led to the
isolation and structural characterization of the B-sitosterol and stigmasterol mixture,
the presilphiperfolan-9-ol sesquiterpene, the tectoquinone anthraquinone and two
naphthoquinones, 7-methoxy-8-hydroxy-a-dunnione and tenuiflorol, which is first
reported in the literature and the others substances reported for the first time in the
genus Paliavana, contributing thus to its chemotaxonomy.

Keywords: Gesneriaceae, Paliavana tenuiflora, quinones, terpenoids.
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INTRODUGAO

1 INTRODUCAO

Existe uma enorme variedade de plantas ao redor do mundo, estimada em
guase 300 mil espécies vegetais conhecidas. E boa parte dessa riqueza é encontrada
no Brasil, pais detentor de grande extensao litordnea e da maior floresta equatorial e
tropical umida. Conhecido por possuir ampla diversidade bioldgica, a maior em nivel
mundial, se destaca, inclusive, entre os paises mais biodiversos (PEIXOTO; MORIM,
2003; PINTO et al., 2002). Além disso, ha no Brasil extenso uso de plantas com
propdsito medicinal, cosmético, inseticida, entre outros, principalmente por povos
tradicionais e indigenas, o que, aliado a variedade vegetal, suscita uma abrangente
area a ser explorada cientificamente (FUNARI; FERRO, 2005).

Diante de tdo grande riqueza, natural e cultural, existe, porém, uma escassez
de conhecimento cientifico, como, por exemplo, a existéncia de inUmeras plantas sem
qualguer estudo sobre sua constituicdo quimica. Assim, uma diversidade de
compostos organicos certamente associados a variedade da flora brasileira
permanece oculta ou pouco estudada (BRAZ-FILHO, 2010).

O uso tradicional de plantas medicinais no Brasil é feito quase completamente
de forma empirica, por meio do conhecimento e valores populares, muitas vezes
reservado a contextos especificos, dependendo da regido e condicdo social. Ou seja,
em geral, tal uso ndo € baseado em evidéncia cientifica. Assim, ndo existe, em muitos
casos, garantia de eficicia e seguranca no uso de tais preparacdes, o que pode nao
s6 nao tratar determinadas enfermidades para qual sdo utilizadas, como causar
problemas maiores por conta do risco de intoxicacdes (LEITAO et al., 2014; MOREIRA
et al., 2014).

A medicina tradicional, de comprovada qualidade, seguranca e eficacia
contribui com o objetivo de assegurar que todas as pessoas tenham acesso a
cuidados. Muitos paises passaram a reconhecer a necessidade de desenvolver uma
abordagem coerente e integrada aos cuidados a saude de forma a permitir que
governos, profissionais de saude e, sobretudo, os usuarios de servicos de saude
tenham acesso a medicina tradicional de maneira segura, sustentavel, efetiva e com
boa relacéo custo-beneficio (WHO, 2013).

Compostos quimicos de origem natural sédo utilizados ha muitos anos pelo
homem e, além da medicina tradicional, grande parte dos produtos fabricados hoje

deriva direta ou indiretamente de vegetais, micro-organismos, organismos marinhos,
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vertebrados e invertebrados terrestres. Uma andlise dos medicamentos disponiveis
entre 1981 e 2002 mostra que 28% possui principios ativos de origem natural ou
semissintéticos, e que 24% sao sintéticos com grupos farmacofdricos baseados em
estruturas de produtos naturais. Assim, mais de 50% dos medicamentos
comercializados nesse periodo provém de produtos naturais (BRANDAO et al., 2010).

Apesar dos desafios enfrentados nos ultimos anos, a Quimica de Produtos
Naturais (QPN) tem avancado de forma importante, com a convergéncia com areas
afins, como Bioquimica, Biologia Molecular, Etnofarmacologia, Imunologia, e uso de
tecnologias inovadoras de analise e elucidacdo estrutural como a ressonancia
magnética nuclear e espectroscopia de massas (FERREIRA; PINTO, 2010).

De acordo com Braz-Filho (2010), a fitoquimica, responsavel pelo isolamento,
determinacao e elucidacdo estrutural, investigacdes biossintéticas e averiguacao das
propriedades de compostos quimicos de origem vegetal, pode contribuir de forma
impactante para a QPN, por meio do estudo “da flora e seu quimismo, da divulgagao
e geragao de novos conhecimentos e da formagao de recursos humanos qualificados”.

Assim, mesmo com 0s avanc¢os, observa-se a necessidade de maior esforco
na investigacdo cientifica do vasto elenco de espécies vegetais existente. E a
pesquisa de compostos organicos derivados do metabolismo secundéario desses
organismos representa um passo importante para area de produtos naturais, podendo
adicionalmente contribuir com informacdes fundamentais para outras areas do
conhecimento (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Portanto, devido a importancia dos estudos fitoquimicos e considerando a
caréncia destes aplicados as espécies da familia Gesneriaceae, optou-se neste
trabalho por ampliar o conhecimento sobre a espécie Paliavana tenuiflora, buscando-
se identificar substancias quimicas com proposito de descobrir possiveis novos
farmacos, como também contribuir para o conhecimento da quimiotaxonomia de

espécies vegetais.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Contribuir com o conhecimento sobre a familia Gesneriaceae, por meio do

estudo fitoquimico da espécie Paliavana tenuiflora Mansf.

2.2. Objetivos especificos

e Extrair, isolar e purificar metabdlitos secundarios de Paliavana tenuiflora Mansf.
utilizando técnicas laboratoriais, principalmente os métodos cromatograficos de

separacao.

e |dentificar e/ou elucidar a estrutura quimica dos constituintes isolados por técnicas

espectroscépicas de andlise.

e Disponibilizar extratos, fases, fragdes e substancias isoladas para estudos em

ensaios farmacoldégicos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideragdes sobre a familia Gesneriaceae

A familia Gesneriaceae Rich. & Juss. ex DC. compreende cerca de 150 géneros
e 3.200 espécies, entre ervas, arbustos e pequenas arvores (PERRET et al., 2013). E
encontrada nos tropicos de todos os continentes, ou seja, possui distribuicdo
pantropical (Figura 1, pag. 29) (VERDAN; STEFANELLO, 2012). Mostra-se, porém,
com pouca representacdo na Africa e Europa, enquanto na regido tropical das
américas sdo encontradas cerca de 1.300 espécies distribuidas em 60 géneros
(BLASER; SALIMENTA; CHAUTENS, 2012). A maior diversidade de espécies é
encontrada no noroeste da Ameérica do Sul, na regido onde se localizam a Colémbia
e 0 Equador, podendo-se considerar a Mata Atlantica do sudeste brasileiro como um
segundo centro de diversidade (Figura 2, pag. 29) (ARAUJO; SOUZA; CHAUTEMS,
2005; LOPES; ANDREATA; CHAUTEMS, 2007). Apesar disso, Gesneriaceae
apresenta-se distribuida por todo Brasil, destacando-se também a Regido Norte e a
Mata Atlantica nordestina, totalizanto 211 espécies em 27 géneros encontrados no
pais (ARAUJO; CHAUTEMS; FERREIRA, 2015).

Pertencente a Ordem Lamiales (BARROS; MANSANO; CHAUTEMS, 2010),
era anteriormente dividida em duas subfamilias: Cyrtandroideae e Gesnerioideae,
sendo a primeira encontrada no Velho Mundo, enquanto a ultima tem distribuicédo
neotropical e é representada por 56 géneros com aproximadamente 1.800 espécies
(ARAUJO; SOUZA; CHAUTEMS, 2005; LOPES; ANDREATA; CHAUTEMS, 2007).

Recentemente, uma reclassificacdo incluiu em Gesneriaceae uma nova
subfamilia monotipica chamada Sanangoideae, representada pela espécie Sanango
racemosum, encontrada nos Andes, no Peru e Sudeste do Equador. Previamente
sugeria-se que a familia possuia entre 58 e 45 milhées de anos e a incluséo de
Sanangoideae alterou sua origem para a Epoca Paleocénica, entre 63 e 58 milhdes
de anos atrds (WEBER; CLARK; MOLLER, 2013).
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Figura 1. Distribuicdo de espécies da familia Gesneriaceae

esverdeada (Tropicos.org, 2015).
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Figura 2. Distribuicdo de espécies da familia Gesneriaceae no Neotrépico representada pela coloragéo
amarela a vermelha (PERRET et al, 2013).
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A subfamilia Gesnerioideae, por sua vez, contém as tribos Beslerieae Bartl.,
Coronanthereae Fritsch, Episcieae Endl., Gesnerieae Dumort., Gloxinieae Sweet,
Napeantheae Wiehler, Sinningieae Fritsch, Sphaerorrhizeae Roalson & Boggan e
Titanotricheae Yamaz. ex Wang. (WEBER; CLARK; MOLLER, 2013). A tribo
Sinningieae é amplamente distribuida no Brasil, principalmente no Sudeste, e
compreende os géneros Sinningia Ness., Vanhouttea Lem. e Paliavana Vell. ex Vand.,
com cerca de 80 espécies. A maior parte destas pertence a Sinningia, o qual &
encontrado em praticamente todos os paises neotropicais (SANMARTIN-GAJARDO;
SAZIMA, 2005a e b).

Quadro 1. Géneros da Familia Gesneriaceae encontrados no Brasil (ARAUJO; CHAUTEMS;
FERREIRA, 2015a)

GENEROS DA FAMILIA GESNERIACEAE
Anetanthus Hiern ex Benth. & Hook.f. Mandirola Decne.
Besleria Plum. ex L. Monopyle Moritz ex Benth.
Chautemsia A.O.Araujo & V.C.Souza Napeanthus Gardner
Chrysothemis Decne. Nautilocalyx Linden
Codonanthe (Mart.) Hanst. Nematanthus Schrad.
Codonanthopsis Mansf. Paliavana Vell. ex Vand.
Columnea L. Paradrymonia Hanst.
Corytoplectus Oerst. Phinaea Benth.
Diastema Benth. Seemannia Regel
Drymonia Mart. Sinningia Nees
Episcia Mart. Sphaerorrhiza Roalson & Boggan
Gloxinia L'Hér. Tylopsacas Leeuwenb.
Goyazia Taub. Vanhouttea Lem.
Lesia J.L.Clark & J.F.Smith

Diversas espécies de Gesneriaceae sdo empregadas como ornamentacao
(Figura 3, pag. 31), devido a beleza de suas flores, havendo ainda emprego medicinal
de algumas delas (LOPES; ANDREATA; CHAUTEMS, 2007). Destacam-se como
ornamentais algumas dos géneros Sinningia Nees., Episcia Mart., Aeschynanthys
Jack. e Columnea L. (BARROS; MANSANO; CHAUTEMS, 2010). Com rela¢cédo ao uso
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na medicina tradicional, pode-se citar como exemplos o emprego de Besleria laxifolia,
Columnea guttata e Drymonia macrophylla para alivio da febre; Chirita eburnea para
tosse com presenca de sangue e para tratar doencas relacionadas a imunidade; e
Sinningia allagophylla como diurético (VERDAN; STEFANELLO, 2012).

S'Maukp Peixoto
www.brazilplants.com

Figura 3. Espécies ornamentais da familia Gesneriaceae: 3A - Sinningia barbata; 3B - Episcia cupreata;
3C - Aeschynanthus micranthus; 3D - Columnea microphylla (Brazilplants.com, 2015a).

Apesar da escassez de estudos fitoquimicos em espécies de Gesneriaceae,
observa-se um aumento no interesse da quimica desta familia nos ultimos anos, com
0 aumento do ndmero de metabdlitos secundarios isolados. Destacam-se entre eles
os flavonoides, com mais de 80 identificados em diversos géneros, terpenoides,
somando mais de 60 compostos isolados, e ainda quinonas, glicosideos fendlicos,
compostos fendlicos simples e xantonas. Alguns dos constituintes obtidos podem ser
observados na Figura 4, pag. 32 (VERDAN; STEFANELLO, 2012).
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Figura 4. Metabdlitos secundarios isolados de espécies da familia Gesceriaceae.

Composto 1 — Aeschynanthus superbus; Composto 2 — Columnea hybrida (VERDAN; STEFANELLO,
2012); Compostos 3 e 5 — Sinningia aggregata (VERDAN et al., 2015a); Composto 4 — Sinningia
leucotricha (VERDAN et al., 2013); Composto 6 — Sinningia leucotricha (VERDAN et al., 2015b);
Composto 7 e 8 - Aeschynanthus bracteatus; Composto 9 - Orphium frutescens (VERDAN;
STEFANELLO, 2012).
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Apesar dos poucos estudos realizados, foram relatadas atividades
farmacoldgicas de algumas espécies da familia Gesneriaceae, como a antibacteriana
e antifingica do 6leo essencial de Didymocarpus pedicellata e a atividade contra
Heliobacter pylori do extrato metandlico de Kohleria deppeana, podendo ser utilizado
no tratamento de doencas gastrointestinais. O extrato metandlico de K. deppeana
apresentou ainda atividade anti-inflamatéria, a qual também foi observada com o
extrato acetato de etila da espécie. Ademais, foi relatada atividade antioxidante dos
extratos de Chirita eburnea, Didymocarpus pedicellata e também K. deppeana.
(VERDAN; STEFANELLO, 2012).

3.2 Consideragdes sobre o género Paliavana Vell. ex. Vand.

Previamente pertencente a tribo Gloxinieae, o género Paliavana foi removido
desta, juntamente com Sinningia e Vanhouttea, e passou a integrar a tribo Sinningieae
(PERRET et al, 2003). Paliavana apresenta-se como arbustos lenhosos, raramente
como pequenas arvores, sem tubérculos, nem rizomas, com folhas opostas ou
verticiladas, peciolo de tamanho variado ou ausente. As flores ficam dispostas na axila
da folha ou bractea, com corola campanulada ou cilindrica, geralmente verde a
amarelada com pintas vinaceas, as vezes purpura com pintas avermelhadas (Figura
5, abaixo) (ARAUJO; SOUZA; CHAUTEMS, 2005).

wivraZilpian

Figura 5. Espécies do género Paliavana. 5A - Paliavana prasinata; 5B - Paliavana sericiflora
(Brazilplants.com, 2015b).
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O género é endémico do Brasil e abrange seis espécies (Quadro 2, abaixo),
ocorrendo principalmente em afloramentos rochosos em campos rupestres no interior
da Mata Atlantica, entre o nivel do mar e 2.000 m de altitude, com excecédo de P.
prasinata, que é encontrada no interior da floresta Umida de encosta. Ocorre na regiéo
sudeste, nos estados do Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, e nordeste,
nos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba e Pernambuco (Figura 6, abaixo) (ARAUJO;
CHAUTEMS, 2015a; PERRET et al, 2003).

Quadro 2. Espécies do Género Paliavana. Fonte: (ARAUJO; CHAUTEMS, 2015a)

ESPECIES DO GENERO PALIAVANA
Paliavana gracilis (Mart.) Chautems Paliavana sericiflora Benth.
Paliavana plumerioides Chautems Paliavana tenuiflora Manstf.
Paliavana prasinata (Ker Gawl.) Benth. Paliavana werdermannii
Manst.

Figura 6. Distribuicdo do género Paliavana, representada pela coloracdo amarela a vermelha.
Adaptado de Araujo e Chautems (2015a).
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Devido a semelhanca botanica e principalmente com base em dados
moleculares relacionados com informacdes genéticas, alguns autores defendem que
0S géneros Paliavana e Vanhouttea devam ser fundidos com Sinningia (PERRET et
al., 2001, 2003; SMITH et al., 1997; ZIMMER et al., 2002).

Além da ocorréncia como saxicola, ou seja, crescimento em afloramentos
rochosos, as espécies de Paliavana podem ainda se desenvolver, com consideravel
frequéncia, na forma de epifitas, vivendo sobre outras plantas sem retirar destas seus
nutrientes (PERRET et al., 2001).

Enquanto a maioria das espécies da tribo Sinningieae apresenta sindrome
predominantemente ornitofila (polinizacdo por aves), as espécies de Paliavana sao
polinizadas também por abelhas e morcegos. Sugere-se que a causa dessa variedade
de polinizacdo deve estar associada a algumas caracteristicas do género, incluindo a
concentracéo reduzida de sacarose no néctar das flores em comparag¢do com outras
espécies da familia Gesneriaceae (FERREIRA; VIANA, 2010; SANMARTIN-
GAJARDO; SAZIMA, 2005a; PERRET et al, 2001).

Até o presente momento os dados fitoquimicos no género Paliavana séo raros,

limitando-se aos obtidos recentemente de P. tenuiflora (SILVA, 2014).

3.3 Consideracfes sobre a espécie Paliavana tenuiflora Mansf.

A espécie Paliavana tenuiflora é encontrada nos campos rupestres, em mata
ciliar e nos afloramentos rochosos de mata Umida na Bahia, Minas Gerais, Paraiba e
Pernambuco (Figura 7, pag. 36), sendo comumente encontrada em areas de altitude
(ARAUJO; SOUZA; CHAUTEMS, 2005; ARAUJO; CHAUTEMS, 2015b; PERRET et
al., 2006). Apresenta-se geralmente como arbusto e possui flores campanulares
parpuras, azuis ou violetas com pintas avermelhadas e duragéo de aproximadamente
seis dias (Figura 8, pag. 36) (ARAUJO; SOUZA; CHAUTEMS, 2005; FERREIRA;
VIANA, 2010).
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Figura 7. Distribuicdo da espécie Paliavana tenuiflora, representada pela coloragdo amarela a
vermelha. Adaptado de Araujo e Chautems (2015b).

Figura 8. Espécie Paliavana tenuiflora em floracdo. (Wikimedia.org, 2015).
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Ferreira e Viana (2010) relatam que as caracteristicas das flores desta espécie
(cor e forma da corola, longevidade da flor, producéo de grande quantidade de néctar
concentrado) atraem diferentes agentes polinizadores, como abelhas, beija-flores e
morcegos, e que muitos destes (sendo todos) poderiam ser importantes para o
sucesso reprodutivo dessa planta. Porém, em seu trabalho, as pesquisadoras so
puderam evidenciar a melitofilia, ou seja, polinizacdo por abelhas, e o beija-flor da
espécie Phaethornis pretrei foi considerado um polinizador ocasional.

O unico estudo fitoquimico de P. tenuiflora relatado até entdo havia sido
realizado por Silva (2014). Em seu trabalho foi possivel isolar e elucidar as estruturas
quimicas dos esteroides e compostos fendlicos mostrados na Figura 9, abaixo.
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HO

HO
HO
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4. Estigmasterol-3-O-D- 5. Sitosterol-3-O-D-
glicopiranosideo glicopiranosideo

Figura 9. Metabdlitos secundarios isolados da espécie Paliavana tenuiflora (SILVA, 2014).
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3.4 Consideracbes sobre os constituintes quimicos isolados de Paliavana
tenuiflora Mansf. e biossintese relacionada

3.4.1 Consideragdes sobre esteroides

Esteroides de origem natural séo classificados como terpenoides, sendo esta
uma grande classe de produtos naturais, contendo mais de 35.000 diferentes
substancias conhecidas e estruturalmente diversificadas. Os terpenoides sé&o
derivados de unidades isoprénicas (Cs) apos a formacao de ligacdes do tipo cabeca-
cauda entre elas. Estruturas tipicas contendo esqueletos carbdnicos formados a partir
dessas unidades (Cs) sao classificadas como monoterpenos (Cio), sesquiterpenos
(C1s), diterpenos (Cz0), sesterpenos (Czs), triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cao)
(DEWICK, 2009; SIMOES et al., 2010).

As unidades isoprénicas tém origem biossintética a partir do &cido mevaldnico,
o qual, por sua vez, é formado inicialmente a partir da condensacédo de moléculas de
acetil-CoA. Apesar do isopreno ser um produto natural ele ndo esta envolvido com a
formacdo dos terpenos, mas sim suas formas de éster difosfato (pirofosfato)
bioquimicamente ativas: difosfato de dimetilalila (DMAPP) e difosfato de isopentenila
(IPP). Este é produto do 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato apds eliminacéo de fosfato e
COg2, enquanto o DMAPP origina-se apos isomerizacdo do IPP (Figura 10, pag. 39)
(DEWICK, 2009; EISENREICH et al., 1998).

Mais recentemente foi proposta uma outra via de formacédo de unidades
isoprénicas, por meio do fosfato de deoxixilulose. Esta via sugere que IPP e DMAPP
sao formados a partir de acido piravico e D-gliceraldeido, ambos produtos da glicose,
por meio de um processo mediado pela coenzima tiamina difosfato (TPP)
(EISENREICH et al., 1998; LOBO; LOURENCO, 2007).

A cadeia de geranil pirofosfato (GPP), formada pela condensacéo cabeca-
cauda entre unidades DMAP e IPP catalisada por preniltransferase, é a precursora
dos monoterpenos. A condensacado de GPP com uma nova unidade de IPP produz
farnesil pirofostato (FPP) (Cis), 0 qual se condensa com outra de sua cadeia para
formar os triterpenos e esteroides (Figuras 11 e 12, pag. 39 e 40, respectivamente)
(DEWICK, 2009; LOBO; LOURENCO, 2007).
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Figura 10. Formacao de unidades isoprénicas via acido mevalénico (EISENREICH et al., 1998).

-OPP H*
- //Lkvfﬁ’ﬁ;%L\//u\ - > - /’l\\//“\v/l\\//ﬂ\
MPP <&z oPP = > oPP S RS opp
IPP W % GPP

DMAPP

S "u‘?"'%opp > N N ~ opP

GPP IPP FPP

Figura 11. Biossintese dos precursores dos mono e sesquiterpenos (QUEIROZ, 2009).

Os esteroides sao triterpenos modificados derivados do lanosterol, apés
eliminacdo de trés grupos metila de sua estrutura, nos carbonos C-4 e C-14. O
colesterol, membro importante nesta classe de substancias, & formado apés perda
das metilas e reducio da dupla ligacéo presente na cadeia lateral. E precursor de uma

variedade de compostos organicos biologicamente importantes, como hormdénios
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adrenocorticoides, horménios sexuais de mamiferos e &cidos biliares; e de produtos
naturais como saponinas e glicosideos cardiotonicos (DEWICK, 2009; LOBO;
LOURENCO, 2007).

Fitosterois ou fitosteroides séo esteroides presentes em plantas, tendo como
caracteristica quimica um esqueleto contendo geralmente 28 ou 29 &tomos de
carbono (Czs e Cz9), com essa quantidade variando apenas na cadeia lateral, ligada
ao C-24 (DEWICK, 2009).
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Cation Protosteril

Lanosterol

Figura 12. Biossintese de colesterol e fitosteréis (QUEIROZ, 2009).

O B-sitosterol e o estigmasterol sao fitoesterdis geralmente presentes em
vegetais, fazendo parte da composicdo de suas membranas celulares.
Biossinteticamente propde-se que suas unidades isoprénicas sdo predominantemente
originadas por meio da via mevaldnica (DE-EKNAMKUL; POTDUANG, 2003).
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3.4.2 Consideragfes sobre quinonas: antraquinonas e naftoquinonas

De forma geral, quinonas podem ser considerados compostos organicos
derivados da oxidag&o de fendis. Apresentam como caracteristica basica a presenca
de dois grupamentos carbonilas formando um sistema conjugado com no minimo duas
ligacbes duplas C-C. Podem ser classificadas em trés grupos principais:
benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas (DEWICK, 2009; SIMOES et al.,
2010).

Nas plantas as quinonas podem ser biossintetizadas por meio das rotas
metabdlicas do acetato e/ou do chiquimato. Na primeira via, a formacéo ocorre a partir
de acetil- ou malonil-CoA, com a dobradura de uma cadeia policetidica para formacéo
do esqueleto carbdnico das quinonas, mais especificamente, das antraquinonas. Na
via chiguimica ha a formacédo do &cido O-succinilbenzoéico (OSB), apds reacdo do
naftoquinonas (DEWICK, 2009; INOUE et al., 1983; SIMOES et al., 2010).

Inoue et al. (1984) estudaram a biossintese dos metabdlitos secundarios de
Streptocarpus dunnii, espécie da familia Gesneriaceae, mediante administracdo de
precursores marcados com °H e 13C, e concluiram que as antraquinonas e

naftoquinonas desta planta sdo produzidas pela via do chiquimato (Figura 13, abaixo).
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Ac. chiquimico Ac. corismico Ac. O-succinilbenzéico
(OsB) \
o OH OH o
| | = I I COOH I ‘I COSCoA COSCoA
o OH OH o]
2-prenil-naftoquinona Ac. 1,4-dihidroxi-2-
naftéico

Figura 13. Biossintese de precursores de antraquinonas e naftoquinonas pela via do chiquimato
(DEWICK, 2009).
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Em seu trabalho, Inoue et al. (1984) demostraram que as antraquinonas de S.
dunni sdo biossintetizadas apos prenilacdo, no C-2, da 2-carboxi-4-oxo-1-tetralona
(COT) ou do acido 1,4-dihidroxi-2-naftéico, para nos dois casos formar o precursor 2-
prenil-1,4-naftohidroquinona. Nos caso das naftoquinonas, o0s pesquisadores
propdem que s&o produzidas via 2-hidroxi-3-(1,1-dimetilalil)-1,4-naftoquinona,
formada apds alquilagdo do precursor lausona, formando 2-prenileter-lausona, a qual
sofre um rearranjo e se converte em derivados do tipo dunniona e a-dunniona (Figura
14, pag. 43).

As antraquinonas vegetais sdo formadas comumente apds auto-oxidacao de
antronas livres, que produzem primeiramente antrandis, para em seguida sofrer
oxidacdo a quinona, num processo reversivel de oxido-reducédo; podendo ocorrer
também por acdo enzimatica. A forma oxidada € mais estavel, encontrada com mais
frequéncia em material vegetal seco e menos na planta fresca. E comum a presenca
de hidroxilas em C-1 e C-8, estando com frequéncia na forma de O-glicosideo, com a
unidade osidica ligada a estas substituicdes. Geralmente possuem a forma cristalina,
com colorac&o variando entre amarelo e vermelho (SIMOES et al., 2010).

Em ensaios farmacoldgicos, antraquinonas obtidas como produtos naturais
apresentaram ampla variedade de atividades. J& foram relatadas propriedades
antiviral, antibacteriana, antifingica, antiplasmédica, citotéxica e antioxidante, por
exemplo. Foi também atribuida propriedade laxante a antraquinonas isoladas de
algumas plantas utilizadas na medicina tradicional em varios continentes (ENDALE et
al., 2012; SIMOES et al., 2010; VERDAN; STEFANELLO, 2012).

Estudos tém mostrado, assim como ocorre com antroquinonas, que as
naftoquinonas apresentam grande diversidade de propriedades bioldgicas. Foram
relatadas atividades bactericida, fungicida e citotoxica. Destaca-se que ambas as
classes de quinonas apresentam potencial atividade alelopatica e pesticida
(CESPEDES et al., 2015; KHAMBAY et al., 2003; SHERIDAN et al., 2011; XIAO et al.,
2011).
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Figura 14. Proposta de biossintese de antraquinonas e naftoquinonas na espécie Streptocarpus dunnii,
por meio de prenilacao de 2-carboxi-4-oxo-1-tetralona (COT) (10) e &cido 1,4-dihidroxi-2-naftéico (14)
para formar 2-prenil-1,4-naftohidroquinona (13) e produzir, ao final, derivados antraquindnicos; e
rearranjo de 2-prenileter-lausona (16) para formar 2-hidroxi-3-(1,1-dimetilalil)-1,4-naftoquinona (15) e
derivados naftoquindnicos do tipo dunniona (1) e a-dunniona (3) (INOUE et al., 1984).

3.4.3 Consideracfes sobre sesquiterpenos do tipo presilfiperfolano

Sesquiterpenos sao compostos organicos formados por trés unidades
isoprénicas, somando 15 a&tomos de carbono (Cis). Sua terminologia vem do latin, com
o prefixo sesqui significando “um e meio”. S&o biossintetizados pela via mevalonato,
cuja adicdo de uma unidade IPP (Cs) ao geranil pirofosfato (GPP) (Ci0) produz o
precursor fundamental dos sesquiterpenos: farnesil pirofosfato (FPP) (C1s). Devido ao
tamanho da cadeia e quantidade de duplas ligacdes, ha uma variedade de opc¢des de
ciclizacdo. A maioria dos esqueletos quimicos conhecidos nesta classe sédo gerados
por reagBes padrbes dos carbocétions terpénicos. Bisaboleno, cariofileno, eudesmano
e humuleno séo exemplos de sesquiterpenos comumente encontrados como produtos
naturais, constituindo com frequéncia 6leos essenciais obtidos de plantas (DEWICK,
2009; SIMOES et al., 2010).
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Presilfiperfolano constitui uma importante familia de sesquiterpenos, que
podem se rearranjar para formar variados esqueletos. Foi primeiramente isolado como
produto natural da planta Eriophyllum staechadifolium, espécie de origem norte-
americana. Bohlmann et al. (1981) sugeriram que o composto isolado, 8a-hidroxi-
presilfiperfolano, teria como origem biossintética o a-humuleno, o qual produz o
intermediario cation presilfiperfolano (BOHLMANN et al., 1981; MELCHING; KONIG,
1999).

Hong e Stoltz (2014) analisaram recentemente a biossintese desses
sesquiterpenos. Eles relataram que presilfiperfolanos, triquinanos e B-cariofileno eram
frequentemente isolados concomitantemente como produtos naturais, sugerindo que
essas trés classes de sesquiterpenos policiclicos estdo conectados por uma via
biossintética comum. Corroborando com o trabalho de Bohlmann et al. (1980,1981),
evidenciaram que apos policiclizagdo enzimatica do céation cariofileno, seguida de
expansdo do anel ciclobutano e ciclizagdo do cation alceno, ocorre a formacéo do
cation C8-presilfiperfolanil (Figura 15, pag. 45).

Acredita-se que presilfiperfolanos séo precursores biossintéticos para
esqueletos terpénicos silfiperfolanos, silfinanos, isocomanos, modhefanos,
terreciclanos, prenopsanos, nopsanos e cameroonanos (HONG; STOLTZ, 2014).

Recentemente foram isolados sesquiterpenos dessa classe em espécies do
género Sinningia (Gesneriaceae) (VERDAN et al., 2013, 2015b).
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Figura 15. Biossintese de sesquiterpenos presilfiperfolan e derivados. Adaptado de Hong e Stoltz
(2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ESTUDO FITOQUIMICO DE Paliavana tenuiflora Mansf.

4.1.1 Obtencéao e particionamento do extrato etandlico bruto (EEB)

Foram coletadas as partes aéreas da espécie Paliavana tenuiflora na Pedra de
Santo Antdnio (municipio de Fagundes, estado da Paraiba) no ano de 2004. A coleta
e identificacdo botanica foi realizada pela Professora Doutora Maria de Fatima Agra,
sendo uma exsicata depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro
de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade Federal da Paraiba, com registro
M.F. Agra 6090.

O material vegetal foi desidratado em estufa de ar circulante a temperatura de
40 °C por um periodo de 72 horas, em seguida triturado e moido com auxilio de
moinho mecanico. O po seco obtido, pesando 2,235 kg, foi submetido ao processo de
maceracao utilizando-se o solvente etanol (EtOH) a 95% por trés dias continuos em
recipiente de aco inoxidavel. Repetido o processo de extracdo por cinco vezes, as
solucdes extrativas obtidas foram concentradas em evaporador rotativo a temperatura
de 40 °C, originando, entéo, o Extrato Etandlico Bruto (EEB) (Esquema 1, pag. 48).

Apébs concentrada, a solucao extrativa resultou em 169,78 g de EEB, obtendo-
se um rendimento de 7,59% em relacdo ao peso seco do material vegetal. Para os
procedimentos de isolamento das substancias, uma aliquota do EEB (140,00 g) foi
adicionada a uma solucédo metanol:agua (1:1) e homogeinizada em agitacdo mecanica
por sessenta minutos, obtendo-se uma suspensédo aquosa. Em seguida, esta foi
submetida a um procedimento de particdo liquido-liquido utilizando-se os solventes
hexano, diclorometano e acetato de etila, nesta ordem, dando origem,
respectivamente, as fases hexanica, diclorometanica e acetato de etila (Esquema 1,
pag. 48).

As fases foram tratadas com sulfato de sédio anidro para desidratacdo, em
seguida foram filtradas e por fim concentradas em evaporador rotativo a 40 °C. Apos
esses procedimentos obteve-se: 32,96 g de fase hexanica, 46,31 g de fase

diclorometano e 9,43 g de fase acetato de etila.
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Esquema 1. Etapas dos procedimentos de obtencao do Extrato Etandlico Bruto de Paliavana tenuiflora

Mansf. e seu particionamento.

Material vegetal seco e pulverizado

\ 4

Maceracdo com EtOH 95% (cinco vezes)
Concentragdo em evaporador rotativo.

Extrato Etandlico

Bruto (169,78 g)

v

Extrato Etandlico

Bruto (140,00 g)

A\ 4

Suspensao em MeOH:H20 (1:1)
Agitacdo mecanica.

Suspensao hidroalcodlica

Particdo em funil de separacdo com hexano

(quatro vezes de 250 mL).

A\ 4

Solucéo hidroalcodlica |

Particdo em funil de separacdo com
CH2Cl2 (quatro vezes de 250 mL).

- Secagem com NazSOa anidro;
- Filtragdo a vacuo;

v

Fase hexanica (32,96 g)

A\ 4

Solucao hidroalcodlica Il

Particdo em funil de separacdo com
AcOEt (quatro vezes de 250 mL).

- Secagem com Na2SOg4 anidro;
- Filtragdo a vacuo;

\ 4

Fase CH2Cl2 (46,31 g)

\ 4
Solucao hidroalcodlica Il

- Secagem com Na2SOg anidro;
- Filtragdo a vacuo;

A\ 4

Fase AcOEt (9,43 g)

- Concentracdo em evanorador rotativo.

- Concentracdo em evaporador rotativo.

- Concentracao em evanorador rotativo.
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4.1.2 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos

O isolamento, a purificacdo e a analise dos constituintes quimicos da planta
foram procedidos utilizando-se cromatografias em coluna (CC) e em camada delgada
analitica (CCDA).

Para todas as CC foi empregada a mesma metodologia: foram realizadas com
silica gel (G60 da Silicycle, de particulas com dimensdes entre 60 — 200 um e 70 —
230 mesh) como fase estacionéria e colunas de vidro. Os comprimentos e diametros
das colunas, assim como a quantidade de silica gel utilizada, variaram dependendo
da quantidade das amostras utilizadas. Para o procedimento, as colunas foram
montadas e as amostras, apdés adsorvidas em silica, foram colocadas na parte
superior da fase estacionaria. Apenas nas cromatografias de purificacdo as amostras
foram solubilizadas em solvente apropriado e aplicadas na parte superior da fase
estacionaria, sem necessidade de adsorcdo em silica. Apds aplicacdo das amostras,
foram realizadas as elui¢cdes, usando como fases mdéveis 0s solventes comerciais
hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, em ordem
crescente de polaridade.

As CCDAs foram realizadas para analise das fracdes obtidas por CC,
utilizando-se, para tal, placas cromatograficas comerciais (Whatman AL SIL G/UV) e
0s mesmos solventes da CC, ou seja, hexano, acetato de etila e metanol, puros ou
em misturas binarias. As substancias separadas foram reveladas por meio da
exposicao das placas a luz ultravioleta (UV) com comprimento de onda 254 e 366 nm,
em aparelho MINERALIGHT (modelo UVGL-58). Algumas placas foram também
expostas a reagentes especificos para revelacdo de determinadas substancias. O
hidréxido de aménio (NH4OH) promoveu a oxidacdo das quinonas reduzidas,
geralmente incolores, para a forma oxidada, laranja ou vermelha; e o vapor de iodo
permitiu a observagdo de algumas manchas néo visualizadas pelos outros métodos
(SIMOES et al., 2010).

As fracdes semelhantes foram reunidas, apos analise das cromatoplacas, de
acordo com a similaridade de eluicdo das manchas, e encaminhadas para

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.
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I) Fracionamento da fase hexanica

Uma parte da fase hexanica (10,11 g) foi submetida a CC, utilizando-se silica
gel como fase estacionaria e os solventes hexano, acetato de etila e metanol, puros
ou em misturas binarias, como fases moveis, divididas em 21 sistemas, originando
175 fracdes de 250 mL (Tabela 1, pag. 52), que apdés coletadas foram concentradas
em evaporador rotativo.

As 175 fragdes foram monitoradas por CCDA e reunidas, resumindo-se ao final
em 38 grupos de fracdes (Tabela 1, pag. 52 e Esquema 2, pag. 53). Estes foram
codificados utilizando-se o cédigo da primeira fracdo original de cada grupo de
fracOes, ou seja, no caso da fracdo reunida 01, por exemplo, trata-se das fracdes
originais 01 e 02.

A fracao 40 (344,90 mg) foi submetida a CC, obtendo-se 97 frac6es de 50 mL,
as quais foram monitoradas por CCDA. A fracdo 40.10 (61,00 mg) apresentou-se
como um sélido cristalino branco, foi codificada como Pt-1, e analisada por
espectroscopia de RMN de 'H e 3C.

A fracéo 28 (464,80 mg) foi submetida a CC, originando 93 frac6es de 25 mL.
A fracdo 28.18 (93,80 mg) foi também submetida a CC, obtendo-se dela 51 fracdes
de 20 mL. A fracao 28.18.03 apresentou-se como um 0leo de coloracdo escura e foi
encaminhada para andlise por espectroscopia de RMN de 'H. Em seguida, foi entdo
submetida a uma CC de purificacdo, obtendo-se a fracdo 28.18.03.02 (32,70 mg)
como um dleo transparente de coloragéo levemente marrom-avermelhado, a qual foi
codificada como Pt-2, e analisada por RMN H e 13C. As fracdes obtidas das trés CC
foram monitoradas por CCDA.

A fracdo 10 (130,50 mg) foi submetida a CC, gerando 53 fra¢des de 25 mL, as
quais foram monitoradas por CCDA. A fracao 10.36 (10,30 mg) apresentou-se como
um solido amarelado e foi encaminhada para analise em espectroscopia por RMN de
H.

A fragédo 11 (304,20 mg) foi cromatografada por CC, dividindo-se em 69 fracoes
de 25 mL, que foram monitoradas por meio da CCDA. A fracdo 11.36 (3,70 mg), apés
evaporacao do solvente, mostrou-se como um solido amarelado e foi encaminhada

para analise em espectroscopia por RMN de 1H.
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Devido as semelhancas em CCDA e em espectroscopia de RMN de H, as
fracOes 10.36 e 11.36 foram reunidas na fragcdo 10-11.36 (14,00 mg) e submetida a
uma CC de purificacdo, promovendo-se sua separacao em 34 fracdes, as quais foram
monitoradas por CCDA. A fracdo 10-11.36.05 (5,60 mg) apresentou-se como um
sélido amarelado, foi codificada como Pt-3, e analisada por espectroscopia de RMN
de 'H e 3C.

A fracdo 74 (191,10 mg) foi submetida a CC, obtendo-se apds o procedimento
57 fracdes de 50mL, as quais foram monitoradas por CCDA. As fracbes 74.12 (1,20
mg) e 74.16 (2,30 mg) apresentaram-se como solidos de coloracéo laranja, foram
codificadas, respectivamente, como Pt-5 e Pt-4, e analisadas por espectroscopia em
RMN de 'H e 13C, utilizando-se ainda as técnicas bidimensionais de correlacdo HMBC
e NOESY.

Observa-se que apesar da ordem de isolamento (Esquema 2, pag. 53), optou-
se por codificar as substancias isoladas conforme a classe de metabdlito secundario,
objetivando apresentar de forma mais clara os resultados obtidos, ndo misturando

assim as diferentes classes.
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Tabela 1. Método utilizado para fracionamento da fase hexanica de Paliavana tenuiflora

Sistema eluente

FracOes coletadas

FragOes reunidas

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

Hexano 100%

Hexano 95:5 AcOEt

Hexano 9:1 AcOEt

Hexano 85:15 AcOEt

Hexano 7:3 AcOEt
Hexano 1:1 AcOEt

Hexano 3:7 AcOEt
Hexano 1:9 AcOEt
AcOEt 100%

AcOEt 99:01 MeOH
AcOEt 97:03 MeOH
AcOEt 95:05 MeOH

AcOEt 9:1 MeOH
AcOEt 8:2 MeOH
AcOEt 7:3 MeOH
AcOEt 6:4 MeOH
AcOEt 1:1 MeOH
AcOEt 4:6 MeOH
AcOEt 3:7 MeOH
AcOEt 2:8 MeOH
AcOEt 1:9 MeOH

01-07
08 -32

33-52

53 -117

118 -121
122 - 125

126 - 130
131 -139
140 - 146
147 - 148
149 - 155
156 - 157
158 - 159
160 - 161
162 - 163
164 - 165
166 - 167
168 - 169
170-171
172 - 173
174 -175

01 (01-02); 03 (03-07)

08 (08-09); 10;

11 (11-13); 14 (14-19);

20 (20-27); 28 (28-37)

38 (38-39); 40 (40-42); 43;
44 (44-49);

50 (50-57)

58; 59 (59-61);

62 (62-73); 74 (74-80); 81; 82;
83 (83-87); 88 (88-95);

96 (96-108); 109 (109-116);
117 (117-122)

123 (123-124); 125;

126 (126-127)

128; 129; 130

131 (131-138); 139 (139-152)

153 (153-154); 155 (155-158)

159 (159-168)

169 (169-170)
171
172 (172-175)
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Esquema 2. Fracionamento da fase hexanica de Paliavana tenuiflora Mansf.

Fase hexanica (10,11 g)

CC (silica gel; hexano, AcOEt e MeOH)

175 Fracdes (250 mL)

CCDA
Reunido
38 Fracoes
Fr. 10 Fr.11 Fr. 28 Fr. 40 Fr. 74
CcC CcC CcC CcC cC
53 69 93 97 57
subfracdes subfracdes subfracdes subfracdes subfracdes
CCDA CCDA CCDA CCDA CCDA
Fr. 10.36 Fr. 11.36 Fr. 28.18
RMN H RMN H RMN 1H
CC e CCDA
Fr. 10-11.36 Fr. 28.18.03
CcC
CCDA CCDA
Fr. 10-11.36.05 Fr. 28.18.03.02 Fr. 40.10 Fr.74.12 Fr.74.16
RMN H RMN 1H RMN 1H RMN 1H RMN 1H,
e 13C e 13C e 13C e 13C 13C e bidim.
Pt-3 Pt-2 Pt-1 Pt-5 Pt-4
(5,60 mg) (32,70 mg) (61,00 mg) (1,20 mg) || (2,30 mg)
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4.1.3 Caracterizagdo estrutural dos constituintes quimicos isolados

A determinacgdo das estruturas quimicas das substancias isoladas da planta foi
efetuada por meio de técnicas espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear

e experimentos de rotacao Optica.

I) Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As amostras analisadas foram previamente preparadas dissolvendo-as no
solvente cloroférmio deuterado (CDCls) comercial da marca Cambridge Isotope
Laboratories. Os espectros de RMN de 'H e 3C foram obtidos em espectrdmetros
VARIAN-NMR-SYSTEM 200MHz e VARIAN-NMR-SYSTEM 500MHz.

As multiplicidades dos picos nos espectros de RMN de 'H foram indicadas
conforme as convecoes: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dl (dubleto largo),
dd (duplo dubleto), ddd (duplo-duplo dubleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto).

Os espectros de RMN de 3C foram obtidos pelas técnicas APT e Broadband.
Na técnica APT, os picos foram convencionados como: sinais de carbonos nédo
hidrogenados (C) e metilénicos (CH2) dispostos acima da linha de base e os sinais de
carbonos metinicos (CH) e metilicos (CH3) dispostos abaixo da linha de base.

Foram ainda utilizadas as técnicas espectrais bidimensionais de correlacéao
heteronuclear HMBC, para elucidacdo estrutural de Pt-4 e Pt-5, e homonuclear
NOESY, para observacao espacial entre os hidrogénios de Pt-4.

As informacdes espectrais foram comparadas com dados descritos na
literatura, quando disponiveis, auxiliando na caracterizacao estrutural das substancias

analisadas.

II) Rotacao optica ([a]p)

A rotacdo oOptica do composto isolado Pt-4 foi determinada no polarimetro
JASCO P-2000, em cloroférmio, e mediu-se o angulo de desvio da luz polarizada,

expressando-se o resultado em rotacéo 6ptica ([a]p), calculado por meio da férmula:

[a]p?® = rotacdo em graus x 100
comprimento da cubeta (cm) x concentragéo (g/100 mL)
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[Il)Modelagem molecular

Para confirmacao da estrutura quimica de Pt-4, foram realizados calculos de
predicdo de dados de RMN.

Os modelos analisados foram desenhados no programa Marvin 16.1.11.0,
2016, ChemAxon (chemaxon.com). O programa Standardizer, JChem 16.1.11.0,
2016, ChemAxon (chemaxon.com), foi utilizado para canonizar as estruturas. Esse
processo converte uma estrutura quimica escolhida arbitrariamente em uma notacao
Gnica, adiciona hidrogénios e limpa o grafico molecular em trés dimensdes. O
processo usa uma abordagem de divisdo-e-conquista. A estrutura é dividida em
pequenos fragmentos os quais sdo organizados em uma arvore usando informacdes
de conectividade. Conférmeros gerados para a estrutura inicial (representada pelo n6
raiz na arvore) sao otimizados. O processo de construcao de arvores usa uma versao
estendida do campo de forga Dreiding (IMRE et al., 2003).

A otimizacdo da geometria e andalise conformacional foi realizada utilizando o
programa Spartan 16 para Windows (WAVEFUNCTION, INC., 1991). A geometria das
estruturas quimicas foi inicialmente otimizada pelo campo de forca Merck Molecular
Force Field (MMFF) (HALGREN, 1996), e posteriormente uma nova otimizag&o
geomeétrica foi realizada com base no método semi-empirico Austin Model 1 (AM1)
(DEWAR et al., 1985). Foi utilizado um método de busca sistematica, o qual analisou
os conférmeros e selecionou aqueles com a menor energia minima, usando o AM1 e
o algoritmo de Monte-Carlo (METROPOLIS & ULAM, 1949). Apds isso, as menores
energias minimas foram selecionadas e otimizadas com base no célculo vibracional
usando a abordagem DFT (density functional theory) (BECKE, 1988).

Os célculos de DFT foram realizados usando o programa Spartan 16 para
Windows (WAVEFUNCTION, INC., 1991) (BECKE, 1988; LIN et al., 2004). Cada
estrutura estudada foi examinada no nivel EDF2/6-311G* e as estruturas com
menores energias foram selecionadas para os calculos. O minimo global na superficie
de energia potencial foi usado para a determinagcdo de cada geometria e 0s
deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 3C foram gerados com base no peso de
Boltzmann determinado para cada conformero usando valores de energia livre. Assim,
os deslocamentos quimicos de RMN foram calculados usando o peso de Boltzmann

para cada conformacéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo fitoquimico resultou no isolamento e caracterizacdo
estrutural de cinco substancias de Paliavana tenuiflora: uma mistura de esteroides (Pt-
la e Pt-1b), um sesquiterpeno (Pt-2), uma antraquinona (Pt-3) e duas naftoquinonas

(Pt-4 e Pt-5), todas mostradas na Figura 16 abaixo.

Pt-4 Pt-5

Figura 16. Estruturas quimicas das substancias isoladas de Paliavana tenuiflora neste estudo.
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5.1 Determinacéao estrutural de Pt-1.

A substancia codificada como Pt-1 foi isolada como um solido cristalino branco,
pesando 61,00 mg, com rendimento de 0,011% em relacdo ao peso seco do material
vegetal.

No espectro de RMN de 'H (200 MHz em CDCIz) (Figura 19, pag. 61) foi
possivel observar um conjunto de sinais com grande multiplicidade em én 0,6-2,2,
caracteristicos de hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos, compativeis com
esqueleto carbbnico de terpenoides (KOJIMA et al., 1990). O multipleto em &1 3,49
(Figura 21, pag. 62) mostrou-se caracteristico de hidrogénio oximetinico na posicao 3
em triterpenos ou esteroides. Observou-se ainda um sinal em &n 5,32 (dI, J=4,0 Hz),
e sinais em on1 4,97 (dd, J=8,2; 15,3 Hz) e don 5,13 (dd, J=8,2; 15,3 Hz), estes
acoplando trans entre si, 0 que permitiu sugerir duas unidades olefinicas para Pt-1,
trissubstituidas em C-6 e dissubstituidas em C-22 e C-23.

Analisando o espectro de RMN de 3C - APT (50 MHz em CDCIs) (Figura 22,
pag. 61) pbde-se observar a presenca de alguns sinais intensos ou duplicados,
permitindo inferir que Pt-1 tratava-se de uma mistura de duas substancias, ambas com

0 esqueleto carbonico do tipo estigmasteno - Czg (Figura 17, abaixo).

Figura 17. Nucleo esteroidal do tipo estigmasteno.
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Observou-se no espectro de RMN de 3C - APT (50 MHz em CDCls) (Figura 23,
pag. 63) um sinal intenso em &c 71,7 atribuido a dois carbonos oximetinicos em C-3.
E ainda sinais para carbonos sp? metinicos em dc 121,6 (2C) e ndo hidrogenado em
Oc 140,7 (2C), compativeis com dupla ligacdo localizada entre C-5 e C-6. Os sinais
em Oc 138,3 (1C) e 129,2 (1C) foram atribuidos a carbonos sp? metinicos, condizentes
com dupla ligagéao entre C-22 e C-23.

Os deslocamentos quimicos de RMN de *H e *3C de Pt-1 estdo compilados na
Tabela 2, pag. 60.

A andlise dos dados de RMN e comparacao com os da literatura (TOMAZ et
al., 2008), permitiu identificar Pt-1 como uma mistura de [-sitosterol (Pt-1a) e
estigmasterol (Pt-1b) (Figura 18, abaixo), relatados pela primeira vez no género

Paliavana na forma aglicona.

Pt-1b (estigmasterol)

Figura 18. Estruturas quimicas de Pt-1a (B-sitosterol) e Pt-1b (estigmasterol)
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Tabela 2. Dados de RMN de Pt-1 (a/b) (J em Hz e & em ppm, 200 e 50 MHz para 'H e 13C,
respectivamente, CDCls) comparados com os da literatura (TOMAZ et al, 2008).

HO ) >
Pt-1a (B-sitosterol) Pt-1b (estigmasterol)

Posicao OH oc Oc* OH &c &c*
1 - 37,2 37,2 - 37,2 37,2
- 31,6 314 - 31,6 31,4

3 3,49 (m) 71,7 71,7 3,49 (m) 71,7 71,7
4 - 42,2 42,1 - 42,2 42,1
5 - 140,7  140,7 - 140,7 140,7
6 532 (dl,J=4,0) 121,6 121,6 5,32 (dl, J=4,0) 121,6 121,6
7 - 31,8 31,9 - 31,8 31,9
8 - 31,8 31,8 - 31,8 31,8
9 - 50,1 50,1 - 50,1 50,1
10 - 36,4 36,4 - 36,4 36,4
11 - 21,0 21,0 - 21,0 21,0
12 - 39,7 39,7 - 39,6 39,6
13 - 42,1 42,2 - 42,1 42,2
14 - 56,7 56,7 - 56,8 56,8
15 - 24,2 24,3 - 24,3 24,3
16 - 28,2 28,2 - 28,9 28,9
17 - 56,0 56,0 - 55,9 55,9
18 - 11,8 11,8 - 11,9 11,9
19 - 19,3 19,3 - 19,3 19,3
20 - 36,1 36,1 - 40,5 40,5
21 - 18,9 18,7 - 21,2 21,2
22 - 33,9 34,0 4,97 (dd, J=8,2 e 15,3) 138,3 138,3
23 - 26,0 26,0 5,13 (dd, J=8,2 e 15,3) 129,2 129,2
24 - 45,7 45,7 51,2 51,2
25 - 29,0 29,0 29,0 29,0
26 - 19,8 19,8 21,1 20,1
27 - 19,0 19,0 18,7 18,9
28 - 23,0 23,0 25,4 25,4
29 - 12,2 12,0 12,0 12,2

*Dados da literatura (TOMAZ et al., 2008), em 50 Mhz, CDCls.
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5.2 Determinacdao estrutural de Pt-2.

A substancia codificada como Pt-2 foi obtida como um 6leo transparente de
coloracdo levemente marrom-avermelhada, pesando 32,70 mg, com rendimento de
0,0058% em relacdo ao peso seco do material vegetal.

No espectro de RMN de 13C - APT (125 MHz em CDCIs) (Figura 26, pag. 66)
observou-se a presenca de 14 sinais majoritarios, referentes a 15 4tomos de carbono.
Destes, 3 foram atribuidos a carbonos nado hidrogenados, 3 a metinicos, 5 a
metilénicos e 4 a metilicos. Os sinais em &c 62,1, 60,8 e 63,8 ppm (Figura 27, pag.
66) quando comparados com dados da literatura que relatam sesquiterpenos em
Gesneriaceae foram compativeis com o esqueleto carbdnico do tipo presilfiperfolano
(MARCO et al., 1996; VERDAN et al., 2015b). Assim, esses deslocamentos quimicos
foram atribuidos a C-1, C-7 e C-8, respectivamente. Corroborando com a proposta do
esqueleto carbbnico, observou-se o sinal em &c 76.2 (Figura 27, pag. 66), atribuido a
C-9 e ainda os sinais 6c 30,9, 22,0, 28,7 e 21,7 (Figura 28, pag. 67), atribuidos aos
carbonos metilicos C-12, C-13, C-14 e C-15, respectivamente.

No espectro de RMN de *H (500 MHz em CDCIs) (Figura 30, pag.68) observou-
se os sinais em oH 1,04 (s), 0,89 (s), 0,94 (s) e 1,22 (s), atribuidos as metilas 3H-12,
3H-13, 3H-14 e 3H-15, respectivamente. Observou-se ainda o sinal em ox 1,87 (ddd,
J=13,5, 2, 4 Hz) atribuido ao H-10.

Os deslocamentos quimicos de RMN de *H e 3C de Pt-2 estdo compilados na
Tabela 3, pag. 65.

ApoOs comparacdo dos dados de RMN de Pt-2 com dados da literatura, foi
possivel estabeler a estrutura como sendo o presilfiperfolano-9-ol, relatado pela
primeira vez no género Paliavana. Esse sesquiterpeno tem ocorréncia rara e o

mecanismo da Figura 31, pag. 69, mostra sua proposta biossintética.

H,

Figura 25. Estrutura quimica de Pt-2
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Tabela 3. Dados de RMN de Pt-2 (J em Hz e d em ppm, 500 e 125 MHz para 'H e 13C, respectivamente,
CDCls) comparados com dados da literatura (MARCO et al., 1996).

Posigéo oH oc Oon* Ooc*
1 1,73 (m) 62,1 1,73 (m) 62,2
2 1,73; 1,48 (m) 29,6 1,73; 1,48 (m) 29,7
3 1,60; 1,48 (m) 45,3 1,60; 1,48 (m) 45,3
4 - 421 - 42,1
5 1,60 (m) 58,6 1,60 (d, J=13) 1,43 (d, J=13) 58,7
6 - 46,6 - 46,6
7 1,28 (m) 60,8 1,28 (ddd, J=10,5, 10,5, 2,5) 60,8
8 1,34 (m) 63,8 1,34 (dd, J=10,5, 10,5) 63,8
9 - 76,2 - 76,0

1,48 (m); 1,48 (m);
10 453 45,4
1,87 (ddd, J=13,5, 4, 2) 1,87 (ddd, J=13, 4, 2)
11 1,20; 1,60 (m) 26,9 1,20; 1,60 (m) 26,9
12 1,04 (s) 30,9 1,03 (s) 30,9
13 0,89 (s) 22,0 0,88 (s) 22,0
14 0,94 (s) 28,7 0,93 (s) 28,8
15 1,22 (s) 21,7 1,22 (s) 21,7

*Dados da literatura (MARCO et al., 1996), em 400 e 100 Mhz para 'H e 13C, respectivamente, CDCls.
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Figura 26. Espectro de RMN 2C-APT (125 MHz, CDCIs) de Pt-2
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Figura 27. Expanséo do espectro de RMN 13C-APT (125 MHz, CDCls) de Pt-2, regido 40-80 ppm.
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Figura 29. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de Pt-2.
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5.3 Determinacéao estrutural de Pt-3.

A substancia codificada como Pt-3 foi isolada na forma de um p6 amorfo
amarelo, pesando 5,6 mg, com rendimento de 0,001% em relacédo ao peso seco do
material vegetal.

No espectro de RMN de 3C - APT (125 MHz em CDCIz) (Figuras 33 e 34, pag.
72) observou-se a presenca de 15 sinais correspondentes a 15 atomos de carbono.
Destes, 7 foram atribuidos a carbonos metinicos sp?, 7 a carbonos nédo hidrogenados
sp? e um a carbono metilico. Os sinais em dc 183,4, 183,0 e 21,9, quando comparados
com a literatura (MOREIRA et al., 2006), permitiram identificar Pt-3 como esqueleto
carbdnico de uma antraquinona. Devido a presenca de 7 carbonos metinicos péde-se
inferir que o esqueleto antraquindnico ndo possui nenhuma substituicdo por oxigénio.

No espectro de RMN de 'H (500 MHz em CDCIz) (Figura 35, pag. 73) foi
possivel observar sinais caracteristicos de hidrogénios em sistemas aromaticos entre
os oH 7,58 e 8,30, caracteristicos de esqueleto antraquinénico, além de um sinal em
oH 2,51, atribuido a metila ligada a anel aromatico. Os sinais em 6+ 8,08 (sl) e 8,19 (d,
J=8,0) (Figura 36, pag. 73) foram atribuidos aos hidrogénios H-1 e H-4, peri as
carbonilas. O sinal em &1 7,58 (d, J=8,0) foi atribuido ao H-3 do esqueleto
antraquindnico. Observou-se ainda multipletos em o1 8,28 e 7,76 com integral para
dois hidrogénios cada, atribuidos aos demais atomos.

Os dados de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 13C de Pt-3 estdo
compilados na Tabela 4, pag. 71.

Comparando-se os dados de RMN de 'H e C com dados da literatura foi
possivel estabeler a estrutura de Pt-3 como sendo a tectoquinona (ENDALE et al,
2012; MOREIRA et al., 2006; SCHARF, 2014), relatada pela primeira vez no género

Paliavana.

Figura 32. Estrutura quimica de Pt-3.
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Tabela 4. Dados de RMN de Pt-3 (J em Hz e 8 em ppm, 500 e 125 MHz para 'H e 13C, respectivamente,
CDCIs) comparados com dados da literatura (SCHARF, 2014).

Posigéo OH oc On* Oc*
1 8,08 (sl) 127,4 8,12 (dg, J=0,6, 1,9) 1275
2 - 145,2 - 145,3
3 7,58 (d, J=8,0) 1349 7,61 (ddq, J=0,7, 1,9, 8,0) 134,9
4 8,19 (d, J=8,0) 127,5 8,22 (d, J=8,0) 127.,6
4a - 131,3 - 131,2
5 8,29 (m) 127,1 8,31 (m) 127,2

7,77 (m) 133,9 7,80 (dd, J=5,6, 3,3) 134,0

7,77 (m) 134,0 7,80 (dd, J=5,6, 3,3) 134,0
8 8,29 (m) 127,1 8,31 (m) 127,2
8a - 133,5 - 133,6
9 - 1834 - 183,6
9a - 133,4 - 133,6
10 - 183,0 - 183,0
10a - 133,6 - 133,6
11 2,51 (s) 21,9 2,54 (s) 21,9

*Dados da literatura (SCHARF, 2014), em 400 e 100 Mhz para *H e 13C, respectivamente, CDCls.
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Figura 33. Espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, CDCIs) de Pt-3.
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5.4 Determinacdao estrutural de Pt-4.

A substéancia codificada como Pt-4 foi isolada na forma de um pé amorfo laranja,
pesando 2,3 mg, com rendimento de 0,0004% em relacdo ao peso seco do material
vegetal.

No espectro de RMN de 3C - APT (125 MHz em CDCIs) (Figura 38, pag. 79)
foi possivel observar a presenca de 15 sinais correspondentes a 15 atomos de
carbono. Destes, 8 foram atribuidos a atomos de carbono n&o hidrogenados, 3 a
carbonos metinicos, 3 a carbonos metilicos e 1 a metoxila. Como informacéao
complementar para dados de carbono foi observado o espectro bidimensional de
correlagdo HMBC. Os deslocamentos quimicos observados em &c 181,2, 183,7,
129,2, 125,2 e 157,6 (Figura 39, pag. 79), somados ao &c 114,8 orbservado no
espectro HMBC (Figura 45, pag. 82), quando comparados com dados da literatura,
foram assinalados para C-4, C-9, C-3a, C-4a, C-9a e C-8a, respectivamente,
sugerindo um esqueleto carbénico de naftoquinona para Pt-4. Ainda nesse espectro,
observou-se que a presenca dos sinais de carbonos metinicos em &c 119,9 e 114,9
sugerem uma dioxigena¢ao no anel aromatico, e esses sinais puderam ser atribuidos
a C-5 e C-6, respectivamente (CAI et al., 2005, ZHONG et al., 2013). Observou-se
ainda o dc de 5 carbonos sp* sendo um n&o hidrogenado em &c 94,0 (Figura 39, pag.
79), um metinico em &c 44,5 e trés metilicos em &c 14,2, 22,1 e 28,7 (Figura 40, pag.
80). Esses sinais foram atribuidos a C-2, C-3, C-10, C-11 e C-12, respectivamente.

Por meio de comparacédo com dados da literatura foi possivel propor para Pt-4
uma naftoquinona com o esqueleto da a-dunniona rearranjado (CAl et al., 2005,
ZHONG et al., 2013).

No espectro de RMN de 'H (500 MHz em CDCIz) foi possivel observar dois
dubletos em &1 7,59 (d, J=8,5) e 7,01 (d, J=8,5) acoplando orto, um sinal em &1 12,08
(s) (Figura 42, pag. 81) que foi atribuido ao hidrogénio em ponte, além do sinal em &x
3,95 (s) atribuido a metoxila (Figura 43, pag. 81). Esse padrdo de hidrogenacao
guando comparado com a literatura corrobora com uma naftoquinona contendo uma
hidroxila na posicédo 8 e uma metoxila na posicéo 7. Na Figura 43 observou-se ainda
trés sinais correspondentes a metilas em &1 1,47 (s), 1,45 (s) e 1,27 (d, J=7,5),
atribuidos a 3H-12, 3H-11 e 3H-10, respectivamente. Esses sinais, juntamente com

um quarteto em on 3,21 (J=7,0), justificam o rearranjo na unidade do isopreno,
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diferenciando Pt-4 do esqueleto da a-dunniona, uma vez que nesta esse sinal por ser
oximetinico absorve préximo de 6+ 4,6 (CAl et al., 2005, ZHONG et al., 2013).

Para confirmacdo dos deslocamentos quimicos propostos foi realizado o
experimento HMBC (Figura 44, pag. 82). Nesse espectro foram observados os mapas
de contornos do sinal em &+ 12,08 (OH-8) com os carbonos em &c 153,5, 152,5 e
114,8 (Figura 45, pag. 82), que foram atribuidos a C-7, C-8 e C-8a. Observou-se
mapas de contornos do sinal em dn 3,21 (H-3) com os &c 94,0, 129,2, 157,6, 14,2,
22,1 e 28,7 (Figura 46, pag. 83), que foram atribuidos a C-2, C-3a, C-9a, C-10, C-11
e C-12, respectivamente. E ainda o mapa de contorno do sinal em &+ 7,59 (H-5) com
o carbono em &¢ 181,2 (Figura 47, pag. 83), que foi atribuido a C-4.

Os dados de deslocamentos quimicos de RMN de *H e 13C de Pt-4, assim como
as correlacdes, estdo compilados na Tabela 5, pag. 77.

Na andlise de rotacdo Optica, a substancia apresentou rotacao especifica
positiva no valor de 1,9°, e o espectro NOESY (Figuras 48 e 49, pag. 84) mostrou
correlacdo entre o sinal atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono assimétrico (C-3)
com o sinal atribuido aos hidrogénios da metila CHs-12.

A estereoquimica e a conformacé@o das metilas da estrutura proposta foram
ratificadas pelos dados de modelagem molecular. Conforme informado anteriormente
nos tépicos relativos a metodologia, os dados de RMN de 'H e 13C foram gerados com
base no peso de Boltzmann para cada conférmero. Para isso, foram utilizados os
modelos M1 e M2 (Figura 37, pag. 76), dos quais os valores computacionais de
deslocamento quimico calculados para cada conférmero sdo mostrados na Tabela 6,
pag. 78. Foram considerados os dados da média de Boltzmann, os quais sao
mostrados juntamente com os experimentais de Pt-4 na Tabela 5, pag. 77. Dessa
forma, os dados calculados permitiram, por comparacdo com 0sS experimentais, a
determinacao de CHs-10 e CHs-11 na posi¢céo a e CHz-12 na posi¢ao 3, sugerindo-se
a configuragdo R para Pt-4, como também reiteraram os demais valores de
deslocamento quimico de RMN de 'H e 13C.

Apos analise dos dados de RMN, foi possivel assinalar todos os deslocamentos
guimicos e determinar Pt-4 como sendo uma naftoquinona derivada do esqueleto
quimico da a-dunniona, porém com a unidade isopreno rearranjada, denominada

guimicamente como 8-hidroxi-7-metoxi-2,2,3-trimetil-2,3-diidronafto[2,3-b]furan-4,9-

76



RESULTADOS E DISCUSSAO

diona, cujo nome atribuido foi tenuiflorol (Figura 37, abaixo), sendo este o primeiro
relato dessa substancia na literatura.

Figura 37. Estruturas quimicas de Pt-4, 6,8-diidréxi-a-dunniona (ZHONG et al., 2013), M1 e M2 .
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Tabela 5. Dados de RMN 1D e 2D de Pt-4 (J em Hz e & em ppm, 500 e 125 MHz para 'H e 13C, respectivamente, CDCIz) comparados com os da literatura (ZHONG

et al., 2013) e com os calculados de M1 e M2.

_ Pt-4 6,8-diidréxi-a-dunniona M1 M2
Posicao
OH oc HMBC OH oc” on” oc” on” oc”
- 94,0 - 4,61 (q, J=6,8) 91,4 - 90,9 - 91,0
3,21 (q, J=7,0 Hz) 44,5 C-2, 34, 94, 10, 11, 12 - 44,8 3,34 449 3,33 45,0
3a - 129,2 - - 130,2 - 127,4 - 127,5
4 - 181,2 - - 181,0 - 183,0 - 183,2
4a - 125,2 - - 136,1 - 124,2 - 124,3
5 7,59 (d, J=8,5 Hz) 119,9 C-4,7, 8a 7,05 (d, J=2,4) 108,8 7,59 120,6 7,59 120,6
6 7,01 (d, J=8,5 Hz) 114,9 C-4a,7,8 - 166,0 6,77 114,3 6,77 114,3
7 - 153,5 - 6,51 (d, J=2,4) 106,0 - 153,4 - 153,6
8 - 152,5 - - 164,5 - 156,5 - 156,7
8a - 114.,8 - - 108,3 - 115,6 - 115,7
9 - 183,7 - - 180,8 - 186,8 - 187,0
9a - 157,6 - - 159,3 - 158,9 - 159,1
10 1,27 (d, J=7,5 Hz) 14,2 C-2, 3, 3a 1,41 (d, J=6,8) 13,6 1,40 14,5 1,39 14,5
11 1,45 (s) 22,1 C-2,3,12 1,43 (s) 25,1 1,44 22,2 1,46 28,2
12 1,47 (s) 28,7 C-2,3,11 1,25 (s) 19,7 1,46 28,4 1,44 22,1
OCHs 3,95 (s) 56,3 C-7 - - 3,84 54,7 3,85 54,7
OH 12,08 (s) - C-1, 8, 8a - - 12,03 - 12,04 -

*Dados da literatura (ZHONG et al., 2013), em 400 e 100 Mhz para 'H e 13C, respectivamente, (CDs)2CO.
**Dados calculados no programa Spartan 16. Os dados informados foram obtidos por meio da média de Boltzmann.
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H e *C de M1 e M2 calculados no programa Spartan 16

M1 M2
Peso de Boltzmann Média de Peso de Boltzmann Média de
0,015 0,025 0,537 0,422 Boltzmann 0,027 0,011 0,578 0,384 Boltzmann
Posicdo ®:  ®c  ©®:s  ©®c  ®:  ©®c  ®:i  dc  ©®u & 31 dc 3 ©c  ©®:  ©dc  ©®: ©®c dn  dc
2 - 908 - 909 - 97 - 914 - 909 - 908 - 917 - 9,7 - 915 - 910
S 327 445 330 446 327 444 344 456 334 449 329 446 343 457 327 445 343 457 333 450
3a - 1284 - 1280 - 1286 - 1261 - 1274 - 1281 - 1261 - 1285 - 1261 - 1275
4 - 1828 - 1832 - 1830 - 1834 -  183,0 - 1832 - 1832 - 1830 - 1835 -  183.2
4a - 1240 - 1258 - 1242 - 1243 - 1242 - 1257 - 1241 - 1242 - 1243 - 1243
> 759 1219 761 1211 7,59 1207 7,60 1206 7,59 1206 7,60 1211 7,59 1219 7,59 120,6 7,60 120,6 7,59 120,6
6 701 1241 7,15 1268 6,76 1139 6,76 1139 6,77 1143 7,15 126,6 7,02 1242 6,76 1138 676 1139 6,77 1143
7 - 1515 - 1535 - 1536 - 1536 - 1534 - 1534 - 1515 - 1536 - 1536 - 1536
8 - 1546 - 1576 - 1567 - 1566 -  156,5 - 1574 - 1545 - 1568 - 1566 -  156,7
8a - 1169 - 1166 - 1157 - 1157 - 1156 - 1166 - 1168 - 1157 - 1157 - 1157
9 - 1879 - 1878 - 1870 - 1869 -  186,8 - 1878 - 1878 - 1870 - 1868 - 1870
%a - 1586 - 1586 - 1588 - 1594 - 1589 - 1586 - 1596 - 158,7 - 1597 - 1591
10 134 155 1,36 152 134 156 1,48 131 1,40 145 1,35 156 1,47 1255 134 157 147 127 139 145
11 152 21,7 152 219 152 21,8 1,34 22,7 144 222 1,41 286 1,556 27,6 1,40 284 155 27,8 146 282
12 140 284 141 287 140 284 154 284 146 284 1,52 21,8 1,32 224 152 218 133 225 144 221
OH-8 1228 . 1221 - 1206 - 11,99 - 1203 - 12,19 - 1227 - 1205 - 1202 - 1204 -
OCHs-7 441 595 418 597 3,83 545 383 545 3,84 547 418 59,9 441 595 383 545 383 545 385 547
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Figura 38. Espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, CDCIs) de Pt-4.
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Figura 39. Expanséo do espectro de RMN 13C-APT (125 MHz, CDClz) de Pt-4, regido 93-186 ppm.
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Figura 40. Expanséo do espectro de RMN 13C-APT (125 MHz, CDClz) de Pt-4, regido de 8-63 ppm.
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Figura 41. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de Pt-4.
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Figura 42. Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCIs) de Pt-4, regido 7-12,5 ppm.
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Figura 43. Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCIs) de Pt-4, regido 1,1-4,0 ppm.
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Figura 46. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCIz) de Pt-4, regido (10-160 ppm) x
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5.5 Determinacéao estrutural de Pt-5.

A substancia codificada como Pt-5 foi isolada na forma de um p6 amorfo laranja,
pesando 1,2 mg, com rendimento de 0,0002% em relacdo ao peso seco do material
vegetal.

No espectro de RMN de 3C - APT (500 MHz em CDCIs) (Figura 51, pag. 88)
foi possivel observar apenas 8 sinais para atomos de carbono. Como informacéao
complementar para dados de carbono foi observado o espectro bidimensional de
correlagdo HMBC. Os deslocamentos quimicos em &c 14,2, 25,7, 20,5 e 91,7 (Figura
52, pag. 88), somados ao &c 45,3 observado no espectro HMBC (Figura 57, pag. 91),
guando comparados com Pt-4 e com a literatura, foram assinalados para C-10, C-11,
C-12, C-2 e C-3, respectivamente, sugerindo uma unidade isoprénica (Cs), sendo 0
deslocamento quimico em &¢ 91,7 atribuido a um CH, e em &¢ 45,3 ao carbono néo
hidrogenado (CAI et al., 2005; ZHONG et al., 2013).

Para assinalamento dos demais carbonos foi observado o experimento HMBC
(Figura 56, pag. 90). Os deslocamentos quimicos observados em &c¢ 132,5, 180,9,
125,4, 153,5, 152,4 e 114,8 (Figura 58, pag. 91, Figura 59, pag. 92 e Figuras 61 e 62,
pag. 93) quando comparados com Pt-4 e com a literatura sugerem o esqueleto
carbdnico de uma naftoquinona e esses valores foram atribuidos a C-3a, C-4, C-4a,
C-7, C-8 e C-8a, respectivamente. Observou-se ainda, no espectro de RMN de 13C —
APT, a presenga dos sinais em 6c 119,9 e 115,0 (Figura 51, pag. 88), sugerindo
dioxigenacdo no anel aroméatico, sendo esses sinais assinalados para C-5 e C-6,
respectivamente (CAl et al., 2005; ZHONG et al., 2013).

Com base nos dados de espectroscopia por RMN de *3C - APT (500 MHz em
CDCls) e bidimensional de correlacdo HMBC mostrados acima, foi proposto para Pt-5
o esqueleto carbénico da a-dunniona (CAl et al., 2005; ZHONG et al., 2013).

No espectro de RMN de 'H (500 MHz em CDClIz) (Figuras 53 e 54, pag. 89) foi
possivel observar dois dubletos em 61 7,57 (d, J=8,0) e 7,02 (d, J=8,0) acoplando orto
e um sinal em &n 12,06 (s), que foi atribuido ao hidrogénio em ponte, além do sinal
em On 3,95 (s) atribuido & metoxila. Esses dados sdo semelhantes aos de Pt-4,
confirmando o mesmo padrdo de hidrogenacédo para Pt-5. Observou-se ainda trés
sinais correspondentes a metilas em 61 1,42 (d, J=6,5), 1,44 (s) e 1,25 (s) (Figura 55,
pag. 90), atribuidos a 3H-10, 3H-11 e 3H-12, respectivamente. Esses sinais,
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juntamente com o quarteto em dn 4,57 (H-2; J=6,5) (Figura 54, pag. 89), quando
comparados com a literatura, reforcam a proposta do esqueleto da a-dunniona (CAl
et al., 2005; ZHONG et al., 2013).

Para corroborar com os deslocamentos propostos foram observadas as
correlagdes do experimento HMBC (Figura 56, pag. 90). Neste foram observados os
mapas de contorno do sinal em &+ 12,06 (OH-8) com os carbonos em &c 153,5, 152,4
e 114,8 (Figura 59, pag. 92), atribuidos a C-7, C-8 e C-8a, respectivamente. Observou-
se mapas de contorno do sinal em dx 1,25 (3H-12) com os carbonos em &c 91,7, 45,3,
132,5 e 25,7, que foram atribuidos a C-2, C-3, C-3a e C-11, nesta ordem; do sinal em
on 1,42 (3H-10) com os carbonos em &c 91,7 e 45,3, atribuidos a C-2 e C-3,
respectivamente; e do sinal em &u 1,44 (3H-11) com os carbonos em &c¢ 91,7, 45,3,
132,5 e 20,5, atribuidos a C-2, C-3, C-3a e C-12, respectivamente (Figuras 57 e 58,
pag. 91). Observou-se mapas de contorno do sinal em em &1 4,57 (H-2) com o0s
carbonos em &c 25,7 e 20,5, atribuidos a C-11 e C-12, respectivamente (Figura 60,
pag. 92). E ainda, o mapa de contorno do sinal em &x 7,57 (H-5) com o carbono em
Oc 180,9, atribuido a C-4 (Figura 61, pag 93).

Os dados de deslocamentos quimicos de RMN de *H e 13C de Pt-5, assim como
as correlagdes, estdo compilados na Tabela 6, pag. 87.

Apos analise dos dados de RMN, e comparac¢es com Pt-4 e dados da literatura
(CAl et al., 2005; ZHONG et al., 2013), foi possivel determinar Pt-5 como sendo
7-metoxi-8-hidroxi-a-dunniona (Figura 50, abaixo), a qual est4 sendo relatada pela

primeira vez no género Paliavana.

Figura 50. Estrutura quimica de Pt-5.
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Tabela 7. Dados de RMN 1D e 2D de Pt-5 (J em Hz e & em ppm, 500 e 125 MHz para !H e °C,
respectivamente, CDCls) comparados com dados da literatura (ZHONG et al., 2013).

(o)

10
]

Pt-5 6,8-diidréxi-a-dunniona*

Posicao oH 6c HMBC on* oc*
2 4,57 (q,J=6,5) 91,7 C-11, C-12 461 (q, J=6,8) 91,4
3 - 45,3 - 44,8
3a - 132,5 - 130,2
4 - 180,9 - 181,0
4a - 125,4 - 136,1
5 7,57 (d, J=8,0) 119,9 C-6,C-7,C-4 7,05(d,J=2,4) 108,8

7,01 (d,J=8,0) 1150 C-4a, C-8 - 166,0
- 153,5 6,51 (d, J=2,4)  106,0
8 - 152,4 - 164,5
8a - 1148 - 108,3
9 - - - 180,8
9a - - - 159,3
10 1,42 (d, J=6,5) 14,2 C-2,C-3 1,41 (d, J=6,8) 13,6
11 1,44 (s) 25,7 C-2,C-3, C-3a, 1,43 (s) 25,1
C-12
12 1,25 (s) 20,5 C-2, C-3, C-3a, 1,25 (s) 19,7
C-11
OCHs 3,95 (s) 56,3 C-7 - -
OH 12,06 (s) - C-7,C-8, C8a - -

*Dados da literatura (ZHONG et al., 2013), em 400 e 100 Mhz para 'H e 3C, respectivamente,

(CD3)2CO.
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Figura 52. Expanséo do espectro de RMN 13C-APT (125 MHz, CDCls) de Pt-5, regido 10-95 ppm
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Figura 61. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de Pt-5, regido (170-190 ppm) X

(7,25-7,95 ppm).
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6 CONCLUSOES

O presente estudo permitiu, por meio de técnicas cromatograficas, isolar e
purificar compostos quimicos da espécie vegetal Paliavana tenuiflora Mansf,
revelando esta como bioprodutora de diferentes classes de metabdlitos secundéarios
de interesse para humanidade.

A espécie apresentou em sua constituicdo quimica uma mistura de esteroides,
o B-sitosterol e o estigmasterol, ambos na forma aglicona;, um sesquiterpeno,
conhecido como presilfiperfolano-9-ol; a antraquinona tectoquinona; e duas
naftoquinonas, o tenuiflorol e a 7-metoxi-8-hidroxi-a-dunniona. Esse € o primeiro relato
de isolamento do composto nomeado por tenuiflorol na literatura, e as outras
substancias estédo sendo relatadas pela primeira vez no género Paliavana.

Desta forma, esse trabalho amplia o conhecimento sobre a constituicao quimica
dos vegetais, particularmente sobre a espécie objeto do estudo. Com isso, além de
contribuir com o conhecimento da quimiotaxonomia da familia Gesneriaceae,
possibilita o desenvolvimento de novos estudos, particularmente os de atividade
biolégica das substancias isoladas, que poderdo ser posteriormente realizados.
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