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RESUMO

Desde as primeiras civiliza¢des, os seres humanos utilizam plantas para alimentagéo,
construcédo e tratamento de doencas sendo a familia Fabaceae uma importante fonte
de espécies com propriedades terapéuticas. No Brasil, 0 género Senna, € amplamente
distribuido, especialmente na Mata Atlantica e tem grande relevancia na
etnomedicina, devido a riqueza dos seus metabdlitos bioativos. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento acerca do género Senna, em
especifico da espécie Senna pluribracteata, uma nova espécie identificada
recentemente, isolando seus constituintes quimicos e avaliando seu potencial
antineuroinflamatorio. Partes aéreas da planta foram secas, trituradas, feito um EEB
e dele uma CLYV fracionando este extrato. As fases ACOEt 100% e AcOEt:MeOH (1:1),
apos serem submetidas a CLMP e CLAE, permitiram o isolamento de diversos
compostos. Da fase AcOEt 100%, foram isolados sennaquinona A (Sep-1), &cido
vanilico (Sep-8), acido protocatecuico (Sep-9), resveratrol (Sep-11) e vomifoliol (Sep-
12). J4 da fase AcOEt:MeOH (1:1), foram obtidos quinquangulona (Sep-2),
guinquangulina-6-O-[a-L-ramnopiranosideo-(1—6)-p-D-glucopiranosideo]  (Sep-3),
rubrofusarina-6-O-[(3-(6'-(E)-crotonilglucopiranosideo)] (Sep-4), rubrofusarina-6-O-[a-
L-ramnopiranosideo-(1—6)-B-D-glucopiranosideo] (Sep-5), rubrofusarina-6-O-p-D-
glucopiranosideo (Sep-6), norrubrofusarina-6-O-B-D-glucopiranosideo (cassiassideo)
(Sep-7) e quercetina-3-O-sambubiosideo (Sep-10). Os compostos foram identificados
por espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray de alta resolucéo (HR-
ESI-MS) e por espectroscopia de RMN de!H e 3C, utilizando técnicas uni e
bidimensionais. A atividade antineuroinflamatéria foi avaliada por meio do ensaio de
toxicidade celular (reducéo do MTT) utilizando a linhagem de células microgliais BV2,
além da determinacdo da producéo de oxido nitrico (NO). O tratamento com Sep-2,
Sep-3, Sep-4 (200 uM) e Sep-3 (100 uyM), reduziram a viabilidade celular em mais de
20% e apenas Sep-5 reduziu significativamente os niveis de NO. Os resultados
obtidos neste trabalho, contribuiram para o conhecimento fitoquimico e farmacoldgico

do género Senna e da nova espécie Senna pluribracteata.

Palavras-chave: Fabaceae, Senna pluribracteata, constituintes quimicos,

neuroinflamacéao



ABSTRACT

Since the earliest civilizations, humans have used plants for food, construction, and
disease treatment, with the Fabaceae family representing an important source of
species with therapeutic properties. In Brazil, the genus Senna is widely distributed,
especially in the Atlantic Forest, and holds great relevance in ethnomedicine due to
the richness of its bioactive metabolites. In this context, this study aimed to expand
knowledge about the Senna genus, specifically the species Senna pluribracteata, a
newly identified species, by isolating its chemical constituents and evaluating its
antineuroinflammatory potential. The aerial parts of the plant were dried, ground, and
subjected to an ethanol extract (EEB), followed by a liquid-liquid partitioning (CLV) to
fractionate this extract. The 100% ethyl acetate (AcOEt) and AcOEt:MeOH (1:1)
phases, after being subjected to MPLC and HPLC, led to the isolation of several
compounds. From the 100% AcOEt phase, sennaquinone A (Sep-1), vanillic acid (Sep-
8), protocatechuic acid (Sep-9), resveratrol (Sep-11), and vomifoliol (Sep-12) were
isolated. From the AcOEtMeOH (1:1) phase, quinquangulone (Sep-2),
qguinquanguline-6-O-[a-L-rhamnopyranoside-(1—6)-B-D-glucopyranoside] (Sep-3),
rubrofusarin-6-O-[B-(6'-(E)-crotonylglucopyranoside)] (Sep-4), rubrofusarin-6-O-[a-L-
rhamnopyranoside-(1—6)-B-D-glucopyranoside]  (Sep-5), rubrofusarin-6-O-3-D-
glucopyranoside (Sep-6), norrubrofusarin-6-O-3-D-glucopyranoside (cassiaside)
(Sep-7), and quercetin-3-O-sambubioside (Sep-10) were obtained. The compounds
were identified by high-resolution electrospray ionization mass spectrometry (HR-ESI-
MS) and tH and 3C NMR spectroscopy, using one- and two-dimensional techniques.
Antineuroinflammatory activity was assessed through a cell toxicity assay (MTT
reduction) using the BV2 microglial cell line, along with nitric oxide (NO) production
measurement. Treatment with Sep-2, Sep-3, Sep-4 (200 uM), and Sep-3 (100 pM)
reduced cell viability by more than 20%, and only Sep-5 significantly reduced NO
levels. The results obtained in this study contributed to the phytochemical and
pharmacological knowledge of the Senna genus and of the new species Senna

pluribracteata.

Keywords: Fabaceae, Senna  pluribracteata, chemical constituents,

neuroinflammation
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1. INTRODUCAO

Desde a construcao das primeiras civilizacdes os seres humanos usam plantas na
sua sobrevivéncia, seja como alimento, na construcdo, ferramentas ou com o
propdsito de tratar doencas, podendo ser considerado como uma das primeiras
tentativas da espécie humana de entender a natureza e usa-la como um meio para
acabar com certos sofrimentos. A observacdo do comportamento de certos animais
diante de vegetais especificos e 0 conhecimento empirico, tornou possivel que as
propriedades benéficas e toxicas deles fossem entendidas, transmitidas verbalmente
e posteriormente catalogadas (Monteiro; Brandelli, 2017).

Os compostos naturais bioativos sado substancias que ocorrem na natureza, fazem
parte da cadeia alimentar e que podem ter efeitos importantes na saude humana.
Estas substancias possuem extensas diferencas de estruturas quimicas e deste modo
também de funcdes bioldgicas, fazendo com que este seja um alvo importante e
praticamente inesgotavel para pesquisas que proporcionam novas formas de
tratamento e cura de enfermidades (Carrazzoni, 2016; Carnauba, 2019; Silva, et al.,
2020).

Os vegetais tém a capacidade de produzir uma ampla variedade de metabdlitos
gue sao influenciados por fatores ambientais como o clima, solo, ataques de animais
herbivoros ou pragas, bem como por fatores genéticos como as caracteristicas em
comum entre plantas do mesmo género e familia. Cada vez mais, os metabdlitos
secundarios se mostram importantes para pesquisas de inovacdo terapéutica e no
campo da biotecnologia (Newman & Cragg, 2020; Vuong, 2021; Kim et al., 2021), por
possuirem acédo direta como principios ativos, ou servindo de modelos para sintese e
semi-sintese de novos produtos com potencial terapéutico (Colone, 2020).

Em um estudo abrangente entre os anos de 1981 e 2019, Newman e Cragg
(2020) concluiram que ao menos 23% destas substancias aprovadas para uso clinico
pelo FDA (Food and Drugs Administration) sdo produtos naturais, fitoterapicos,
fitoquimicos ou substéncias puras de origem biolégica e se for considerado de forma
ampla todos os produtos desenvolvidos por semi-sintese ou sintese quimica, mas que
usaram como modelo alguma molécula encontrada na natureza, a porcentagem de
colaboragéo da biodiversidade no arsenal farmacéutico moderno ultrapassa 53%.

A familia Fabaceae, ou leguminosas, € uma das maiores e mais importantes

familias botanicas, (Lewis et al., 2005) e as plantas pertencentes a esta familia tém
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grande relevancia econdmica, fornecendo uma ampla gama de produtos, como
alimentos, medicamentos, produtos ornamentais, além de recursos madeireiros,
forragem, fibras, corantes, gomas, resinas e 0Oleos (Di Stasi & Hiruma-Lima, 2002;
Watson & Dallwitz, 2009; Moura et al., 2017; Sutjaritjai et al., 2019).

Considerando a relevancia das plantas na pesquisa cientifica, a diversidade da
flora brasileira, a importancia dos estudos sobre plantas medicinais para a
caracterizagdo quimica e a associacdo dos compostos com suas propriedades
bioativas, além da variedade de metabdlitos presentes na familia Fabaceae e a
auséncia de estudos sobre a espécie Senna pluribracteata até o0 momento, existem
razdes suficientes para investir em pesquisas que possam gerar informacgdes valiosas
de quimiotaxonomia e quanto a atividades bioldgicas, contribuindo para o avancgo
cientifico que essa espécie pode oferecer.



16



17

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Colaborar com o conhecimento quimico e farmacologico da familia Fabaceae

por meio do estudo dos metabdlitos secundarios do género Senna, utilizando como

material vegetal a espécie recentemente identificada Senna pluribracteata, bem como

avaliar a atividade antineuroinflamatéria dos compostos isolados.

2.2. Objetivos Especificos

Coletar o material vegetal, extrais e isolar os metabdlitos secundarios
produzidos pela espécie Senna pluribracteata utilizando técnicas da quimica

classica e moderna.

Caracterizar as estruturas dos constituintes isolados de Senna pluribracteata
através de métodos espectroscopicos, utilizando Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H, 13C, Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) e
Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) e High Resolution Eletron

Spray lonization Mass Spectra (HR-ESI-MS)

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de metabdlitos secundarios
isolados de Senna pluribracteata na producdo de NO (6xido nitrico) e seus

possiveis potenciais anti-neuroinflamatorios.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Consideracdes sobre a familia Fabaceae

A familia Fabaceae é conhecida como a terceira maior familia de plantas do
mundo (Lewis et al., 2005), compreendendo aproximadamente 795 géneros e quase
20.000 espécies (Figura 1, pag 19). No Brasil, esta distribuida por todo territorio
nacional, com a ocorréncia de mais de 200 géneros e + 1.500 espécies (Da Luz et al.,
2012; Oliveira, 2017; LPWG 2017). Atualmente a familia é dividida em seis
subfamilias: Cercidoidea, Caesalpinioideae, Papilionoideae, Detarioideae, Dialioideae
e a subfamilia monoespecifica africana Duparquetioideae (Duparquertia
orchidacea Baill.) das quais, apenas esta Ultima ndo é representada no Brasil (LPWG
2017).

Figura 1: Distribuicdo geografica da familia Fabaceae no mundo
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Fonte: https://www.biodiversity4all.org/taxa/47122-Fabaceae - disponivel em:10/11/2024

No Brasil, a regido Amazonica recebe destaque, pois neste dominio a familia
esta entre as mais bem representadas (Ducke, 1949; Silva, 2008), com destaque para
as espécies arboreas, na regido de Cerrado, (Silva et al., 2010). Alguns trabalhos
também apontam a riqueza de representantes desta familia em outros dominios

geograficos, como nos Pampas (Miotto et al., 2008), Mata Atlantica (Guedes-Bruni,
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1998; Araujo, 2000; Morim, 2006), na Caatinga (Queiroz et al., 2006 e 2009; Zappi et

al., 2015) e no Pantanal (Pott; 1996) (Figura 2, pag 20).

Figura 2: Distribuicdo geografica da familia Fabaceae no Brasil
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Fonte: https://www.biodiversity4all.org/taxa/47122-Fabaceae - disponivel em:10/11/2024 - disponivel

em:10/11/2024

Por possuir uma extensa variedade de espécies, espalhadas por todos os

dominios geogréaficos brasileiros e na maioria dos paises do mundo, a familia

Fabaceae é uma fonte de interesse por seus metabdlitos secundarios e em estudos

prévios de espécies desta familia ja foi relatada a presenca de compostos bioativos

tais como: compostos fendlicos, flavonoides (Silva e Cechinel Filho, 2002; Carvalho et

al., 2011; Souza et al., 2020), fitoesterdis, saponinas (Nascimento, 2016), lignanas

(Nascimento et al., 2012), alcaloides (Lei et al., 2014) e quinonas (Bakasso et al.,

2008) com efeitos benéficos devido as suas propriedades antioxidantes, citotoxica,

antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatoria, entre outras (Matos Neto, 2013;

Vasconcelos, 2018; Silva, 2018; Medeiros et al., 2019; Souza et al., 2020; Santos et

al., 2021)
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3.2. Consideracdes sobre o género Senna

hY

O género Senna, pertencente a familia Fabaceae e a subfamilia
Caesalpinioideae, é monofilético e um dos maiores géneros da tribo Cassieae, com
aproximadamente 300-330 espécies distribuidas pelas Américas (75% das espécies),
Austrélia (13%) e Africa/Madagascar (10%) (Marazzi, Sanderson; 2010) (Figura 3, pag
21). No Brasil, h&a registros de 81 espécies deste género, das quais 30 séo
potencialmente endémicas, abrangendo todas as regifes do pais e diversos dominios
fitogeograficos, mas é na Mata Atlantica que apresenta a maior diversidade relativa
de espécies. (Bortoluzzi et al., 2020; Lima, 2021, Souto et al., 2021) (Figura 4, pag
22).

Figura 3: Distribuigdo geogréfica do género Senna no mundo

B Native M [ntroduced

Fonte:  https://powo.science.kew.org/taxon/urn:Isid:ipni.org:names:30000132-2:  disponivel em
10/11/2024

A regido Nordeste apresenta a maior diversidade de espécies dentro do género
Senna, com 53 espécies documentadas, sendo 24 delas com ocorréncia no estado da
Paraiba (Queiroz, 2009; Bortoluzzi et al., 2020), e a importancia de Senna vai desde
sua funcao polinizadora principalmente no semiarido, através do buzz pollination até

a indicacdo de muitas espécies na recuperacdo de areas degradadas (Maia-Silva et
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al.,, 2012), como também esse género apresenta consideravel contribuicdo na
etnomedicina, pois muitas espécies tem potenciais usos na producdo de preparos
caseiros e medicamentos mais elaborados (Castro & Cavalcante, 2010) além de
varios estudos que relatam o uso em casos de infeccdo nos rins, bronquite,
reumatismo, enxaqueca, diarreia, inflamacédo (Almeida et al., 2005), empregadas na

alimentacéo de bovinos e caprinos (Maia, 2004; Loiola et al., 2010).

Figura 4: Distribuigdo geografica do género Senna no Brasil

Fonte: https://floradobrasil.jbrj.gov.br/consulta/ficha.html?idDadosListaBrasil=23149
disponivel :10/11/2024

O género Senna, juntamente com Cassia e Chamaecrista, faz parte da tribo
Cassieae, que é uma das quatro tribos da subfamilia Caesalpinioideae (Lewis et al.,
2005), porém, esses géneros foram reestruturados e ocorreu a transferéncia de varias
espécies do género Cassia para o0 género Senna pois segundo Irwin e Barneby (1982)
0 género Cassia é claramente muito distinto dos demais e as diferencas entre os trés
grupos sao téao significativas ou até maiores do que aquelas que separam alguns
outros géneros da familia Leguminosae.

As espécies do género Senna vém sendo amplamente estudadas no ambito
qguimico devido a grande variedade de metabdlitos secundarios bioativos que elas séo
capazes de biosintetizar, sendo uma grande parte deles do grupo das quinonas ou
derivados (naftoquinonas, antraquinonas, naftopironas), flavonoides e outros
compostos fendlicos isolados de diversas partes das plantas (folhas, caules, frutos,
brotos e flores) (Laghari et al., 2011; Farag et al., 2015; Upadhyay et al., 2011). Com

base nos resultados apresentados neste trabalho, bem como nos compostos
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majoritariamente isolados e identificados, a Tabela 1, p. 24, apresenta exemplos de
quinonas e seus derivados isolados de espécies do género Senna, destacando
esqueletos quimicos recorrentes nesses compostos e suas respectivas atividades
farmacoldgicas previamente avaliadas.

As quinonas sdo um grupo de substancias organicas em geral semivolateis,
coloridas e vastamente presentes na natureza e que séo provenientes da oxidacao de
fendis. Este grupo de compostos apresenta em sua estrutura, dois grupamentos
carbonilas em um anel insaturado de seis atomos de carbono, que podem estar
organizados em posigdes “orto” ou “para” e dependendo do tipo de sistema aromatico,
as quinonas podem ser classificadas como benzoquinonas, naftoquinonas e
antraquinonas (Figura 5, pag 23) (Tukaj e Aksmann, 2007; Malik et al., 2010; El-
Maghrabey et al., 2021; Lopez et al., 2015).

Figura 5: Estrutura quimica de uma benzoquinona (1), naftoquinona (2) e antraquinona (3).
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Tabela 1: Compilado de alguns compostos do grupo das quinonas, isoladas de espécies de Senna e algumas atividades farmacolégicas que estas

apresentaram.
Nome Estrutura Espécie Ref
Rubrofusarina Ri=H; Ro= Senna obtusifolia  Atividade moderada contra Shrestha et
OCHs; Rs=H (syn: Cassia BACEL com ICsp de 90.01 + 2.38  al., 2017
obtusifolia) UM
Senna tora (syn: Potencial antioxidante Kwon, et
Cassia tora) neuroprotetor al., 2021
Senna obliqua (CMlIs) de 12,0 pg/mL contra Graham, et
Mycobacterium tuberculosis al., 2004
Senna rugosa Barbosa, et
al., 2004
Senna obtusifolia  Atividade inibitéria da a- Luo, et al.,
(syn: Cassia glucosidase ICs0 3,03 + 0,31 2019
obtusifolia) ug/mL,
Rubrofusarina-6- R1= Gli; Ro= Senna obtusifolia Shrestha et
O-B-D- OCHs; Rs=H (syn: Cassia al.,, 2017
glicopiranosideo obtusifolia) L
OH Efeito citotoxico inibitdrio Wang, et
moderado sobre OATP1B3 al.,, 2019
Shi, et al.,
2015
Senna tora (syn: Lee, et al.,
Cassia tora) 2018
, R.= Gli-Gli; Senna obtusifolia Paudel et
Rubrofusarina-6 R2= OCHj3; (syn: Cassia al., 2018
O-f-D- Ra= H obtusifolia)
gentiobiosideo Xu, et al.,

2014
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Cassiaside B
(Rubrofusarina-
6-O- 3 -D-
apiofuranosil-(1
- 6)-O- 3 -D-
glucopiranosideo)

Rubrofusarina-6-
O-B-D-
triglicosideo

R1= Gli-
Apiose; Rp=
OCH3; R3= H

R1= Gli-Gli-
Gli; R,=
OCH3; R3= H

R;

OR,

OH

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Atividade potente contra AChE -
ICs0de 15,94 £ 0,32 uM e
moderada contra BACE1 com
ICs0 de 85.66 + 3.98 uM

Efeito citotéxico inibitério
moderado sobre OAT3

Inibidores da epdxido hidrolase
solavel (sEH)

Efeito citotéxico inibitério

moderado sobre OATP1B3

Inibicdo moderada de AChE - ICso
de 82.31 +1.63 uM

Tang et al.,
2015

Shrestha et
al., 2017

Youn et al.,
2017

Wang et
al., 2019

Seo et al.,
2017

Kwon et al.,
2021

Wei et al.,
2016

Lee et al.,
2015

Paudel et
al., 2018

Wang et
al., 2019

Kwon et al.,
2021

Shrestha et
al., 2017
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Rubrofusarina-6-

O-B-D-

glucopiranosil-(1

— 3)-0-B-D-

glucopiranosil-
(1—6)-0-B-D-
glucopiranosil-
(1—6)-0-B-D-

glucopiranosideo

Quinquangulina

Cassiaside

(Nor-
rubrofusarina 6-
O-B-D-
glucosideo)

R1: Gli--
(1—3)-Gli-
(1—6)-Gli-
(1—6)-Gli;
R,= OCH3;

R3: H

Ri=H; Ro=
OCHs; R3:
CHs

Rqi= G“; Ro=
OH; R3= CH3;

2

R;

OR,

OH

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obliqua

Senna rugosa

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

(CMils) de 12,0 pg/mL contra
Mycobacterium tuberculosis

Inibicdo moderada de AChE - ICso
de 86,05 + 2,01 uM e alta contra
BACEL com ICso de 14.41 + 2.87
UM

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Efeito hepatoprotetor

Tang et al.,
2015

Graham et
al., 2004

Barbosa et
al., 2004

Shrestha et
al., 2017

Xu et al.,
2014

Jung et al.,
2016

Shi et al.,
2015

Kwon et al.,
2021

Lee et al.,
2018

Ali et al.,
2017

Lee et al.,
2015
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Isorubrofusarina
gentiobiosideo

Demetilflavaspero
na-10-O-3-D-
glucopiranosil-6-
O-B-D-
apiofuranosideo

Chrisofanol

Crisofanol 1-O-B-
D-glucopiranosil-

R1=0- Gli-
Gli

Ri= Gli-Api

R1= R2= H;

R3= R4= OH;

R5= H; Rez
OCH3

Ri= R>=H;
R3: OH; R4:

o
\o OH
R, 0 R,
R, Rs
R, Rg
0

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna rugosa

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna alata (syn:

Cassia alata)

Efeito citotéxico inibitério
moderado sobre OATP1B3 e
significativo sobre OATP2B1

Inibico moderada de AChE - ICso
de 83.52 + 1.56 uM

Potencial antioxidante
neuroprotetor

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Hanh et al.,
2021

Wang et
al., 2019

Shrestha et
al., 2017

Kwon et al.,
2021

Barbosa et
al., 2004

Luo et al.,
2019

Jung et al.,
2016

Tang et al.,
2015

Lee et al.,
2015

Wei et al.,
2016

Fotso et al.,
2021

Jung et al.,
2016
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(1-3)-0-B-D-
glucopiranosil-
(1—6)-O-B-D-
glucopiranosideo

Physcion

Physcion -8-O-
gentiobiosideo

Physcion 8-O-3-
D-
glucopiranosideo

Glucoaurantio-
obtusin

Gli-Gli-Gli;
R5: H; R(;:
OCHgs;

R1: CH3; Rzz
H; Rs= Rs=
OH; Rs= H;
Rg= OCH3s

R1: CH3; R2:
H; Rs= OH;
R4= Gli-Gli-;
R5: H; Rez
OCHs

R1: Gli

R1= G”; R2=

OCH3, R3=
OH; R4=

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna rugosa

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Tang et al.,
2015
Wang et
al., 2019

Luo et al.,
2019

Tang et al.,
2015

Jung et al.,
2016

Lee et al.,
2018

Wei et al.,
2016

Lee et al.,
2015

Barbosa et
al., 2004

Lee et al.,
2015

Seo et al.,
2017

Seo et al.,
2017

Lee et al.,
2015
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7-metoxio
obtusifolina

2-acetil physcion

1,6,8-Triidroxi-
2,7-dimetoxi-3-
metilantraquinona

OCH3, R5:
OH; Re= CH3

Ri= H; Ro=
OCHs, R3:
OH; R4=
OCH3, R5:
OH; Rg= CH3

Ri= OCH3,
R2>= H, R3:
OH; R4= OH,
Rs= COCHjs;
R(s: CH3

Ri= CH3;
R2= OCH3,
R3= OH, R4=
OH, R5=
OCH3; Rez
OH

Rs

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Inibidores da epdxido hidrolase

soluvel (sEH)

Shi et al.,
2015

Tang et al.,
2015

Seo et al.,
2017

Luo et al.,
2019

Lee et al.,
2018

Lee et al.,
2015

Luo et al.,
2019

Luo et al.,
2019
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1_
Desmetilcrisoobtu
sina

Questin

Crisoobtusina

Crisoobtusina 2-
B-D-glucosideo

R1= CHs;
R2: OH, R3:
OH; R4:
OCH3, R5:
OCHg; R6:
OCHzs

R1= CH3;
R2=H, Rs=
OH; R4=
OCHs, R5:
H; Re= OH

R1= CHs;
R=0OH,Rs= Rz
R4= R5= Rez

OCHs3

Ri1= CHs;
Rzz G”, R3:
R4= R5= Rez
OCHs

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Inibidores da epdéxido hidrolase
soltvel (sEH)

Shi et al.,
2015

Luo et al.,
2019

Ali et al.,
2017

Jung et al.,
2016

Luo et al.,
2019
Tang et al.,

2015

Jung et al.,
2016

Lee et al.,
2018

Kwon et al.,
2021

Shi et al.,
2015

Kwon et al.,
2021

Lee et al.,
2018
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Obtusina

8-Hidroxi-1,2,6,7-
tetrametoxi-3-
metilantraquinona

Aurantio-obtusin

R1= CHs;

R2: OH, R3:

OCH3; R4: R2
OH; Rs= R¢=

OCHzs

Ri= CH3;
R2= R3=
OCH3; R4=
OH; Rs= Rg=
OCHs3

R1= CHs;
R2= OH, R3=
OCH3; R4=
OH; Rs=
OCH3; Re=

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Potencial inibitério contra a-

glucosidase e PTP1B

Potencial inibitério contra a-

glucosidase e PTP1B

Inibidores da epdxido hidrolase

solavel (sEH)

Potencial inibitério contra a-

glucosidase e PTP1B

Lee et al.,
2015

Seo et al.,
2017

Youn et al.,
2017

Shi et al.,
2015

Ali et al.,
2017

Jung et al.,
2016

Luo et al.,
2019

Jung et al.,
2016

Shi et al.,
2015

Lee et al.,
2015

Luo et al.,
2019

Luo et al.,
2019

Tang et al.,
2015

Jung et al.,
2016
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1-

desmetilaurantio-
obtusin 2-O-b-D-
glucopiranosideo

Chrysophanol 8-
metil éter

Chrysophanol 1-
O-B-
gentiobiosideo

2-(B-D-
glucopiranosiloxil)
-6,8-diidroxi-1,7-
dimetoxi-3-metil-
9,10-
antracenediona
2-0-B3-D-

glucopiranosiloxil
a-1,7,8-trimetoxi-
3-
metilantraquinona

R1= OH; Ro=
OCHs, R3:
OH. R4= OH;
Rs= OGli;
Rez CH3
R1: R2: H,
R3= OH; R4=
OH; Rs= H;
R6= CH3

R1= R2= H,
R3= OH; R4=
Gli-Gli; Rs=
H; R6= CH3

Rl: OH, R2=
OCH3, R3:
OH. R4=
OCH3; R5:
G|i; RGZ CH3

R1: H, Rzz
R3: R4:
OCHjs,
OCHg; R5:
G“; Rez CH3

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Shi et al.,
2015

Lee et al.,
2018

Wei et al.,
2016

Lee et al.,
2015

Paudel et
al., 2018

Luo et al.,
2019

Seo et al.,
2017

Seo et al.,
2017

Shi et al.,
2015

Youn et al.,
2017
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2,6,8-Triidroxi-1-
metoxi-3-metil-
9,10-
antracenediona

Obtusifolina

Obtusifolina-2-
glucosideo

Emodina

R;L: OH, R2:
H, Rs= OH.
R4= OCH3;
R5: OH; Rez
CHs

R1: R2: H,
Rs= OH. Rs=
OCHs; R5:
OH; Re= CH3

Ri1= R2=H,
R3= OH. R4=
OCHs; R5:
Gli; Re= CH3 (o)

R Re

R1= CHs;
R,= H;
R3=0H;
R4=OH, R5=
H; Re= OH

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna alata (syn:
Cassia alata)

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Inibidores da epdxido hidrolase
solavel (sEH)

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Forte atividade (7,8 ug/mL) contra
Pseudomonas aeruginosa

Jung et al.,
2016

Luo et al.,
2019

Tang et al.,
2015

Jung et al.,
2016

Lee et al.,
2015

Lee et al.,
2018

Lee et al.,
2015

Lee et al.,
2018

Jung et al.,
2016

Ali et al.,
2017

Tang et al.,
2015

Fotso et al.,
2021
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Emodina-1-O-
triglucosideo

2-Hidroxiemodina

2_
Hidroxiemodina-
1- metileter

Alaternina

Aloe emodina

1-{(0-B-D-
glucopiranosil-
(1—6)-0-B-D-
glucopiranosil-
(1—3)-0-B-D-

R1= CHs;
R2= H;
R3=OH;
R4=Gli-Gli-
Gli, Rs= H;
Rez OCH3

R1: OH, Rzz
H; R3: R4:
R5 = OH; Rez
CHs

R1= OH, R2=
H; R3=0H;
R4= OCH3;
Rs= OH; Re=
CHs

R1= OH, R2=
H; R3=0OH;

Rs= OH; Rs=
OH; Rg= CH3

Ri1= R=H;
R3: R4: OH;
Rs= H; Re=
OCHz3

Ri1= R2=H;
R3: OH, R4=
Gli-Gli-Gli-

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Inibidores da epoxido hidrolase
solavel (sEH)

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Efeito hepatoprotetor

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Efeito hepatoprotetor

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Lee et al.,
2018

Lee et al.,
2015

Wang et
al., 2019

Jung et al.,
2016

Ali et al.,
2017

Ali et al.,
2017

Jung et al.,
2016

Ali et al.,
2017

Jung et al.,
2016
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glucopiranosil-
(1—6)-B-D-
glucopiranosil)oxil
a]-8-hidroxi-3-
metil-9,10-
antracenediona

Alatinona

Isorodoptilometrin
a 1-metil éter

Fistulaquinone B

2,6-dimethyl-3-
hydroxy-5-
methoxyanthraqui
none

2,5-dimethyl-6-
hydroxy-3-
methoxyanthraqui
none

Gli; Rs= H;
R(;: CH3

Ri=
CH,CHOHC
Hs, Ro=H;
R3= OCHg3;
Rs= OH; Rs=
H; Re= OH

Ri= OH, R,=
H; Rsz= OH;
Rs= OH; Rs=
H; Re= CHs

Ri1= CHjs, R2=
OCH?,; Rs=
H; R4=
OCH?,; Rs=
CH2OCHs3;
Rez H

R1: OCH3,
R2>= CHs;

R3= CH3, R4=
OH

R1: CH3, Rzz
OH; Rs=
CHs, Rs=

OCHs

R,

Senna alata (syn:

Cassia alata)

Senna auriculata
(Syn: Cassia
auriculata)

Senna auriculata
(Syn: Cassia
auriculata)

Senna alata (syn:

Cassia alata)

Senna alata (syn:

Cassia alata)

Alta atividade antibacteriana
contra 11 cepas microbianas
isoladas da saliva de fumantes

Alta atividade antibacteriana
contra 11 cepas microbianas
isoladas da saliva de fumantes

Fotso et al.,
2021

Yang et al.,
2021

Yang et al.,

2021

Yang et al.,
2022

Yang et al.,
2022
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2-(2-hidroxietil)-
3,6-dimetoxi-5-
metilantraquinona

2-(3-
hidroxipropil)-3,6-
dimetoxi-5-
metilantraquinona

3-hidroxil-6-
metoxi-2,5-
dimetilantraquino
na

Alataquinona A

Toralactona

Cassiaside C
(Toralactona- 9-
O-B-D-
gentiobiosideo)

R1: CH3, R2:
OCH3; R3:
(CH>)20H,
R4: OCH3

R1: CH3, R2:
OCH3; R3:
(CH>)30H,
R4= OCH3

R1= CHs, R2=
OCH3; R3:
CH3, R4: OH

R1: OCH3,
Rzz CHzOH
R3: CH3, R4:
OH

R;=OH

R:= Gli-Gli

~N

(o]

OH

G

R;

Ry

Senna auriculata
(Syn: Cassia
auriculata)

Senna auriculata
(Syn: Cassia
auriculata)

Senna auriculata
(Syn: Cassia
auriculata)

Senna auriculata
(Syn: Cassia
auriculata)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Atividade antibacteriana
moderada contra MRSA CIM de
4,2ug/mL

Atividade antibacteriana
moderada contra MRSA com
valores de CIM de 5,0 ug/mL

Atividade antibacteriana
moderada contra MRSA com
valores de CIM de e 4,7 uyg/mL

Atividade inibitéria da a-
glucosidase ICso 78,40 + 2,39
ug/mL

Potencial antioxidante
neuroprotetor

Potencial inibitério contra a-
glucosidase e PTP1B

Inibidores da epdxido hidrolase
solavel (sEH)

Yang et al.,
2021

Yang et al.,
2021

Yang et al.,
2021

Yang et al.,
20211

Luo et al.,
2019

Kwon et al.,
2021

Xu et al.,
2014

Wang et
al., 2019

Jung et al.,
2016

Seo et al.,
2017

Lee et al.,
2015
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Toralactona-9-O-
B-D-
glucopiranosil-
(1—3)-O-B-D-
glucopiranosil-
(1—6)-0-B-D-
glucopiranosil-
(1—6)-0O-B-D-
glucopiranosideo

Torosacrisona

Isotoralactona

Cassialactona 9-
O-B-D-
glucopiranosil-
(1—6)-B-D-
glucopiranosideo

R1: Gli--
(1—3)-Gli-
(1—6)-Gli-
(1—6)-Gli

Ri= OH,;
R2=O

R.= Gli-Gli;
R>=CH,OHC
Hs

OH

99%
o F

OH

R,

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Potencial antioxidante
neuroprotetor

Potencial antioxidante
neuroprotetor

Kwon et al.,
2021

Tang et al.,
2015

Kwon et al.,
2021

Kwon et al.,
2021

Youn et al.,
2017

Wang et
al., 2019

Hanh et al.,
2021

Kwon et al.,
2021
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Cassialactona

Madagascina (3- Ri=H
isopenteniloxiemo

dina)

3- R1:
geraniloxiemodin Isopentenil
a

Sterequinone A

1-[(6-O-B-D-
glucopiranosil-3-
D-
glucopiranosil)oxil
a]-8-hidroxi-6-
metoxi-3-metil-
9H-xanteno-9-ona

OH

~N

Senna tora (syn:
Cassia tora)

Senna
alexandrina

Senna
alexandrina

Senna auriculata
(Syn: Cassia
auriculata)

Senna obtusifolia
(syn: Cassia
obtusifolia)

Kwon et al.,
2021

Epifano et
al., 2014

Epifano et
al., 2014

Yang et al.,
2021

Seo, et al.,
2017
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Chrysophanol Senna obtusifolia

diantraquinona (syn: Cassia
O“ obtusifolia)

Senna tora (syn:

O‘O Cassia tora)

OH o OH
Sennoside A il Senna
Ho oH alexandrina (Syn:
Cassia.
Angustifolia)
7- Senna tora (syn:

Hidroximusizinil-
rubrofusarina-8'-
O-B-D-
glucopiranosideo

Cassia tora)

Luo et al.,
2019

Kwon et al.,

2021

Migues et
al., 2023

Kwon et al.,
2021
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3.3. Consideracfes sobre a espécie Senna pluribracteata

Senna pluribracteata € uma espécie endémica do nordeste do Brasil (Figura 6,
pag 40), foi registrada apenas em uma unica coleta realizada na Mata Atlantica, no
municipio de Sapé, no Estado da Paraiba, em uma regido de Floresta de Tabuleiro.
O nome da espécie (epiteto especifico) faz referéncia a quantidade de bracteas e a
sua distribuicdo no pedunculo da inflorescéncia, que sé&o duas caracteristicas que
diferenciam a Senna pluribracteata, das outras (Souto et al., 2021).

Figura 6: Distribuicdo geogréfica da espécie Senna pluribracteata no Brasil

Fonte: https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:77251115-1#source-KBD

A espécie Senna pluribracteata trata-se de um arbusto ereto, de cerca de 1 m
de altura, que se distingue por ter ramos e folhas cobertos com pelos curtos e rigidos
e as folhas também possuem duas glandulas produtoras de néctar entre os foliolos. A
planta apresenta bracteas elipticas ao longo do pedunculo, que é a estrutura que
sustenta as flores e estas podem ser de 3 a 6 por inflorescéncia, com pétalas amarelas
e estames férteis, que produzem polen. O célice das flores tem sépalas de diferentes
tamanhos, e a corola é amarela e com pelos finos na parte externa. A vagem, quando
madura, é preta e brilhante, com sementes escuras dispostas em duas fileiras (Souto
et al., 2021) (Figura 7, pag 41).
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Figura 7: Senna pluribracteata

Fonte: https://rubens-plantasdobrasil.blogspot.com/2021/08/fabaceae-senna-pluribracteata-fs-
souto.html

Devido ao fato da recente caracterizacdo e determinacao desta nova espécie,
os dados sobre seus usos populares e principalmente estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos séo inexistentes, tornando um alvo de interesse para desenvolver esta

pesquisa.
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3.4. Processos de inflamacao e neuroinflamacéo

A inflamacdo € o somatorio de varias reacbes complexas nos tecidos como
resposta do sistema imunolégico a acdo de agentes nocivos, que ao reconhecer um
invasor através de suas células e moléculas especificas, desencadeia reacdes para
evitar sua disseminacao e estes agentes causadores podem ser de diversas fontes
como traumas, microrganismos, toxinas, temperatura ou até mesmo causadas pelo
proprio corpo com as reacdes autoimunes (Perry et al., 1995; Parham, 2001; Rang et
al., 2007; Abbas et al., 2015).

O sistema imunolégico se manifesta estimulando migracéo celular, ativando
leucécitos, liberando mediadores da resposta inflamatdria e gerando reacdes
sistémicas variadas com o objetivo de destruir o agente causador de qualquer
alteracdo no organismo, quando isso for possivel, e buscar regenerar os tecidos
afetados (Dooley and Lamb, 2000; Nathan, 2002; Fabiola, 2010; Isailovic et al., 2015).

Assim como todos os outros sistemas do corpo, 0 sistema nervoso central
(SNC) também pode sofrer situacées que causam a inflamacgéo especificamente em
seus tecidos (neuroinflamacédo), como o ataque de agentes infecciosos, isquemias,
traumas (cranioencefélicos, medulares), dano cerebral ou doencas cronico-
degenerativas que ao gerarem alteraces nos tecidos do SNC, desencadeiam
liberacdo de citocinas pré inflamatérias que ativam as células microgliais e o0s
astrocitos, que por sua vez aumentam a expressao de receptores e aceleram a
resposta para combater esta inflamacao (Rogawski e Loscher, 2004; Vezzani et al.,
2011). Segundo varios estudos, a neuroinflamacdo vem desempenhando um papel
crucial em varias doencas neurodegenerativas (Madeira et al., 2015), como Alzheimer
(Wang et al., 2023), Parkinson (Doot et al., 2022), esclerose lateral amiotrofica (ELA)
(Martinez et al., 2017) além de transtornos de depresséao e ansiedade (Troubat et al.,
2020; Moreira et al, 2023).

A microglia sdo células derivadas da linhagem mieloide e responsaveis por
defender o SNC contra patdgenos ou outras desordens no parénquima cerebral e
constitui cerca de 5-12% das células deste sistema (Lawson el al., 1990; Ransohoff;
El Khoury, 2016), sao classicamente conhecidas como macrofagos do SNC (Ginhoux
el al., 2013) e por serem células sentinelas, a microglia esta sempre patrulhando o
tecido nervoso mesmo quando ha auséncia de um estimulo agressivo (Cherry;

Olschowka; O’Banion, 2014), além disso ja foi observado também que a sintese de
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oxido nitrico (NO) pelas microglias tem papel definitivo na inducéo de morte neuronal
(Papageorgiou et al., 2016).

Moléculas que sejam pouco ou nada citotoxicas frente a células da microglia e
gue sejam redutores da producéo de NO, tem um potencial importante no combate a
processos inflamatorios no sistema nervoso central (neuroinflamacéo), deste modo a
busca por estas moléculas com potencial para anti-inflamatorios do SNC é uma
importante contribuicdo para lidar com esse sintoma que estd envolvido em

significantes e graves doengas neuronais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais e equipamentos utilizados

Para a obtencao do extrato etandlico bruto e realizacdo da cromatografia liquida
a vacuo (CLV) foram utilizados solventes organicos comerciais (etanol, hexano (Hex),
diclorometano (CH2Cl2), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e agua ultrapura
(purificada em sistema Milli-Q®) puros ou em misturas binarias.

A cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi realizada em placas
cromatograficas de aluminio (silica gel 60 PF254 artigo 7749, Merck) e para a eluicéo,
foram utilizados solventes organicos comerciais Hex, CHCIs, AcOEt, MeOH e &gua
ultrapura (Mili-Q), puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade.
A revelacao fisica das substancias nas placas foi realizada através da exposicéo a
radiacdo ultravioleta em dois comprimentos de onda, 254 e 365 nm, utilizando o
aparelho BOIT-LUBO1 da marca Boitton.

Para a cromatografia liquida a média pressdo (CLMP), foi utilizado o
equipamento BUCHI® ligado a um computador com aplicativo gerenciador e com um
sistema de duas bombas (C-605), uma unidade de controle C-620, um detector UV C-
640 e um coletor de fragcdes C-660. O fluxo empregado para todas as analises foi de
15 mL/min usando como fase mével os solventes diclorometano (CH2Cl2), AcOEt,
MeOH e agua ultrapura puros ou em misturas binarias e como fase estacionaria foi
utilizada silica gel (SiliaFlash® F60 da SiliCycle®, com particulas de 40-63 um, 230-
400 mesh, 60 A).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em um
cromatografo analitico da marca Shimadzu, equipado com uma coluna de fase reversa
C-18 da marca YMC, bomba LC-20AT, injetor automatico SIL-20A HT e detector UV-
VIS SPD-M20A, utilizando como fase moével metanol grau HPLC da Merk e agua milli-
Q acidificada (0,1% acido formico). Para o CLAE preparativo foi usado um
cromatografo da marca Shimadzu, equipado com uma coluna de fase reversa C-18
da marca ACE, bombas LC-6AD, injetor manual, e detector UV-VIS SPD-M10A e
utilizando como fase mével metanol grau CLAE da Merk e agua acidificada (0,1%
acido formico). As amostras tanto do modo analitico quanto do preparativo, foram
preparadas solubilizando-as em MeOH grau HPLC da Merk e filtradas em filtro de

PVDF com poro de 0,45 um de diametro.



46

Para a analise de CLAE/EM-EM de baixa resolucéo, foi utilizado o cromatografo
analitico da marca Shimadzu (Kyoto, Japao), acoplado a um espectrémetro de massas
lon-Trap Amazon X (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) com uma fonte de ionizagao
por electrospray, para andlises de Espectrometria de Massas com lonizacdo por
Electrospray (ESI-MS"). Os espectros de massas de alta resolucdo (HR-ESI-MS)
foram obtidos utilizado o espectrémetro micrOTOF Il, com voltagem do capilar 3,5 kV,
ESI nos modos positivo e negativo offset da placa final 500 V, nebulizador 8,0 psi, gas
seco (N2) com fluxo de 5,0 L/h e temperatura a 200 °C. Os espectros (m/z 50-1000)
foram registrados a cada 2 segundos e as amostras foram preparadas com metanol
grau massas.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 'H e 3C uni e
bidimensionais foram obtidos nos equipamentos Bruker AVANCE IlIl HD (400 e 100
MHz e 500 e 125 MHz para 'H e 13C, respectivamente). Para o preparo das amostras
foi utilizado Dimetilssulfoxido deuterado (DMSO-ds, Cambridge Isotope
Laboratories®). Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por
milh&o (ppm), as constantes de acoplamento (J) em Hz e foram usadas as convengdes
s (simpleto), d (dupleto), dd (dupleto duplo), t (tripleto) e m (multipleto) para indicar as

multiplicidades dos sinais do RMN de H.

4.2. Material vegetal

4.2.1. Coleta e identificacéo

As partes aéreas (2,570 kg) de Senna pluribracteata foram coletadas nas bordas
da mata da Fazenda Pacatuba, municipio de Sapé, estado da Paraiba (-7.04054, -
35.15307) em 26 de julho de 2022. A espécie foi devidamente identificada pela
botanica Prof.2 Dr.2 Maria de Fatima Agra da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
e pelo Me. Flavio Sousa Souto da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Uma
exsicata da espécie sob o codigo JPB67040 foi depositada no Herbario Prof. Lauro
Pires Xavier (UFPB) e registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o codigo A61008B.

4.2.2. Processamento do material vegetal
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As partes aéreas (2,570Kg) de Senna pluribracteata foram desidratadas em
estufa com ar circulante a 40 °C durante 72 horas, apds secagem o material foi

submetido a pulverizacdo em um moinho mecénico fornecendo 1,1kg do pé da planta.

4.2.3. Obtencéao do extrato etanélico bruto (EEB)

O p6 de Senna pluribracteata (1,1g) foi submetido ao processo de maceragéo
com etanol 95% (17 L) durante 72 horas e este processo foi repetido trés vezes. A
solucéo extrativa obtida (51L) foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida a uma temperatura média de 40 °C. ApOs este processo de
evaporacao do solvente, obteve-se 216 g do extrato etandlico bruto (EEB).

4.3. Fracionamento do extrato etandlico bruto de Senna pluribracteata

Uma aliquota do extrato etandlico bruto (Figura 8, pag 47) de Senna
pluribracteata (80,0g) foi submetida a uma Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV) com
300 g de silica desativada com os solventes hexano (8L), diclorometano (5L), acetato
de etila (8,5L), metanol (15L) e agua destilada (6,5L) individualmente ou em sistemas

binarios. As fracdes resultantes desse processo foram concentradas em evaporador

rotativo proporcionando as massas indicadas no esquema 1, pag 48.

Figura 8: Cromatograma do EEB de Senna pluribracteata
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Esquema 1: Fracionamento Senna pluribracteata

Partes aéreas de

Senna pluribracteata P6 da planta (1,1kg)
(2,580kQ) Desidratagéo e i
moadgem
Etanol 95% (17 L)
72hsx3
EEB (80g)
CLv
Fase Hex Fase Fase
Fase H20
(0,470g) AcOEt '\1"38);' 100%
(4,5269)
! (10,537g) (0,1269)
Fase 4 v
CH2Cl2 Fase AcOEt: Fase
(1,2309) MeOH (1:1) MeOH:H20 (1:1)
(45,7339) (16,1809)

4.4. Fracionamento da fase AcOEt 100% de Senna pluribracteata

Uma aliguota da fase AcOEt 100% (49g) (Figura 9, pag 49) foi submetida a uma
cromatografia em camada delgada (CCDA) para andlise de como a amostra se
comportaria na variagdo de polaridade dos solventes e montar uma estratégia dos
melhores sistemas e assim submetida a uma cromatografia liquida a média pressao
(CLMP), com os solventes hexano (Hex), diclorometano (CH2Cl2), acetato de etila
(AcOEt), metanol (MeOH) e agua ultrapura puros ou em misturas binarias, obtendo-
se 20 fragdes.

As fragcbes de maior massa provenientes CLMP foram submetidas a uma
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) analitica para observacdo do perfil e
desenvolvimento dos melhores métodos para separacdo. As amostras Sp-CLMP-
CH2Cl2:AcOEt (1:1) -10 (136mg) e Sp-CLMP-AcOEt:MeOH (8:2) -14 (100mg) se
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mostraram de interesse e possuem uma massa consideravel para transpor o método

para o CLAE preparativo.

Figura 9: Cromatograma da fase AcOEt 100% de Senna pluribracteata
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4.5. Isolamento de substancias da Fracdo Sp- CLMP-AcOEt100%- 10
de Senna pluribracteata por CLAE

Para a realizacdo do isolamento dos compostos quimicos a fragcdo Sp- CLMP-
AcOEt 100%- 10 eluida na proporgdo CH2Cl2:AcOEt(1:1) na CLMP, foi submetida a
analises em CLAE analitica e 0 método [5-40 de B (MeOH) em 5min e 40-60 de B
(MeOH) em 50min em A (adgua acidificada 0,1% acido férmico)-0,6mL/min] foi
escolhido e transposto para o CLAE preparativo (Figura 10, pag 50), onde a amostra
total (136mg) foi solubilizada em 1300uL de MeOH grau CLAE e realizou-se 13
injecOes de 100pL, possibilitando a coleta de 10 picos que de acordo com suas
massas, caracteristicas morfoldgicas e perfis observados nos cromatogramas, 3 deles
foram submetidos a andlises de RMN de H* e C*3 e bidimensionais: Sp- CLMP AcOEt
100%- -10.03 (Sep-12), Sp- CLMP-AcOEt 100%- 10.05 (Sep-1) e Sp- CLMP -AcOEt
100%- 10.07 (Sep-11) (Esquema 2, pag 51).
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Figura 10: Cromatograma da fracdo Sp-CLMP-AcOEt100%-10
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4.6. Isolamento de substancias da Fragcdo Sp-CLMP-AcOEt100%-14 de
Senna pluribracteata por CLAE

Para a realizacdo do isolamento dos compostos quimicos a fracdo Sp-CLMP-
AcOEt100%-14 eluida na propor¢cdo AcOEt:MeOH(8:2) na CLMP foi submetida a
analises em CLAE analitica e o método [5-30 de B (MeOH) em 5min, 30-45 de B
(MeOH) em 10min, ISO em 45 por 25min e 45-100 em 10 min em A (agua acidificada
0,1% acido férmico)-0,6mL/min] foi escolhido e transposto para o CLAE preparativo
(Figura 11, pag 51), onde a amostra total (100mg) foi solubilizada em 1000uL de
MeOH grau CLAE e realizou-se 10 inje¢bes de 100puL, possibilitando a coleta de 10
picos que de acordo com suas massas, caracteristicas morfologicas e perfis
observados nos cromatogramas, 2 deles foram submetidos a analises de RMN de H?
e C!3 e bidimensionais: Sp- CLMP-AcOEt 100%- 14.06 (Sep-8) e Sp- CLMP-AcOEt
100%- 14.03 (Sep-9).

Todo o fracionamento da Fase AcOEt de Senna pluribracteata se resume no

esquema 2, pag 51.



Figura 11: Cromatograma da fracdo Sp-CLMP-AcOEt100%-14
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Esquema 2: Fracionamento da fase AcOEt100% de Senna pluribracteata

Fase AcOEt
100% (49)

LCLMP

A

20 Fracbes

CLMP-10.03-(Sep-12)
CLMP-10.05-(Sep-1)
CLMP-10.07-(Sep-11)

CLMP-10
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CLMP-14.03-(Sep-9)
CLMP-14.06-(Sep-8)

CLMP-14
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4.7. Fracionamento da fase AcOEt:MeOH de Senna pluribracteata

Uma aliquota da fase AcOEt:MeOH (1:1) (59) (Figura 12, pag 52), foi submetida a
uma CCDA para analise de como a amostra se comportaria na variacao de polaridade
dos solventes, montar uma estratégia dos melhores sistemas e assim foi submetida a
uma cromatografia liquida a média pressédo (CLMP), obtendo-se 22 fracdes.

As fragcOes de maior massa provenientes CLMP foram submetidas a uma
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) analitica para observacdo do perfil e
desenvolvimento dos melhores métodos para separagdo. As amostras Sp-CLMP-
AcOEt 100%-12 (354mg), Sp-CLMP-AcOEt:MeOH(8:2)-13 (200mg) e Sp-CLMP-
AcOEt:MeOH(7:3)-14 (500mg) (Esquema 3, pag 55), se mostraram de interesse e
possuem uma massa consideravel para transpor o método para o CLAE preparativo.

Figura 12: Cromatograma da fase ACOEt:MeOH de Senna pluribracteata
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4.8. Isolamento de substancias da Fracdo Sp-CLMP-AcOEt:MeOH (1:1)
-12 de Senna pluribracteata por (CLAE)

Para a realizacdo do isolamento dos compostos quimicos a fracdo Sp-CLMP-
AcOEt:MeOH(1:1)-12 eluida na propor¢cdo AcOEt100% na CLMP foi submetida a
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analises em CLAE analitica e o método [5-40 de B (MeOH) em 5min, 40-80 de B
(MeOH) em 40min em A (agua acidificada 0,1% acido férmico)-0,6mL/min] foi
escolhido e transposto para o CLAE preparativo (Figura 3, pag 53), onde a amostra
total (354mg) foi solubilizada em 3500uL de MeOH grau CLAE e realizou-se 35
injecbes de 100uL, possibilitando a coleta de 13 picos que de acordo com suas
massas, caracteristicas morfologicas e perfis observados nos cromatogramas, 2 deles
foram submetidos a andlises de RMN de H! e C!3 e bidimensionais: Sp-
AcOEt:MeOH(1:1)-CLMP-12.04 (Sep-7) e Sp- AcCOEt:MeOH(1:1)-CLMP-12.11 (Sep-
4) (Esquema 3, pag 55).

Figura 13: Cromatograma da fracdo Sp-CLMP—-AcOEt:MeOH (1:1) -12
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4.9. Isolamento de substancias da Fracdo Sp-CLMP-AcOEt:MeOH (1:1)
—13 de Senna pluribracteata CLAE

Para a realizacdo do isolamento dos compostos quimicos a fracdo Sp-CLMP-
AcOEt:MeOH(1:1)-13 eluida na propor¢do AcOEt:MeOH (8:2) na CLMP foi
submetida a analises em CLAE analitica e o método [30-70 de B (MeOH) 30min em A
(agua acidificada 0,1% &acido formico)-0,6mL/min] foi escolhido e transposto para o
CLAE preparativo (Figura 14, pag 54), onde a amostra total (200mg) foi solubilizada
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em 2000uL de MeOH grau CLAE e realizou-se 20 injecdes de 100puL, possibilitando
a coleta de 13 picos que de acordo com suas massas, caracteristicas morfolégicas e
perfis observados nos cromatogramas, 5 deles foram submetidos a analises de RMN
de H! e C'3 e bidimensionais: Sp- AcOEt:MeOH(1:1)-CLMP-13.06 (Sep-10), Sp-
AcOEt:MeOH(1:1)-CLMP-13.07 (Sep-2), Sp- AcOEt:MeOH(1:1)-CLMP-13.09 (Sep-
5), Sp- AcCOEt:MeOH(1:1)-CLMP-13.10 (Sep-6) e Sp- AcOEt:MeOH(1:1)-CLMP-13.11
(Sep-3) (Esquema 3, pag 55).

Figura 14: Cromatograma da fragdo Sp-CLMP—AcOEt:MeOH (1:1) -13
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4.10. Isolamento de substancias da Fracdo Sp-CLMP-AcOEt:MeOH (1:1) -14
de Senna pluribracteata por CLAE

Para a realizacdo do isolamento dos compostos quimicos a fracdo Sp- SP-CLMP-
AcOEt:MeOH (1:1)-14 eluida na propor¢do AcOEt:MeOH (7:3) na CLMP foi
submetida a analises em CLAE analitica e o método [30-70 de B (MeOH) 30min em A
(agua acidificada 0,1% &acido formico)-0,6mL/min] foi escolhido e transposto para o
CLAE preparativo (Figura 15, pag 55), onde a amostra total (500mg) foi solubilizada
em 5000puL de MeOH grau CLAE e realizou-se 10 inje¢cdes de 500pL, possibilitando
a coleta de 10 picos que de acordo com suas massas, caracteristicas morfoldgicas e
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perfis observados nos cromatogramas, 5 deles foram submetidos a analises de RMN
de H' e C!3 e bidimensionais: Sp- AcOEt:MeOH(1:1)-CLMP-14.02 (Sep-10), Sp-
AcOEt:MeOH(1:1)-CLMP-14.04 (Sep-2), Sp- AcOEt:MeOH(1:1)-CLMP-14.06 (Sep-
5), Sp- AcCOEt:MeOH(1:1)-CLMP-14.07 (Sep-6) e Sp- AcOEt:MeOH(1:1)-CLMP-14.09
(Sep-3) (Esquema 3, pag 56).

Figura 15: Cromatograma da fragdo Sp-CLMP—AcOEt:MeOH (1:1) -14
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4.11. Ensaio de Citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos Sep-1, Sep-2, Sep-3, Sep-4, Sep-5 e Sep-6 foi
avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
brometo) (Mosmann, 1983). A linhagem de células microgliais BV2 foi obtida do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil, e cultivada em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS; GIBCO, Grand Island, NY, EUA) e 1% de penicilina-
estreptomicina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37 °C, 5% de CO:. As células
(1 x 10° células/mL) foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas overnight.
Em seguida, os compostos foram adicionados em quatro concentracdes (25, 50, 100

ou 200 yM) em cinco réplicas, e as placas foram incubadas por 24 horas.
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Apo6s o tratamento, o sobrenadante (110 pL) foi removido e 10 yL de solugéo
de MTT foi adicionada (5 mg/mL) (Sigma Aldrich). As placas foram incubadas por mais
quatro horas, e o dodecil sulfato de sddio (SDS) (100 yL/pogo) foi adicionado para
dissolver o formazan. As densidades Opticas foram medidas em um espectrofotdometro
(leitor de microplacas BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA) a um

comprimento de onda de 570 nm.

Esquema 3: Fracionamento da fase AcCOEt100% de Senna pluribracteata

Fase AcOEt:MeOH (1:1)

(59)
CLMP
22 Fragcdes |-

CLMP- 12.04 - (Sep-7)

CLMP-12 >
CLMP -12.11- (Sep-4)
CLMP-13.06 e 14.02 - (Sep-10)

CLMP-13 >

CLMP-13.07 e 14.04 - (Sep-2)
CLMP-13.09 e 14.06 - (Sep-5)
CLMP-13.10 e 14.07- (Sep-6)
CLMP-13.11 e 14.09- (Sep-3)

CLMP-14 —>

4.12. Ensaio de Producio de Oxido Nitrico (NO)

Para a determinacgéo de NO, células BV2 (1 x 106 células/mL) foram semeadas
em placas de cultura de 96 pocos em meio RPMI suplementado com 10% de FBS e
1% de penicilina-estreptomicina em uma incubadora com 5% de CO2 a 37°C. Ap6s
um periodo de quatro horas, as células foram estimuladas com LPS (500 ng/mL,
Sigma Aldrich) e IFN-y (5 ng/mL, Thermofisher) na presenga dos compostos Sep-1,
Sep-2, Sep-3, Sep-4, Sep-5 e Sep-6 (12,5; 25; 50 ou 100 pyM) ou Quercetina (20 uM)
como droga padrao, em cinco réplicas. Aléem disso, um grupo basal (n&o estimulado)

e um grupo controle estimulado com LPS/IFN-y e tratado com o veiculo foram
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incluidos. Apés 24 horas, os sobrenadantes livres de células foram coletados para
qguantificacdo de NO usando o método de Griess (Griess, 1879).

Para a analise estatistica os valores foram apresentados como média + erro
padrdo da média (E.P.M), n = 5. As comparacbes entre grupos foram realizadas
usando analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Tukey (p<0,05).
A analise estatistica foi realizada usando o GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA).

4.13. Calculos de RMN e Espectroscopia de Dicroismo Circular (ECD)

Buscas conformacionais aleatérias foram realizadas para os diasterebmeros
12S*,13S* e 125*,13R* do composto 1, utilizando o algoritmo de Monte Carlo em
conjunto com o campo de forca MMFF no software Spartan "14. Conformers dentro
de uma janela de energia livre relativa de 10 kcal.mol? foram selecionados para
calculos de otimizacdo geométrica na fase gasosa, empregando o nivel de teoria
B3LYP/6-31G(d). Calculos de frequéncias vibracionais foram realizados no mesmo
nivel de teoria para confirmar que os pontos estacionarios correspondem a minimos
na superficie de energia potencial.

Subsequentemente, os conformers dentro de uma janela de energia relativa de
3 kcal.mol! foram selecionados para as constantes de blindagem magnética nuclear
13C e H (o), de acordo com a analise de distribuicdo de Boltzmann. Esses célculos
foram conduzidos usando o nivel de teoria GIAO-B3LYP/6-311+G (d,p) em conjunto
com o Modelo Continuo Polarizavel com Formalismo de Equacéo Integral (FEI-MCP)
(Cances et al., 1997), para simular implicitamente o dimetilsulfoxido (DMSO) como
solvente. O método DP4+, que se baseia na andlise bayesiana, foi utilizado para
estabelecer uma correlagdo estatistica entre os o 3C e 'H calculados e os
deslocamentos quimicos experimentais.

Cada estrutura foi classificada com base em probabilidades, e probabilidades
superiores a 90% indicaram um alto nivel de confianga em que o candidato apresentou
a melhor concordancia com os dados experimentais (Grimblat et al., 2015).
Simulacdes de ECD foram realizadas em um nivel de teoria TD-DFT (CAM-
B3LYP/TZVP) para calcular as energias de excitacdo (em nm) e as forcas rotatorias

R na forma de velocidade do dipolo para as primeiras 30 transicdes eletronicas
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singleto - singleto. O método FEI-MCP foi aplicado para simular implicitamente a
acetonitrila como solvente.

Os espectros finais de ECD foram gerados com base nas estatisticas de
Boltzmann dos conformers selecionados e plotados usando o software Origin 8 e
todos os calculos quéanticos foram realizados utilizando o pacote de software Gaussian
16 (Frisch et al., 2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Identificagdo de Sep-1

O Composto Sep-1 foi obtido como um sélido amarelo claro com 6 mg de massa

e sua identificacdo foi realizada através de RMN 1H, “ce bidimensionais, além de
analise por HR-ESI-MS.

No espectro de RMN de 3C-BB (100 MHz, DMSO-ds) e suas expansdes
(Figuras 22-25, pag. 67, 68) observou-se dezesseis deslocamentos quimicos, sendo
dois deles atribuidos a carbonos néo hidrogenados &c 116.51 e 153.40; trés carbonos
metinicos (CH) ¢ 103.64; 102.27 e 100.15, um carbono metilénico (CH2) em &¢ 62.09;
dois carbonos metilicos (CHz) &¢c 16.35 e 13.89, um carbono metoxilico (OCHs) em &¢
55.92, quatro carbonos ligados a oxigénio em dc 166.72; 169.64; 99.99 e 81.12 e trés
carbonilas em d¢c 191.48; 195.20 e 185.27.

No espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) e suas expansdes (Figuras 26-
29, pag. 69, 70) mostram absorc¢des na regido de hidrogénios aromaticos/olefinicos
on 5.56 (d, 1H, J= 0,8Hz), 6.41 (d, 1H, J= 2.0Hz) e 6.60 (d, 1H, J= 2.0HZz), também
foram observados os sinais em dn 2.30 (s, 3H) e 1.06 (s, 3H, J= 6.8Hz) atribuidos as
duas metilas, dois multipletos atribuidos a dois hidrogénios metinicos em &4 4.01 (1H,
m) e 4.14 (1H, m) e um sinal de metoxila em &4 3.80 (s, 3H).

No espectro de correlacdo quantica unica heteronuclear (HSQC) (Figuras 30-
36, pag. 71-74) foi possivel observar a correlacdo direta do préton em én 5.56 (d, 1H, J=
0,8 Hz) com o carbono &¢ 103.64 assinalado como sendo C-3, além da confirmacéo
pelo espectro de correlagdo heteronuclear a multiplas liga¢cdes (HMBC) (Figuras 37-
46, pag. 74-79) mostrando o mapa de contorno deste H-3 com as carbonilas 6c 191.48
e 195.20 assinaladas como C-1 e C-4 respectivamente (Ge et al., 2005) e com 0
carbono d¢ 99.99 indicado como sendo C-2 (Figura 38, pag. 75). Ainda no espectro
HSQC (Figura 32, pag. 72) os hidrogénios de metila em &+ 2.30 (s,3H) se correlaciona
diretamente com o carbono metilico em &c 16.35 (C-14) e o fato destes hidrogénios
apresentarem mapas de contorno no HMBC (Figura 39, pag. 75) com os carbonos C-3
e C-1 demonstram a ligacdo desta metila ao carbono 2.

Ainda no espectro de RMN 13C (Figuras 22-25, pag. 67, 68) os sinais referentes

a carbonos ligados a oxigénio em d¢c 153.40 e 81.12 foram atribuidos aos carbonos
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C-12 e C-13 (Kawamura et al., 2017), respectivamente. Todas essas informacdes
apontam para a presenca de um anel do tipo p-benzoquinona (anel A).

O sinal em d4 3.80 (s) com integral pra trés hidrogénios de metoxila se
correlaciona diretamente no HSQC (Figura 33, pag. 72) o carbono em &c 55.9 e
apresentam mapas de contorno no HMBC (Figura 40, pag. 76) com o sinal em dc
166.72 atribuido ao carbono C-5 indicando que esta metoxila esta ligada a este
carbono. Ainda no mapa de contorno HSQC (Figura 36, pag. 74) foram observadas
as correlagdes diretas entre o hidrogénio 6n 6.41 (d, 1H, J= 2,0Hz) com o carbono &c
102.27 e do hidrogénio &1 6.60 (d, 1H, J= 2,5Hz) com o carbono &¢ 100.15 assinalados
como sendo C-6 e C-8, respectivamente.

No HSQC também foi observada a correlagdo direta dos hidrogénios metinicos
em &n 4.01 (m) e 4.14 (m) com o carbono &¢ 62.09 (Figura 34, pag. 73) e os hidrogénios
de metila em &4 1.06 (t, 3H, J= 7,2Hz) com o carbono &¢ 13.89 (Figura 31, pag. 71)
assinalados como os carbonos C-1' e C-2’, respectivamente. A confirmacédo destas
posicdes foi através das correlacdes no HMBC dos hidrogénios 3H-2’ com C-1’ (Figura
41, pag. 76) e dos H2-1' com os carbonos C-2’ (Figura 42, pag. 77) e com o sinal para
carbono oxigenado em &c 169.64 assinalado como C-7 (Figura 43, pag. 77),

comprovando que uma cadeia etoxi esta ligada a este carbono.

No espectro de RMN e (Figura 24, pag. 68) o sinal referente a carbono nao
hidrogenado em &¢ 116.51 foi atribuido ao carbono C-10 e a correlagdo observada no
mapa de contorno HMBC entre o H-6 (dx 6.41, t, 1H, J= 2,0 Hz) e 0 carbono em &¢
158.5 permitiu indica-lo como sendo o carbono C-9, somando as correlagées de H-6
com C-10, C-5 e C-8 (Figuras 44 e 45, pag. 78) e de H-8 ( dx 6.60, d, 1H, J= 2,5Hz)
com os carbonos C-6, C-10, C-13 e C-5 (Figura 46, pag. 80) foi possivel estabelecer

o0 anel B como um anel 7-et6xi-5-metdéxibenzeno.

Figura 16: Conex&o dos anéis A e B




62

A existéncia de um terceiro sinal para carbonila em &c 185.27 e o0s
deslocamentos atribuidos a C-9, C-10, C-12 e C-13 indicam que os anéis A e B estéo
ligados por uma carbonila C-11 e que os deslocamentos de C-9 e C-13 apontam que
estes carbonos nao possuem hidrogénio ligados a eles e portanto estéo ligados entre
si por uma ligacéao simples formando assim um anel de cinco membros (Anel C) (Figura
16, pag. 61).

O espectro de HR-ESI-MS de Sep-1 (Figura 17, pag. 62), mostrou um pico do
ion molecular com m/z 349.0910 [M+H]* [calc: 349.0918 m/z, erro de 2.2 ppm]
compativel com a formula molecular Ci7H160s € somado a todas as analises
realizadas, foi possivel propor que esta substancia possui ainda uma hidroxila em sua

estrutura.

Figura 17: Espectro HR-ESI/EM de Sep-1
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349.0910 1 C17H1708 349.0918 2.2 1.5 1 100.00 9.5 even ok

Todas as analises realizadas levaram a proposta de que o Sep-1 também contém
um grupo hidroxila, no entanto, ndo foi conclusivo se esse grupo hidroxila estava ligado

ao oxigénio ligado ao C-12 ou C-13. Para resolver essa ambiguidade, foram realizados

calculos de desvio quimico de RMN Bce'H para todos os possiveis candidatos do
Sep-1, ou seja: dois diastereisdmeros (12S*,13R* e 12R* 13S*) de cada estrutura
possivel (oxigénio ligado ao C-12 ou C-13, tabela 3, pag 64). A aplicacdo do método
DP4+ resultou em uma probabilidade de 100%, correlacionando os dados
experimentais com os desvios quimicos calculados para o diastereébmero 12S*,13R*
do candidato com o grupo hidroxila ligado ao oxigénio ligado ao C-12 (Tabela 3, pag.
64). Com a configuracao relativa inequivocamente estabelecida para o composto 1,
simulacbes de ECD foram subsequentemente realizadas para determinar sua
configuragéo absoluta. Ao comparar os espectros simulados e experimentais de ECD,

a configuracdo absoluta do Sep-1 foi definitivamente determinada como 12R,13S.
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(Figura 18, pag 63 e tabela 3, pag. 64).
O espectro de CLAE-EM/EM de Sep-1 (Figura 20, pag. 65) mostrou um pico

com m/z 349.19 [M+H]T e seus fragmentos, onde observou-se um com m/z 331
referente a perda de uma molécula de agua (18 Da), um fragmento em m/z 303 pela
perda dos 28 Da referentes a um -CO e por ultimo o fragmento m/z 275 referente a
mais uma perda de -CO (28 Da) (Figura 21, pag. 66).

Todos os experimentos relatados tornaram possivel determinar Sep-1 como
sendo a Sennaquinona A (Figura 19, pag. 63) um produto natural isolado pela
primeira vez na literatura. Os dados adicionais de todas as correlagbes principais
observadas nos espectros de ressonancia magnética nuclear de HMBC (DMSO-dg,
400 e 100 MHz) estdo demonstrados na Figura 47, pag 80 e os dados compilados na

Tabela 2, pag 64.

Figura 18: Espectros de ECD experimentais (parte superior) e calculados (parte inferior) para os
enantibmeros de Sep-1
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Figura 19: Estrutura de Sep-1
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Tabela 2: Dados de RMN H e 3C utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, DMSO-ds)
de Sep-1

Sep-1
(DMSO-ds)
HSQC HMBC
N° 1H 13C ZJ SJ
1 - 191.48 - -
2 - 153.40 - -
3 5.56 (d, J=0,8) 103.64 C-4 C-1,C-12
4 - 195.20 - -
5 - 166.72 - -
6 6.41 (d, J=2.0) 102.27 C-5 C-8, C-10,C-9 (1)
7 - 169.64 - -
8 6.60 (d, J=2.0) 100.15 - C-6, C-10, C-13,
C-5 (1)
9 - 158.5 - -
(HMBC)
10 - 116.51 - -
11 - 185.27 - -
12 - 99.99 - -
13 - 81.12 - -
14 2.30 (s) 16.35 - C-1,C-3
5-OCHs 3.80 (s, 3H) 55.92 - C-5
1 4.14 (m) 62.09 c-2’ C-7
4.01 (m)
2 1.06 (t, 3H, 13.89 C-1 -
J=6.8)

Tabela 3: As probabilidades DP4+ foram calculadas para ambos os diasterebmeros dos dois
candidatos estruturais para o composto 1.

Propostas estruturais
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Diasteredbmeros (12S*,13R* e 12S* 13R*) dos dois candidatos estruturais para o
composto 1: um no qual o grupo hidroxila esté ligado ao oxigénio conectado ao
carbono 12 (a esquerda), e o outro onde esta ligado ao oxigénio conectado ao
carbono 13 (a direita).

Grupo hidroxila ligado ao Grupo hidroxila ligado ao
oxigénio conectado ao C-12 oxigénio conectado ao C-13
125*,13S* 12R*,13S* 125*,13S* 125*,13R*
DP4+ 0.00% 100.00% 0.00% 0.00%

Probabilidades




Figura 20:
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Figura 22: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 23: Expanséo do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-dg) de Sep-1
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Figura 24: Expansao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 25: Expanséo do espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-dg) de Sep-1
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Figura 26: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 27: Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) de Sep-1
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Figura 28: Expansao do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
I-ﬂ#l‘-wON NN~ O N o
1] mol—= o TN—-OoO0®0Y Q
e e e bl 20Qoonana @ 4500
T ST S ST ITMM MM ]
Al N ANNT L AAN
4000
‘I 3500
3000
‘ 2300
‘ 2000
‘ 1500
| ‘ 1000
|
|
L | \ {500
| |
1 I I i \ﬂu f'\ 1 /\J \ ___/,/
fl / I ’ | A | , - _ I
) J‘J\J \,\/ AL A Jl LSV \/\Jl\\JL e T
_ ro
2 i d
- -
4.20 4.18 4.16 414 4.12 4.10 4.08 4.06 4.04 4.02 4.00 3.98 3.96 3.94 3.92 3.90 3.88 3.86 3.84 3.82 3.80 3.78 3.76 3.74 372 3.70 3.68
f1 (Emj

Figura 29: Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 30: Mapa de contorno HSQC (400 MHz 100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 31: Expanséo do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 32: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1

N [
M L

2.72 2.70 2.68 2.66 2.64 2.62 2.60 2.58 2.56 2.54 2.52 2.50 248 2.46 2.44 247 240 2.38 236 2.34 2.32 230 2.28 2.26 2.24 2.22 2.20
12 (ppm)

£1.(ppr)

Figura 33: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 34: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 35: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 36: Expansdo do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 37: Mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-dg) de Sep-1

. T

20

[] r30

o8 50
+60
®
t70
o +80
t90
(] q F100

r110

TN

120
k130
140
k150
° ) 160
—— 0 om ¥ F170
L 180

" F190

200

Ll

210

T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
2 (ppm)

f1 (ppm)

74



Figura 38: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 39: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 40:

Expansédo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 42: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 43: Expansdo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 44: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 45: Expansdo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-de) de Sep-1
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Figura 46: Expansdo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-1
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Figura 47: Correlacbes de HMBC de Sep-1
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5.2. Identificacédo de Sep-2

A substancia Sep-2 se mostrou como um soélido amarelo, com 9 mg de massa
e sua identificacdo foi realizada através de RMN H, 13C e bidimensionais, além de
analise por HR-ESI-MS.

No espectro de RMN de 3C-BB (125 MHz, DMSO-ds) e expansdes

(Figuras 54-57, pag. 85-87) observou-se dezesseis sinais, sendo trés carbonos néo
hidrogenados 6¢ 110.8; 109.3 e 154.4; trés carbonos metinicos sp? (CH) 8¢ 111.0; 99.7
e 105.3, dois carbonos metilicos (CHs) &c 19.5 e 31.6, cinco carbonos ligados a
oxigénio em &c 165.8; 162.6, 160.0, 178.5 e 69.5; um carbono metoxilico (OCH3) em
0c 56.8 e duas carbonilas em &c 187.7 e 177.7.

No espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) e suas expansdes (Figuras 51-
53, pag. 84, 85) mostram absor¢des na regido de hidrogénios aromaticos/olefinicos
onde os sinais 61 6.17 (s, 1H), 5.69 (s, 1H) e 7.20 (s, 1H) foram atribuidos a H-3, H-7
e H-10, respectivamente. Foram observados também os sinais em 61 2.35 (s, 3H) e
1.56 (s, 3H), atribuidos as duas metilas ligadas a anel aromatico, bem como o sinal
de metoxila em &+ 3.86 (s, 3H).

No espectro de correlacdo quantica Unica heteronuclear (HSQC)

(Figuras 58-60, pag. 87,88) foram observadas as correlacées que confirmam as duas
metilas (6H 1.56/6¢ 31.6, &1 2.35/6¢ 19.5), uma metoxila (&1 3.86/6¢ 56.8), dois protons
olefinicos (&1 6.17/ ¢ 111.0 e dH 5.69/ dc 99.7); assinalados como sendo H-3/C-3 e
H-7/C-7 e um aromético em (6n 7.20/6c 105.3) assinalado como H-10/C-10,
respectivamente. As correlacbes observadas no espectro de correlacao
heteronuclear a multiplas ligacdes (HMBC) (Figuras 61-71, pag. 89-94) colaboraram
para a confirmacao destas posi¢cdes, onde o sinal de hidrogénio em &+ 6.17 (H-3), teve
correlagao com dc 165.8 (C-2), 6¢c 110.8 (C-4a) e com a metila em &c 19.5 (Figuras
62 e 63, pag. 89,90), que por sua vez teve seus hidrogénios em &+ 2.35 acoplando
com os carbonos 6c 111.0 (C-3) e 6c 165.8 (C-2) que por apresentar este valor de
deslocamento indica que a metila esta ligada ao carbono C-2 (Figura 64, pag.90).

Ainda as correlagcbes observadas no HMBC para o hidrogénio dn 5.69 (H-7)
com os carbonos &c 187.7(C-6), d¢c 178.5 (C-8), dc 69.5 (C-9) e d6¢c 109.3 (C-5a)
(Figuras 65 e 66, pag. 91) e o hidrogénio dx 7.20 (H-10) apresentou correlacdes com
os carbonos C-9, C-5a, 6c154.4 atribuido a C-9a e &c 110.8 atribuido a C-4a e &c

160.0 atribuido a C-10a (Figuras 67 e 68, pag. 92), reforcaram esses assinalamentos.
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Os sinais de RMN de *3C (Figura) em &c 162.6 e 178.5 (Figura 57, pag. 87)
indicam a presenca de substituintes oxigenados nestas posi¢des, assinaladas como
C-5 e C-8, além dos sinais em dc 177.7 e 187.7 indicativos de carbonilas que foram
atribuidos aos carbonos C-4 e C-6, respectivamente.

Todos esses sinais e correlacdes observados, permitem propor um esqueleto
do tipo metil-benzocromona ou metil-naftopirona (Shen et al., 2007) (Figura 48, pag.
82).

Figura 48: Esqueleto naftopirona

As correlacbes no HMBC para os hidrogénios de metila &+ 1.56 com os
carbonos C-8, C-9 e C-9a reforcam que esta metila estd ligada ao C-9 e o
deslocamento deste em &c 69.5, indicam que além da metila este carbono se liga
também a uma hidroxila (Figuras 69 e 70, pag. 93). Outro dado observado foi a
correlacdo direta para metoxila vista no HSQC (61 3.86) com seu carbono &c 56.8
(Figura 59, pag. 88), e no HMBC com o C-8 indicando assim que este carbono tem

esta metoxila como substituinte (Figura 69, pag. 93).

Figura 49: Espectro HR-ESI/EM de Sep-2

Inlens4._ SEP1_POS_MeOH_4500V_FORM_RANNA_1-1_01_1398.d: +MS, 0.2-0.3min #10-19
x10
1 3030856

304.0894

305.0899

299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma # mSigma Score rdb e Conf N-Rule
303.0856 1 C16H1506 303.0863 25 6.8 1 10000 95 even ok

O espectro de HR-ESI-MS de Sep-2 (Figura 49, pag. 82), mostrou um pico com
m/z 303.0856 [M+H]* [calc: 303.0863 m/z, erro de 2.5 ppm] compativel com a férmula

molecular C16H1406 € somado a todas as andlises de RMN de H, 13C e bidimensionais
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(HSQC e HMBC) e sua comparacdo com a literatura (Li et al., 2001), foi possivel
propor que Sep-2 € a naftopirona quinquangulona, isolada pela primeira vez na

espécie Senna pluribracteata (Figura 50, pag. 83).

Figura 50: Estrutura de Sep-2

OH

H;CO o

Os dados das correlacfes principais observadas no HMBC (DMSO-ds, 500 e
125 MHz) estdo demostrados na Figura 72, pag. 95 e os dados compilados na Tabela
4, pag. 83.

Tabela 4: Dados de RMN *H e 3C utilizando técnicas uni e bidimensionais (500 e 125 MHz, DMSO-ds)
de Sep-2, em comparacdo aos dados da literatura Li et al., 2001.

SEP-2
(DMSO-de)

Referéncia

HMQC HMBC (Li et al., 2001)

(DMSO-ds)

No 1H 13C ZJ 3J 1H 13C
2 - 165.8 - 165.6
3 6.17 (s, 1H) 111.0 C-2 2-CHs e C-4a 6.11 109.9
4 - 177.7 - 177.6
4a - 110.8 - 110.7
5 - 162.6 - 162.5
5a - 109.3 - 109.3
6 - 187.7 - 187.5
7 5.69 (s, 1H) 99.7 C-8e C-6 C-9 e C-5a 5.65 99.7
8 - 178.5 - 178.3
9 - 69.5 - 69.4
9a - 154.4 - 154.3
10 7.20(s,1H) 1053 C-9aeC- C-9,C-4aeC-5% C- 7.15 105.3

10a 4 (*))e C-6 (4J)

10a - 160.0 - 159.3
2-CHs 2.35 (s, 3H) 19.5 C-2 C-3 2.30 194
9-CHs 1.56 (s, 3H) 31.6 C-9 C-8 e C-9a 1.52 315

OCHs 3.86(s,3H) 56.8 C-8 3.83 56.7




Figura 51: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg) de Sep-2
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Figura 53: Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 54: Espectro de RMN de 3C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 55: Expanséo do espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-de) de Sep-2
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Figura 57: Expansao do espectro de RMN de 3C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 58: Mapa de contorno HSQC (500 MHz €125 MHz, DMSO-de) de Sep-2
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Figura 59: Expansao do mapa de contorno HSQC (500 MHz €125 MHz, DMSO-dg) de Sep-2
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Figura 60:

Expansédo do mapa de contorno HSQC (500 MHz 125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 61: Mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 63: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz e125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 64: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz e125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 65: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 66: Expansdo do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 67: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 68: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2

D I
150
0 F155
— 160
L 165
Li70  §
g
o
=175
I 180
185
] 0
L 190
: : : : : : : : : : : : : : : :
8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1
2 (ppm)




Figura 69: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 70: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 71: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-2
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Figura 72: Correlacbes de HMBC de Sep-2
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5.3. Identificacdo de Sep-3

A substancia Sep-3 se mostrou como um solido amarelo, com 20 mg de massa
e sua identificacdo foi realizada através de RMN H, 13C e bidimensionais, além de
analises por HR-ESI-MS.

No seu espectro de RMN de 'H e '3C-BB (400 e 100 MHz, em DMSO-ds) e
expansOes (Figuras 78-86, pag. 101-105), foram observados vinte e oito sinais de
carbono e alguns sinais de hidrogénio que ao serem comparados com 0 composto
Sep-2 ja identificado neste trabalho, foi possivel determinar que Sep-3 também possui

o0 mesmo padrdo de um esqueleto de naftopirona (Figura 73, pag. 96).

Figura 73: Esqueleto naftopirona

Todos os sinais atribuidos aos seus respectivos hidrogénios e carbonos que se

assemelham com Sep-2 estdo assinalados nas figuras 74 e 75, pag. 96, 97.

Figura 74: Semelhancas de deslocamentos quimicos de Sep-3 com Sep-2

H 7.09 (s)
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Figura 75: Semelhancas de deslocamentos quimicos de Sep-3 com Sep-2

CHs3
2.36 (s, 3H)

Além destes sinais semelhantes com Sep-2, o composto Sep-3 apresentou
diferencas importantes nos sinais atribuidos aos carbonos C-7, C-8 e C-9 indicando
mudancas estruturais nesta regido além dos sinais a mais para hidrogénios de
metoxila em &1 3.91 (s, 3H) e a sua correlagdo no HSQC com o carbono 8¢ 55.8 ppm,
e o sinal de mais uma metila em &1 2.27 (s, 3H) e seu carbono em &¢ 10.5 (Figura 88,
pag. 106). Os mapas de contorno no HMBC indicaram que Sep-3 possui a metoxila
ligada ao carbono &c 157.8 (C-8) e uma metila ligada a C-9 (6¢c 110.0), pois 0s
hidrogénios da metoxila se correlacionam com C-8 (Figura 93, pag. 108) e os da metila
com C-8, C-9 e 6¢ 138.2 (C-9a) (Figura 92, pag. 108).

Os dados observados com estas analises, somado a comparacdes com a
literatura (Li et al., 2001) levaram a identificar Sep-3 como um esqueleto naftopirona
do tipo quinquangulina.

O espectro de RMN *'H (Figuras 83-86,pag. 103-105), ainda presentou sinais
relativos a hidrogénios de unidade osidica na regidao entre dn1 3,15 a 3,96; dois
hidrogénios anoméricos em o1 5.10 (d, 1H, J=7,6 Hz, H-1") e 4,55 (d, 1H, J=1,6 Hz,
H-1") e mais um sinal para hidrogénios metilicos em 6+ 1,11 (d, 3H, J= 6 Hz, H-6")
que sugerem a ligacdo de duas unidades de agucares ao esqueleto naftopirona. No
RMN de 3C (Figuras 78-82,pag. 101-103), a ocorréncia de nove sinais na regido
entre dc 70.1 e 66,7; dois sinais 6c100.6 e 101,3, referentes aos carbonos anoméricos
C-1" e C-1", respectivamente, e o sinal referente a metila em &c 17.9 vem indicar a
ocorréncia de uma glicose e uma ramnose.

No HSQC foi possivel observar as correlagfes diretas do préton anomeérico em
on 5.10 (d, 1H, J=7,6 Hz) com o C-1’ (dc 101.3), dos sinais em 61 3.96 e 3.37 com o



98

C-6’ (6c 66.7) e dos hidrogénios 6+ 3.46 (H-2’) / &¢ 73.4 (C-2’); 61 3.35 (H-3’) / 6c 76.3
(C-3’); 61 3.15 (H-4") / 8¢ 70.1 (C-4’), 61 3.65 (H-5)/ 6c 75.7 (C-5") e 3.96 e 3.17 (2H-
6’) / 6c 66.7 (C-6") (Figuras 89 e 90, pag. 106 e 107), confirmam a presenca de uma
glicose ligada ao esqueleto Quinquangulina. O mapa de contorno no HMBC, entre o
préton anomeérico em &x 5.10 (H-1') e o C-6 (6¢c 156.5), indicam que a unidade de
glicose esta ligada a quinquangulina através dos carbonos C-1’-O-C-6 (Figura 94, pag.
109).

Ainda no espectro HSQC foi observada a correlagdo do hidrogénio o+ 4,55 (d,
1H, J=1,6 Hz) H-1” com o C-1” (&n 100.5) (Figura 90, pag. 107), caracteristicos de
outra unidade osidica, reforgados pelas correlagdes diretas entre o1 3.58 (H-2") / &c
70.4 (C-2”); ®143.39 (H-3”) / 8¢ 70.7 (C-3”); ®13.17 (H-4") / dc 72.0 (C-4”) e &1 3.39 (H-
5”) | d¢ 68.4 (C-5") (Figura 89, pag. 106), e pbr fim a correlacdo entre um sinal de
hidrogénio de metila em 6n 1.11 (d, 3H, J= 6 Hz) acoplando com um carbono em &c
17.9 (Figura 88, pag. 106), direcionam para a indicacdo de que esta unidade osidica
€ uma ramnose. As principais correlacbes que confirmam a proposicao de uma
ramnose ligada a glicose por C-1"-O-C-6’ s&o observadas no HMBC, onde é vista a
correlagao do sinal de hidrogénio em &+ 4.55 (H-1") com o C-6’ da glicose e com o C-
5” (Figura 95, pag. 109), além da correlagao do &+ 3.96 (Ha-6") com o C-1” (&x 100.5)
(Figura 96, pag. 110).

Figura 76: Espectro HR-ESI/EM de Sep-3

Inten54. SP_MPLC_14.09_N1_1-2_01_1294.d: +MS, 0.2-0.3min #12-16
x10°
3 5952024

E |

596.2052

| |597.2091
I\ |L I

585.0 587.5 590.0 592.5 595.0 597.5 600.0 602.5 605.0 607.5 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma # mSigma Score rdb e Conf N-Rule
595.2024 1 C28H35014  595.2021 -0.5 6.0 1 100.00 115 even ok

O espectro de HR-ESI-MS de Sep-3 (Figura 76, pag. 98), mostrou um pico com
m/z 595.2024 [M+H]* [calc: 595.2021 m/z, erro -0.5 ppm] compativel com a férmula
molecular C2sH34014 € somado a todas as analises realizadas, foi possivel propor que

esta substéancia € a naftopirona quinquangulina-6-O-[a-L-ramnopiranosideo-
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(1—6)-B-D-glucopiranosideo] (Figura 77, pag. 99), um produto natural isolado pela

primeira vez na literatura.

Figura 77: Estrutura de Sep-3

6 o) OH (o)

Os dados adicionais de todas as correlacdes principais observadas nos
espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H x 3C e bidimensionais (HSQC
HMBC) (DMSO-ds, 400 e 100 MHz) estdo demonstrados nas FiguralOl, pag. 113e os

dados compilados na Tabela 5, pag 99.

Tabela 5: Dados de RMN H e 13C utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, DMSO-ds)
de Sep-3, em comparacdo aos dados das literaturas Li et al., 2001 e Souza et al., 2020

Sep-3
(DMSO-ds)

Referéncia

HSQC HMBC (DMSO-de)
(LI et al., 2001)

N° 1H 1SC ZJ 3J 1H 13C
2 - 169.0 - 169.9
3 6.15(s, 1H) 106.6 C-2,C-4 2-CHs, C- 6.19 106.7

4a
4 - 183.7 - 184.7
4a - 103.1 - 103.1
5 - 162.4 - 162.4
5a - 107.4 - 106.6
6 - 156.5 - 156.5
7 6.96 (s, 1H) 97.4 C-6,C-8 C-5a,C-9 7.01 97.6
9-CHz (4J)

e C-51))
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10a
2-CHs3
9-CH3

OCHs
Gli

1!

2’
3’
4
5’
6’

Ram

1”

2’!
3’!
4!!
5’!
6’!

7.09 (s, 1H)

2.36 (s, 3H)
2.27 (s, 3H)

3.91 (s, 3H)

5.10 (d, 1H,
J=7,6 Hz)
3.46
3.35
3.58
3.65
3.96
3.37

4.55 (d, 1H,
J=1,6 Hz)

3.15
3.17
3.39
3.39
1.11 (d, 3H,
J=6 Hz)

157.6

110.0

138.2
97.2

152.2
20.9
10.5

55.8

101.3

73.4
76.3
70.4
75.7
66.7

100.5

70.1
72.0
70.7
68.4
17.9

C-10a

C-2

C-6’

C-5"

C-4a, C- 7.17
5a, C-9

C-3 2.39

C-9a, C-8, 2.29
C-10 (4J)
C-8 3.92

C-5,C-6 5.07

3.43
3.65
3.12
C-3, C-1 3.35
C-1”,C-4” 3.94
3.48

Souza et al., 2020

157.7

110.0

138.2
97.5

152.6
20.1
10.5

56.0

101.5

73.4
75.8
70.2
76.2
67.8

(DMSO-ds)

C-6, C-5", 4.38(d,
C4”*)) J=10

Hz)

3,38

3,28

3,10

3,25
C-3”(*J) 1.05(d,
J=6,0

Hz)

100.5

70.8
71.0
72.3
68.7
18.3
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Figura 78: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 79: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 80: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 81: Expanséo do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-dg) de Sep-3
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Figura 82: Expanséo do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-dg) de Sep-3
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Figura 84: Expansao do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-dg) de Sep-3
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Figura 85: Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) de Sep-3

58 23 >
1 1 o < o
P ~ |
\
|
w
|
| |
R
|
‘P ||‘
[ )
.
F
]
-
-
J
|
| | W
| 1 \H\ / | || I‘“‘|
| | (
| | e L K JIRT
e . r o -
L F i F I 1
8 8
5:1 5.0 4.‘9 4.‘8 4.7 4:6 4.‘5 44 4:3 4:2 4‘1 4.‘0 3.‘9 3.8 3.7 3.6 3:5 34 3.3 3.2




Figura 86: Expansao do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-dg) de Sep-3
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Figura 87: Mapa de contorno HSQC (400 MHz 100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 88: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 89: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 90: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz 100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 91:

Mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 92: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 93: Expansdo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-dg) de Sep-3
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Figura 94: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 95: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 96: Expansado do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 97: Expansdo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 98: Expansado do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 99: Expansdo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 100: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-3
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Figura 101: Correlac6es de HMBC de Sep-3
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5.4. Identificacdo de Sep-4

O Composto Sep-4 foi obtido como um sélido amarelo vivo com 3 mg de massa
e sua identificacdo foi realizada através de RMN H, 13C e bidimensionais, além de
analise por HR-ESI-MS.

No seu espectro de RMN de 'H e 13C-BB e os bidimensionais (HSQC e HMBC)
(400 e 100 MHz, em DMSO-de) e expansbes (Figuras 107-126, pag. 119-128), foram
observados vinte e cinco sinais de carbono e alguns sinais de hidrogénio, que ao

serem comparados com 0s compostos Sep-2 e Sep-3 ja identificados neste trabalho,

foi possivel determinar que Sep-4 também possui 0 mesmo padrdo de um esqueleto
de naftopirona (Shen et al., 2007) (Figura 102, pag. 114).

Figura 102: Estrutura do esqueleto naftopirona

9 10

Todos os sinais estdo atribuidos aos seus respectivos hidrogénios e carbonos
gue se assemelham com Sep-2 e 3 estdo assinalados nas figuras 103 e 104, pag 114
e 115.

Figura 103: Semelhancas de deslocamentos quimicos de Sep-4 com Sep-2 e Sep-3

H7.21 (s)

169.3 (HMBC)

106.8

6[157.5 He.20 (s)

(HMBC)

5]160.9




115

Figura 104: Semelhancas de deslocamentos quimicos de Sep-4 com Sep-2 e Sep-3

Além destes sinais semelhantes com Sep-2 e 3, 0 composto Sep-4 apresentou
uma diferenca no sinal atribuido a C-9, com um deslocamento em &c 101.1 e que
apresentava uma correlagdo no HSQC com o hidrogénio em o+ 6.68 (m, 1H) (Figura
116, pag. 123) e no HMBC, com C-8 (6c 161.0) e C-5a (&c 108.1) (Figura 122, pag.
126) mostrando mesmo tendo a metoxila ligada ao C-8 igual a Sep-3, ndo tem a metila
ligada ao C-9 e sim um hidrogénio, sendo assim um esqueleto metil-benzocromona
ou metil-naftopirona, do tipo Rubrofusarina (Messana et al., 1991).

No espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) e suas expansoes (Figuras 110-
112, pag. 120, 121) também foi possivel observar a presenca de sinais ha regido de
OH 3.18-3.80 caracteristicos de unidade osidica, um sinal de préton anomérico em &x
5,06 (d, J= 7,6 Hz) e os duplos dupletos em 6n 4,42 (dd, J= 2,4 e 12Hz) e 4,08 (dd, J=
= 12 e 7,6 Hz) comuns aos 2H-6’ sugerem a presenca de uma hexose que foi
confirmada por dados espectroscopicos de RMN 3C, HSQC e HMBC, que se trata de
uma glicose e a correlagdo no HMBC entre o préton anomérico em &+ 5,06 (H-1") e o
C-6 (6c 157.5) (Figura 123, pag. 127), indicam que ela esta ligada ao esqueleto
rubrofusarina através dos carbonos C-1’-O-C-6 (Li et al., 2001).

Além dos sinais ja apontados, foram observados dois sinais de prétons
olefinicos em &1 5,88 (dd, 1H, J=1,6 e 15,6Hz) € 6,92 (m, 1H) e um préton em 6+ 1,86
(dd, J= 2 e 6,8Hz) com integral pra trés hidrogénios correspondente a uma metila
(Figuras 111 e 112, pag. 121), somados aos sinais observados no RMN de 3C, com
um sinal de carbonila em dc 165.4; dois carbonos metinicos sp?em &c 122.2 e 145.5

e um sinal de metila em d¢ 17.8 (Figuras 107-109, pag. 119 e 120), em comparacao
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com a literatura, indicam a presenca do éacido (E)-crotbnico conectado a este
composto (Park et al.,, 2016) . Correlacdes observadas no HSQC mostram os
hidrogénios on 5.88 (H-2"), 6.92 (H-3”) e 1,86 (H-4") com seus respectivos carbonos
em &c 122.2 (C-27); 145.5 (C-3”) e 17.8 (C-4”) (Figuras 114 e 116, pa4g. 122 e 123)
sendo reforcada por correlagcbes no HMBC entre H-3” e &c 165.4 que foi atribuido a
carbonila C-1” e dos hidrogénios metilicos 6+ 1,86 (J= 2 e 6,8Hz) com C-1" e C-2”
(Figuras 125 e 126, pag. 128). No mapa de contorno HMBC foram observadas
também as correlacdes entre H-6’ (&1 4.08) da glicose e a carbonila C-1” do acido (E)-
crotonico indicando assim a ligacdo do substituinte ao C-6’ da unidade osidica (Figura
124, pag. 127).

Figura 105: Espectro HR-ESI/EM de Sep-4

Intens.{ SEP_MPLC1211 _ranna_NEG_1-6_01_1147.d:-MS, 0.9-1.1min #55-63|
1200+
4 501414

|

1000+

800 l

600+ |
4001 [ 502.1449
200-| |

498 ' 500 ‘ 502 ' 504 ‘ 506 ' miz

Meas. m/z # lon Formula m/z  err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e~ Conf N-Rule
501.1414 1 C25H25011 501.1402 -24 305 1 100.00 135 even ok

O espectro de HR-ESI-MS de Sep-4 (Figura 105, pag. 116) mostrou um pico
do ion molecular em m/z 501.1414 [M-H]  [calc: 501.1402 m/z, erro de -2.4 ppm]
compativel com a formula molecular C2sH26011 e somado a todas as andlises
realizadas, comparacédo com a literatura e com Sep- 2 e 3, foi possivel propor que
esta substancia e a naftopirona rubrofusarina-6-O-[B-(6’-(E)-
crotonilglucopiranosideo)] (Figura 106, pag. 117) um novo produto natural isolado
pela primeira vez na literatura.

Os dados das correlacdes principais observadas nos espectros de ressonancia
magnética nuclear HMBC (DMSO-ds, 400 e 100 MHz) estdo demonstrados na figura
127, pag. 129 e os dados compilados na tabela 6, pag. 117.
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Figura 106: Estrutura de Sep-4

H;CO 0 CH,

OH (o)

Tabela 6: Dados de RMN H e 13C utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, DMSO-ds)
de Sep-4, em comparacgédo aos dados das literaturas Messana et al., 1991, Li et al., 2001 e Park et al.,
2016

Sep-4
(DMSO-de)
Referéncia
HSQC HMBC (DMSO-ds)
(Messana et al., 1991)
Posicéo H 13C 2] 3 H 13C
2 - 169.3 - 168.7
(HMBC)
3 6.20 (s) 106.8 C-2 C-4a  6.18(s) 106.6
4 - 183.8 - 183.6
5 - 160.9 - 160.9
(HMBC)
6 - 157.5 - 157.7
(HMBC)
7 6.92 (s) 99.7 C9e 6.72(d, J= 99.8
C-5a 2.1)
8 - 161.0 - 161.7
9 6.68 (s) 101.1 C-8 C-5ae 6.93(d, J= 100.8
(HSQC) C-5 2.1)
(*J)
10 7.21 (s) 100.8 C-10a C-d4ae  7.19(s) 101.2
C-5a
10a - 152.6 - 152.3
4a - 103.8 - 103.6
(HMBC)
5a - 108.1 - 108.0
(HMBC)
9a - 140.5 - 140.2
2-CHs 2.39 (s) 20.2 c2 C3 2.38 (s) 22.2

8-OCHs 3.88 (s) 55.7 C-8 3.86 (s) 55.5
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Gli (Li et al., 2001)

1 5.06 (d, J= 100.6 C-6 5.00 (d, 101.1
7,6Hz) (HSQC) J=7,8 Hz)
2’ 3.45 (m) 73.5 3.43 73.4
3 3.35(m) 76.3 3.65 77.2
4 3.23 (m) 70.1 3.12 69.8
5 3.71 (m) 73.9 3.35 76.4
6’ 4.42 (dd, J= 63.5 3.94 63.37
2,4e 12 Hz) 3.48 (Park et al,
2016)
4.08 (dd, J= Cc-1”
12 e 7,6 Hz)

(Park et al., 2016)

17 - 165.4 - 165.3
2” 5.88 (dd, 122.2 5.84 (d, J= 121.9
J=16e 17.0)
15,6Hz)
3” 6.92 (m) 145.5 c-1”  6.86(m) 145.3
4” 1.86 (dd,J=2  17.8 c-3° C2° 1.63(d,J= 17.5

e 6,8Hz) 6.3)
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Figura 107: Espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-dg) de Sep-4
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Figura 108: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-4
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Figura 109: Expanséo do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-dg) de Sep-4
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Figura 111: Expanséao do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-4
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Figura 112: Expanséao do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-4
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Figura 113: Mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-4
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Figura 114: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz 100 MHz, DMSO-de) de Sep-4
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Figura 115: Expanséo do mapa de contorno HSQC (400 MHz 100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 116: Expansdo do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 117: Mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 118: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 119: Expanséo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 120: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 121: Expanséo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 122: Expanséo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 123: Expanséo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 124: Expanséo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 125: Expanséo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 126: Expansédo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de sep-4
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Figura 127: Correlac6es de HMBC de Sep-4
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5.5. Identificacdo de Sep-5

O Composto Sep-5 foi obtido como um solido amarelo vivo com 11mg de massa
e sua identificacdo foi realizada através de RMN *H, *3C e bidimensionais (HSQC e
HMBC), além de analises por HR-ESI-MS.

No seu espectro de RMN de 'H e 13C-BB e os bidimensionais (HSQC e HMBC)
(400 e 100 MHz, em DMSO-de) e expansbes (Figuras 133-151, pag. 134-143), foram
observados vinte e sete sinais de carbono e alguns sinais de hidrogénio, que ao serem

comparados com o0 composto Sep-2, Sep-3 e Sep-4 ja identificados neste trabalho,

foi possivel determinar que Sep-5 também possui 0 mesmo padrdo de um esqueleto
de naftopirona (Shen et al., 2007) (Figura 128, pag. 130).

Figura 128: Esqueleto naftopirona

9 10

Todos os sinais estdo atribuidos aos seus respectivos hidrogénios e carbonos
que se assemelham com Sep-2, 3 e 4 estdo assinalados nas figuras 129 e 130, pag
130, 131.

Figura 129: Semelhanc¢as de deslocamentos quimicos de SEP-5 com SEP-2, 3 e 4
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Figura 130: Semelhancas de deslocamentos quimicos de Sep-5 com Sep-2, 3 e 4
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Além destes sinais semelhantes com Sep-2 e 3, 0 composto Sep-5 apresentou
todos os sinais equivalentes a estrutura principal de Sep-4, sendo assim identificado
como um esqueleto metil-benzocromona ou metil-naftopirona, do tipo Rubrofusarina
(Messana et al., 1991).

Além disso, o espectro de RMN 'H também mostrou a presenca de sinais na
regido de on 3.15-3.89 caracteristicos de unidade osidica, dois sinal de protons
anoméricos em on 4.98 (1H, d, J=7.6 Hz) e 4.53 (1H, d, J= 1.6 Hz), os sinais em dH
3.34 e 3.89 comuns aos H2-6’ e uma metila em &+ 1,10 (3H, d, J= 6,4 Hz) sugerem a
presenca de duas unidades de aclcar sendo uma delas uma glicose e a outra uma
ramnose que foi confirmado por dados espectroscépicos de RMN de 3C, como os
carbonos anomeéricos em &c 100. 8 e 101.5, os nove sinais entre 6c 66.5 e 76.5 e a
metila em &¢ 17.9, somado a todas as correlagdes nos bidimensionais (HSQC/HMBC)
(Figuras 140-151, pag. 137-143) e comparacado com a literatura e com estes mesmos
substituintes observados em Sep-2.

A correlacdo observada no espectro HMBC entre o préton anomérico em ox
4.98 (H-1’) e 0 C-6 (6c 157.7) da rubrofusarina (Figura 146, pag. 140), mostrou que a
unidade de glicose esté ligada atraves dos carbonos C-1’-O-C-6 e a correlagcéao entre
o sinal de hidrogénio &1 4.53 (H-1") da ramnose com o C-6’ (8¢ 66.5) da glicose (Figura
147, pag. 141) confirmou a ligagdo das unidades osidicas através dos carbonos C-1"-
0O-C-6'.

O espectro de HR-ESI-MS de Sep-5 (Figura 131, pag. 132) mostrou o pico do
ion molecular com m/z 581.1857 [M+H]* [calc: 581.1865 m/z, erro de 3.3 ppm]
compativel com a férmula molecular C27H32014 e somado a todas as analises

realizadas, comparagdo com 0s compostos Sep-2, Sep-3 e Sep-4, além da literatura
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(LI et al., 2001; Shen et al., 2007 e Souza et al., 2020) foi possivel propor que esta
substancia € a naftopirona rubrofusarina-6-O-[a-L-ramnopiranosideo-(1—6)-B-D-
glucopiranosideo] (Figura 132, pag. 132) um produto natural ja conhecido mas que

foi isolado pela primeira vez na espécie Senna pluribracteata.

Figura 131: Espectro HR-ESI/EM de Sep-5

\menss.’ SEP3_POS_MeOH_4500V_FORM_RANNA 1-2 01 1399.d: +MS, 0.2-0.3min #11-16
x10°1
1.04 5814857
0.8
0.6
0.4+
] 582.1889
0.2
583.1901
0.0 T T T T T T T T T T T T T T
576 578 580 582 584 586 588 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e  Conf N-Rule
581.1857 1 C27H33014  581.1865 1.4 3.3 1 10000 115 even ok

Figura 132: Estrutura de Sep-5
H;CO (o) CH;

OH o

Os dados das correlacdes principais observadas nos espectros de ressonancia
magnética nuclear HMBC (DMSO-ds, 400 e 100 MHz) estdo demonstrados na figura
152, pag. 144 e os dados compilados na tabela 7, pag. 133.
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Tabela 7: Dados de RMN H e 3C utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, DMSO-ds)

de Sep-5, em comparacdo aos dados das literaturas Shen et a.l, 2007; Li et al., 2001 e Souza et al.,
2020.
Sep-5
(DMSO-ds)
Referéncia (DMSO-ds)
HSQC HMBC (Shen et al., 2007)
N° 1H 13C 2J 3J 1H 13C
2 - 168.8 - 168.8
3 6.18 (1H,s) 106.8 C-2 C-4a, 2- 6.18 (1H, s) 106.7
CHs
4 - 183.7 - 183.7
5 - 161.9 - 161.8
6 - 157.7 - 157.6
7 6.92 (1H,s) 99.7 C-5aeC-9 6.72(1H, d, 99.8
J=2.2 H2)
8 - 161.1 - 161.1
9 6.72 (1H,s) 101.2 C-8 C-7,C-ba 6.92 (1H, d, 100.8
e C-6 (4) J=2.2 H2)
10 7.17 (1H,s) 100.2 C-10a C-4aeC- 7.18 (1H, s) 101.1
5a
10a - 152.5 - 152.4
4a - 103.7 - 103.6
5a - 107.7 - 107.6
9a - 140.4 - 140.3
2-CHs 2.38 (3H, s) 20.2 C-2 C-3 2.38 (3H, s) 20.2
OCHs 3.87 (3H, s) 55.5 C-8 3.87 (3H, s) 55.5
Gli (Ll etal., 2001)
1 498 (1H,d, 1015 C-6 4.98 (1H, d, 100.9
J=7.6 Hz) J=7.5 H2)
2 3.43 73.4 5.07 73.4
3’ 3.32 76.5 C-2’ 3.43 76.5
4 3.16 700 C-5e C-6’ 3.65 69.9
C-3
5 3.54 75.7 3.12 75.6
6’ 3.34 66.5 c-4 3.35 66.5
3.89 C-1”
Ram (Souza et al; 2020)
1” 453 (1H,d, 100.8 C-6’, C-5” 100.7
J=1.6 Hz) ec3r  452(Hs)
27 3.66 70.3 3.38 70.2
3”7 3.47 70.7 3.28 70.7
4 3.15 72.2 C-6” 3.10 72.1
5” 3.42 68.4 3.25 68.3
6” 1.10 (3H, d, 17.9 C-5” c-4 1.10 (3H, d, J= 17.8
J=6,4 Hz) 6.5 Hz)




Figura 133: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 134: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5

— - -
N N < - MmMNO n n M
N © o N Nwem®m o -] (-]
in R~ m N RMS ¥ W 0
© un [ N ©O0O0OC 0 © n
N N N N NNN © o n
Il RN | |

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 T T T T T
81 8 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 4

1 (ppm)

134



135

Figura 135: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 136: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 137: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 138: Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 139: Expanséo do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-dg) de Sep-5
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Figura 140: Mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 141: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-d¢) de Sep-5
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Figura 142: Expanséo do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 143: Expanséo do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 144: Mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 145: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 146: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 147: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 148: Expansdo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 149: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 150: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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Figura 151: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-5
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25 Figura: Correlacbes de HMBC de Sep-5
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5.6. Identificacdo de Sep-6

O Composto Sep-6 foi obtido como um sélido amarelo vivo com 3 mg de massa
e sua identificacdo foi realizada através de RMN *H, *3C e bidimensionais (HSQC e
HMBC), além de analises por HR-ESI-MS.

No seu espectro de RMN de 'H e 13C-BB e os bidimensionais (HSQC e HMBC)
(400 e 100 MHz, em DMSO-de) e expansbes (Figuras 157-176, pag. 148-158), foram
observados vinte e um sinais de carbono e alguns sinais de hidrogénio, que ao serem
comparados com o composto Sep-2, Sep-3, Sep-4 e Sep-5 ja identificados neste
trabalho, foi possivel determinar que Sep-6 também possui 0 mesmo padrdo de um
esqueleto de naftopirona (Shen et al., 2007) (Figura 152, pag. 145).

Figura 152: Esqueleto naftopirona

9 10

Todos os sinais estéo atribuidos aos seus respectivos hidrogénios e carbonos

gue se assemelham com Sep-2, 3, 4 e 5 estdo assinalados nas figuras 153 e 154,
pag. 145 e 146.

Figura 153: Semelhangas de deslocamentos quimicos de Sep-6 com Sep-2, 3,4e5

6'9‘:, (s) H 7.20 (s)

169.9 (HMBC)

101.7 107.1

6158.1 He.16 (s)

(HMBC)
(o} OH o

5|164.9
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Figura 154: Semelhancas de deslocamentos quimicos de Sep-6 com Sep-2, 3,4e5

140.8 153.0

3.86 (s, 3H)
CH,
2.38 (s, 3H)

Além destes sinais semelhantes com Sep-2 e 3, 0 composto Sep-6 apresentou
todos os sinais equivalentes a estrutura principal de Sep-4 e 5 sendo assim
identificado como um esqueleto metil-benzocromona ou metil-naftopirona, do tipo
Rubrofusarina (Messana et al., 1991).

No espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) e suas expansdes (Figuras 161-
163, pag. 150 e 151) também foi possivel observar a presenca de sinais na regiao de
On 3.16-3.41 caracteristicos de unidade osidica, um sinal de préton anomérico em dH
5.00 (d, 1H, J= 7,6 Hz) e os sinais em dn 3.50 e 3.74 atribuidos aos 2H-6’ que sugerem
a presenca de uma hexose e confirmada por dados espectroscépicos de RMN 3C e
bidimensionais que se trata de uma glicose e a correlagcdo no HMBC entre o proton
anomérico em &x 5.00 (H-1") e 0 C-6 (6c 158.1) (Figura 176, pag. 158), indicam que
ela esté ligada ao esqueleto rubrofusarina através dos carbonos C-1’-O-C-6 (Messana
et al., 1991).

Figura 155: Espectro HR-ESI/EM de Sep-6

Intens4. SEP7_POS_MeOH_4500V_SOL2_RANNA_1-4_01_1407.d: +MS, 0.2-0.3min #10-20
x10%4
4354288

6-

2 437.1883

438.1954

429.2816
428 430 432 434 436 438 440 442 444 446 miz

Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma # mSigma Score rdb e  Conf N-Rule
435.1288 1 C21H23010 435.1286 -0.6 23.6 1 100.00 105 even ok
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O espectro de HR-ESI-MS de Sep-6 (Figura 155, pag. 146), mostrou o pico do
ion molecular pico com m/z 435.1288 [M+H]* [calc: 435.1286 m/z, erro de -0.6 ppm]
compativel com a férmula molecular C21H22010 € somado a todos os dados de RMN
de 'H, 3C e bidimensionais (HSQC e HMBC), sua comparacdo com a literatura
(Messana et al., 1991) e com os compostos com esqueleto quinquangulina (SEP-3) e
rubrofusarina (Sep-4 e Sep-5), foi possivel identificar Sep-6 como sendo a
rubrofusarina-6-O-B-D-glucopiranosideo (Figura 156, pag. 147), uma substancia
conhecida mas que foi isolada pela primeira vez na espécie Senna pluribracteata.

Figura 156: Estrutura de Sep-6

H,CO o CH,

HO OH

HO HO

Os dados das correlacgdes principais observadas nos espectros de ressonancia
magnética nuclear HMBC (DMSO-ds, 400 e 100 MHz) estdo demonstrados na figura
177, pag. 159 e os dados compilados na Tabela 8, pag. 147.

Tabela 8: Dados de RMN H e 3C utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, DMSO-
de) de Sep-6, em comparacéo aos dados da literatura Messana et al., 1991.

Sep-6
(DMSO-de)

Referéncia

HSQC HMBC (DMSO-de)
(Messana et al., 1991)

N° 1H 13C ZJ 3J lH 13C
2 - 169.9 - 168.7
(HMBC)

3 6.16 (s, 1H) 107.1 C-2 C-4a 6.18 106.6
4 - 184.4 - 183.6
5 - 164.9 - 160.9
6 - 158.1 - 157.7

(HMBC)
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7 6.71 (s, 1H) 101.7 C-6, C-9, 6.72 (d) 99.8
C-8 C-5a
8 - 161.5 - 161.7
9 6.94 (s, 1H) 100.3 C-7, 6.93 (d) 100.8
C-5a
10 7.20 (s, 1H) 101.5 C-10a C-5a, 7.19 101.2
C-9,
C-4a
10a - 153.0 - 152.3
4a - 104.1 - 103.6
5a - 108.3 - 108.0
(HMBC)
9a - 140.8 - 140.2
2-CHs 2.38 (s, 3H) 20.6 C-2 C-3 2.38 (s) 22.2
8-OCHs 3.86 (s, 3H) 56.0 C-8 3.86 (s) 55.5
Gli
1’ 5.00 (d, 1H, J= 101.4 C-6 101.1
7,6 Hz) (HSQC)
2’ 3.41 73.9 73.4
3 3.36 77.5 77.2
4 3.16 70.2 69.8
5 3.32 76.7 76.4
6’ 3.74 61.2 60.7
3.50

Figura 157: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 158: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 159: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 160: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 161: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) de Sep-6
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Figura 162: Expansao do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 163: Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 164: Mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 165:

Expansdo do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 166: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-d¢) de Sep-6
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Figura 167: Mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 168: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 169: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-dg) de Sep-6
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Figura 170: Expansédo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-d¢) de Sep-6

M

Y

R A

N\

|
|
|

J

;167
-’168
:169
;l?U
-’171
:172
:173
;1?4
-175
;176
:177
Ll?S
-1?9

riso

T T
6.25

T
6.23 6.21

6.19

T
6.17

T T
6.15

6.11  6.09
12 (ppm)

T T
6.13

T T
6.07 6.05

T
6.03

T
6.01

T T T
5.99

T T T
5.97 5.95

1 @m)

155

Figura 171: Expansdo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 172: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 173: Expansado do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 174: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 175: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 176: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-6
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Figura 177: Correlacbes de HMBC de Sep-6
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5.7. Identificacdo de Sep-7

O Composto Sep-7 foi obtido como um sélido amarelo com 3 mg de massa e
sua identificacdo foi realizada através de RMN 'H, 13C e bidimensionais (HSQC e
HMBC), além de analises por HR-ESI-MS.

No seu espectro de RMN de 'H e '3C-BB (500 e 125 MHz, em DMSO-ds) e
expansdes (Figuras 183-198, pag. 164-171), foram observados vinte sinais de
carbono e alguns sinais de hidrogénio, que ao serem comparados com 0S Compostos

Sep-2, Sep-3, Sep-4, Sep-5 e Sep-6, ja identificados neste trabalho, foi possivel

determinar que Sep-7 também possui o0 mesmo padrdo de um esqueleto de
naftopirona (Shen et al., 2007) (Figura 178, pag. 160).

Figura 178: Esqueleto naftopirona

9 10

Todos os sinais estdo atribuidos aos seus respectivos hidrogénios e carbonos
gue se assemelham com Sep-2, 3, 4, 5 e 6 estdo assinalados nas figuras 179 e 180,
pag 160 e 161.

Figura 179: Semelhancgas de deslocamentos quimicos de Sep-7 com Sep-2, 3,4,5¢e 6

6.73 (d, J= 2,5 Hz)
H H 7.05 (s)
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Figura 180: Semelhancas de deslocamentos quimicos de Sep-7 com Sep-2, 3,4,5¢e 6

Porém a auséncia do sinal de hidrogénio em torno de 1.00-1.30 e de carbono
em torno de 50-59 ppm e suas correlacdes nos bidimensionais (HMBC e HSQC),
indicam que este composto ndo possui a metoxila ligada ao C-8, a comparacdo com
a literatura (Lee et al., 2006) levou a propor que o R seria uma hidroxila, propondo
entdo Sep-7 como o esqueleto norrubrofusarina.

Além destes sinais, outros sete sinais de hidrogénio e seis de carbono foram
observados nos espectros de 1H e 13C e suas correlacdes diretas no HSQC foram de
um hidrogénio anomérico déx 4.96 (d, 1H, J= 8 Hz) (H-1°/C-1’) 6c 101.71 e dos
hidrogénios de unidade osidica com seus respectivos carbonos em 6+ 3.41 / ¢ 73.58
(H-2)/C-2°); &1 3.27 / dc 76.48 (H-3'/C-3’); dn 3. 23 / d¢ 69.65 (H-4'/C-4’); dn 3.77 / &¢C
77.29 (H-5/C-5’) e por fim &n 3.73 e 3.53 /8¢ 60.73 (2H-6’/C-6’) indicando a presenga
de um CH2 mostram que se trata de uma hexose ligada ao esqueleto norrubrofusarina
(Figuras 190-192, pag. 167 e 168).

Os mapas de contorno no HMBC mostraram as correlacdes entre o 6+ 6.14 (H-
3) com os carbonos &c 168.79 (C-2) e 103.13 (C-4a) (Figura 194, pag. 169)., do
hidrogénio &+ 6.69 (H-7) com os carbonos 6c 158.33 (C-6), 106.97 (C-5a) e 102.5 (C-
9), entre dn 6.73 (H-9) com os carbonos ¢ 101.32 (C-7) e C-5a (Figura 195, pag. 170)
e do &n 7.04 (H-10) com os carbonos C-5a, C-4a e &c 152.38 (C-10a) (Figura 196,
pag. 170). Além destes, a correlagao do hidrogénio anomérico da hexose 61 4.96 com
o carbono 6c 158.33 (C-6), indica que esta unidade de acucar estéa ligada ao esqueleto
Norrubrofusarina através dos carbonos C-1’-O- C-6 (Figura 198, pag. 171).

No HSQC também foi possivel observar as correlagdes diretas entre o proton
da metila em &1 2.36 (s, 3H) / ¢ 20.25 (2-CHs) (Figura 191, pag. 168), além de
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confirmar esta posicao de insercdo da metila na posicdo C-2 através das correlacdes
observadas no HMBC entre os hidrogénios da metila com o C-2 (6c 168.79) e o C-3
(6c 106.61) (Figura 197, pag. 171).

Figura 181: Espectro HR-ESI/EM de Sep-7
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O espectro de HR-ESI-MS de Sep-7 (Figura 181, pag. 162) mostrou pico do ion
molecular em m/z 419.0981 [M-H] [calc: 419.0984 m/z, com erro de 0.5 ppm]
compativel com a férmula molecular C20H20010, que somado a todas as analises

realizadas e comparacdo com 0s compostos Sep-2, Sep-3, Sep-4, Sep-5 e Sep-6,

além da literatura (Lee et al., 2006) foi possivel propor que esta substancia é a
naftopirona norrubrofusarina-6-O-B-D-glucopiranosideo (Cassiasideo) (Figura
182, pag. 162), um produto natural ja conhecido mas que foi isolado pela primeira vez

na espécie Senna pluribracteata.

Figura 182: Estrurtura quimica de Sep-7
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Os dados das correlacdes principais observadas nos espectros de ressonancia
magnética nuclear HMBC (DMSO-ds, 400 e 100 MHz) estdo demonstrados na figura
199, pég. 172 e os dados compilados na tabela 9, pag. 163.

Tabela 9: Dados de RMN *H e 3C utilizando técnicas uni e bidimensionais (500 e 125 MHz, DMSO-
de) de Sep-7, em comparacdo aos dados da literatura Lee et al., 2006.

Sep-7
(DMSO-ds)
Referéncia
HSQC HMBC (DMSO-de)
(Lee et al., 2006)
N° 1H 13C ZJ 3J lH 13C
2 168.79 - 168.6
3 6.15 (S) 106.61 C-2 C-4a 6.14 (s) 106.5
4 183.83 - 183.7
5 162.17 - 162.1
6 158.33 - 158.3
7 6.69 (d, 1H, J= 101.32 C-6 C-5a 6.68(1H,d,J 101.3
2 Hz) e C-9 = 2.0 Hz)
8 159.81 - 159.7
9 6.73 (d, 1H, J= 102.61 C-7e 6.72(1H,d,J 102.5
2,5 Hz) C-5a = 2.0 H2)
10 7.05 (s) 100.06 C-10a C-4a 7.04 (s) 100.0
e C-
5a
10a 152.38 - 152.3
4a 103.13 - 103.0
5a 106.97 - 106.9
9a 140.56 - 140.5
2-CHs 2.36 (s, 3H) 20.25 C-2 C-3 2.36 (3H, s) 20.2
Gli
1 496 (d, 1H,J= 101.71 C-6 5.07 (1H, d, 101.2
8 Hz) J=7.8 H2)
2’ 3.41 73.58 c-1 3.22-3.79 73.5
(HSQC)
3 3.27 76.48 3.22-3.79 76.4
(HSQC)
4 3.23 69.65 3.22-3.79 69.6
(HSQC)
5 3.77 77.29 3.22-3.79 77.3
(HSQC)
6’ 3.73 60.73 3.22-3.79 60.7
3.53

(HSQC)




Figura 183: Espectro de RMN de 3C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 184: Expanséao do espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 185: Expanséao do espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 186: Expanséao do espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 187: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 188: Expanséao do espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 189: Expanséao do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 190: Mapa de contorno HSQC (500 MHz e 125MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 191: Expansdo do mapa de contorno HSQC (500 MHz e 125MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 192: Expansao do mapa de contorno HSQC (500 MHz e 125MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 193: Mapa de contorno HMBC (500 MHz e 125MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 194: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz e 125MHz, DMSO-dg) de Sep-7
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Figura 195: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz e 125MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 196: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz e 125MHz, DMSO-dg) de Sep-7
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Figura 197: Expansao do mapa de contorno HMBC (500 MHz e 125MHz, DMSO-ds) de Sep-7
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Figura 199: Correlac6es de HMBC de Sep-7
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5.8. Identificacédo de Sep-8

O Composto Sep-8 foi obtido como um sélido marrom claro com 5 mg de massa
e sua identificacéo foi realizada através de RMN 'H e 3C, além de andlise por HR-
ESI-MS.

No espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) da substancia Sep-8 (Figuras
203 e 204, pag. 175 e 176), foi possivel observar sinais na regido de hidrogénios
aromaticos, um dubleto em 6+ 6.83 (d, 1H, J= 6,5 Hz), atribuido ao H-5, um dubleto
em On 7.44 (d, 1H, J = 2 Hz) e um duplo dubleto em &n 7.43 (dd, 1H, J =2 e 6,5 Hz)
qgue foram atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-6, onde a constante de acoplamento
indica que estdo meta acoplados e que H-6 est4 ainda acoplado na posicdo orto com
H-5; estes sinais sdo caracteristicos de uma estrutura de anel 1,3,4-trissubstituido.
Ainda no espectro de RMN de *H foi observado um singleto em &+ 3.88 (3H), atribuido
aos hidrogénios da metoxila (3-OCH3).

No espectro de RMN de 3C (125 MHz, DMSO-ds) da substancia (Figura 202,
pag. 175), foram visualizados oito sinais de carbonos, os deslocamentos quimicos em
0c 121.9 (C-1),6c 115,0 (C-2), 6c 147.2 (C-3), 6c 151.0 (C-4) 6c 112.7 (C-5) e 6c 123.5
(C-6), caracterizam carbonos de anel aromatico, sendo os dois ultimos indicativos de
carbonos oxigenados, um sinal de carbono de acido carboxilico em &c 167.3 (C-7) e
por fim o sinal em &c¢ 55.5 (3-OCHps) caracteristico de carbono da metoxila.

Figura 200: Espectro HR-ESI/EM de Sep-8
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O espectro de HR-ESI-MS de Sep-8 (Figura 200, pag. 173), mostrou o pico do
ion molecular com m/z 167.0344 [M-H] [calc: 167.0350 m/z, erro de 3.6 ppm]

compativel com a férmula molecular CsHsO4 e somado as analises de RMN de H e
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13C, bem como sua comparacdo com a literatura (Zhang et al., 2009) (Tabela 10, pag.

174), foi possivel identificar Sep-8 como sendo o acido 3-metoxi-4-hidroxibenzoico,

mais conhecido como acido vanilico (Figura 201, pag. 174), uma substancia

conhecida mas que foi isolada pela primeira vez na espécie Senna pluribracteata.

Figura 201: Estrutura quimica de Sep-8

o OH

OCH,

OH

Tabela 10: Dados de RMN H e 13C utilizando técnicas uni e bidimensionais (500 e 125 MHz, DMSO-
de) de Sep-8, em comparacéo aos dados das literaturas Zhang et al., 2009.

Sep-8
(DMSO-ds)
Referéncia
RMN (DMSO-ds)
(Zhang et al., 2009)
N©° lH 13C 1H 13C
1 - 121.9 - 121.3
2 744 (d,1H,J=2H) 1150 7.43(d,1H,J=18 114.4
Hz)
3 - 147.2 - 147.3
4 - 151.0 - 151.3
5 6.83 (d, 1H,J=6,5Hz) 112.7 6.76(d,1H,J=8,3 112.4
Hz, 1H)
6 743 (dd,1H,J=2e 1235 7.39(dd,1HJ=18e 1239
6,5 Hz) 8,3 Hz)
7 - 167.3 - 168.6
3-OCHs 3.80 (s, 3H) 55.5 3.88 (s, 3H) 55.0
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Figura 202: Espectro de RMN de 3C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-8
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Figura 203: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Sep-8
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Figura 204: Expansao do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Sep-8
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5.9. Identificacdo de Sep-9

A substancia Sep-9 foi obtido como um solido marrom claro com 3 mg de massa
e sua identificacdo foi realizada através de RMN *H, andlise por HR-ESI-MS e em
comparacao com Sep-8.

A andlise dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'H (500 MHz,
DMSO-ds) (Figura 207, pag. 179), apresentou sinais de hidrogénios aromaticos (d+ 6-
8 ppm) de modo que verifica-se dois sinais de hidrogénios com acoplamento orto entre
siem 6n 6.70 (d, 1H, J = 8,5 Hz) atribuido ao H-5 e 7.24 (d, 1H, J = 8,5 Hz) atribuido
ao H-6 e mais um sinal de um hidrogénio em &n 7.31 (s, 1H) atribuido ao H-2. Esses
sinais evidenciaram a presenca de um anel aromatico trissubstituido e a auséncia de
um sinal de metoxila em &n 3.88 (s, 3H), indica que este composto ndo possui este

substituinte na posigéo C-3.

Figura 205: Espectro HR-ESI/EM de Sep-9

Intens. | SEP_5_SOL2_MeOH_NEG_3500v_5_1-1_01_1574.d: -MS, 0.8-1.0min #47-57

10001 153:0189
800:
BOO:
400:

200+

148 150 152 154 156 158 m'z

Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma # mSigma Score rdb e  Conf N-Rule
153.0189 1 C7H504 153.0193 3.1 na. 1 100.00 55 even ok

O espectro de HR-ESI-MS de Sep-9 (Figura 205, pag. 177), mostrou um pico
com m/z 153.0189 [M-H]  [calc: 153.0193 m/z, erro de 3.1 ppm] compativel com a
formula molecular C7HeOs que somado as andlises de RMN de 'H, bem como sua
comparacao com a literatura (Moura et al.,, 2011) (Tabela 11, pag. 178) e com o
composto Sep-8, foi possivel identificar Sep-9 como sendo o &cido 3,4-
diidroxibenzdico, mais conhecido como acido protocatecuico (Figura 206, pag.
178), uma substancia conhecida mas que foi isolada pela primeira vez na espécie

Senna pluribracteata.
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Figura 206: Estrutura quimica de Sep-9
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Tabela 11: Dados de RMN H e 13C utilizando técnicas uni e bidimensionais (500 e 125 MHz, DMSO-
de) de Sep-9, em comparacgéo aos dados das literaturas Zhang et al., 2009 e Moura et al., 2011

Sep-9
(DMSO-ds)
Referéncia (DMSO-ds)

RMN (Moura et al., 2011)
N° 1H 13C lH 13C
1 - - - -
2 7.31 (s, 1H) - 7.32 (d, J=1,5Hz) 117.1
3 - - - 145.0
4 - - - 150.0
5 6.70 (d, J = 8,5 Hz, - 6.76 (d, 1H, J=8,5 114.4

1H) Hz)
6 7.24 (d, J = 8,5 Hz, - 7.27 (dd, 1H,J=8,5e 122.4

1H) J=1,5 Hz)
7 - - - 167.0
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Figura 207: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Sep-9
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5.10. Identificacdo de Sep-10

A substancia Sep-10 se mostrou como um p6é amorfo amarelado com 17 mg de
massa e sua identificacdo foi realizada através de RMN 'H, 13C e bidimensionais
(HSQC e HMBC), além de analises por HR-ESI-MS.

No espectro de RMN de 13C-BB (100 MHz, DMSO-ds) e expansdes (Figuras
210-213, pag. 184-186) observou-se vinte e trés sinais referentes aos carbonos,
sendo oito carbonos n&o hidrogenados oc 156.5; 133.2; 161.4; 155.7; 104.7; 122.1;
145.1 e 148.8, doze carbonos metinicos (CH) 8¢ 93.8; 115.5; 116.2; 121.4; 98.2; 81.9;
77.7, 69.7; 69.6; 76.5; 74.1 e 77.0, dois carbonos metilénicos (CH2) 6¢c 60.8 e 65.8 e
uma carbonila em &c 177.6.

O sinal de carbono n&o hidrogenado em &c 133.2 permitiu indicar uma
substituicdo no carbono C-3, este sinal em conjunto com os visualizados também de
H nao hidrogenado em &c 156.5 atribuido ao C-2 e de carbonila em &¢c 177.6, atribuido
a C-4, evidenciaram um esqueleto do tipo flavonol.

No espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) e suas expansoes (Figuras 214
e 215, pag. 186 e 187) foram observados dois dupletos em &n 6.16 (d, J= 2 Hz) e
6.38 (d, J= 2,4 Hz) meta acoplados e atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A,
um duplo dupleto em 7.64 (dd, J= 2,4 e 8,4 Hz) atribuido ao hidrogénio H-6’, onde a
constante de acoplamento 8,4 Hz indicou que o H-6’ esta acoplado em orto com H-5’
[6H 6.86 (d, J = 8,4 Hz)] e meta acoplado com H-2’ [6n 7.54 (d, J= 2,4 HZz)] indicando
um sistema aromatico ABX, correspondente ao anel B da aglicona (Beltrame et al.,
2001).

Ainda no RMN de !H foram observados um conjunto de sinais entre dn 3.04-
3.67 caracteristicos de unidades de acucar e dois dupletos de hidrogénios anoméricos
em &n 5.69 (d, J=5,6 Hz) e 4.57 (d, J= 7,2 Hz) com integrais para um hidrogénio cada,

(AR

sendo atribuidos aos hidrogénios H-1” e H-1"" e confirmando a existéncia de duas
unidades osidicas, possivelmente ligadas ao C-3 cujo deslocamento (6c 133.2) ja
direcionou para uma substituicdo nesta posicgéo.

O mapa de contornos heteronuclear HSQC e em suas expansbes (Figuras
216-218, pag. 187 e 188), apontaram correlagdes entre os sinais em &n 6.16 (H-6) /
0c 99.3 (C-6) e em 61 6.38 (H-8) / 6c 93.8 (C-8) do anel A da aglicona e as correlagdes

entre os sinais em on 7.54 (H-2') com &c 116.2 (C-2’); 61 6.83 (H-5") com 6c 115.9 (C-
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5’) e de dH 7.64 (H-6’) com &c 121.4 (C-6’) confirmaram as atribui¢des aos carbonos
hidrogenados do anel B.

Ainda através do HSQC foi possivel estabelecer correlacées do hidrogénios
anoméricos o+ 5.69 (d, J= 5,6 Hz)/ 8¢ 98.2 e 61 4.57 (d, J= 7,2 Hz)/ e &c 104.9 e dos
hidrogénios das unidade osidicas 6n 3.47 / &¢ 81.9 (H-2”/C-2”); &1 3.10 / d¢ 77.7 (H-
3”/C-3”); dn 3.26 / 6¢ 69.6 (H-4"/C-4"); dn 3.13 / d¢c 76.5 (H-5"/C-5"), dos hidrogénios
on 3.53 e 3.30 com &c 60.8 (H-6"/C-6") indicando a presenga de um CH: e
confirmando que se trata de uma hexose ligada ao esqueleto e as correlagdes 61 3.04
/ &¢ 74.1 (H-2"’/C-2""); d1 3.46 / d¢ 77.0 (H-3""/C-3""); dn 3.13 / &¢C 69.7 (H-47/C-4") e
de dois hidrogénios 6+ 3.03 e 3.67 com o carbono com &¢ 60.8 (H-5""/C-5"") indicando
a presenca de mais um CHz e apontando que a outra unidade osidica se trata de uma
xilose (Figuras 216-218, pag. 187 e 188.).

No mapa de contornos heteronuclear HMBC e expansfes (Figuras 219-224,
pag. 189-191), foi possivel observar correlagdes a longa distancia entre os sinal em
OH 6.16 (H-6) com os carbonos em &c 164.7 (C-7), 6c 161.4 (C-5), dc 93.8 (C-8) e d¢
104.7 (C-10) e do sinal pra hidrogénio em dn 6.38 (H-8) com os carbonos C-7, C-10,
Oc 155.7 (C-9) e &c 99.3 (C-6), confirmando as atribuicbes sugeridas para o anel A
(Figuras 220 e 221, pag. 189 e 190).

As correlagdes observadas também por HMBC entre os sinais em 6u1 7.54 (H-
2’) com 6c 122.1 (C-1’), 6c 148.8 (C-4’), dc 156.5 (C-2) e bc 145.1 (C-3’); de 6H 6.83
(H-5’) com C-4’, C-3’ e 6c 121.4 (C-6’) (Figura 222, pag. 190) e do hidrogénio dH 7.64
(H-6’) com C-4’ e 6C 116.2 (C-2’) (Figura 223, pag. 191), permitiram assinalar todos
os carbonos do anel B do flavonol. Ainda foi possivel observar a correlacdo entre o
sinal do hidrogénio anomérico da xilose em d&n 4.57 (H-1""") com o sinal em &c 81.9 (C-
2”) inserindo-a no carbono 2 da glicose (Figura 224, pag. 191).

O espectro de HR-ESI-MS de Sep-10 (Figura 208, pag. 182) mostrou um pico
do ion molecular com com m/z 595.1306 [M-H] [calc: 595.1305 m/z, com erro de -0.2]
compativel com a formula molecular C26H28016 € somado a todas as analises de RMN
de 'H, 13C, bidimensionais (HSQC e HMBC) e sua comparacdo com a literatura (Deng
et al.,, 2009), foi possivel identificar Sep-10 é o flavonoide quercetina-3-O-8-D-
xilopiranosil-(122)-B-D-glicopiranosideo, também conhecida como quercetina- 3-
O-sambubiosideo, uma substéncia ja conhecida mas que foi isolada pela primeira vez

na espécie Senna pluribracteata (Figura 209, pag. 182).
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Figura 208: Espectro HR-ESI/EM de Sep-10

\nlenss- SEP_6_SOL2_MeOH_NEG_3500v_1-3_01_1486.d: -MS, 0.1-0.4min #8-24
x10°
i 595306
0.8
0.6
0.4
7 \
0.2 i
0.0 587.1762 “ il
~ 585 590 595 600 605 610 miz
Meas.m/z # lon Formula m/iz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e  Conf N-Rule
595.1306 1 C26H27016  595.1305 -0.2 3.8 1 100.00 135 even ok

Figura 209: Estrutura de Sep-10

Os dados das correlacdes principais observadas nos espectros de ressonancia
magnética nuclear HMBC (DMSO-ds, 400 e 100 MHz) estdo demonstrados na figura
225, pag. 192 e os dados compilados na Tabela 12, pag. 182.

Tabela 12: Dados de RMN H e 3C utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, DMSO-
de) de Sep-10, em comparacgdo aos dados das literaturas Deng et al., 2009

Sep-10
(DMSO-ds)
HSQC HMBC Referéncia
(Deng et al., 2009)
No 1H 13C ZJ 3J 1H 13C
2 ; 156.5 ; 156,8
3 ; 133.2 ; 1334

4 ] 177.6 ; 1775
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- 161.4 - 161.4
6  616(d,J=2  99.3 C5  C8,C g20(d;I=2 99.2
Hz) (HsQc)  ©7 10 Hz)
7 - 164.7 - 165.2
(HMBC)
8 e38(d,d= 938 G99 COC g383(di=2 942
2,4 Hz) C-7 10 Hz)
° - 155.7 - 156.2
10 : 104.1 : 105.1
(HMBC)
T - 1221 - 1222
2 683(d, J= 1155 ¢33 C4'eC 7.60 (s) 115.9
8,4 Hz) 6
3 - 145.1 - 145.3
4 - 148.8 - 149.4
754, J= 1162  C4 C3eC gg6(d;J=83 116.2
2,4 Hz) Tc2 Hz)
(“J)
6  764(dd, 3= 1214  CS C4  766(:J=83 1216
2,4 e 8,4 Hz) Hz)
Gli
1" 569(d, J= 98.2 554(d,J=73 987
5.6 Hz) Hz)
2" 3.47 (m) 81.9 C1”  3761J=85 825
Hz)
37 3.10 (m) 77.7 3.63(J=9 77.9
Hz)
4” 3.26 (m) 69.6 3.45 (dd, J = 70.3
9.3e 9,3 Hz)
" 3.13 (m) 76.3 3.23 (m) 76.5
6” 3.30 (m) 60.8 3.65 (dd; J= 61.2
3.53 (m) 3el2Hz)
3.80 (m)
177 4_;72(&25]: 104.7 C-2"  466(;J=8  104.2
’ Hz)
27 304 (m) 74.1 3.31(dd; J = 74.2
7,5e 8,9 Hz)
37 3.46 (m) 77.0 3.35 (m) 77.6
47 313(m) 69.8 3.46 (m) 70.2
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5,,,

3.67 (m) 65.8

3.03 (m)

3.81 (dd; J
=55e11,2
Hz)

3.13 (dd; J
=95e11,2
Hz)

Figura 210: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 211: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 212: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 213: Expanséao do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 214: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) de Sep-10
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Figura 215: Expanséo do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 216: Mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10

Q 40
o =
o o F60
o @
® 0 r70
(-]
] % -
80 El
=
e
)
90
[}
o
° 100
-}
110
e (-]
120
-}
R B e e e e S e S T s e
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 3.0 28 26 24
f2 (ppm)




188

Figura 217: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 218: Expansado do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 219: Mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 220: Expanséo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-dg) de Sep-10
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Figura 221: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 222: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 223: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 224: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-10
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Figura 225: Correlacbes de HMBC de Sep-10
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5.11. Identificacdo de Sep-11

A substancia Sep-11 se mostrou como um solido amarelo, com 6 mg de massa
e sua identificacdo foi realizada através de RMN *H, *3C e bidimensionais (HSQC e
HMBC), além de analises por HR-ESI-MS.

No seu espectro de RMN de 13C-BB (100 MHz, DMSO-ds) e expanséo (Figuras
22 e 229, pag. 196), observa-se dez sinais relativos a carbonos sp?, sendo seis sinais
de carbonos metinicos (CH) em &c 101.8; 104.3; 125.6; 127.94; 128.09 e 1155 e
quatro de quaternarios em &c 139.3; 127.90; 158.5 e 157.3 sendo estes dois ultimos
oxigenados. Os sinais dc 104.3; 158.5; 128.09 e 115.5, foram atribuidos a dois atomos
de carbonos equivalentes para cada sinal.

A andlise do espectro de RMN !H (400 MHz, DMSO-ds) e suas expansdes
(Figuras 230 e 231, pag. 197) revelou sinais que sugerem a presenca de dois anéis
fendlicos interligados por uma dupla ligacdo (C=C) dissubstituida. Os sinais em &n
6.82 (s, 1H) e 6.92 (d, 1H, J =16,4 Hz) correspondem a hidrogénios olefinicos, e a
constante de acoplamento (J) indica que esses hidrogénios estdo em uma
configuracéo trans. Além disso, os sinais em &n 6.11 (t, J=2,4 Hz) e &1 6.38 (d, 2H,
J=2,1 Hz) sugerem que um dos anéis aromaticos é trissubstituido de forma simétrica.
Por outro lado, os sinais em &n 6.75 (t, 2H, J=8,8 Hz) e du 7.38 (d, 2H, J=8,8 Hz)
indicam que o segundo anel € dissubstituido, também simetricamente.

A andlise do espectro bidimensional HSQC mostrou correlagdes que permitiram
atribuir os hidrogénios ligados aos seus respectivos carbonos, como o sinal em dH
6.11 (t, J=2,4 Hz) com o carbono &c 101.8 (C-4) e os hidrogénios em &+ 6.38 (d, 2H,
J= 2.4 Hz) com os carbonos em &c 104.3 (C-2 e C-6), confirmando a substituicdo de
um dos anéis (Figura 233, pag. 198). Outras correlacdes observadas foram dos
hidrogénios em 6+ 6.75 (t, 2H, J= 8,8 Hz) com os carbonos em &c 115.5 (C-3’ e C-5),
dos hidrogénios em &1 7.38 (d, 2H, J= 8,8 Hz) com os carbonos 8¢ 128.09 (C-2' e C-
6’) confirmando a substituicdo do outro anel (Figura 234, pag. 199), e por fim, as
correlagdes diretas entre os hidrogénios olefinicos dx 6.82 (s, 1H) e 6.92 (d,1H, J=
16,4 Hz) com seus respectivos carbonos 6c 125.6 (C-7) e 8¢ 127.94 (C-8) (Figura 234,
pag. 199).

Também foram realizadas analises de HMBC e algumas correlacdes
observadas foram do hidrogénio em éx 6.11 (t, 1H, J= 2,4 Hz) H-4 com os carbonos
0c 104.3 (C-2 e C-6) e dc 158.5 (C-3 e C-5) (Figura 236, pag. 200), do o+ 6.38 (H-2)
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com os carbonos &c 101.8 (C-4); C-6; 125.6 (C-7) e C-3 e o outro hidrogénio em &n
6.38 (H-6) com os carbonos C-4; C-2 e C-7 (Figura 236, pag. 200). Os hidrogénios
olefinicos em dn 6.82 (H-7) e 6.92 (H-8) apresentaram correlagcdes com os carbonos
0c 139.3 (C-1); 127.90 (C-1’) e apenas o H-7 com 0 8¢ 127.94 (C-8) (Figura 238, pag.
201), estas correlacfes confirmam as substituicbes de um dos anéis e da cadeia
aberta que liga ao outro anel. Outras correlagcdes observadas por HMBC para
confirmacéao das substituigdes do segundo anel foram, dos hidrogénios em &+ 7.38 (d,
2H, J= 8,8 Hz) — H-2' e H-6’ com os carbonos em &c 157.3 (C-4’) e C-1’ (Figura 239,
pag. 201), e dos hidrogénios em &n 6.75 (t, 2H, J= 8,8 Hz) — H-3’ e H-5 com os
carbonos em 6¢ 115.5 (C-5’ e C-3’); 128.09 (C-2’ e C-6’) e C-4’ (Figura 240, pag.202).

Figura 226: Espectro HR-ESI/EM de Sep-11

\nlenséj SEP_8_SOL2_MeOH_NEG_3500v_1-4_01_1487.d: -MS, 0.2-0.4min #9-21
x102]
- 22740710
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229.0769
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Meas. m/z # lon Formula m/z  err[ppm] mSigma # mSigma Score rdb e  Conf N-Rule
227.0710 1 C14H1103 227.0714 1.4 0.9 1 100.00 9.5 even ok

O espectro de HR-ESI-MS de Sep-11 (Figura 226, pag. 194), mostrou um pico
do ion molecular com m/z 227.0710 [M-H] [calc: 227.0714 m/z, com erro de 1.4 ppm]
compativel com a formula molecular C14H1203 e somado a todas as analises de RMN
de !H, 13C e bidimensionais (HSQC e HMBC), sua comparacdo com a literatura (Park
e Boo 2013 em CD3OD e Commodari et al., 2005 em DMSO-ds), foi possivel identificar
Sep-11 como sendo o resveratrol (Figura 227, pag. 195), um produto natural
conhecido mas que foi isolado pela primeira vez na espécie Senna pluribracteata.

Os dados das correlacdes principais observadas nos espectros de ressonancia
magnética nuclear de 'H x 3C — HMBC e HSQC (DMSO-ds, 400 e 100 MHz) estdo
demonstrados nas Figura 241, pag. 203 e os dados compilados na Tabela 13, pag.
195.



Figura 227: Estrutura de Sep-11
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Tabela 13: Dados de RMN H e 13C utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, DMSO-
de) de Sep-11, em comparacdo aos dados da literatura Commodari et al., 2005

Sep-11
(DMSO-ds)
Referéncia
HMBC (Commodari et
HSQC al., 2005)
Ne° 1H 13¢ J2 J3 1H 13¢
1 - 139.3 - - - 139.19
2 6.38(d,J=24Hz) 104.3 C-3 C4,C-6e 6.34 104.23
C-7
3 - 158.5 - - - 158.28
4 6.11(t, J=2,4Hz) 101.8 C-3eC-5 C-2eC-6 6.07 101.67
5 - 158.5 - - 158.28
6 6.38(d,J=2,4Hz) 104.3 C-4,C-2e 6.34 104.23
C-7
7 6.82 (s, 1H) 125.6 C-1eC-8 C-1,C-2 6.76 125.60
8 6.92 (d, J=16.4 127.9 C-1 C-1 6.87 128.02
Hz)

1’ - 127.9 - - - 128.07
2’ 7.38(dJ=8,8H2z) 128.0 cC-1 c-4 7.35 127.45
3 6.75(t, J=8,8 Hz) 1155 C-4eC-2 C-5 6.71 115.43
4 - 157.3 - - - 157.16
5 6.75(t, J=8,8 Hz) 1155 C-4eC-6 C-3 6.71 115.43
6’ 7.38(dJ=8,8H2z) 128.0 cC-1 c-4 7.35 127.45
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Figura 228: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 229: Expansao do espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 230: Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 231: Expanséao do espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 232: Mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 233: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 234: Expansao do mapa de contorno HSQC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 235: Mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 236: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 237: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 238: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 239: Expansao do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 240: Expansdo do mapa de contorno HMBC (400 MHz €100 MHz, DMSO-ds) de Sep-11
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Figura 241: Correlacbes de HMBC de Sep-11
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5.12. Identificacdo de Sep-12

A substancia Sep-12 se mostrou como um soélido amarelo, com 3 mg de massa
e sua identificacdo foi realizada através de RMN *H, *3C e bidimensionais (HSQC e
HMBC), além de analises por HR-ESI-MS.

No espectro de RMN de 13C-BB (125 MHz, DMSO-ds) e expansdes (Figuras
244-246, pag. 207-208 ) observou-se treze sinais referentes a carbonos, sendo quatro
carbonos nao hidrogenados 6c41.3; 78.2 e 165.2, quatro carbonos metinicos (CH) &c
125.7; 128.3; 136.0 e 66.6, um carbono metilénico (CH2) &c 49.6; quatro carbonos
metilicos (CHzs) &c 22.4;23.3; 24.1 e 19.3 e uma carbonila em &¢c 198.3.

No espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) e suas expansoes (Figuras 247-
249, pag. 208-209 ) foi possivel observar dois singletos e dois dupletos com integral
para trés hidrogénios cada, em &1 0.90 (s); 0.93 (s); 1.11 (d, 3H,J=6,5Hz) e 1.81 (d,
3H, J= 1,5 Hz) indicando a presenca de metilas, dois dupletos em &1 2.05 (d, 1H,
J=16,5 Hz) e 2.40 (d, 1H, J= 17 Hz) com integral pra um hidrogénio cada indicando os
hidrogénios metilénicos; um singleto e um multipleto com integral para um hidrogénio
cada em d1 5.78 (s) €4.18 (m) e um dupleto com integral pra dois hidrogénios em o+
5.67 (d, 2H, J= 5 Hz) associados aos hidrogénios dos quatro carbonos metinicos.

No espectro de correlacdo quantica unica heteronuclear (HSQC) (Figuras 250-
257, pag. 210-213) foi possivel observar a correlacdo direta dos hidrogénios com seus
respectivos carbonos, de modo que o sinal em &1 5.78 (s) foi atribuido ao hidrogénio
ligado ao carbono &c 125.7, assinalado como C-4 e os hidrogénios de metila em &n
1.81 (d, 3H, J= 1,5 Hz) foram atribuidos a metila vinilica do sistema de carbonila a-$
insaturado (C-13) (Figuras 251 e 252, pag. 210). Outra correlagdo observada foi entre
o dupleto em &1 5.67 (d, 2H, J=5 Hz) com os carbonos 6¢ 128.3 (C-7) e 136.0 (C-8),
indicando hidrogénios em mesmo ambiente quimico e ligados a carbonos insaturados
(C=C) de cadeia aberta (Figura 253, pag. 211). Ainda no espectro de HSQC foi
observada a correlacdo entre o multipleto em 61 4.18 (m) com o &c 66.6 (C-9), dos
hidrogénios &n 2.05 (d, 1H, J=16,5 Hz); 2.40 (d, 1H, J= 17 Hz) com o carbono
metilénico (CH2) &c 49.6 (C-2) (Figuras 254 e 255, pag. 212) e dos hidrogénios de
metila 61 1.11 (d, 3H, J= 6,5 Hz), 0.93 e 0.90 com seus respectivos carbonos o &c
22.4,23.3 e 24.1 (C-10, C-11 e C-12) (Figuras 256 e 257, pag. 213).

Também foram realizadas analises de correlacdo heteronuclear a multiplas

ligacoes (HMBC) (Figuras 258-262, pag. 214-216) e algumas correlagdes observadas
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foram do hidrogénio &1 5.78 (s) (H-4) com os carbonos C-2, ¢ 78.2 (C-6) e C-13; do
hidrogénio &+ 2.05 (d, 1H, J=16,5 Hz) (Ha-2) com os carbonos C-3 e C-6 e do 6+ 2.40
(d, 1H, J= 17 Hz) (Hb-2) com os carbonos ©oc 41,3 (C-1) e 6c198.3 (C-3); dos
hidrogénios das metilas em du 0.90 (3H-12) com os carbonos C-1, C-2, C-6 e C-11, e
on 0.93 (3H-11) com os carbonos C-1, C-2, C-6 e C-12 (Figura 262, pag. 216) e dos
hidrogénios da outra metila em &x 1.11 (d, 3H, J= 6,5 Hz) (3H-10) com os carbonos
C-8 e C-9; (Figura 261, pag. 215) no anel. Outras correlacdes observadas no HMBC
foram na cadeia aberta foram observadas as correlagdes dos hidrogénios em dn 5.67
(d, 2H, J= 5 Hz) atribuidos a H-7 e H-8 com os carbonos &c 78.2, atribuidos como
sendo C-6 e C-9 respectivamente (Figura 259, pag. 214) e ainda H-7 com C-8 e H-8
com C-7 (Figura 259, pag. 214) e os hidrogénios da metila em 61 1.81 (d, 3H,J=1,5
Hz) (3H-13) com os carbonos em 6c125.7 (C-4); 165.2 (C-5) e C-6 (Figura 260, pag.
215).

Figura 242: Espectro HR-ESI/EM de Sep-12

\nlens“. SEP12_POS_MeOH_4500V_SOL_RANNA_1-5_01_1406.d: +MS, 0.2-0.4min #9-21
x10%
247299

248.1330

245.0844 246.2428 249.1298 250.1195 251.1194

244 245 246 247 248 249 250 251 miz

Meas. m/z # lon Formula m/z  err[ppm] mSigma # mSigma Score rdb e  Conf N-Rule
2471299 1 C13H20NaO3 247.1305 2.4 27.6 1 100.00 3.5 even ok

O espectro de HR-ESI-MS de Sep-12 (Figura 242, pag. 205), mostrou o pico
do ion molecular com aduto em m/z 247.1299 [M+Na]* [247.1305 m/z, com erro de
2.4 ppm] compativel com a férmula molecular C13H2003 e somado a todos os dados
de RMN de 'H, 13C e bidimensionais (HSQC e HMBC), além de sua comparacdo com
a literatura (Zhang et al.,, 2021 em CDCIs-de) foi possivel identificar Sep-12 como
sendo o vomifoliol (Figura 243, pag. 206), uma substancia conhecida mas que foi
isolada pela primeira vez na espécie Senna pluribracteata.

Os dados adicionais de todas as correlagdes principais observadas nos
espectros de ressonancia magnética nuclear de HMBC (DMSO-ds, 500 e 125 MHZz)
estdo demonstrados na Figura 264, pag. 217 e os dados compilados na Tabela 14,
pag. 206.



Figura 243: Estrutura de Sep-12
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Tabela 14: Dados de RMN H e 13C utilizando técnicas uni e bidimensionais (500 e 125 MHz, DMSO-
de) de Sep-12, em comparacgdo aos dados das literaturas Zhang et al. 2021.

Sep-12
(DMSO-ds)
HSQC HMBC Referéncia
(Zhang et al., 2021)
(CDCls-ds)
N° 1H 13C ZJ SJ 1H 13C
1 - 41.3 - 41.8
2 2.05(d, 1H,J=16,5 49.6 C-3 C-6 2.22(1H,d,J 50.3
Hz) =17Hz)
2.40 (d, 1H, J=17 C-1, 2.42 (1H,d, J
Hz) C-3 = 17Hz)
3 - 198.3 - 199.0
4 5.78 125.7 C-2,C6e 5.90 (1H, s) 129.6
C-13
5 - 165.2 - 163.9
6 - 78.2 - 79.7
7 5.67 (d, 1H, J=5 128.3 C-6, C-9 578 (1H,d,J 127.5
Hz) C-8 =15.7 Hz)
8 5.67 (d, 1H, J=5 136.0 C-7, C-6 5.84 (1H,dd,J 136.4
Hz) C-9 =15.8, 4.8 Hz)
9 4.18 (m) 66.6 C-7 4.39 (1H, m) 68.7
10 1.11(d,3H,J=6,5 224 C-9 C-8 1.28(3H,d,J 244
(CHs) Hz) = 6.4 Hz)
11 0.93 23.3 C-1 C-2, 1.00 (3H, s) 24.7
(CH3) C-6,
C-12
12 0.90 242 C-1 C-2, 1.06 (3H, s) 23.6
(CH3) C-6,
C-11
13 181(d,3H,J=15 193 C-5 C-4eC-6 1.88 (3H, s) 19.7

(CH3)

Hz)




Figura 244: Espectro de RMN de 3C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-12
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Figura 245: Expanséao do espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-12
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Figura 246: Expanséao do espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-ds) de Sep-12
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Figura 247: Espectro de RMN de 1H (500 MHz, DMSO-dg) de Sep-12

—
]
v 2600000
o
s
a 2400000
NRNOHOOMOTOOUMINANINNOH
NRNOOONOOOHOOUMHHHOMO
NOQOAAAAANIMNOOR®W-aa L 2200000
e aAnNANNANr"-=0O0
N TS TS veeme——
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
i 200000
it ULJL Lo
£8 4§ gg9g3n
R ° SHANANNN [ -200000
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 1 -2 3 -4 5
1 (ppm)




Figura 248: Expansao do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Sep-12
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Figura 249: Expanséao do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Sep-12
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Figura 250: Mapa de contorno HSQC (500 MHz 125 MHz, DMSO-ds) de Sep-12
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Figura 251: Expansao do mapa de contorno HSQC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-12

f1 (ppm)

/ "

H Las

—— T A B e R I B e e R e S
1.88 1.86 1.84 1.82 1.80 1.78 1.76 1.74 1.72 170 1.68 1.66 1.64 1.62 1.60 1.58 1.56 1.54 1.52 1.50 148 1.46 1.44 142 1.40 1.38 1.36 1.3
12 (ppm)




211

Figura 252: Expansao do mapa de contorno HSQC (500 MHz €125 MHz, DMSO-dg) de Sep-12
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Figura 254: Expansdo do mapa de contorno HSQC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-12
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Figura 256: Expanséo do mapa de contorno HSQC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-12
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Figura 258: Mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-ds) de Sep-12
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Figura 259: Expansdo do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-dg) de Sep-12

L

2 (ppm)

A

% @‘

(O

n
— il p
it o

'Y

— 00

5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9

65

r70

75

80

-85

90

95

100

105

r110

F115

F120

F125

F130

F135

~140

1 (ppm)




215

Figura 260: Expansdo do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-dg) de Sep-12
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Figura 262: Expansdo do mapa de contorno HMBC (500 MHz €125 MHz, DMSO-dg) de Sep-12
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Figura 264: Correlacbes de HMBC de Sep-12
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5.13. Ensaio de citotoxicidade e de producéao de 6xido nitrico (NO)

Os resultados mostram que o tratamento com 0s compostos Sep-2, Sep-3 e
Sep-4, na concentragédo de 200 uM, reduziram a viabilidade celular em mais de 20%.
Ja na concentragao de 100 uM, apenas o Sep-3 atingiu esse nivel de citotoxicidade
(Figura 265, pag. 218; tabela 15, pag. 219). Entéo, a fim de utilizar concentra¢gdes ndo
citotoxicas para avaliar a atividade anti-neuroinflamatoria dos compostos, foram
selecionadas as concentragdes de 12,5; 25; 50 e 100 uM para o ensaio de produgao

de 6xido nitrico.

Figura 265: Efeito citotoxico de Sep-1, Sep-2, Sep-3, Sep-4, Sep-5 e Sep-6 apbds 24 horas de
tratamento em células BV2 utilizando o ensaio do MTT
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Tabela 15: Viabilidade celular apds 24 horas de tratamento com Sep-1, Sep-2, Sep-3, Sep-4, Sep-5

e Sep-6 em células BV2

Compostos Viabilidade celular (%)
25uM 50 pM 100 pM 200 pM
Controle 100+2
Sep-1 92+2" 90+2" 86+2" 81+1,9"
Sep-2 89+4,3" 88+2,9° 90+1,2 76+2"
Sep-3 86+0,8" 80+2" 7613  74£13
Sep-4 104:‘112, 98+0,7 81+1,8" 55+1,3"
Sep-5 9145 94+7,1 84+3" 87+1,3
Sep-6 96+2,2 904,7 94+4,3 90+4,4

Tabela 1. Dados obtidos a partir de um experimento (n=5)
apresentados em média do percentual de viabilidade celular + E.P.M,
sendo comparados por analise de variancia (ANOVA), seguido do
teste de Tukey. *p<0,05 comparado ao grupo controle.

No ensaio de avaliacdo da atividade anti-neuroinflamatoria, apenas o composto

Sep-5 reduziu significativamente os niveis de NO, sendo esse efeito observado
somente na concentracdo de 100 pM (Figura 266, pag. 219, 220). Os demais
compostos nao reduziram a producdo de o6xido nitrico, indicando que eles néo

possuem atividade anti-neuroinflamatoria.

Figura 266: Efeitos dos compostos Sep-1, Sep-2, Sep-3, Sep-4, Sep-5 e Sep-6 nos niveis de NO em
células BV2 estimuladas com LPS e IFN-y utilizando o ensaio de Griess
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6. CONCLUSAO

Os estudos fitoquimicos das partes aéreas da nova espécie, Senna
pluribracteata, evidenciou uma concentracdo de compostos de diferentes grupos, o
uso de técnicas classicas e modernas da fitoquimica, resultou no isolamento de doze
compostos que foram identificados por meio de métodos espectroscopicos, como
sendo:

e As quinonas inéditas: sennaquinona A (1), quinquangulina-6-O-[a-L-
ramnopiranosideo-(1—6) -B-D-glucopiranosideo] (3); rubrofusarina-6-O-[3-(6’-
(E) -crotonilglucopiranosideo)] (4);

e As naftopironas: guinquangulona (2); rubrofusarina-6-O-[a-L-
ramnopiranosideo-(1—6)-B-D-glucopiranosideo] (5), rubrofusarina-6-O--D-
glucopiranosideo (6); norrubrofusarina-6-O-3-D-glucopiranosideo
(Cassiasideo) (7)

e Os acidos: vanilico (8) e protocatecuico (9)

e O flavonoide: quercetina-3-O-B-sambubiosideo (10)

e O polifenol: resveratrol (11)

e O norsesquiterpeno: vomifoliol (12)

Sendo estes nove Ultimos compostos que ja sdo conhecidos na literatura, tendo

seu primeiro relato de ocorréncia na espécie Senna pluribracteata e colaborando
assim com o conhecimento sobre este género e mais ainda sobre esta espécie

recentemente descrita.

Os ensaios de citotoxicidade realizados com os compostos 1-6 foi observado
gue 2, 3 e 4, na concentragao de 200 uM, reduziram a viabilidade celular em mais de
20% e apenas 0 composto inédito quinquangulina-6-O-[a-L-ramnopiranosideo-(1—6)
-B-D-glucopiranosideo] (3) na concentracao de 100 uM, atingiu esse mesmo nivel de
citotoxicidade. No ensaio de avaliagdo da atividade anti-neuroinflamatoria, pela
reducdo dos niveis de NO apenas o composto 5 reduziu significativamente e somente
na concentragao de 100 pM.

Embora os resultados como potenciais agentes anti-neuroinflamatérios ndo tenham
sido satisfatorios, continuam sendo uma colaboracao para o conhecimento fitoquimico

e famacolbgico da espécie de Senna e dos seus compostos.
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ABSTRACT
Three new quinones were isolated from Senna pluribracteata, identified ARTICLE HISTORY
as sennaquinone A (1), quinquangulin-6-O-[a-L-thamnopyrano- Received 10 October

side-(1->6)-3-D-glucopyranoside] (2) and rubrofusarin-6-O-[3-(6'-(E)-croto- 2024
nylglucopyranoside] (3), and nine other known compounds identified as Accepted 9 August 2025
quinquangulone (4) rubrofusarin-6-O-[a-L-rhamnopyranoside-(1->6)-3-D- KEYWORDS
glucopyranoside] (5), norrubrofusarin-6-O-B-D-glucopyranoside Senna pluribracteata;
(cassiaside) (6), rubrofusarin-6-O-3-D-glucopyranoside (7), vanillic acid chemical constituents;
(8), protocatechuic acid (9), quercetin-3-O-sambubioside (10), resvera- Fabaceae

trol (11), and vomifoliol (12). These compounds were determined by

HR-ESI-MS, 1D and 2D NMR analyses and ECD calculation. The cytotox-

icity of compounds 1, 2, and 3 was first assessed in BV-2 microglial

cell line by MTT assay. Compounds 2 and 3 reduced cell viability by

more than 20% only at 200uM, while compound 1 was less cytotoxic.

For anti-neuroinflammatory activity evaluation, LPS/IFN-y co-stimulated

microglial cells were treated with non-cytotoxic concentrations (25, 50,

and 100uM) of compounds 1, 2, and 3, and NO production was

determined by the Griess method. Our results showed that none of

the three compounds reduced NO production, suggesting no

anti-neuroinflammatory activity.
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1. Introduction

The monophyletic Senna genus (Fabaceae) constitutes one of the largest tribes in
Cassieae, with 300-330 species. The majority are distributed in the Americas (75%),
while the rest are shared between Australia (13%) and Africa/Madagascar (10%) (Marazzi
and Sanderson 2010). In Brazil, there are records of 81 species of this genus, and 30
of them are potentially endemic, covering all regions of the country and various phy-
togeographic domains (Bortoluzzi et al. 2020; Lima 2021). The Northeast region of Brazil
has the highest diversity of species, where there have been 53 documented species,
24 of which in the state of Paraiba (Queiroz 2009; Bortoluzzi et al. 2020). Phytochemical
research on Senna species has identified a diversity of bioactive compounds such as
steroids, flavonoids, lactones, triterpenes, naphthopyrones, anthraquinones, and alkaloids
(Silva et al. 2018). Senna pluribacteata is a newly identified species of Fabaceae and it
is endemic to the Atlantic Forest in the state of Paraiba (Souto et al. 2021).

Based on the importance of natural products and the interest in discovering new
bioactive compounds from plants in the Brazilian Atlantic Forest, the species Senna
pluribracteata was studied, resulting in the isolation of 12 compounds, three of which
had not been previously reported. Structural elucidation was carried out using
HR-ESI-MS, 1D and 2D NMR, ECD calculations, and evaluation of the anti-neuroinflammatory
potential of the novel compounds 1, 2, and 3. The anti-neuroinflammatory assay was
chosen based on prior studies of Senna species with anti-inflammatory activity and
the presence of naphthopyrones with recognised neuroprotective potential (Kwon
et al. 2021).

2. Results and discussion
2.1. Structural elucidation of compounds

Compound 1 was obtained as a light-yellow solid with the molecular formula C,,;H,,O,,
according to HRESI-MS (Figure S3) in the positive ion mode at m/z 349.0910 [M+H]*
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(caled for C;,H,;,05 349.0923). The 1D and 2D NMR spectra from 1 (Figures $3-527)
showed 17 signals corresponding to 17 carbons and 8 proton signals. In the '"H NMR
spectrum (Figures S3-S8), an olefinic proton signal was observed at &, 5.56 (d, 1H,
J=0.8Hz) attributed to H-3, and a methyl proton signal at §, 2.30 (s, 3H) attributed
to H3-14, which was confirmed by their correlations in the HSQC with the respective
carbons at 6. 103.6 (C-3) (Figure S24) and 6. 16.4 (C-14) (Figure S22). In the *C NMR
spectrum, the chemical shifts were consistent with two carbonyl groups at 6. 191.5
(C-1) and 195.2 (C-4), two sp® carbons bonded to oxygen at §. 81.1 (C-13) and 99.9
(C-12), and the sp? carbon signal at §. 153.4 (C-2). The HMBC (Figures S16 and S17)
shows the correlation between the methyl protons at H3-14 and the carbons C-3 and
C-1 and between the H-3 and the carbons C-1, C-4, C-12 and C-14 (Figures S15, S18
and S19). These findings according to the literature Ge et al. 2005 (C-1 and C-4) and
Kawamura et al. 2017 (C-1, C-4 and C-13), suggest the presence of a quinone-type
ring (ring A).

In the HSQC (Figure S23), a correlation was observed between the methoxy signal
6, 3.80 (s, 3H) and the carbon at 6. 55.9, and in the HMBC (Figure S17) with the
signal at 6. 166.7 (C-5), indicating that the methoxy group attached with the ring
through this carbon. The HSQC spectrum (Figures S20 and S24) shows correlations
between the hydrogen at 6, 6.41 (d, 1H, J=2.0Hz) and the carbon at 6. 102.3 (C-6),
between &, 6.60 (d, 1H, J=2.5Hz) and &, 100.2 (C-8), between the methylene protons
at 6, 4.01 (m) and 4.14 (m) with the carbon at 6. 62.1 (C-1') (Figure S23), and between
the methyl protons at 6, 1.06 (t, 3H, J=7.2Hz) with the carbon at §. 13.9 (C-2')
(Figure S22). These positions were confirmed through the HMBC correlations of protons
H3-2" with C-1" and H2-1’ with carbons C-2' (Figure S16) and with the oxygenated
carbon signal at . 169.0 (C-7) (Figure S17), confirming that an ethoxy chain is attached
to this carbon. In the 3C NMR spectrum (Figures S9-513), the signal for the
non-hydrogenated carbon at 6. 116.5 (C-10) and the observed HMBC correlations
between H-6 and the carbons at 6. 158.5 (C-9), C-5, C-8, C-10 and at 6. 185.2 (C-11)
and the correlations between the hydrogen H-8 and the carbons C-6, C-10, C-13 ad
C-5 (Figures S18-S19) indicated that ring B is a 7-ethoxy-5-methoxy benzene ring.

The presence of a third carbonyl signal at . 185.3 and the chemical shifts assigned
to C-9, C-10, C-12, and C-13 indicate that rings A and B are attached by a carbonyl
group at C-11. Furthermore, the chemical shifts of C-9 and C-13 (Kawamura et al.
2017) suggest that these carbons do not have protons bonded, and they are therefore
bonded by a single bond, forming a five-membered ring (Ring C) (Figure S9).

All the analyses conducted led to the proposal that compound 1 also contains a
hydroxyl group, however, it was inconclusive regarding whether this hydroxyl group
was attached to the oxygen bonded to C-12 or C-13. To resolve this ambiguity,'C
and 'H NMR chemical shift calculations were performed for all possible candidates
of compound 1, that is: two diastereomers (125%13R* and 12 R*,135%) of each possible
structure (oxygen bonded to C-12 or C-13, see table S5). Application of the DP4+
method yielded a 100% probability correlating the experimental data with the cal-
culated chemical shifts for the 125%13R* diastereomer of the candidate with the
hydroxyl group attached to the oxygen bonded to carbon 12 (Table S5). With the
relative configuration unequivocally established for compound 1, ECD simulations
were subsequently performed to determine their absolute configuration. By comparing
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simulated and experimental ECD spectra, the absolute configuration of compound 1
was conclusively determined to be 12R,13S (Figure S89). After all these analyses
already described, it was possible to identify 1 as the new natural product Sennaquinone
A (Figure S1, Table S1).

Compound 2 is a yellow solid with the molecular formula C,¢H,,0,, according to
HR-ESI-MS (Figure S29) in positive mode (m/z 595.2024 [M+H]*, calculated: 595.2021m/z,
error —0.5ppm). The '"H NMR from 2 (Figures S30-S34) revealed three aromatic proton
signals at 6, 6.15 (s, 1H, H-3); 6.96 (s, TH, H-7); and 7.09 (s, 1H, H-10); and two methyl
signals at &, 2.36 (s, 3H, 2-CH,) and §,, 2.27 (s, 3H, 9-CH,) and a methoxy group signal
at &, 3.91 (s, 3H, 8-OCH;). The 3C NMR (Figures S35-542) showed 16 well-resolved
resonances, including five quaternary carbons &- 103.1 (C-4a), 107.4 (C-5a), 110.0 (C-9),
138.2 (C-9a) and 152.2 (C-10a); three methine carbons 6. 106.6 (C-3), 97.4 (C-7) and
110.0 (C-10); four oxygenated carbons 6. 169.0 (C-2), 162.4 (C-5), 156.5 (C-6), and
157.6 (C-8); one methoxy carbon 6. 55.8 (8-OCHj;), one carbonyl 6. 183.7 (C-4), and
two methyl carbons 6. 20.9 (2-CH,) and 10.5 (9-CH,) (Table S2). The HSQC correlations
of the protons H-3, H-7, H-10, the protons of the methoxy and methyl groups with
their respective carbons (Figures S52-S55) confirm these positions, in addition to the
correlations observed in the HMBC of H-3 with 2-CH,, C-2, C-4, and C-4a; H-7 with
the carbons C-6, C-8, C-5a, and C-9; H-10 with C-4a, C-5a, C-9, and C-10a; the H3 of
the methyl 2-CH; with the carbons C-2 and C-3; the H3 of the methyl 9-CH, with the
carbons C-8, C-9, and C-9a; and the H3 of the methoxy group with carbon C-8, con-
firming that the methyl group is attached to this carbon (Figures S43-S50). All these
signals were consistent with a methyl-naphthopyrone skeleton of the quinquangulin
type (Messana et al. 1991).

The "H NMR of 2 (Figures S30-S34) also showed two anomeric proton signals at
6, 5.10 (d, 1H, J=7.6Hz, H-1') and 4.55 (d, TH, J=1.6Hz, H-1"), several signals in the
6, 3.15-3.96 range characteristic of sugar units, and a methyl signal at §,, 1.11 (d, 3H,
J=6Hz), supported by the findings in the 3C NMR (Figures $35-542), the anomeric
carbons at &. 101.3 (C-1) and 100.5 (C-1"), the nine carbons of sugar units at &
66.7-76.3, and a methyl group at &, 17.9. The correlations of the protons with their
respective carbons observed in the HSQC (Figures S53-5S55), and the correlations of
the protons H2-6" with C-6' and methyl protons with C-6" indicate that this is one
glucose and one rhamnose unit. The HMBC correlation between the anomeric proton
H-1" and C-6 (8. 156.5) (Figure S48) indicated that one glucose unit is attached to
the quinquangulin through the carbons C-1'-O-C-6. Additionally, the correlation
between the proton signal H-1" with C-6' (§. 66.7) of the glucose and hydrogen §,,
3.96 (Ha-6') with C-1" (8. 100.5) (Figure S44) of the rhamnose suggests a C-1"-O-C-6'
linkage between the sugars. With all the other 1D and 2D NMR information found in
Table S2 and Figures S28-S58, it was possible to define 2 as the new natural product
guinquangulin-6-O-[a-L-rhamnopyranoside-(1-6)-B-D-glucopyranoside] (Figure S1)
(Li et al. 2001; Souza et al. 2020).

Compound 3 is a yellow solid with the molecular formula C,;H,,O,,, according to
HR-ESI-MS (Figure S61) in negative mode (m/z 501.1414 [M-H] -, calculated: 501.1402m/z,
error —2.4ppm). The signals observed in the 'H and 3C NMR (Figures S62-573), as
well as in HMBC and HSQC (Figures S74-586), showed that the signals assigned to
H-3, H-7, H-10, protons of the methyl 2-CH, and methoxy 8-OCH, groups, and to the
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carbons C-2, C-3, C-4, C-4a, C-5, C-5a, C-6, C-9a, C-1, C-10a, of the methyl 2-CH, and
methoxy 8-OCH, groups, as well as their correlations, are equivalent to those observed
for compound 2, indicating a methyl-naphthopyrone skeleton. However, the carbon
signal C-9 at 6. 101.1, an additional proton signal at §,, 6.68 (s, 1H, H-9) with cor-
relation in the HSQC and HMBC with the carbons C-5a (6. 108.1) and C-8 (6. 161.0),
in addition to the absence of another methyl group, suggest that this is a
rubrofusarin-type skeleton (Messana et al. 1991).

Through the signals in the 1D and 2D NMR spectra, signals compatible with a glu-
cose unit (Li et al. 2001) attached to C-6 of the rubrofusarin skeleton (Table S3) were
observed, similar to what was seen in compound 2. However, four additional carbon
signals were observed: a carbonyl at &. 165.4 (C-1"), two methine carbons at §. 122.2
(C-2") and 145.5 (C-3"), and a methyl at §. 17.8 (C-4"). The 'H NMR shows signals at
6, 5.88 (dd, J=1.6 and 15.6Hz, H-2"), §, 6.92 (m, H-3"), and &, 1.86 (dd, /=2 and
6.8Hz, H-4"), indicating the presence of E)-crotonic acid (Park et al. 2016). The HMBC
correlation between H-6" (§,, 4.08) and the carbonyl C-1" confirmed the attachment of
the (E)-crotonyl substituent to C-6" of the glycosidic unit (Figure $79). All other 1D and
2D NMR information can be found in Table S3 and Figures $62-S86; thus, the structure
of 3 was defined as the new natural product rubrofusarin-6-O-[(3-(6"-(E)-crotonylgluco-
pyranoside] (Figure S1).

In addition to the previously reported novel compounds, nine more known com-
pounds were identified as quinquangulone (4); rubrofusarin-6-O-[a-L-rhamnopyranoside-
(1->6)-B-D-glucopyranoside] (5); norrubrofusarin-6-O-3-D-glucopyranoside (cassiaside)
(6) (Li et al. 2001; Souza et al. 2020); rubrofusarin-6-O-3-D-glucopyranoside (7)
(Messana et al. 1991); vanillic acid (8); protocatechuic acid (9) (Zhang et al. 2009)
quercetin-3-O-sambubioside (10) (Deng et al. 2009); resveratrol (11) (Commodari et al.
2005) and vomifoliol (12) (Zhang et al. 2021) (Figure S2).

2.2, Cytotoxicity activity and nitric oxide (NO) production

The MTT assay showed that compounds 2 and 3 reduced BV-2 microglial cell viability
by more than 20% only at a concentration of 200 uM. In addition, compound 1
exhibited even lower cytotoxicity (Figure S87; Table S4). Therefore, concentrations of
25, 50 and 100 uM were selected as non-cytotoxic to evaluate the anti-neuroinflammatory
activity of the compounds through the NO production assay. The results showed that
none of the tested compounds reduced NO levels, indicating no anti-neuroinflammatory
effect (Figure S88). As expected, quercetin, the standard drug, significantly decreased
NO levels.

3. Experimental
3.1. Plant material

Aerial parts (2kg) of Senna pluribracteata were collected on the edge of the forest in
the city of Sapé, Paraiba - Brazil, authenticated by Prof. Dra. Maria de Fatima Agra
(UFPB) and MSc. Flavio Sousa Souto (UFPE). A voucher specimen (JPB67040) was
deposited at the Prof. Lauro Pires Xavier Herbarium, UFPB, Brazil, and registered in
SisGen as (A61008B).
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3.2. Extraction and isolation

The aerial parts of Senna pluribracteata were dried and crushed (1,1 kg) and subjected
to extraction with 95% ethanol (3x17L, 72h each). The ethanolic extract was dried
under reduced pressure and 80g of it were subjected to VLC, fractionating the extract
with hexane; dichloromethane (CH,Cl,); 100% ethyl acetate (EtOAc); EtOAc: methanol
(MeOH) (1:1); 100% MeOH; MeOH: ultrapure water (H,0) (1:1) and 100% ultrapure water.
The 100% EtOAc phase (3,59) was subjected to MPLC using hexane, CH,Cl,, EtOAc,
MeOH, and ultrapure water as solvents. Fraction MPLC-10 (CH,Cl,: EtOAc 1:1, 130mg) was
analysed by analytical HPLC [40-60% MeOH: H,O 0.1% formic acid (50min/8.0 mL/min)],
scaled up to preparative HPLC, leading to the isolation of 1 (6mg), 11 (6mg) and 12
(3mg). Fraction MPLC-14 (EtOAc: MeOH 8:2, 100 mg), was also analysed by analytical HPLC
[30-45% for 10min - isocratically at 45% MeOH: H,0 — 0.1% formic acid (25min/8.0mL/
min)], scaled up to preparative HPLC, resulting in the isolation of 8 (5mg) and 9 (3mg).
The EtOAc: MeOH (1:1) phase (5g) was subjected to MPLC similar to the 100%
EtOAc phase. Fraction MPLC-12 (EtOAc 100%, 354 mg) was analysed by analytical HPLC
[40-80% MeOH: H,0 — 0.1% formic acid (40 min/8.0 mL/min)], scaled up to preparative
HPLC, resulting in the isolation of 3 (3mg) and 6 (3mg). Fraction MPLC-13 (EtOAc:
MeOH 8:2, 200mg) was also analysed by analytical HPLC [30-70% MeOH: H,0 — 0.1%
formic acid (30min/8.0 mL/min)], scaled up to preparative HPLC, leading to the isolation
of 5 (11mg), 10 (4mg) and 7 (2mg). Fraction MPLC-14 (EtOAc:MeOH 7:3, 500mg),
using the same MPLC-13 method, enabled the isolation of 4 (9mg) and 2 (7mg).

3.3. Assessment of cytotoxicity and nitric oxide (NO) production

Cytotoxicity of compounds 1, 2, and 3 (25-200 uM) was assessed in BV2 microglial cells
(1x10° cells/mL) using the MTT assay (Mosmann 1983). Nitric oxid (NO) production
was measured by the Griess method (Griess 1879) after stimulating BV2 cells (1x 10°
cells/mL) with LPS (500ng/mL) and IFN-y (5ng/mL) in the presence of compounds (25,
50, or 100uM) or Quercetin (20 uM, positive control). After 24 h, supernatants were
collected for NO quantification (Assis et al. 2024). Data were expressed as mean=+S.E.M.
(n=5) and analysed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test (p<0.05).

4. Conclusions

The phytochemical study of Senna pluribracteata led to the isolation of 12 compounds
(Figure S1 and S2), three of which are novel: sennaquinone A (1), quinquangulin-6-O-[a-L-tham-
nopyranoside-(1->6)-B-D-glucopyranoside] (2) and rubrofusarin-6-O-[3-(6'-(E)-crotonylglu-
copyranoside] (3). The tests for evaluating anti-neuroinflammatory activity demonstrated
that these compounds do not show a significant effect for this purpose.
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