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RESUMO

A familia Bignoniaceae € reconhecida por produzir substdncias com propriedades
terapéuticas e bioativas, como atividades antimicrobiana, anti-inflamatdria e antioxidante.
As espécies dessa familia se destacam principalmente como fontes de quinonas, que atuam
como marcadores taxonémicos. A ampliacdo de pesquisas por novas substancias bioativas a
partir de plantas da flora amazoénica tem se intensificado, especialmente na investigacéo de
metabdlitos com potencial citotdxico. Desta forma, a presente pesquisa tem como objetivo
realizar o estudo fitoquimico das raizes de Pleonotoma jasminifolia (Kunth) Miers e avaliar
a citotoxicidade in vitro das substancias isoladas. A raiz, apds ser seca, foi submetida a
extragdo por maceragdo com hexano, acetato de etila e metanol. O extrato de acetato de etila
das raizes de P. jasminifolia foi submetido a ensaios cromatograficos, utilizando a
ferramenta de molecular networking para o tratamento dos dados obtidos por Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS), com o objetivo de guiar o
isolamento de substéncias inéditas. A elucidagdo estrutural das substancias foi realizada por
meio de técnicas espectroscopicas e espectrométricas. Neste trabalho com essa espécie
boténica, foram isoladas duas substancias inéditas que foram nomeadas de pleonotoquinona
A (1) e pleonotoquinona B (2), além de duas antraquinonas conhecidas pertencentes a classe
das quinonas: 7-hidroxi-8-metoxi-2-metil antraquinona (3) e 7,8-dimetoxi-2-metil
antraquinona (4). Os compostos 1 e 2 demonstraram ser citotoxicos contra células de cancer
de cdlon humano HCT116, com Clso de 2,6 e 4,3 uM, respectivamente. Adicionalmente,
ambos 0s compostos apresentaram citotoxicidade contra células de cancer de figado humano
HepG2, com Clsp de 1,9 e 6,4 uM, respectivamente. Através dos resultados obtidos, foi
possivel comprovar que a espécie P. jasminifolia € uma fonte promissora de quinonas

bioativas.

Palavras-chave: Quinonas; fitoquimica; citotoxicidade.



ABSTRACT

The Bignoniaceae family is recognized for producing substances with therapeutic and
bioactive properties, such as antimicrobial, anti-inflammatory, and antioxidant activities.
Species within this family are particularly notable as sources of quinones, which serve as
taxonomic markers. Research into new bioactive substances derived from Amazonian flora
has intensified, especially in the investigation of metabolites with cytotoxic potential.
Therefore, the present research aims to conduct a phytochemical study of the roots of P.
jasminifolia and evaluate the in vitro cytotoxicity of the isolated substances. The root, after
being dried, was subjected to extraction by maceration with hexane, ethyl acetate, and
methanol. The ethyl acetate extract from the roots of P. jasminifolia was subjected to
chromatographic assays, using the molecular networking tool to process the data obtained
by Liquid Chromatography coupled with Mass Spectrometry (LC-MS/MS), with the aim of
guiding the isolation of novel substances. The structural elucidation of the substances was
carried out using spectroscopic and spectrometric techniques. In this study of this botanical
species, two novel substances were isolated and named pleonotoquinone A (1) and
pleonotoquinone B (2), in addition to two known anthragquinones belonging to the quinone
class: 7-hydroxy-8-methoxy-2-methyl anthraquinone (3) and 7,8-dimethoxy-2-methyl
anthraquinone (4). Compounds 1 and 2 were found to be cytotoxic against human colon
cancer cells HCT116, with ICso values of 2.6 and 4.3 uM, respectively. Additionally, both
compounds exhibited cytotoxicity against human liver cancer cells HepG2, with 1Cso values
of 1.9 and 6.4 pM, respectively. The results obtained confirmed that the species P.

jasminifolia is a promising source of bioactive quinones.

Keywords: Quinones; phytochemistry; cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

Desde tempos ancestrais, as plantas tém sido empregadas para o tratamento de
doencas e no decorrer das eras, essa sabedoria foi transmitida de uma geragéo para outra.
Neste sentido, as plantas sdo amplamente utilizadas na medicina popular com finalidade
terapéutica, e tém servido como base na obtencédo de novos farmacos (MACEDO, 2019; DA
SILVA et al., 2022).

As espécies vegetais sdo consideradas fontes produtoras de uma ampla variedade
de classes de substancias. Essas substancias produzidas provenientes do metabolismo
primario, que sdo responsaveis pela producdo de macromoléculas essenciais para o
crescimento e desenvolvimento da planta, e do metabolismo secundério, que é responsavel
pela producdo de metabolitos ndo essenciais no organismo (VERMA e SHUKLA, 2015;
ANDRADE et al., 1999).

Os constituintes quimicos provenientes do metabolismo secundario exercem
uma variedade de funcGes na planta, tais como atrair polinizadores, protecdo contra os raios
ultravioletas, herbivoros e micro-organismos, bem como sdo responsaveis pelas
propriedades farmacoldgicas e efeitos toxicos da planta (LOPEZ, 2006; KAUFMAN et al.,
1999).

De acordo com Newman e Cragg (2020), ao longo do século XX, ocorreu um
significativo progresso nas investigagdes de compostos naturais, sendo a maioria
proveniente de plantas. Esses estudos focaram especialmente em aplicacdes para pesquisas
relacionadas ao tratamento de cancer. Esses esforcos levaram a identificacdo de substancias
que sdo atualmente utilizadas na area médica, ampliando assim as alternativas disponiveis
para diversos tipos de tratamentos.

O céancer é uma das principais causas de morte em todos os paises do mundo,
sendo causado por inumeros fatores, resultando no crescimento de células anormais que
podem se espalhar pelo corpo (BRAY, 2021). O tratamento para 0 cancer € muito
complicado e envolve uma série de fatores como resisténcia as terapias e os efeitos colaterais
no uso de medicamento, neste sentido € importante ressaltar a busca por novos
medicamentos que sejam cada vez mais eficientes no tratamento do cancer (HOUSMAN et
al., 2014). Sendo assim, o interesse em pesquisar fontes de produtos naturais se baseiam na
busca por terapias mais eficazes e menos prejudiciais, visando melhorar o bem-estar dos

pacientes.
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Neste sentido, a quimica de produtos naturais se dedica a anélise de substancias,
principalmente aquelas provenientes do metabolismo secundéario e explora seu potencial
terapéutico. A busca continuada nesta area é necessaria para descobrir novas substancias que
possam servir de aplicacOes terapéuticas, resultando na ampliacdo do conhecimento acerca
da diversidade quimica (SILVEIRA, CARVALHO e MATOS, 2021; VIEGAS et al., 2006).
Nesse cenario, a Floresta Amazonica desempenha um papel extremamente importante, uma
vez que € lar de uma das biodiversidades mais ricas do mundo, contendo uma grande
quantidade de substancias ainda inexploradas. Isso incentiva a exploracdo em busca de novos
metabolitos secundarios (MARCOVITCH e PINKY, 2020).

Dessa forma, considerando que cada vez mais ha uma procura global por novos
medicamentos oriundos de plantas. Este estudo encontra sua razdo na continua necessidade
de descobrir novas moléculas bioativas originarias de plantas da regido da Amazonia. Além
disso, a pesquisa sobre plantas que sdo exclusivas dessa area pode também desempenhar um
papel na preservacdo desse ecossistema, uma vez que a atengao mundial esté voltada para a
floresta.

Com a necessidade de ampliar o conhecimento fitoquimico da espécie P.
jasminifolia, este trabalho consiste em realizar o estudo quimico da raiz, visando o
isolamento e elucidacdo de metabodlitos secundarios presentes nessa espécie, bem como

investigar o seu potencial citotoxico.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Investigar a composi¢do quimica das raizes de P. jasminifolia por meio de técnicas

cromatograficas classicas e espectrométricas, e avaliar o seu potencial citotdxico in vitro.
2.2. Objetivos especificos

v Analisar o perfil quimico das fracdes das raizes P. jasminifolia;

v Realizar o isolamento das substancias presentes na raiz da P. jasminifolia;

v Elucidar as estruturas das substancias isoladas pela interpretacdo dos dados
espectroscopicos (RMN) e espectrométricos (MS);

v/ Avaliar a citotoxidade in vitro das amostras das raizes de P. jasminifolia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Cancer e plantas medicinais
3.1.1. O céancer

O céncer é definido como um conjunto de mais de 100 doengas descritas pela
multiplicacdo desordenada de células que afetam e se espalham entre tecidos e 6rgdos que
estdo proximos da estrutura afetada no corpo humano (INCA, 2012). Essas células tornam-
se muito agressivas, podendo gerar tumores benignos ou malignos (SILVA, 2012).

Um tumor benigno é aquele que se assemelha as células do tecido de onde se
originou e cresce lentamente. Geralmente, esse tipo de tumor ndo representa um risco de
morte para o individuo, pois pode ser completamente removido por meio de cirurgia. Por
outro lado, um tumor maligno tende a ser mais agressivo e apresenta caracteristicas distintas,
como células anormais e a capacidade de se espalhar para outras partes do corpo, o que torna
0 quadro mais grave. Alteracbes como varia¢do no tamanho e forma das células, aumento
do tamanho do nucleo e coloracdo mais densa, aléem da perda da distribuicdo regular das
células, sdo indicios desse tipo de tumor (DE MORAES, ALONSO e OLIVEIRA, 2011).

O céncer resulta de uma interagdo complexa entre fatores externos e internos,
como mutagdes genéticas, exposicdo a carcindgenos ambientais e fatores hormonais e
imunoldgicos. Cerca de 80% a 90% dos casos estdo ligados a fatores ambientais, incluindo
habitos e comportamentos. Esses fatores podem alterar o DNA das células, levando ao
desenvolvimento do cancer. Embora a genética desempenhe um papel importante, a maioria
dos casos ndo é exclusivamente hereditiria. O envelhecimento também aumenta a
suscetibilidade, pois as células se tornam mais vulneraveis ao processo cancerigeno ao longo
do tempo (INCA, 2023; GUERRA et al., 2005).

O céncer é causado por diversos fatores e envolvem uma interagdo complexa
entre fatores genéticos, ambientais e estilo vida. Fatores genéticos desempenham um papel
importante no desenvolvimento do céncer, e certas mudancas genéticas aumentam a
predisposicdo ao cancer. Além disso, fatores ambientais como agentes cancerigenos,
poluicéo e exposicdo a radiacdo também estdo associados a um risco maior de se adquirir
cancer (ZHANG, 2020; GAROFOLO et al., 2004).

Segundo a Organizagdo mundial da saude (OMS, 2024), os tipos de cancer mais

comuns em todo o mundo foram o cancer de pulméo, cancer de mama, cancer colo retal,
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cancer de prostata e cancer de estdbmago. O Instituto Nacional do Céncer estimou um total
de 704 mil novos casos de cancer possam ocorrer entre 0s anos de 2023 a 2025 (Figura 1).
As regifes que o0s canceres estdo mais predominantes sdo na regido Sul e Sudeste, que
engloba 70% dos casos no Brasil. Ao todo foram identificados 21 Tipos de cancer mais
recorrentes no Brasil. Destes tipos de cancer os mais recorrentes foram o de pele nédo
melanoma (31,3% do total de casos), seguido pelos de mama feminina (10,5%), préstata
(10,2%), colon e reto (6,5%), pulmao (4,6%) e estdmago (3,1%) (INCA, 2023).

Nos homens foram estimados que os tipos de cancer mais comuns sdo o cancer
de prostata (30,0%), o cancer de colon e reto (9,2%), o cancer de pulmao (7,5%), o cancer
de estbmago (5,6%) e o cancer de cavidade oral (4,6%). Nas mulheres, o cancer de mama €
0 mais prevalente (30,1%), seguido pelo cancer de célon e reto (9,7%), o cancer de colo do
utero (7,0%), o cancer de pulmao (6,0%) e o cancer de tireoide (5,8%) (ONCONGUIA,
2022).

Incidéncia de Cancer no Brasil ||Incidéncia de Cancer no Brasil

Localizagéio primaria Casos % Localizagdo priméria Casos %
Mama feminina 7 ) 30,19 Prostata 71.730 30%
Cdlon e Reto 23.660 Colon e Reto 21.970 9.2%
~olo do Gtero 7.010 7,0% Traqueia, Bronguio e Pulmdo 18.020 7,5%
Traqueia, Bronguio e Pulmdo 4.54C 6,0% Estomago 13.340 56%
Gléandula Tireoide 4.160 5,8% Cavidade Oral 10.900 4,6%
[ ago 8140 3,3% Esofago 8.200 34%
po do atero 7.840 3,2% Bexiga 7.870 3,3%
OV - 7.310 3,0% Laringe 6.570 27%
PaNncreas 5.690 239 infoma nédo Hodgkin 6.420 2,7%
nfoma néao Hodgki 5.620 3o, Figado 6.390 27%

Figura 1. Estimativas de novos casos de cancer, em mulheres e homens, para 2023-2025 Fonte: (Adaptado
de, ONCONGUIA, 2022).

Atualmente, o tratamento dos tipos de cancer pode ser realizado por trés etapas
que sdo as mais comuns, sao elas: cirurgia, quimioterapia e radioterapia. De acordo com
tipo de tumor, estagio, condi¢cdo do paciente e possiveis efeitos colaterais, o tratamento pode
combinar essas etapas No entanto, existem outras formas de tratamento, utilizando diferentes
técnicas medicinais (JEMAL, 2015). No entanto, cada vez mais 0s pacientes junto com 0s
médicos buscam novas formas de tratar o cancer.

A medicina considera a melhor chance do tratamento do cancer, a radioterapia,
a quimioterapia e a intervencao cirurgica. No entanto, existem outras formas de tratamento,
utilizando diferentes técnicas medicinais, uma delas é a chamada terapia alternativa,
reconhecida pelo uso de metabdlitos secundarios provenientes de plantas medicinais
(VEIGA, 2005; COSTA et al., 2010). A OMS define plantas medicinais como plantas que
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contém substancias que podem ser usadas para fins terapéuticos ou que s&o precursores de
drogas semissintéticas

3.1.2. Quimioterapicos na terapia do cancer

As plantas desempenham um papel crucial na luta contra o cancer, ja que mais
de 70% dos medicamentos anticAncer atualmente disponiveis no mercado sdo derivados
direta ou indiretamente delas. Além disso, as plantas oferecem uma grande variedade de
metabolitos secundarios, que sdo substancias quimicas com potencial terapéutico,
contribuindo para a diversidade e eficacia dos tratamentos contra o cancer (ISAOGLU,
GULLUCE e KARADAYI, 2020; BEZERRA, 2016).

A vimblastina (1) (velban®), vindesina (2) (eldisine®), vincristina (3)
(oncovin®) e vinorelbina (4) (navelbine®), sdo alcaloides naturais isolados da espécie
Catharanthus roseus (L.) G.Don (Apocynaceae), também conhecida como vinca-de-
Madagascar. Esses alcaloides pertencem a uma classe de compostos chamados de alcaloides
da vinca, sendo importantes agentes quimioterapicos amplamente utilizados no tratamento
de diversos tipos de cancer. Esses compostos atuam inibindo a divisdo celular, o que é
particularmente importante no combate ao crescimento descontrolado das células
cancerigenas. A vimblastina ¢ utilizada no tratamento de diferentes tipos de cancer, como o
linfoma de Hodgkin, leucemia linfobléstica aguda, cancer de mama, entre outros. Ja a
vincristina é amplamente empregada no tratamento de leucemias, linfomas, neuroblastoma
sarcomas e tumores cerebrais (VIEIRA et al., 2020; AL et al., 2008; BRANDAO et al.,
2010).

A podofilotoxina (5) € uma substancia isolada da planta Podophyllum peltatum
L. (Berberidaceae) e tem sido amplamente estudada por suas propriedades no combate ao
cancer. Nos Estados Unidos, os indios americanos utilizam o extrato da raiz da planta P.
peltatum para o tratamento de cancer de pele e para tratar verrugas (MANN, 2002). A
podofilotoxina deu origem a dois derivados semissintéticos importantes no tratamento do
cancer. Um deles é o etoposide (6), utilizado no combate ao cancer de testiculo e certos tipos
de céncer de pulméo e o teniposide (7), que é empregado no tratamento de condi¢fes como
a leucemia linfoblastica aguda, linfoma ndo-Hodgkin e neuroblastoma (DE LIMA DAVID,
2013).

O taxol®, também conhecido como paclitaxel (8), isolado primeiramente da

casca da arvore do teixo-do-pacifico, chamada Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), €
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amplamente utilizado no tratamento de cancer de mama, ovério e pulmé&o. O taxol é o agente
antineoplésico mais vendido, tendo alcangado uma receita de mais de um bilh&o e meio de
ddlares em 2000 (MANN, 2002). Em 1992, o taxol® foi aprovado como um dos
medicamentos extensivamente empregados na quimioterapia devido a sua eficiéncia em
diversos ensaios bioldgicos. Todavia, inicialmente, ndo havia quantidades suficientes do
paclitaxel 11) e o medicamento tinha baixa solubilidade em agua. Para contornar essas
restricdes, foi desenvolvido o docetaxel (9) (taxotere®) em 1996, esse novo agente é
semissintético e demonstrou ser mais potente do que o taxol. Como resultado, o docetaxel
tornou-se uma opcao valiosa para o tratamento do cancer, oferecendo uma alternativa mais
eficaz na luta contra o cancer (DURAK et al., 2014).

A camptotecina (10) é um alcaloide que foi isolado pela primeira vez em 1966
extraida de uma arvore chinesa, Camptotheca acuminata Decne. (Cornaceae), curiosamente,
foi identificada pelo mesmo grupo de pesquisa que isolou o taxol (OBERLIES, 2004). Duas
moléculas importantes no tratamento do cancer sdo derivadas da camptotecina, a topocan
(11) e irinotecan (12), que sdo capazes de inibir a enzima topoisomerase (LI e COREY,
2013).
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Figura 2. Substancias isoladas de plantas utilizadas como farmacos no tratamento do cancer.

Os estudos com estas moléculas prosseguiram, até que em 1966, os cientistas
descobriram uma molécula equivalente ao irinotecan, que deu excelentes resultados no
combate aos canceres de colon, pulmdo e ovario, sendo autorizado pela Food e Drugs
Administration (FDA) a venda para sua comercializa¢do. Devido & impressionante variedade
de compostos quimicos presentes na natureza, os produtos naturais sdo considerados um rico
reservatorio de bioativos, compostos com potencial terapéutico. Nas Gltimas décadas,
tremendos esforgos tém sido feitos para isolar novas moléculas oriundos de plantas para
investigar suas propriedades contra o cancer e explorar o0 mecanismo de a¢do no organismo.
Esses esforcos levaram a descoberta de um painel de drogas anticancerigenas. Estima-se que
entre 1981 e 2019, aproximadamente 25% de todos o0s novos medicamentos
anticancerigenos vieram de produtos naturais (figura 3) (NEWMAN e CRAGG, 2020).
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Figura 3. Drogas aprovadas no periodo de 1981 a 2019 (Adaptado de Newman e Cragg, 2020).

Mesmo com o crescimento das pesquisas fitoquimicas, tem-se a urgéncia na
busca por novos medicamentos, uma vez que existem diversas enfermidades ainda sem o
tratamento eficaz e seletivo. E importante buscar novas abordagens para deter o progresso
do cancer, através da identificacdo de moléculas que possuam mecanismos especificos para
cada tipo de neoplasia (GREENWELL e RAHMAN, 2015).

Contudo, as pesquisas na area de produtos naturais continuam revelando familias
promissoras como fontes de metabolitos citotoxicos, essenciais para o tratamento do cancer.
Dentre essas familias, a Bignoniaceae é reconhecida pela diversidade de metabdlitos que
apresentam atividades farmacolégicas comprovadas. Essa familia botanica tem despertado
interesse devido a sua relevancia como fonte de substéncias bioativas (CIPRIANI et al.,
2012).

3.2. A familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae € subdividida em oito tribos, das quais trés estdo
presentes no Brasil (Bignonieae, Crescentieae e Tecomeae), € um grupo de plantas bastante
diversificado, conhecidas por suas propriedades medicinais e ornamentais, sendo compostas
por cerca de 860 espécies e 82 géneros. Essas plantas sdo encontradas principalmente em
regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo, incluindo América do Sul, América
Central, Africa e partes da Asia (Figura 4) (GENTRY, 1980; LOHMANN e ULLOA 2023).

O Brasil é um centro de diversidade para a familia, abrigando 34 géneros e 420 espécies,
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com dois géneros e 212 espécies endémicos que estdo presentes em todos os diferentes
dominios fitogeograficos do pais. (LOHMANN et al., 2022).

s
1 ~

Figura 4. Distribuicdo geografica das Bignoniaceae pelo mundo. Fonte: (MOBOT, 2023)

Economicamente, as Bignoniaceae costumam ser utilizadas na construcao civil,
carpintaria e na construcdo de instrumentos musicais, devido as suas caracteristicas
resistentes e durével. Na carpintaria, a madeira € valorizada por sua flexibilidade, permitindo
a fabricacdo de pecas excepcionais. No paisagismo, as plantas séo apreciadas por suas flores
coloridas e vistosas, agregando beleza aos locais como jardins e parques (PAULETTI et al.,
2003).
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Cybistax antisyphilitica

Zeyheria tuberculosa Godmania dardanoi Tabebuia rosea

Figura 5. Algumas espécies de Bignoniaceae (Fonte: Adaptado de FIELDGUIDES, 2023)

Segundo Gentry (1980), esta familia é caracterizada por apresentar plantas
herbaceas, arbustos, arvores ou trepadeiras; folhas opostas e compostas; flores
hermafroditas, zigomorfas (simetria bilateral), gamopétalas e oligostémoneas (flores cujo
nimero de estames e menos que 0 nimero de pétalas), estames didinamos, epipétalas e
estaminddios geralmente presentes; gineceu bicarpelar, ovario superior, estilete bifurcado;
fruto em forma de cépsula e as sementes geralmente possuem estruturas aladas (figura 6).

Varias espécies da familia Bignoniaceae sdo utilizadas na medicina popular,
apresentando os mais diversos usos, tais como: efeito estimulante, anti-helmintico e
afrodisiaco, relatados para Tynnanthus fasciculatus Miers (CARVALHO et al., 2009);
tratamento de coélicas intestinais, diarreias, anemias e enfermidades da pele para Arrabidaea
chica (Bonpl.) L.G.Lohmann (ALVES et al.,, 2010; TAFFARELO, 2008); combate a
infeccbes contra sifilis e como depurativo sanguineo para Jacaranda puberula Cham
(MARTINS, CASTRO e CAVALHEIRO, 2008); tratamento de vitiligo, bronquite, ictericia,
diarreia e resfriado para Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (ALTOE, 2014); tratamento
de febre, enfermidades dermatoldgicas, dores musculares, articulares e faciais, além de ser
utilizada como cosmético para Adenocalymma axillarum (K.Schum.) L.G. Lohmann
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(ANDRADE et al., 2020); redugéo de inflamagdes, reumatismo, tratamento de infec¢des na
pele, dor de cabeca, depurativo do sangue e calmante para Pithecoctenium echinatum (L.)
L.G Lohmman (CASOTI et al., 2012).

Figura 6. Caracteristicas gerais de Bignoniaceae. A: fruto; B: flor; C: ramos vegetais; D: sementes

Fonte: (A) https://identify.plantnet.org/pt/the-plant-list/observations/1015351775.
(B) http://floraufpbcampusl.blogspot.com/2017/05/bignoniaceae-tecoma-stans-l.html.
(C) https://br.pinterest.com/brasilbioma/guia-fotogréeC3%A1fico-de-identifica%C3%A7%C3%A30-de-plantas/.
(D) https://www.clickmudas.com.br/sementes-nativas/ipe-roxo-handroanthus-heptaphyllus.

A familia desempenha diversas atividades biol6gicas e estdo associadas aos
metabolitos secundarios encontrados em suas diferentes espécies, essas atividades incluem
principalmente agfes anti-inflamatorias, antidiuréticas, antimicrobianas, antioxidantes,
antidiarreicas e antitumorais (CHOUDHURY et al., 2011). Portanto, a familia Bignoniaceae
representa uma fonte rica e promissora de compostos bioativos com relevancia significativa

para a pesquisa farmacoldgica e toxicologica (Quadro 1).
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Quadro 1. AcGes bioldgicas de algumas espécies da familia Bignoniaceae.

Espécie botanica Atividade biol6gica Referéncia
Handroanthus Chenna et al
impetiginosus (Mart. ex Anticancerigena (2001) N
DC.) Mattos '
Catalpa bignonioides - Munoz-Mingarro
Walter Anti-inflamatoéria et al, (2003).
Tecomae)s(tirLSnErL] ) Juss. Antifungica contra Candida Patriota et al.,
albicans (2016).

Markhamia tomentosa
(Benth.) K.Schum.

Atividade antimalérica in vitro
contra Plasmodium falciparum

Ali et al., (2015).

Pseudocalymma elegans

(Vell) L.G.Lohmann Paralisia muscular Ali, (2000).
Martinella obovata Gentrv e Cook
(Kunth) Bureau & Febrifuga e adstringente y ’

(1984).
K.Schum.
Anemopaegma arvense Antidepressiva, anti-infecciosa e Vila Verde,
(\Vell) vasodilatadora. (2003).
Jacaranda obtusifolia Antisifilitica Gachet e Schihly,
Bonpl. (2009).
Markhamia zanzibarica Efeito antitumoral contra células El-kersh et al,
(Bojer ex DC.) K.Schum. Hela (2016).
Markhamia lutea In vitro contra o virus sincicial Kernan et al.,
(Benth.) K.Schum, respiratorio (1998).
Spathodea campanulata Antimicrobiana Ofori-Kwakye et
P.Beauv. al., (2009).
Stereospermum Analgésica Ching et al.,
kunthianum Cham. (2009).

Em relacdo aos aspectos fitoquimicos, a familia Bignoniaceae possui um gama
de metabolitos secundarios descritos na literatura. Em destaque, as classes mais frequentes
sdo o0s terpenos - iridoides (terpenos irregulares), quinonas, alcaloides, flavonoides,
compostos fenolicos e seus derivados (HAMED et al., 2020).

Os iridoides mais comuns na familia Bignoniaceae é o catapol (13) e a aucubina
(14) e seus derivados que estdo presente em todas as espécies da tribo e em plantas situadas
na America do Sul, respectivamente (RIOS, 2015). Estes iridoides se destacam pelas suas
propriedades citotdxicas tais como a substancia 13, isolada da planta Argylia radiata (L.)
D.Don (VON POSER et al., 2000; MARTIN et al., 2007), demonstrou atividade citotoxica

contra MF-7 (células do cancer de mama) (LIU et al., 2022); A aucubina (14), presente em
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espécies de Bignoniaceae como Crescentia cujete L. (KANEKO et al., 1997), mostrou
atividade citotoxica contra células A549 de cancer de pulméo, com Clso de 12,5 uM. (HUNG
et al., 2008).

Os terpenos regulares isolados de algumas espécies da familia também
apresentaram potencial citotdxico. Dentre eles, os triterpenos acido ursélico (15) e o acido
oleandnico (16), isolados de Markhamia obtusifolia (Baker) Sprague e Mansoa difficilis
(Cham.) Bureau & K.Schum, respectivamente (ARRUDA, 2009; ARRUDA 2012; SILVA
et al., 2010; RESENDE et al., 2006). A substancia 15 mostrou citotoxicidade relevante nas
células de leucemia P-388 (Clso de 3,18 pug/mL) e L-1210 (Clso de 4,0 pg/mL), assim como
em células de carcinoma de pulmao humano A-549 (Clso de 4,0 pg/mL). (LEE et al., 1988).
A substancia 16 mostrou fraca atividade citotdxica contra a linhagem de célula do cancer de
colo do utero (HELA), com Clso de 32 pg/mL (HASHEM et al., 2012).

Vérios compostos pertencentes as classes de flavonoides ja foram isoladas de
espécies de Bignoniaceae. Flavonoides como cirsimaritina (17), rutina (18) e quercetina-3-
O-galactosideo (19) foram isolados das seguintes espécies vegetais Tecomella undulata
(Sm.) Seem e de Tabebuia caraiba (Silva Manso) Benth. & Hook.f. ex S.Moore,
respectivamente (AZAN e GHANIM, 2000; BLATT, SALATINO e SALATINO, 1996).

Os flavonoides tém sido estudados por serem substancias com capacidade de
impedir o crescimento de células cancerigenas devido suas propriedades antioxidantes, que
podem ajudar a controlar a divisdo celular e prevenir a formacéo de tumores, bem como
atuam atraves da regulacdo de enzimas envolvidas no processo de formacdo de cancer
(AMADO et al., 2011; RODRIGUES et al., 2015). Nesse contexto, os flavonoides tém
sido objeto de estudos com o intuito de entender como podem ajudar a evitar o crescimento
de células cancerigenas, especialmente analisando como eles interagem com o0s
mecanismos que levam apoptose em tipos especificos de em linhagens de células
carcinogénicas (DOS SANTOS e RODRIGUES, 2017).

Em um estudo conduzido, foi observado que diversos flavonoides, como a
quercetina (20) isolada de Crescentia cujete L. (Bignoniaceae), apigenina (21) e luteolina
(22) isolados de Fridericia chica (Bonpl.) L.G.Lohmann (Bignoniaceae), demonstraram a
capacidade de induzir a apoptose de forma seletiva, ou seja, quando utilizados em
concentragcdes equivalentes, esses compostos foram capazes de desencadear a morte

programada de células cancerigenas, sem afetar células normais. Tanto a apigenina (21)
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quanto a quercetina (20) inibiram a viabilidade das células HL60 (leucemia promielocitica
humana), os compostos induziram apoptose nas células HL60 a uma concentracdo de 60
HMM. A apigenina mostrou-se mais eficaz que a quercetina na inducdo da apoptose. Ja a
luteolina (22) exibiu atividade citotoxica frente a células de melanoma com Clso de 10
pg/mL (CRUZ et al., 2022; GALVEZ et al., 2003; YUAN et al., 2012).

As lignanas naturais com propriedades bioativas estdo sendo objeto de
investigacdo devido as suas propriedades farmacoldgicas, principalmente na acgéo
antitumoral. Além disso, esses compostos tém sido considerados como protétipos
promissores para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (DAR e ARUMUGAM,
2013). O estudo fitoquimico do género Tecoma, levou o isolamento de 5 lignanas
conhecidas, sdo elas: paulownia (23), acetato de paulownia (24), sesamina (25), olivil (26) e
cicloolivil (27). Esses compostos foram testados, avaliados e exibiram atividade citotdxica
de Clsp variando de 13,01 a 100,0 pg/ml (REIS et al., 2023).
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Figura 7. Substancias isoladas de Bignoniaceae.
3.2.1. Quinonas da familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae é uma das diversas familias botanicas que abriga plantas
que contém quinonas em sua composi¢do. Nos ultimos anos, cada vez mais o interesse pelas
quinonas vem crescendo, tanto devido a sua relevancia nos processos bioquimicos quanto
aos estudos farmacoldgicos que vem ganhando destaque (SILVA, FERREIRA e SOUZA,
2003).

A classe de substancias com a estrutura da quinona apresenta um anel de seis
carbono com duas carbonilas que podem ser divididos em diferentes grupos como,
benzoquinona (28), naftoquinonas (29) e antraquinona (30) (figura 8), de acordo com o
namero de anéis de benzeno no esqueleto (LU et al, 2013; AMININ et al., 2020).
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Figura 8. Estruturas basicas de quinonas.

As quinonas tém despertado grande interesse na comunidade cientifica devido
as suas propriedades de oxidacdo e reducdo em sistemas biologicos. Elas sdo capazes de
participar em transferéncias de elétrons e induzir estresse oxidativo nas células, o que resulta
na formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Além disso, estes compostos
quinénicos tém a capacidade de atuar como inibidores do complexo das topoisomerases,
intercalando-se no DNA celular, esse processo desencadeia a apoptose celular, evidenciando
o potencial bioldgico significativo das quinonas (SILVA, FERREIRA e SOUZA, 2003;
DUROUX et al., 1998).

As células cancerosas, por sua natureza, sofrem de um estresse oxidativo
elevado, com niveis de EROs significativamente maiores em compara¢do com as células
saudaveis. Esses niveis estdo proximos do limite critico de equilibrio redox, o qual, quando
atingido, desencadeia o processo de apoptose celular. Devido a essa particularidade,
pesquisas tém se concentrado no desenvolvimento de novos medicamentos capazes de
aumentar seletivamente os niveis de EROs nas células cancerosas, induzindo assim a
apoptose, sem afetar as células normais (GOUVEIA e LIMA, 2017). Nesse contexto, muitos
estudos tém se dedicado a busca por compostos que atuem como geradores de EROs
intracelulares, com o intuito de desencadear esse mecanismo especifico de morte celular.
Entre as substancias investigadas, as quinonas surgem como uma classe promissora para o
desenvolvimento de novos farmacos com atividade antitumoral. Sua capacidade de modular
os niveis de EROs torna-as candidatas promissoras para terapias seletivas, visando
exclusivamente as células cancerosas e poupando as células saudaveis do organismo
(SILVA, FERREIRA e SOUZA, 2003).

As quinonas s8o compostos quimicos que estdo amplamente distribuidos no
reino vegetal, e sdo predominantes na familia Bignoniaceae. As naftoquinonas sao os tipos

de quinonas mais comuns encontradas nesta familia (BRUNETON, 1995). A citotoxicidade
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das naftoquinonas resulta principalmente da sua capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs) e da natureza eletrofilica da porcéo quinona, que facilita a interacdo com
alvos bioldgicos, como grupos tidis nucleofilicos, proteinas, DNA e RNA. (BHASIN, et al.,
2013; RAVICHANDIRAN et al., 2019; GONG et al., 2011).

As quinonas sdo conhecidas desde a antiguidade, devido as suas propriedades
corantes e a sua aplicacdo na medicina tradicional para tratar a cicatrizagdo de feridas.
Recentemente, o interesse por esses compostos aumentou significativamente devido a sua
diversidade de efeitos biologicos, especialmente sua capacidade de terem efeitos citotoxicos
(DURAN, 2023; QIU et al., 2018).

Os compostos 9- metoxi-a-lapachona (31) e 4-hidroxi-9-metoxi-a-lapachona
(32) isolada de Mansoa alliacea (Lam.) A.H.Gentry, mostraram atividade citotoxica contra
ceélulas V-79 com valores Clso de 5,6 e 6,0 pg/ml, respectivamente (ITOKAWA, 1992). O
estudo quimico das raizes de Newbouldia laevis resultou no isolamento das substancias 5-
hydroxi-7-metoxidesidroiso-a-lapachona (33) e newbouldiaquinona A (34). O composto
(34) mostrou atividade antimalarica contra Plasmodium falciparum in vitro (EYONG et al.,
2006). Dentre as antraquinonas zenkequinones A e B (35,36) isoladas de Stereospermum
zenker, a zenkequinones B mostrou melhor a atividade antibacteriana (C1 9,50 pg/ml) contra
Pseudomonas aeruginosa (LENTA et al., 2007).

O género Tabebuia é o maior grupo dentro da familia Bignoniaceae, € composto
por aproximadamente 100 espécies, este género possui quinonas que estdo associadas a
diversas atividades bioldgicas presentes em varias espécies de Tabebuia, exibem uma ampla
distribuicdo (EL-HOSSARY et al., 2007; OLIVEIRA et al.,1993).

Da espécie Tabebuia rosea Bertol foram isolados 5-hidroxi-2-(1-hidroxietil)
nafto[2,3- b]furano-4,9-diona (37), 5-hidroxi-2-(prop-1-en-2-il)nafto[2,3-b]furano-4,9-
diona (38) e 5-hidroxi-2-(prop-1-en-2-il)-2,3-dihidronafto[2,3-b]furano-4,9-diona (39),
estas substancias mostraram citotoxicidade relevante contra linhagens de célula de KB e
Hela com Clsocom valores de 1,35 ¢ 1,15, 0,53 € 0,77, 1,79 ¢ 0,73 ug/mL, respectivamente
(SICHAEM et al., 2012). Da Tabebuia avellanedae (Mart. ex DC.) Mattos foram isoladas
as seguintes substancias: 2-acetilnafto[2,3-b]furano-4,9-diona (40), 5-hidroxi-2-(1-
hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-4,9-diona (41), 2-(1,2-di-hidroxipropan-2-il)-5-hidroxinafto
[2,3-b]furano-4,9-diona (42) e 5-hidroxi-7-metoxi-2-(prop-1-en-2-il)-2,3-dihidronafto[2,3-

b]furano-4,9-diona (43). No qual os compostos 40 e 41 apresentaram atividade citotdxica
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contra as linhagens de célula A549, SiHa e MCF-7 em concentracdes micromolares
(ZHANG et al., 2015). Da casca da Tabebuia ochracea (Cham.) Mattos foram isolados as
seguintes substancias: 5,8-dihidroxi-2-(1'-hydroxietil)nafto[2,3-b]-furano-4,9-diona (44) e
8-Hidroxi-7-metoxi-2-acetilnafto[2,3-b]furano-4,9-diona (45) (DIAZ, 1996).

A partir das cascas do caule da planta Melloa quadrivalvis (Jacq.) L.G.Lohmann,
foram identificados varios compostos, incluindo 5-hidroxi-6-metoxi-a-lapachona (46), 5,6-
di-hidroxi-a-lapachona (47) e 4,5-di-hidroxi-6-metoxi-a-lapachona (48). O composto 46
inibiu o crescimento celular na linhagem NCIH-292 (célula de carcinoma pulmonar), com
inibicdo de 14,44% a 25 mg/mL e 42,04% a 50 mg/mL (DE ANDRADE LIMA et al., 2005).

A partir dos estudos fitoquimico da planta Catalpa ovata G.Don foram isoladas
as seguintes substancias: deoxilapachol (49), a-lapachona (50), desidro-iso-a-lapachona (51)
e menaquinona (53) (HIROYUKI, 1982). A substancia 49 apresentou atividade citotdxica
contra P-388 (células da Leucemia) (Clso 0,6 pg/mL) (PERRY, BLUNT ¢ MUNRO 1991);
as substancias 50 e 51, demonstraram uma significativa atividade citotoxica, exibindo
valores de Clsg na faixa de 0,2 a 4,0 pg/mL, quando testados em um painel composto por
nove linhagens celulares humanos de cancer (PERAZA et al., 2000).

O estudo quimico da fracdo de acetato de etila da Crescentia cujete L., levou o
isolamento  de  (2S,3S)-3-hidroxi-5,6-dimetoxidehidroiso-a-lapachona  (52), (2R)-
5,6dimetoxidesidroiso-a-lapachona (53), (2R)5,6-dimetoxidesidroiso-a-lapachona (54), 2-
(I-hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-4,9-diona  (55),  5-hidroxi-2-(1-hidroxietil)nafto[2,3-
b]furano-4,9-diona (56) e 5-hidroxidesidroiso-a-lapachona (57). Todas as substancias
citadas apresentaram atividade citotdxica contra linhagem de célula Vera, exibindo valores
de Clso na faixa de 0,21 a 4,7 pg/mL (HELTZEL et al., 1993).

O estudo fitoquimico das raizes de Ekmanianthe longiflora (Griseb.) Urb.
resultou no isolamento de 2-(1-hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-4,9-quinona (58) e 2-
acetilnafto[2,3-b]furano-4,9-quinona (59). Os compostos 58 e 59 mostraram atividade
citotoxica relevante contra varias linhagens de células, sendo algumas, BC1 (cancer de
mama), Lul (cancer de pulmao), Col2 (cancer de colon) (PERAZA et al., 2000).
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Figura 9. Quinonas isoladas de Bignoniaceae.

34



R/ o

Ro= R3= OH; R4=H
(43) 5-hidroxi-7-metoxi-2-(prop-1-en-2-il)-2,3-dihidronafto[2,3-b]furano-4,9-diona
R1=COCHj3; Ry= H; R3 =OH; R4=OCH3;

(50) a-lapachona

(56) 5-hidroxi-2-(1-hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-4,9-diona R=H
(57) 5-hidroxidesidroiso-a-lapachona R=0H

(42) 2-(1,2-di-hidroxipropan-2-il)-5-hidroxinafto [2,3-b]furano-4,9-diona R{=CH(OH)-CHs;

Q o
) g
o 594
OR; O 3

(49) deoxilapachol R=H

(46) 5-hidroxi-6-metoxi-a-lapachona R1=R3=H; R, = CH3
(50) menaquinona R =CHj3

(47) 5,6-di-hidroxi-a-lapachona R4, Ry, R3=H
(48) 4,5-di-hidroxi-6-metoxi-a-lapachona R = H; R, = CH3; R3 = OH

(0]
LI
Ri e
RZ o) R3 H
(52) (2s,3s)-3-hidroxi-5,6-dimetoxidehidroiso-a-lapachona R;=R,=0OCHj3, R3=OH
(53) (2R)-5,6-dimetoxidesidroiso-a-lapachona R4=R,=0OCH3;, Rz=H
(

(54) (2R)5,6-dimetoxidesidroisoalapachona R{=Rj3=H, Rz3=OCH3;
(55) 2-(I-hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-4,9-diona R{=R,=R3=H

(@]
(o]

o
(58) 2-(1-hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-4,9-quinona (59) 2-acetilnafto[2,3-b]furano-4,9-quinona

Continuacao Figura 9. Continuagdo das quinonas isoladas de Bignoniaceae

35



Entre as naftoquinonas naturais, lapachol (60) e seus isdmeros constitucionais,
a-lapachona (61) e p-lapachona (62) (figura 10), apresentaram atividades bioldgicas
significativa, o que tem despertado interesse na comunidade cientifica e na industria
farmacéutica. Essas naftoquinonas possuem propriedades antitumorais, antimicrobianas e
anti-inflamatorias (SILVA, FERREIRA e SOUZA, 2003).
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Figura 10. Estruturas quimica do lapachol, a-lapachona e g-lapachona

O lapachol é um composto quimico natural que pertence a classe das
naftoquinonas que foi isolado da casca da arvore T. avellanedae para estudo pela primeira
vez em 1882 pelo pesquisador Italiano Emanuele Paterno, seu composto ativo é em forma
de p6 com caracteristica amarelo-alaranjado sendo pouco soltvel em dgua, mas dissolve bem
em solventes organicos (LOPES, 2020).

O lapachol apresenta diversas atividades farmacoldgicas, incluindo ac¢6es anti-
leishmanial, antimicrobiana, antiparasitaria e antiviral. Recentemente, foi descoberto que ele
possui um efeito antitumoral significativo em varios tipos de cancer, atuando por diferentes
mecanismos, como a inibicdo da glicdlise em células de melanoma, a proliferacéo de gliomas
em ratos e o crescimento de carcinoma esofagico ao inibir a quinase S6 da proteina
ribossomal 2 (RSK2). (ZHANG et al., 2023).

A p-lapachona é um composto natural da classe das naftoquinonas, obtido da
planta T. avellanedae. Essa substancia possui uma ampla gama de atividades
farmacoldgicas, que incluem propriedades antifangicas, antibacterianas,
antitripanossémicas e anticancerigenas. A substancia g -lapachona mostrou atividade contra
diferentes tipos de células cancerigenas humanas, incluindo as encontradas na leucemia,
melanoma, cancer colorretal, de mama e de prostata. Além disso, demonstrou ter um efeito

sinérgico quando combinada com radioterapia, aumentando em 79% a eficacia da radiacdo
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em células de melanoma humano (U-1-MEL) que eram resistentes a radiacdo (FERREIRA
etal., 2010).

As caracteristicas quimicas e estruturais das naftoquinonas tem uma influéncia
direta na eficacia de suas atividades, seja como antimicrobiano, agentes antineoplasicos
(contra o crescimento de tumores) ou mesmo em termos de toxicidade. A remogéo do grupo

metileno da cadeia isoprendide pode inativar a substancia (ARAUJO, 2002).
3.3 Género Pleonotoma

Pleonotoma Miers é um género monofilético de distribuicdo neotropical
pertencente a familia Bignoniaceae, presente da Guatemala ao Brasil e Bolivia, com maior
diversidade no norte do Brasil. Encontrado em florestas tropicais, transicéo entre florestas e
Pantanal, cerrado e caatinga no nordeste brasileiro. Caracteriza-se por habito escandente,
ramos quadrangulares sem campos glandulares, folhas bi-ternadas, tri-ternadas ou pinadas,
inflorescéncias em racemos e frutos lineares. Sdo reconhecidas 12 espécies, duas delas novas
na Amazonia brasileira (GOMES, 2006).

3.3.1 Pleonotoma jasminifolia

P. jasminifolia (Kunth) Miers possui uma ampla distribui¢do, sendo possivel
encontrar em varias regides tropicais e subtropicais. Esta espécie se adapta em ambientes
com climas umidos e solos bem drenados. Seu habitat natural varia de florestas imidas a
regido do Cerrado e é encontrado em paises como Equador, Venezuela, Colémbia e Brasil
(GOMES, 2006).

’ﬁ\‘\y _ \

Figura 11. Distribuicdo geogréfica de Pleonotoma jasminifolia. Fonte: SIBBr
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A P. jasminifolia (figura 12) é uma planta que se destaca por seus ramos verdes,
que possuem uma forma perfeitamente quadrada. Esses ramos possuem projecoes laterais
arroxeadas, que sdo especialmente visiveis nos ramos mais antigos ou em amostras
herbaceas. Suas folhas sdo ternas-tripinadas, mas € mais frequente encontrar a folha com
recortes mais profundos, com pequenos foliolos (aproximadamente 5 x 1,0 cm), o que a
diferencia das outras espécies do mesmo género. A inflorescéncia é curta, com um célice em
forma de tubo-infundibuliforme, com glandulas na parte superior e tricomas semelhantes a
cilios. As corolas variam do amarelo ao ligeiramente alaranjado. Essas caracteristicas sdo
facilmente observaveis no campo, tornando o reconhecimento dessa espécie rapido e direto
(GOMES, 2006).

No Brasil, a raiz desta planta € utilizada na medicina popular no tratamento da
tosse. Além disso, a tribo indigena MAKU utiliza o sumo das folhas dessa planta para tratar
queimaduras. Seu cultivo também é valorizado como planta ornamental, oferece uma op¢éo

estética para jardins e estufas botanicas (GOMES, 2006).

Figura 12. Pleonotma jasminifolia ~ Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

3.4. Redes moleculares e GNPS

A andlise de amostras complexas, como em extratos oriundos de plantas,
apresenta desafios significativos devido a diversidade e a complexidade dos compostos
presentes. A identificacdo de moléculas individuais em misturas complexas é dificil, pois
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muitas vezes 0s compostos estdo presentes em quantidades muito pequenas e possuem
estruturas quimicas semelhantes. Para superar essas dificuldades, técnicas avangadas, como
a LC-MS/MS, sdo empregadas para separar 0S componentes da mistura antes da
identificacdo e analise detalhada (SCHMID et al., 2021).

O compartilhamento de dados e as redes moleculares, que mostram a
similaridade quimica entre moléculas com base em padrfes de fragmentacdo obtidos por
espectrometria de massas, tém auxiliado a analise de compostos quimicos em amostras
complexas. A inclusdo de bibliotecas de compostos espectrais nas redes moleculares tem
facilitado a anotacdo de compostos conhecidos através da comparacgdo direta entre os dados
adquiridos e as bibliotecas, além disso, essa pratica tem fornecido suporte para a anotagao
de moléculas desconhecidas. A colaboragédo entre pesquisadores por meio de plataformas de
compartilhamento de dados tem sido fundamental para o avango dessa abordagem,
permitindo que dados de espectrometria de massas sejam acessiveis e utilizados por
diferentes grupos de pesquisa ao redor do mundo (RAMOS et al, 2019).

O Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) é uma
plataforma colaborativa que permite o compartilhamento e a analise de dados de
espectrometria de massas. Como uma base de dados publica, os pesquisadores podem
depositar e comparar dados de espectrometria, identificando compostos com base em
similaridades quimicas. Utilizando algoritmos, 0 GNPS cria redes moleculares que agrupam
compostos com padrdes de fragmentacdo semelhantes chamados de clusters, facilitando a
identificacdo de novos compostos e a descoberta de relagcBes estruturais, sendo
especialmente Gtil para identificar compostos desconhecidos e explorar grandes conjuntos
de dados (ARON et al., 2020).

Os algoritmos do GNPS organizam cada espectro adquirido, como em CLAE-
EM e EMN, e os classificam com base em um valor de similaridade calculado pelo cosseno
entre 0s espectros presentes nas amostras ou entre as amostras e 0s espectros de referéncia
nos bancos de dados. Assim, sdo formados agrupamentos espectrais com base em um valor
de cosseno pré-estabelecido, que varia de 0 a 1 (onde 1 indica 100% de similaridade e 0
indica que séo totalmente diferentes). Se a similaridade de cosseno entre dois espectros for
maior ou igual ao valor limite definido pelo usuério, é estabelecida uma conexao ou arco
entre esses espectros (QUINN et al., 2017; WANG et al., 2016).
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Desta forma, a plataforma GNPS é crucial na analise de extratos de plantas,
facilitando a identificagdo de compostos através do compartilhamento de dados e cria¢éo de
redes moleculares baseadas em padrfes de fragmentacdo. Seus algoritmos organizam
compostos por similaridade quimica, promovendo colaboracdo entre pesquisadores e

auxiliando na descoberta de novos compostos e na compreensdo de suas relacées estruturais.

4. METODOLOGIA
4.1. Coleta do material botanico

As raizes de P. jasminifolia foram coletadas em novembro de 2019 no municipio
de Iranduba, no estado do Amazonas, Brasil (coordenadas: 3°16'04.0" S, 60°1127.6” W). A
identificacdo das amostras foi realizada por V. Kinupp, e um exemplar de referéncia (12338)
foi devidamente catalogado e depositado no herbério da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM). O registro de acesso no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) foi obtido sob 0 nimero A867BF8.

4.2. Obtencéo dos extratos das raizes de P. jasminifolia

Inicialmente o material vegetal foi submetido a secagem a sombra em
temperatura ambiente por 5 dias, ap6s a secagem, o material foi transferido para estufa
incubadora modelo De Leo® com circulacdo e renovacdo de ar a 40°C. Em seguida, 0
material seco foi triturado em um moinho de facas modelo Marconi®, resultando em uma
quantidade de 1,45 Kg de massa pulverizada, medida com uma balanca analitica, que foi
submetido a extracdo inicial com hexano (Figura 13).

Foram feitas trés extracBes sucessivas. ApoOs a filtragem, o material foi
concentrado sob pressdo reduzida a aproximadamente 40 °C, utilizando um evaporador
rotativo modelo Fisotom®, obtendo-se 2,6 g (0,17%) de extrato hexanico.

A torta obtida depois da extracdo com hexano, foi adicionado acetato de etila
(ACEOt) e repetiu-se o procedimento anteriormente descrito. O extrato obtido foi
concentrado sob pressdo reduzida a aproximadamente 40 °C, utilizando um evaporador
rotativo modelo Fisotom®, obtendo-se 11,6 g (0,8%) de extrato AcEOt.

A torta obtida depois da extracdo com ACEOt, foi adicionado o metanol e
repetiu-se o procedimento anteriormente descrito. O extrato obtido foi concentrado sob

pressdo reduzida a aproximadamente 40 °C, utilizando um evaporador rotativo modelo
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Fisotom®, obtendo-se 20,5 g (1,4%) de extrato metandlico. A torta utilizada no final da

extragdo foi descartada.

Raiz
1,45 Kg e
i Maceragédo em Hexano (3x)i
— i Filtragéo !
i Evaporagéo do solvente |
n-hexano Residuo
(216 g) mETTTTTTET T i
! Maceragdoem EtOAc (3x) |
| Filtragao i
1. -Evaporacéo do solvente______ ;
EtOAC ;
Residuo
(11,6 9) R EREECEE TP R PP R :
i Maceragdoem MeOH (3x) !
— 1 Filtragéo i
__Evaporacdo do solvente ____ |
MeOH Descarte
20,59

Figura 13. Esquema do procedimento para obtencdo dos extratos das raizes de P. jasminifolia.

4.3. Cromatografia em camada delgada

As analises por cromatografia em camada delgada foram realizadas em
cromatofolhas da marca Macherey-Nagel®, pré-fabricadas de silica gel 60 TLC, com
indicador de fluorescéncia UV 254, com suporte em aluminio 20 x 20 cm e 0,2 mm de

espessura.

Os reveladores utilizados foram: luz ultravioleta nos comprimentos de ondas 254
e 365 nm e pelos reveladores quimicos: solucédo de anisaldeido sulfarico sob aquecimento,
solucdo de hidroxido de potassio e vapor de iodo. O preparo das solugdes de anisaldeido e
solucdo de hidroxido de potéssio € mostrada a seguir:

KOH: 10 g de hidroxido de potassio foram dissolvidos em 100 ml de etanol de
grau PA. Essa solucdo funciona como um revelador especial para quinonas, indicando sua
presenca por meio das cores rosa e vermelho (REICH, 2007).

Solucéo de anisaldeido: Solugéo preparada pela adicdo de 5 mL de anisaldeido

(CgHsO2) em 90 mL de alcool etilico, 5 mL de acido sulfurico concentrado e 1 mL de &cido
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acético glacial. As tonalidades roxa e azul aparecem na placa quando ela é borrifada com

uma solucéo de anisaldeido sob aquecimento.

4.4. Analise por Molecular Networking (MN)

O extrato de EtOAc foi selecionado por apresentar sinais de quinonas e foi
analisado por UHPLC-ESIMS/MS. Estas analises foram realizadas pela Professora Dra. Livia
Soman de Medeiros do departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Paulo.

Os espectros de ions de produto obtidos foram organizados e analisados usando
a rede molecular na plataforma GNPS (http://gnps.ucsd.edu).Os dados iniciais foram
convertidos para o formato mzXML, usando o MS-Convert e entdo carregados na plataforma
GNPS. Para gerar as redes moleculares, foram definidos alguns pardmetros: uma margem
de tolerancia de 0,05 Da para a massa do ion precursor, 0,1 Da para a tolerancia do ion do
produto e os ions fragmentados com menos de oito contagens foram removidos dos
espectros. As redes moleculares foram criadas com base em pelo menos seis picos
correspondentes e uma pontuacdo de similaridade de 0,60. Estas redes podem ser acessadas
no site GNPS através do seguinte link:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5727cf67d8114aa79fadbbf4079cf169

4.4 Cromatografia em coluna

A separacdo das substancias foram realizadas em colunas cromatogréaficas de
vidro, utilizando como fase estacionaria, silica gel 60 de 230-400 mesh da marca
Silicaflash®. O comprimento e o didmetro das colunas foram ajustados de acordo com as
guantidades de amostra. Foi utilizado a combinacdo de eluentes para a separagdo
cromatografica de modo a se obter uma polaridade média em relacdo a polaridade dos
componentes da amostra, seguindo ordem crescente de polaridade (hexano e acetato de
etila).

4.5. Fracionamento cromatogréafico do extrato AcOEt.

Uma aliquota de 0,676 g foi submetida ao fracionamento por cromatografia em
coluna aberta (CC; ®@ x h de 4,5 x 35,0 cm) com silica, eluida com hexano e acetato de etila
em misturas de polaridade crescente, obtendo-se 48 fracOes (figura 14). Apos a secagem, as
fragOes oriundas do fracionamento foram agrupadas conforme apresentado na TABELA 1.

O eluente utilizado para as placas foi hexano: AcOEt na proporgéo 8:2 para as fragdes de 1
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a 25 e na proporcéo 6:4 para a fracdes de 26 a 48. A revelagdo foi feita com a luz UV 254 e

365 nm e solugdo de anisaldeido sulfurico.

EARPJ
1° coluna 0,676 g

Coluna de silica (230-400 mesh)
(CC; @ xhde4,5x%x35,0cm)

Hexano AcOEt

I
i
]
1
L

Fr. 1-3 Fr. 40-48
Hexano:AcOEt
Fr.

9:1 4-13

8:2 14-20
7:3 21-25
6,5:35 26-32
1:1 33-39

Figura 14. Fluxograma do fracionamento cromatogréfico de EARPJ.

Tabela 1. Reunido das fragbes obtidas do primeiro fracionamento
Grupo de fracoes (G) fracdes Massa (mg)

1 1-6 40,6 mg
2 7-13 69,7 mg
3 14-16 57,2 mg
4 17-19 63.9 mg
3) 20-27 148 mg
6 28-38 85,2 mg
7 40-41 40,8 mg
8 42-45 36,3 mg
9 46-48 25,2 mg

4.5.1. Grupo de fracdes G5

Visando a melhor separacdo dos componentes em mistura, o grupo de fracbes
G5 (148 mg) foi submetido ao fracionamento por cromatografia em coluna aberta (CC; @ x
h de 3 x 25,0 cm) com silica e gel, eluida com hexano e acetato de etila em misturas binarias
de polaridade crescente, obtendo-se 41 fracdes (Figura 15).

Apo6s a secagem, as fracBes oriundas do fracionamento foram agrupadas
conforme as semelhancas evidenciadas por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) (TABELA 2). O eluente utilizado para as placas foi Hexano:AcOEt na proporcéo
8:2. A revelagéo foi feita com a luz UV 254 e 365 nm e solugéo de anisaldeido.
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2° coluna G5
0,148 g

L
! Coluna de silica (230-400 mesh)

(CC; D xhde3,0x25,0cm)

1
1
S S

Hexano:AcOEt
Fr.

8:2 1-5
73 6-19
6:4 20-37
1:1 38-41

Figura 15. Fluxograma do fracionamento cromatogréafico de G5.

Tabela 2. Reunido das fragdes obtidas do segundo fracionamento
Grupo de fraces (G5)  Fragbes Massa (mg)

1 1-3 8,7
2 4-8 29,3
3 9-13 8,5
4 14-27 32,3
5 28-33 23,6
6 34-36 3,6
7 37-41 4,2

4.5.2. Grupo de fragdes G5.4

O grupo de fracdes G5.4 (32,3 mg) foi submetido a CCDA utilizando como
mistura de hexano e acetato de etila na proporcdo de 6:4 como eluente, observou-se na placa
a presenca de apenas um spot quando revelada com anisaldeido sulfarico bem como quando
submetido a irradiacdo de luz ultravioleta em 254 nm, indicando que a substancia estava
pura. Ao término da analise, a amostra foi denominada substéncia 1 e foi encaminhada para
anélise de EM e RMN.

4.6 Fracionamento por Cromatografia liquida de media presséo (MPLC)

Uma aliquota de 3 g de extrato foi analisado por MPLC com solventes n-hexano,
DCM, EtOAc e MeOH, resultando em 11 fra¢des. Entre elas, as fragdoes 5 (DCM—EtOAc
8:2) e 6 (DCM—EtOAc 1:1) que exibiram 0s nds m/z 285 e 299 na rede molecular, sendo
assim foram selecionadas para purificacdo por HPLC. Este fracionamento por MPLC foi
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realizado utilizando um sistema de bomba de gradiente binério Buchi MPLC C-605 com
silica de fase normal (60-200 mesh, SiliCycle).

4.7. Isolamento e fracionamento por HPLC

A fracdo 5 e 6 obtidas foram submetidos a separacdes por HPLC utilizando o
sistema LC-20AR da Shimadzu, equipado com um detector de matriz de diodos SPD-M40
e colunas Shim-pack GIST tanto analitica (4,6 mm x 10 mm, 5 um) quanto semi preparativa
(250 mm % 10 mm, 5 pm). A frag¢do Fr.5 (85,4 mg) foi submetida &8 HPLC semipreparativa
com um gradiente de elui¢do de 45% a 100% do solvente B em 60 minutos, resultando nas
substancias 2 (4,3 mg, tR 25,99 min) e 4 (11,0 mg, tR 51,56 min). Da mesma forma, a fragcédo
Fr.6 (320 mg) foi processada por HPLC semipreparativa usando um gradiente de eluicéo de
70% a 100% do solvente B em 20 minutos, obtendo as substancias 1 (30,6 mg, tR 12,63
min) e 3 (6,5 mg, tR 14,04 min).

4.8. Analise por Espectrometria de Massas

As analises dos extratos, fracGes e substancias isoladas foram realizadas no
Laboratdrio de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM) na Central Analitica-
UFAM. Utilizou o espectrometro de massas LQC Fleet (Thermo Scientific®), com a fonte
de ionizacao ESI (Eletronspray lonization), programada nos modos de ionizacao positivo e
negativo. As amostras foram diluidas até a concentracao de 10 ppm em metanol grau HPLC,
e foram injetadas diretamente no looping do aparelho com uma seringa. Os espectros foram
processados no programa Xcalibur 2.0.7 para observagdo dos perfis das fracOes e das

fragmentacdes dos ions.

4.9. Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais (RMN
1D/2D) da substancia isolada foi registrada pelo aparelho Bruker Avance 111 500 operando
a 11,75 Teslas (500 MHz para RMN de H e 125 MHz para RMN de *C. As amostras foram
solubilizada em Cloroférmio deuterado (CDClz). Todos 0s espectros uni e bidimensionais

foram processados pelo software Mestre Nova 14.2.

4.10. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

As substancias 1 e 2 foram analisadas por espectroscopia FTIR com o

objetivando de complementar as informacdes obtidas na espectroscopia de RMN. O
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equipamento utilizado foi o espectrémetro THERMO SCIENTIFIC, modelo Nicolet iS10
por transmissdo com pastilha de KBr, com intervalo de 4.000 a 400 cm™, utilizando 32
varreduras e resolucio de 4 cm™.

As pastilhas de KBr foram preparadas misturando uma proporcdo de 1:100
(m/m) de amostra de KBr. Em seguida, uma pequena quantidade dessa mistura foi prensada
para formar pastilhas em formato de disco, transparentes.

Estas analises foram realizadas no laboratério de Espectroscopia no
infravermelho — LAQBIV da UFAM.

4.11. Ensaio de citotoxicidade in vitro

A andlise citotoxica in vitro das substancias isoladas da espécie de P.
jasminifolia foram realizadas no Laboratdrio de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia
(LETI) do Centro de Pesquisas Goncalo Moniz (CPqGM) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Salvador-BA, sob a colaboracdo e supervisdo do Prof. Dr. Daniel Pereira

Bezerra.

4.11.1. Preparo das amostras e células

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril na concentragdo de 10mg/mL
(para extratos) ou 5mg/mL (para compostos puros). Foram utilizadas células HCT116
(carcinoma de coldon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e MRC-5
(fibroblasto de pulmédo humano) obtidas da ATCC. As células foram cultivadas em garrafas
para cultura de células (75 cm?, volume de 250 mL), os meios utilizados foram RPMI 1640
e suplementados com 10% de soro bovino fetal. As células foram mantidas em incubadoras
com atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C. Diariamente acompanhava-se o crescimento celular
com a utiliza¢do de microscopio de inversdo. O meio foi trocado sempre que o crescimento
celular atingia confluéncia necesséria para renovagdo de nutrientes. Para a manutencéo de
células aderidas utilizou-se tripsina (0,25%) para que as células se despregassem das paredes
das garrafas. As culturas de células apresentavam negativas para microplasma, conforme
avaliado pela colocagdo com Hoechst (Mycoplasma Stain Kit, Cat. MYC1, Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, USA).
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4.11.2. Ensaio de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade das substancias, o ensaio do alamar blue foi
realizado apds 72 horas de exposi¢do com as substancias teste. O alamar blue, identificado
como resazurina (O'BRIEN et al., 2000), ¢ um indicador fluorescente/colorimétrico com
propriedades redox. Como com os sais de tetrazdlio, o alamar blue reduz-se em células em
proliferacdo. A forma oxidada ¢é azul (ndo fluorecente/célula ndo viavel) e a forma reduzida
é rosea (fluorescente/célula vidvel). A reducdo do alamar blue reflete a proliferacéo celular.
Este foi inicialmente utilizado para indicar crescimento e/ou viabilidade celular no
monitoramento de proliferacdo de linfécitos (AHMED et al., 1994) e atualmente apresenta
varias aplicacdes.

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades (100
puL/poco de uma solucdo de 0,3 x 106 células/mL para células em suspensdo e 0,7 x
105 células/mL para células aderidas). Apos 24 horas de incubacéo, as substancias testes
dissolvidas em DMSO foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 72 horas. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. O controle negativo recebeu a mesma
quantidade de DMSO. Quatro horas (vinte e quatro horas para o PBMC) antes do final do
periodo de incubacdo, 20 pL da solucdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue
(resazurina) foram adicionados a cada poco. As absorbancias foram mensuradas nos
comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando uma leitora de
placa (AHMED et al., 1994). A porcentagem de inibicdo foi calculada e registrada a
percentagem de inibicdo x log da concentracdo e determinado suas ICsg realizado a partir de

regressao ndo-linear utilizando o programa Prisma verséo 5.0 (GraphPad Software).

47



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Anélise da rede molecular do extrato de acetato de etila de P. jasminifolia

Com o objetivo de realizar a pesquisa sobre 0s metabolitos presentes nas raizes
da espécie P. jasminifolia. O extrato bruto de acetato de etila foi analisada inicialmente por
LC-MS/MS no modo positivo para obter seus respectivos espectros. Os espectros MS/MS
foram agrupados e carregados na plataforma GNPS, sendo posteriormente visualizados
através de uma rede molecular (figura 17), com a finalidade de priorizar o isolamento de
novas substancias.

No extrato de acetato de etila (EtOAc), foram identificados quatro compostos
(1-4) com baixos valores de m/z (269,1 a 299,1). A analise da rede molecular revelou
conexdes diretas entre 0s nds em m/z 269,1 e 285,1, com uma pontuacdo de cosseno de 0,6,
indicando similaridades estruturais significativas. Da mesma forma, os nés em m/z 283,1 e
299,1 mostraram uma pontuacdo de cosseno de 0,7, sugerindo uma relagdo estrutural
proxima entre eles. A partir de UHPLC-HRESIMS/MS, foram atribuidas formulas quimicas
aos compostos 1-4. Enquanto os compostos 1 e 2 ndo correspondiam a quaisquer quinonas
conhecidas, as substancias 3 (CisH1204) e 4 (C17H1404) eram consistentes com varias
possiveis antraquinonas. A evidéncia proporcionada pela rede molecular, com nds
conectados baseados em analises de fragmentacdo de massa, fortalece a hip6tese de que os
compostos 1-4 sdo quinonas. A similaridade estrutural observada nos nés m/z 269,1, 285,1,
283,1 e 299,1 sugere que esses compostos compartilham caracteristicas tipicas de quinonas,
0 que é corroborado pela pontuacéo de cosseno nas redes moleculares. Portanto, os ions m/z

285,1 e m/z 299,1 foram escolhidos para as etapas de isolamento guiadas por MS.

| Mk

o

4 é é 1h |‘2 14 |b |‘8 Time [min]
[E=PK_E5_1-3_01_21658.0: BRC FAINS ]

Figura 16. Cromatograma de ions totais do extrato bruto de acetato de etila.
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Figura 17. Rede molecular indicando a presenca de 1-4 do extrato bruto e fraces obtidas do MPLC.

5.2 Elucidacéo estrutural da substancia isoladas de P. jasminifolia
5.2.1 Elucidacao estrutural da substancia 1.

A substéncia 1 foi isolada da fracdo G5.4, sendo obtida como sélido amorfo com
coloracdo vermelho, tendo como massa total 32,2 mg. Apos aplicacdo da solucdo hidréxido
de potassio (revelador) na amostra, a substancia apresentou resultado positivo para quinona
(REICH, 2007).

Pela anélise de absor¢do na regido do espectro no infravermelho da substancia 1
(Figura 18) foi possivel observar as bandas de absorcéo intensa nas regides de 1637 e 1616
cm! referentes as carbonilas de estiramento quinona. Também foram observadas bandas nas
regides de 1578 e 1568cm™ referentes a C=C de aromaticos, a banda de absor¢do em 617

cm? referente a deformac&o angular C-H fora do plano.
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Figura 18. Espectro de absorcéo na regifo do Infravermelho da substancia 1.

Wavenumbers (cm-1)

Pela analise preliminar do espectro de RMN de *H (500 MHz, cbcis) (Figura
19) constatou-se a presenca de 7 sinais, sendo eles 4 sinais de hidrogénios na regido de
aromaticos entre oy 7.93 - 6.62, 1 sinal caracteristico de hidrogénio olefinico (dn 5,76), 1

sinal metilico e 1 sinal metoxilico.
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, em CDC{s3) da substancia 1. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Dos quatro sinais de hidrogénios na regido dos aromaticos dois foram

observados sendo correspondente a dois dupletos vicinais em o6n 7,93 (1H) e 7,28 (1H),

ambos com o mesmo valor da constante de acoplamento (J = 8,5 Hz). A magnitude de J
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sugeriu a presenca de d&tomos de hidrogénio com acoplamento em orto indicativo de um
sistema aromatico tetrassubstituido. Todavia, por meio da ampliacdo do espectro de H na
regido de 6n 7,0 - 5,7 (Figura 20), os sinais em dn 6,99 (1H, d, J = 11,1 Hz); 6,62 (1H, dd, J
=11,1e 6,0 Hz) e 5,76 (1H, d, J = 6,0) sdo caracteristicos de hidrogénios insaturados que
correlacionaram entre si de acordo com o valor de J. Esses hidrogénios aromaticos vicinais
foram confirmados por meio do espectro do mapa de correlagdo COSY (Figura 21). O sinal
em on 2,10 (3H, s) é indicativo de hidrogénios do grupo metila ligado a um carbono

insaturado e o simpleto em on 3,99 (3H, s) é caracteristico de hidrogénios metoxilicos.
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Figura 20. Expansio do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDC{3) da substancia 1 na regido entre 8y 5,7-
8,0 ppm. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Através da analise do espectro de RMN de *C (Figura 22) foram observados 16
sinais. Por meio da comparagdo dos espectros de RMN *C e DEPT 135° (Figura 23, p.39),
foi possivel identificar o padrdo de hidrogenacdo relativo a cada atomo de carbono. Desta
forma, observou-se a auséncia de sinais metilénicos e constatou-se presenca de 9 carbonos
quaternérios (C); cinco carbonos metinicos (CH) e dois carbonos metilicos (CHz). Os sinais
mais desblindados em dc 179,6 e em 6c 183,5 sdo indicativos de grupos carbonilas
(RAKHMATULLIN, 2022). Os valores de deslocamentos quimicos dos carbonos e seus
respectivos padrdes de hidrogenacdo podem ser conferidos na tabela 3.

O experimento de RMN de *C confirmaram a presenca de dois grupos metilicos:
um sinal em dc 62,3, caracteristico de uma metoxila e outro em dc 20,4 correspondentes ao
grupo metila. Os carbonos metinicos, bem como os quaternarios foram encontrados em uma
regido espectral compreendida entre 6c 113,7 a 155,8, caracteristicos de carbonos aromaticos
e olefinicos os sinais em &¢ 155,9; 155,5; 146,3 e 145,9 indicaram a presenca de 4 carbonos
oxigenados. Os sinais caracteristicos de carbonilas em dc 179,6 e em ¢ 183,5 quando
comparados estes valores de deslocamento quimico na literatura sugerem a presenca de um

anel do tipo naftoquinona (CAl et al., 2005).
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Figura 22. Espectros de RMN de *3C (125 MHz, CDC(3) da substancia 1. Fonte: Arquivo pessoal 2023.
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Figura 23. Espectros de RMN de DEPT 135 (125 MHz, CDC{3) da substancia 1. Fonte: Arquivo pessoal,
2023.

Os dados espectroscopicos de RMN de *H (500 MHz em CDC{3) e RMN de *C
(125 MHz, CDCtz) indicam a possibilidade da substancia 1 possuir um esqueleto carbonico
caracteristico de uma naftoquinona através dos seus sinais caracteristicos
(PROCHAZKOVA et al., 2020).

Por meio do mapa de HSQC (Figura 24), o hidrogénio mais desblindado 6n 7,93
correlacionou-se com o carbono em dc 125,2 correspondendo ao hidrogénio aromatico do
anel A proximo a um grupo carbonila. No espectro de HMBC (Figura 26), este sinal
correlacionou-se a com dois carbonos carboxilicos em 3J com o0 &¢c 183,5 e a “J com 0 &¢
179,6 possivelmente do anel quinona. Adicionalmente, esse hidrogénio correlacionou-se a
3] com o carbono oxigenado em 8¢ 155,5 e com o carbono quaternario em S¢c 123,9 3J

pertencente a juncdo do anel A e B.
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O hidrogénio em 81 7,29 conectado em dc 119,9 (HSQC), correlacionou-se a 2J
com um carbono oxigenado caracteristico em 6c 155,3 evidenciando a presenga de um grupo
(OH). Este sinal de *H correlacionou-se a J com o carbono quaternario em 8¢ 146,3 tipico
de carbono oxigenado e a 2J com outro carbono quaternario em &c 125,8 sendo um dos
carbonos da jungdo do anel aromatico com o anel quinona. A posi¢do da metoxila on 3,99 /
8¢ 62,3 (HSQC) no anel aromatico foi confirmado por meio da correlagio a *J com o carbono
oc 146,3. Dessa forma, os sinais mais desblindados (carbonos aromaticos) em dc 146,3 € oc
155,5 apoiaram a presenca desses dois substituintes oxigenados no anel aromatico
reforcando que o anel aromaético é tetrassubstituido. A partir das analises pode-se atribuir a

estrutura parcial abaixo.

7,93

— COSY
/N HMBC 155

Figura 25. Estrutura parcial da substancia 1 indicando as correlagfes de HMBC e COSY.

Os demais hidrogénios (hidrogénios metinicos) adjacentes (conforme apontado
no espectro de COSY) e suas constantes de acoplamento de H, indicou a formag&o de um
novo esqueleto na estrutura. As correlagdes de HMBC do hidrogénio em on 6,99/ em dc
123,4 a3J com o carbono carbonilico em ¢ 183,5 e o carbono quaternario insaturado em
145,9 ppm, refor¢cam a existéncia do esqueleto quinona.

O hidrogénio em &n 6,62 / 3¢ 135,8 (HSQC) correlacionou a J com o carbono
em d¢ 135,7, em 3J com carbono em 8¢ 113,7 bem como correlacionou-se a *J com 8¢ 155,9,
indicativo de um carbono oxigenado. O hidrogénio em dH 5,67 correlacionou com o carbono
quaternario em 3J 8¢ 155,9 reforgando um sistema insaturado, e em 3J com 8¢ 123,4. A partir

dos dados pode se propor a segunda estrutura parcial (figura 27).
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Figura 27. Segunda parte da estrutura parcial da substancia 1 correla¢des de HMBC e COSY.

Foi possivel identificar a posi¢do da metila na estrutura, onde o hidrogénio em
dn 5,76 correlacionou-se a 3J com o carbono metilico em &c 20,4. Observaram-se as
correlagdes entre os hidrogénios da metila em 8 2,18 com 0s carbonos em ¢ 155,9 e 113,7
reforcando a posicéo da metila. A existéncia de um anel oxepinico foi confirmada através da
correlacio do hidrogénio em 51 6,99 a 3J com o carbono quaternario insaturado em ¢ 145,9,
carbono responsavel pela juncdo dos dois anéis: anel quinona e oxepinico. Dessa forma, foi
possivel concluir a elucidacdo da estrutura, bem como os dados da literatura dos sinais de
carbono do anel quinona e oxepinico sdo corroborantes com os dados de RMN da substancia
1 (KAKUSAWA et al., 1996; JONES, PARLOW e SCHNUR, 1996).

Figura 28. Estrutura da substancia 1 indicando a formag&o de outro anel

As corretas atribuicdes dos sinais de hidrogénio e carbono foram determinadas
pela analise do mapa de correlacdo de HSQC e HMBC. Apds a analise dos dados por
espectrometria de massas no modo positivo por inser¢do direta, a naftoquinona isolada
apresentou m/z 285 Da [M+H]" (figura 30), sendo compativel com os dados de RMN de *H
e 13C (1D/2D) que indicam a formula molecular de CigH120s. Desta forma, foi possivel

assinalar todos os deslocamentos quimicos e determinar a substancia 1 como sendo uma
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naftoquinona, da qual a estrutura possui um novo esqueleto de oxepinenaftoquinona, cujo
nome atribuido foi pleonotoquinona A, (Figura 29), sendo este o primeiro relato dessa
substancia na espécie em estudo na literatura. Esta substancia foi reisolada pelo método de

HPLC onde foi codificada de substancia 1.

Figura 29. Pleonotoquinona A

Tabela 3. Dados de RMN de 'H e 3C da substancia 1.
Substancia 1

Posicado oc- on, mult. (J em HZ) HMBC 'H x 3C (posigao)
DEPT

1 - - -

2 155,9C - -

3 113,7 CH 5,76 d (6,0 Hz) 155,9 (2), 123,4 (5) 20,4 (12)

4 1357CH 6,62, dd, (11,1 e 6,0 Hz) 155,9 (2), 132,2 (52) e 113,7 (3)

5 123,4 CH 6,99, d, (11,1 Hz) 183,6 (6), 145,9 (11a) e 113,7 (3)

5a 132,2C

6 183,6 C -

6a 1259 C -

7 125,2 CH 7,93, d, (8,5 Hz) 183,6 (6), 179,6 (11), 155,5 (9) e 123,9 (102)

8 119,9 CH 7,28, d, (8,5 Hz) 155,5 (6), 146,3 (10) e 125,9 (6a)

9 1555C - -

10 146,3C - -

10a 1239C - -

11 179,6 C - -

1lla 1459 C - -

12 20,4 CH; 2,18, s 155,9 (2) e 113,7 (3)

10’-OCH; 62,3 CHs 3,99, s 146,3 (10)
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Atraveés dos espectros de fragmentagdo da substancia 1 (Figura 31) foi possivel
propor algumas perdas de massa. Possivelmente o ion m/z 285 sofreu uma desmetilagéo via
radicalar resultando no fragmento em m/z 270. O ion molecular ainda apresentou duas perdas
neutras sucessivas, a primeiras delas resultou na perda CO (28 Da) gerando o ion com m/z
257, e a segunda fragmentacdo a partir do ion 257 resultou na perda de outro CO (28 Da)
gerando o ion com m/z 229. O ion com m/z 257 sofreu uma perda de &gua H2O (18 Da)
resultando no ion com m/z 239, a parti do ion 239 sofreu uma perda CO (28 Da) gerando o
ion com m/z 211. Os mecanismos de fragmentacdo principais para esses ions estdo

apresentado na (figura 32).
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Figura 30. Espectro de massas da substancia 1. Fonte: arquivo pessoal, 2023.
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Figura 32. Proposta de fragmentacéo da substéncia 1.

5.2.2. Elucidacdo estrutural da substancia 2

A substancia 2 foi obtida como um p6 amorfo de cor laranja. Sua formula
molecular (C17H140s) foi estabelecida por HRESIMS [M+H]* m/z 299 (figura 38).

Na analise do espectro de absorc¢do na regido do infravermelho da 2 (Figura 33)
foi possivel observar as bandas de absorcdo intensa nas regides de 1.638 cm™ e 1617 cm
referentes as carbonilas da quinona. Também foram observadas bandas nas regides de 1.509
e 1.543 cm! referentes do estiramento de C=C de aromaticos, e uma banda de absorcdo em

622 cm™* referente a deformacao angular C-H fora do plano.
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Figura 33. Espectro de absorcéo na regido do Infravermelho da substancia 2.

Ao analisar os dados de RMN de H e *C da substancia 2, notou-se uma notavel
semelhanca com os dados obtidos para a substancia 1. No entanto, uma diferenca
fundamental surgiu: a presenca de um grupo metoxi adicional (dn 3,99, s) na posicéo C-9,
substituindo o grupo hidroxi presente na substancia 1 (conforme detalhado na Tabela 4).
Essa alteracdo estrutural foi prontamente confirmada pelas correlagdes HMBC (Figura 37)
observadas entre 0 grupo metoxi e o carbono na posi¢do dc 159,1 (C-9). Adicionalmente
apresentou as mesmas multiplicidades e constantantes de acoplamento. Com base nessas
andlises, foi possivel identificar com seguranga a estrutura completa da substancia 2. Este
composto compartilha 0 mesmo esqueleto oxepinanftoquinona da substancia 1, mas com a
adicdo do grupo metoxi na posicdo C-9. Dessa forma, o substancia 2 foi nomeado como
pleonotoquinona B. Os espectros unidimensionais foram processados e comparados
juntamente com os espectros da pleonotogquinona A (Figura 34). Todas as posi¢cdes dos
hidrogénios e dos grupos metoxilas da pleonotoquinona 2 foram confirmadas por meio do
mapa de correlagdo HMBC bem como as correlagbes dos hidrogénios com o0s seus
respectivos carbonos a 1J, confirmados pelo experimento HSQC (figura 36).
Essa descoberta ressalta ndo apenas a importancia da espectroscopia de RMN e
HRESIMS na elucidacdo estrutural de compostos organicos complexos, mas também
destaca a relevancia da quimica natural na busca por novos produtos bioativos e

potencialmente farmacéuticos.
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Tabela 4. Dados espectroscopicos de RMN (*H 500 MHZ, *C 125 MHZ) para as substancias 1 e 2, para fins comparativos.

Substancia 1

Substancia 2

Posi¢éo oc- Tipo ox, mult. (J em HZ) HMBC 'H x 13C Posicéo oc- Tipo oH, mult. (J em HZ) HMBC 'H x 13C
(posicao) (posicéo)
1 - - - 1
2 1559 C - - 2 156,1
3 113,7CH 5,76 d (6,1 Hz) 155,9 (2), 1234 (5) 3 1135 5,74 d (6,1 Hz) 156,1 (2), 123,3 (5) 20,5
20,4 (12) (12)
4 135,7 CH 6,62,dd, (11,1e6,0 1559 (2),132,2(5a) 4 135,5 6,60, dd, (11,0 6,0 156,1 (2),131,9 (5a) e
Hz) e 113,7 (3) Hz) 1355 (3)
5 123,4 CH 6,99, d, (11,1 Hz) 1836 (6), 1459 5 1233 6,98, d, (11,1 Hz) 183,7 (6), 146,6 (11a) e
(11a) e 113,7 (3) 1135 (3)
5a 132,2C 5a 131,9
6 183,6 C - 6 183,7
6a 1259C - 6a 125,8
7 125,2 CH 7,93,d, (8,5 Hz) 1836 (6), 155,5 (9) 7 124.6 7,97, d, (8,5 Hz) 183,7 (6), 159,1 (9) e
e 123,9 (10a) 123,9 (102)
8 119,9 CH 7,28, d, (8,5 Hz) 155,5 (6), 146,3 (10) 8 115,7 7,19, d, (8,5 Hz) 159,1 (9), 149,5 (10) e
e 125,9 (6a) 125,8 (6a)
9 1555C - - 9 159,1 -
10 146,3C - - 10 149,5 -
10a 1239 C - - 10a 125,1 -
11 1796 C - - 11 179,5 -
11a 1459 C - - 11a 146,6 -
12 20,4 CH3 2,18, 1559 (2)e 1137 (3) 12 20,5 2,20, s 156,1 (2), 135,5 (4 ),
9°-OCH3 9°-OCHs 61,3 3,96, s 159,1 (9)
10°-OCHjs 62,3 CHs 3,99, s 146,3 (10) 10°-OCHs 56,3 3,99, s 149,5 (10)
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Através da anélise por MS" no modo positivo por insercéo direta, a naftoquinona
isolada apresentou m/z 299 Da [M+H]" (C17H1404) (Figura 38).
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Figura 38. Espectro de massas da substancia 2. Fonte: arquivo pessoal, 2023.
5.2.3. Elucidacéo estrutural da substancia 3

Através da analise preliminar do espectro de *H (500 MHz, CDC{3) (Figura 39)
constatou-se a presenca de 7 sinais, sendo eles 5 sinais de hidrogénios na regido de

aromaticos entre 8y 8.18 — 7.32, 1 sinal metoxilico em 34 4,04 e 1 sinal metilico em 84 2,83.

28343

40377
40182

I 6500000

- 6000000

- 5500000

- 5000000

4500000

- 4000000

i 3500000

- 3000000

- 2500000

2000000

- 1500000

i 1000000

f- 500000

Lo

=
=
e =
[
[

100+
L02=
299,
30F

d

f--500000

100
NI

T T T T T T T T T T T T T T T T
.5 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 0.5 0.0
1 (ppm)
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Dos 5 sinais de hidrogénios na regido dos aromaticos dois foram observados
sendo correspondente a 2 dupletos vicinais em 6n 8,07 (1H) e 7,28 (1H), ambos com o
mesmo valor da constante de acoplamento (J = 8,5 Hz). A magnitude de J sugeriu a presenca
de atomos de hidrogénio com acoplamento em orto sugere indicativo de um sistema
aromatico tetrassubstituido. Todavia, por meio da ampliacéo do espectro de H na regido de
dH 8,20 — 7,30 (Figura 40), os sinais em 6+ 8,18 e 7,61 mostraram ser hidrogénios arométicos
vicinais que foram confirmados por meio do espectro do mapa de correlacdo COSY (Figura
41). O sinal em 6H 2,83 (3H, s) é indicativo de hidrogénios do grupo metila ligado a um
carbono pertencente a anel aromético e o simpleto em 61 4,04 (3H, s) é caracteristico de
hidrogénios metoxilicos.

Através da analise do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H x
'H-COSY, notou-se correlagio entre o hidrogénio em 6H 8,07 com o hidrogénio em 6 7,32.
Foram também observadas as correlaces entre o hidrogénio em 6+ 8,16 com o hidrogénio
em 6n 7,61.
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Figura 40. Expansio do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDC{3) da substancia 3 na regido entre 8y 8,3-
7,1 ppm. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

70



J 1

8,18 ppm 8,07 ppm
AL

7,32ppm 3 g

7.5

7,61 ppm

—+

-8.0

=

8.5

f1 (ppm)

L L L L L L L
8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9
f2 (ppm

7.0

A

nu
AV, V8

W

7.5

=

f1 (ppm)

-8.0

8,07 ppm
8,18 ppm v

o=

€
T
©

8.5
r10

T T T T T T T T T T T T T T T
77 76 75 74 73 72 71 7.0

f2 (ppm)
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 M T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 10.5 100 95 9.0 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05 00 -05 -1.0
f2 (ppm)

Figura 41. Mapa de correlagdo COSY 'H-'H e ampliacdo dos sinais (500 MHZ em CDC{3) da substancia 3. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Na figura 42, correspondente ao espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCls) foram observadas
16 linhas espectrais, e através dos deslocamentos quimicos dos carbonos os sinais em d¢c
155,4; 146,2; 141,1; 137,8; 134,4; 132,8; 132,8; 127,2; 126,9; 125,6; 125,0 e 119,8 séo
correspondentes a sinais de carbonos aromaticos e olefinicos. Os sinais em d6c 62,3,
caracteristico de uma metoxila e outro em d¢ 23,0 correspondentes ao grupo metila. Os sinais
em oc 185,4 ¢ em oc 182,6 indicaram a presenca de carbonos de grupos carbonila,

caracterizando um nucleo antraquindnico (SILVA, 2017).
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Figura 42. Espectros de RMN de **C (125 MHz, CDC{s) da substancia 3. Fonte: Arquivo pessoal 2024.

Por meio do mapa de HSQC (Figura 43), o hidrogénio em &H 8,07 correlacionou-
se com o carbono em dc 125 correspondendo ao hidrogénio proximo a um grupo carbonila.
No espectro de HMBC (Figura 44), este sinal correlacionou-se a 3J com um carbono
carboxilico em d¢ 182,6 possivelmente do anel quinona. Adicionalmente, esse hidrogénio
correlacionou-se a 3J com o carbono oxigenado em 6c 155,4 e com o carbono em d¢ 127,2

3] pertencente a juncdo do anel A e B.
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O hidrogénio em on 7,32 (H-6) conectado em o6c 119,8 (C-6) (HSQC),
correlacionou-se a 2J com o carbono oxigenado caracteristico em &c 155,4 (C-7)
evidenciando a presenca de um grupo (OH). Este sinal de *H correlacionou-se a 3J com o
carbono em ¢ 146,2 (C-8) tipico de carbono oxigenado e a *J com o carbono em ¢ 126,9
(10a) sendo um dos carbonos da juncdo do anel aromatico com o anel quinona. A posicao
da metoxila on 4,04 / 6c 62,3 (H-8’; C-8”) (HSQC) no anel aromatico foi confirmado por
meio da correlagdo a 3J com o carbono ¢ 146,2 (C-8). Essas informagdes sugerem que 0s
carbonos aromaticos com deslocamentos quimicos em ¢ 146,2 (C-8) ¢ 6c 155,4 (C-7)
indicaram a presenca de substituintes oxigenados no anel aromatico, confirmando que o anel
aromatico possui quatro substituintes. O espectro COSY (Figura 41) revelou as correlacdes
dos hidrogénios em dH 8,18 (H-4) com os hidrogénios em 61 7,61 (H-3). O hidrogénio em
dn 8,18 / 8¢ 125,6 (H-4; C-4) (HSQC) correlacionou a 2J com o carbono em 8¢ 132,8 (C-3),
em 2J e com carbono da carbonila em 8¢ 182,6 (C-10). O hidrogénio em 8y 7,61(H-3)
correlacionou com o carbono em 2J 8¢ 125,6 (C-4) e em 3J com os 5c 134,4(C-4a) e 141,1
(C-2). Foi possivel identificar a posicdo da metila na estrutura, através das correlacdes dos
hidrogénios em ox 2,83 (H-2”) com o carbono em dc 141,1 (C-2), este deslocamento é
caracteristico de que o anel é do tipo 2-metil-antraquinona (SHARF, 2014). Dessa forma,
foi possivel concluir a elucidacao da estrutura da substancia 3 como 7- hidroxi-8-metoxi-2-
metil antraquinona (Figura 45) uma substancia ja relatada na literatura (KHUBCHANDANI
e SRIVASTAVA, 1989).

Apbs a analise dos dados por espectrometria de massas de alta resolucdo no
modo positivo por insercdo direta, a antraquinona isolada apresentou m/z 269 Da [M+H]"
(Figura 46), sendo compativel com os dados de RMN de 'H e $3C (1D/2D) que indicam a

formula molecular de C16H120s.
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Figura 45. Principais correlacdes de HMBC da substancia 3 (A); composto enumerado (B).

Tabela 5. Dados de RMN de 'H e 3C da substancia 3.

Substancia 3

Posicéo oc- Tipo o, mult. (J em HZ) HMBC H x 3C (posicao)

1 137,8C 7,56, m 132,8 (92), 23,1 (2°-CHs)

2 1411 C - -

3 132,8 CH 7,61, m 125,6 (4), 134,4 (4a) e 141,1 (2)
4 125,6 CH 8,18, m 182,6 (10) e 132,8 (3)

4a 1344 C - -

5 125,0 CH 8,07, d, (8,5 Hz) 182,6 (10), 127,2 (3a), e 155,4 (7)
6 119.8C 7.32,d, (8,5 Hz) 126,9 (102), 146,2 (8), e 155,4 (7)
7 155,4C - -

8 146,2C - -

8a 1272C -

9 185,4 CH - -

9a 132,8C - -

10 182,6 C - -

10a 126,9C - -

2°-CHs 23,1 CHs 2,83, 137,8 (1), 132,8 (3) e 141,1 (2)
8’-OCHs 62,3 CHs 4,04, s 146,2 (8)
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Figura 46. Espectro de massas da substancia 3. Fonte: arquivo pessoal, 2024.

Através dos espectros de fragmentagdo da substancia 3 (Figura 47) foi possivel
propor algumas perdas de massa. Possivelmente o ion m/z 269 sofreu uma desmetilacdo via
radicalar resultando no fragmento em m/z 254. O ion m/z 254 ainda apresentou duas perdas
neutras sucessivas, a primeiras delas resultou na perda CO (28 Da) gerando o ion com m/z
226, e a segunda fragmentacdo a partir do ion 226 resultou na perda de outro CO (28 Da)
gerando o ion com m/z 198. Os mecanismos de fragmentacdo principais para esses ions estao

apresentado na (Figura 48).
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Figura 48. Proposta de fragmentacéo da substancia 3.

5.2.4 Elucidacéo estrutural da substancia 4

Esta substancia foi isolado na forma de um p6 amorfo de coloragdo vermelha,
pesando 11,0 mg, através da analise preliminar do espectro de *H (500 MHz, CDC{3) (Figura

49) constatou-se a presenca de 8 sinais, sendo eles 5 sinais de hidrogénios na regido de
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aromaticos entre dy 8.18 — 7.23, dois sinais metoxilicos em 84 4,03 e d4 4,01 e 1 sinal

-
metilico em én 2,83.
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Figura 49. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDC(3) da substancia 4. Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
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Figura 50. Expansao do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDC{3) da substancia 4 na regido entre 8y 8,2-7,2
ppm. Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Na (Figura 52), correspondente ao espectro de RMN 3C — x (125MHz, CDCls)
foram observadas 17 linhas espectrais, e através dos deslocamentos quimicos dos carbonos
os sinais em dc 159,0; 146,2; 149,0,1; 140,8; 137,7; 132,8; 134,4; 133,6; 132,4; 129,0; 126,8

e 125,3; 124,5 e 115,6 sdo correspondentes a sinais de carbonos aromaticos e olefinicos. Os



sinais em dc 61,6 e 56,3, sdo caracteristicos de metoxilas e outro em 6¢ 22,8 correspondentes
ao grupo metila. Os sinais em d¢ 185,5 e em ¢ 183,0 indicaram a presenca de carbonos de
grupos carbonila, caracterizando um ndcleo antraquindnico.

Através da analise do espectro bidimensional de correlagio homonuclear *H x
'H- COSY (Figura 53) notou-se correlagio entre o hidrogénio em S 8,10 com o hidrogénio
em OH 7,24. Foram também observadas as correlagdes entre o hidrogénio em 64 8,16 com o
hidrogénio em dn 7,59.

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, *C a longa
distancia (HMBC) da substancia 4 (figura 55 e 56), mostrou as correlagdes entre o
hidrogénio em 61 8,16 (H-4) com carbonos em &¢ 137,7 (C-1) e 183,0 (C-10); 61 8,10 (H-5)
com carbonos em 8¢ 129,0 (8a), 159,0 (C-7), 183(C-10); o hidrogénio em 6 7,59 (H-3) com
0s carbonos em 6¢ 125,3 (C-4), 134,4 (C-4a) e 140,8 (C-2); o hidrogénio em én 7,55 (H-1)
com os carbonos em ¢ 140,8 (C-2) e 133,4 (C-4a); o hidrogénio em &n 7,24 com 0s carbonos
em &¢c 159,0 (C-7) e 126,8 (C-10a); os hidrogénios em on 4,03 (H-8”) com o carbono em dc
159,0 (C-7); os hidrogénios em 61 4,01 (H-7°) com o carbono em &¢c 149,0 (C-8) e os
hidrogénios em 64 2,83 (H-2) com os carbonos em é¢ 140,8 (C-2), 133,6 (C-9a) e 137,7 (C-
1).

Apos a analise dos dados por espectrometria de massas de alta resolugdo no
modo positivo por insercdo direta, a antraquinona isolada apresentou m/z 283 Da [M+H]*
(figura 58), compativel com os dados de RMN de H e 3C (1D/2D) que indicam a férmula
molecular de C17H1404. Com base nesses dados, foi possivel concluir que a substancia 4 é
uma antraquinona denominada 7,8-dimetoxi-2-metil antraquinona (figura 51), uma

substancia j& isolada anteriormente (Primus et al., 2024).

Figura 51. 7,8-dimetoxi-2-metil antraquinona
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Figura 52. Espectros de RMN de **C (125 MHz, CDC{s3) da substancia 4. Fonte: Arquivo pessoal 2024.
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Tabela 6. Dados de RMN de H e 13C da substancia 4.
Substéncia 4

Posi¢do dc- Tipo on, mult. (J em HZ) HMBC H x 3C (posicdo)

1 137,7C 7,55, m 134,4 (4a), 140,8 (2)

2 140,8 C - -

3 132,4 CH 7,59, m 125,3 (4), 140,8 (2) e 134,4 (42)
4 125,3 CH 8,16, m 183,0 (10) e 137,7 (1)

4a 1344 C - -

5 124,5 CH 8,10, d, (8,5 Hz) 183,0 (10), 129 (8a), e 159,0 (7)
6 115,6 C 7,24, d, (8,5 Hz) 126,8 (10a) e 159,0 (7)

7 159,0C - -

8 149,0C - -

8a 129,0C -

9 185,5CH - -

9a 1336 C - -

10 183,0C - -

10a 126,8 C - -

2’-CHs 22,8 CHs 2,83,s 133,6 (92), 137,7 (1) e 140,8 (2)
7°-OCHj 56,3 CH3 4,01, s 159,0 (7)

8’-OCH; 61,6 CH3 4,03, s 149,0 (8)

5.2 Investigacdo da citotoxicidade in vitro das substancias isoladas de P. jasminifolia.

Tabela 7 apresenta os dados de Clso obtidos em nosso programa de triagem de
drogas citotoxicas. De acordo com os critérios estabelecidos por Suffness e Pezzuto (1990)
e Boik (2001), consideramos promissores 0s extratos que apresentam valores de Clso
inferiores a 30 pug/mL. Para os compostos puros, a marca de Clso considerada promissora é
ainda mais rigorosa, sendo inferior a 4 pg/mL. Esses parametros sdo essenciais para
identificar substancias com potencial terapéutico significativo na luta contra o cancer e
outras doencas.

As substancias 1-4 foram examinados quanto a sua capacidade de inibir células
cancerigenas in vitro, especificamente as linhagens tumorais de carcinoma do célon humano
(HCT116), carcinoma hepatico humano (HepG2) e fibroblastos pulmonares humanos
(MRC-5), sendo os resultados detalhados na Tabela 7.
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Os resultados mostraram que as substancias 1 e 2, que possuem um nucleo
oxepinico no anel C, exibiram atividades citotoxicas significativas. Em particular, a
substancia 1 apresentou valores de Clso de 2,60 uM contra a linhagem tumoral HCT116 e
1,86 uM contra a linhagem HepG2, enquanto a substancia 2 apresentou Clso de 4,29 uM e
6,43 UM, respectivamente. Esses valores sdo considerados promissores, sugerindo que o
nacleo oxepinico desempenha um papel crucial na atividade antitumoral desses compostos.

Estudos de acoplamento molecular corroboraram esses achados, indicando que
0 nucleo oxepinico pode facilitar interacdes especificas com a enzima tirosina quinase do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR-TK), o que potencializa a atividade
citotoxica.

Por outro lado, as substancias 3 e 4, que possuem uma 2-metil-antraquinona no
anel C, ndo demonstraram atividade citotoxica significativa. Isso sugere que a substituicdo
do anel oxepinico pela 2-metil-antraquinona compromete a capacidade do composto de
inibir efetivamente as células cancerigenas testadas.

E importante notar que as substancias 1 e 3 compartilham a mesma estrutura no
anel A, assim como as substancias 2 e 4. Portanto, a varia¢do na atividade citotoxica ndo
pode ser atribuida as diferencas na estrutura do anel A, mas sim a presenca ou auséncia do
nacleo oxepinico no anel C.

Em conclusdo, a anélise da relacdo estrutura-atividade evidenciou que o nucleo
oxepinico presente nos compostos 1 e 2 é determinante para a sua eficacia citotdxica contra
as células cancerigenas HCT116 e HepG2. A auséncia de atividade citotdxica nos compostos
3 e 4 reforca a importancia do nicleo oxepinico, sugerindo que futuras investigac@es sobre
compostos citotoxicos devem considerar a inclusdo dessa estrutura para potencializar a

atividade antitumoral.
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Tabela 7. Atividade citotéxica das substancias 1-4

Clso (UM)
Substancias HCT116 HepG2 MRC-5
1 2,60 1,86 8.16
2 4,29 6,43 >10
3 >10 >10 >10
4 >10 >10 >10
doxorubicina 0.72 0.66 3.53

A tabela apresenta os valores de Clso (concentracéo inibitéria média) e seus respectivos intervalos de confianga
de 95%, obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Esses experimentos
utilizou-se 0 método do Alamar Blue apds 72 horas de exposi¢do as células HCT116 (carcinoma de célon
humano), HepG2 (carcinoma de figado humano) e MRC-5 (fibroblasto de pulm&o humano). Os valores foram
determinados por regressdo ndo-linear usando o programa GraphPad Prism versdo 5.0. A doxorrubicina (DOX)

foi usada como controle positivo.
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato acetato de etila proveniente das raizes de P.
jasminifolia, resultou no isolamento de quatro substancias pertencente a classe das quinonas
sendo duas substancias inéditas: pleonotoquinona A e B e duas antraquinonas conhecidas
denominadas como, 7- hidroxi-8-metoxi-2-metil antraquinona e 7,8- dimetoxi-2-metil
antraquinona.

Através dos resultados obtidos na analise de citotoxicidade in vitro, a substancias
1 e 2 apresentaram atividades pronunciada com valores de Clso 2,6 uM, 4,3 uM para
linhagens de células de carcinoma de c6lon humano HCT116 e contra células de cancer de
figado humano HepG2, apresentaram Clso de 6,4 puM, 1,9 uM, respectivamente. OS
resultados obtidos indicam que a espécie P. jasminifolia é uma fonte promissora de

substancias bioativas com potencial atividade citotoxica.

Este estudo ressalta a importancia de continuar a pesquisa e o isolamento de
novas substancias para possibilitar a produgdo de novos medicamentos com a¢do citotdxica.
Além disso, o estudo amplia o conhecimento quimiotaxondmico da familia Bignoniaceae,

especialmente para o género Pleonotoma.
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ANEXOS

Anexo 1 - Artigo publicado no Journal of Natural Products. Disponivel em:
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.3c01191
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ABSTRACT: Two unusual naphthoquinones, named here as o

pleonotoquinones A (1) and B (2), were isolated along with two .

known anthraquinones (3 and 4) via Lhromatographlc separ:mons /@

of an ethyl acetate extract of the roots of Pleonotoma j RO ]

Compounds 1 and 2 are the first examples of quinones beanng a2- 2 9

methyloxepine moiety. The compounds were isolated with the aid 1 R=H  Piocnotoquinone A
2 R=CHj Pieonotoquinone 8

of mass spectrometry and molecular networking, and their
structures were resolved using 1D and 2D NMR and HRESIMS
data. The isolated compounds were evaluated for their anti-
proliferative activity against human cancer cell lines, and % =] g,
compounds 1 and 2 displayed cytotoxicity against human colon
cancer HCT116 cells (ICgy = 2.6 M for compound 1 and ICgy =
4.3 uM for compound 2) and human liver cancer HepG2 cells
(ICg = 1.9 uM for compound 1 and ICy, = 6.4 uM for compound 2).
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ANEXO 2 — Certificado de apresentacdo oral, apresentado na 472 reunido da Sociedade
Brasileira de Quimica na sessdo coordenadas.
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