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RESUMO

Neste projeto foi realizado o estudo comparativo das fracbes polares das espécies
Vernonanthura discolor e Vernonanthura cuneifolia, coletadas na regido dos Campos
Gerais do Parana. Foram utilizadas ferramentas in silico para anotar compostos ja
descritos na literatura, sendo possivel identificar putativamente de quatro flavonoides
nas fragBes das duas espécies. Além disso, a partir da fragdo acetato de etila de V.
discolor foi possivel isolar e caracterizar dois flavonoides, a luteolina (VD-1) e a
apigenina (VD-2).

INTRODUCAO

O género Vernonanthura pertence a familia Asteraceae, e possui cerca de 70
espécies. No Brasil existem aproximadamente 40 espécies, distribuidas
predominantemente nas regides Sul e Sudeste (SOARES e ALMEIDA, 2015).
Algumas espécies deste género sdo utilizadas popularmente na preparagdo de
xaropes para o tratamento de gripes e resfriados.

A espécie Vernonanthura cuneifolia (Gardner) H. Rob. € um subarbusto, nativa do
Brasil, com ocorréncia nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul (SOARES e
ALMEIDA, 2015). Sendo que nao ha relatos do estudo quimico ou biolégico desta
espécie vegetal na literatura.

Ja a espécie Vernonanthura discolor (Spreng.), popularmente conhecida vassouréo
preto, vassourdao de folha larga ou cambara-guacu, € uma arvore de meédio porte,
nativa do Brasil, com distribuicdo geogréfica no Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e
Sul (MARQUARDT et al.,, 2018). Bazon e colaboradores (1997) reportaram o
isolamento dos triterpenos friedelina e friedelanol, e estudos de metabolémica
resultaram na identificacao de treze flavonoides (GALLON et al., 2018).
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

As espécies Vernonanthura discolor e Vernonanthura cuneifolia foram coletadas em
junho de 2019, na regido de Campos Gerais do municipio de Ponta Grossa no
Parana. Uma exsicata da espécie V. discolor encontra-se depositada no herbario da
UEPG, sob os registros n® HUPG 22429 e da espécie V. cuneifolia, sob registro n°
HUPG 22425. SISGEN: AFA780A.

Preparacéo e fracionamento do extrato bruto

Os materiais vegetais de V. discolor e V. cuneifolia foram secos em estufa (37 °C),
triturados com o auxilio de um moinho de facas, e submetido a extracdo por
maceragao exaustiva com etanol P.A. A evaporacdo do solvente organico com
auxilio de um evaporador rotativo forneceu um extrato bruto de V. discolor (32,5 g) e
de V. cuneifolia (35,4 g).

Para o fracionamento, o extrato bruto de cada espécie, separadamente, foi
dissolvido em uma mistura de MeOH/H,O 1:1 (400 mL v/v), e em seguida, foi
submetido a particdo com 3 vezes (150 mL) de cada um dos solventes organicos em
gradiente crescente de polaridade (n-hexano, diclorometano e acetato de etila).
ApoOs a remocao dos solventes em um evaporador rotativo foram obtidas as fracbes
hexéanica (9,60 g), diclorometano (4,08 g), acetato de etila (3,46 g) e hidrometandlica
(11,5 g), da espécie V. discolor e as fragdes hexanica (7,41 g), diclorometano (4,50
g), acetato de etila (5,73 g), e hidrometandlica (13,33 g) da espécie V. cuneifolia.

Estudo comparativo das fracbes polares por UHPLC-HRMS/MS e Molecular
Networking

As fracbes acetato de etila e hidrometandlica de V. cuneifolia e V. discolor foram
inicialmente solubilizadas em acetonitrila (2,0 mg/mL), em seguida filtradas,
centrifugadas, e foram submetidas a analise em um Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia (UHPLC) acoplado a um espectrédmetro de massas de alta resolu¢cdo com
analisador quadrupolo-tempo de voo (Q-Tof), e uma fonte de ionizagdo por
electrospray (ESI), em modo positivo e negativo. Os dados obtidos nas analises
foram processados com o software Data Analysis™ (Bruker). Os dados obtidos na
analise de UHPLC-HR-MS/MS foram também introduzidos e processados na
plataforma do Global Natural Products Social Networking — GNPS (WANG et al.
2016), a fim de organizar os espectros de massa (MS/MS) em redes moleculares de
acordo com as similaridades espectrais e os perfis de fragmentacdo, buscando
auxiliar no desreplicacao das fracdes polares de V. cuneifolia e V. discolor.

Isolamento dos constituintes quimicos da fracdo acetato de etila de Vernonanthura
discolor

A fracdo acetato de etila de V. discolor (VD-FAE, 2,7 g) foi solubilizada em agua e
metanol e submetida a filtragdo em coluna cromatogréfica de Sephadex LH-20 (¢=
2,5 cm x h= 28 cm), usando agua e metanol em gradiente decrescente de polaridade,
resultando em 46 fracdes de aproximadamente 10 mL. A subfracdo VD-FAE-11 foi
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submetida a analise de RMN de H e 3C, e resultou no isolamento das substancias
VD-1 e VD-2

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise das fracdes de V. cuneifolia e V. discolor por UHPLC-HR-MS/MS e
Molecular Networking

As redes moleculares obtidas em modo de ionizacdo positivo e negativo foram
visualizadas com auxilio do software Cytoscape 3.9.1. As amostras foram divididas
em quatro grupos para melhor visualizacdo e comparacdo entre as diferentes
espécies e fracbes. Sendo assim, a fracdo acetato de etila de Vernonanthura
cuneifolia esté representada por nodos de cor verde (G1), e a fragdo hidrometandlica
pela cor azul (G2) para esta mesma espécie. A fragdo acetato de etila de
Vernonanthura discolor foi representada por nodos de cor amarela (G3), e a fragao
hidrometandlica, por nodos de cor vermelha (G4).

Ao analisar os metabdlitos anotados pela biblioteca do GNPS da rede molecular
obtida no modo negativo de ionizacdo, observou-se que a presenca de algumas
substancias em comum nas espécies Vernonanthura cuneifolia e Vernonanthura
discolor. Na familia destacada na Figura 1 foram anotadas 7 substancias pela
biblioteca do GNPS. Sendo que apenas 4 foram confirmadas com base no padréo
de fragmentacéo, erro de massa e comparagao com dados da literatura (XUE et al.,
2021; LIU et al., 2010), sendo elas a rutina (m/z 609,1428 [M-H]’; erro de massa: -4,6
ppm), quercetina-O-hexosideo (m/z 463,0864 [M-H]; erro de massa: -2,8 ppm),
luteolina (m/z 285,0387 [M-H]; erro de massa: -4,2 ppm) e apigenina (m/z
269,0445 [M-H]’; erro de massa: -1,8 ppm)
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Figura 1: Familias contida na rede molecular do modo negativo. Nodos com borda quadrada e de cor
cinza representam substancias anotadas pela plataforma GNPS; Nodos indicados pela seta
(substancias analisadas). Nodos com borda cinza e forma circular (ainda nédo foram identificados).

2.2 Estudo fitoquimico de V. discolor

O espectro de RMN de 'H e *C da subfracdo VD-FAE-11 apresentou sinais
indicativos de uma mistura de flavonoides. Ao comparar o espectro obtido com
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dados da literatura, foi possivel identificar a luteolina (VD-1) (OLIVEIRA et al., 1999;
HAN et al., 2007) e a apigenina (VD-2) (Fajriah, Et al. 2016), respectivamente.

CONCLUSOES

Com o auxilio da técnica de UHPLC-HRMS/MS associada a ferramenta de
molecular networking, foi possivel realizar a identificacdo putativa de quatro
substancias da classe de flavonoides nas fracbes de V. cuneifolia e V. discolor,
sendo elas a apigenina, luteolina, rutina e quercetina-O-hexosideo. Dentre os
compostos anotados até o momento, todos foram encontrados em ambas as
espécies. Além disso, a partir da fracdo acetato de etila de V. discolor foi possivel
isolar e caracterizar dois flavonoides a luteolina (VD-1) e a apigenina (VD-2), o que
corrobora com dados obtidos pela analise de desreplicacdo para esta espécie.
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