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RESUMO

Dando continuidade com nossos estudos de espécies de Asteraceae que ocorrem
na regido dos Campos Gerais do Parana, neste trabalho foi realizado o isolamento
de metabdlitos da fragdo hexanica e estudo de desreplicacdo do extrato bruto, fracao
acetato de etila e hidrometandlica de Gamochaeta simplicicaulis. A separagao das
substancias foi feita utilizando técnicas cromatograficas usuais e a determinacao
estrutural foi feita pela analise de dados de RMN. Ja o estudo de desreplicagéo foi
realizado utilizando UHPLC-HR-MS/MS. A andlise da fracdo hexanica de G.
simplicicaulis mostrou a presenca exclusiva de acidos graxos livres e/ou
triacilgliceridos. A utilizagdo de ferramentas in silico permitu anotar metabdlitos ja
descritos na literatura, sendo identificados putativamente a esculina (GS-1MS), acido
4,5-dicafeoilquinico (GS-2MS) e isoramnetina-3-O-glucosideo (GS-3MS).

INTRODUCAO

O g¢género Gamochaeta pertence a familia Asteraceae e compreende
aproximadamente 74 espécies, sendo que 20 delas sdo encontradas no Brasil. Das
espécies que ocorrem no Brasil, duas ja foram investigadas quimicamente, sendo
principalmente relatados derivados do acido cafeoilquinico (Jyang et al., 2017). A
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espécie Gamochaeta simplicicaulis (L.) Cabrera é uma planta herbacea, nativa do
Brasil, e tem ocorréncia em todas as regides do Brasil, com excecdo da regiao
Norte. Nao ha relatos de estudos quimicos e avaliacdo do potencial biol6gico desta
espécie.

MATERIAIS E METODOS

Preparacé&o e fracionamento do extrato bruto

A espécie G. simplicicaulis foi coletada em marco de 2023, na regidao dos Campos
Gerais do municipio de Ponta Grossa. O material vegetal seco e moido foi
submetido a extragdo por maceracado exaustiva com etanol P.A, sob temperatura
ambiente. A evaporagéo do solvente organico com auxilio de um evaporador rotativo
forneceu o extrato bruto de G. simplicicaulis (13,4 g). O extrato bruto foi dissolvido
em uma mistura de MeOH/H>O 1:1 (200 mL v/v), e em seguida, foi submetido a
particio com 3 vezes (150 mL) de cada um dos solventes organicos em gradiente
crescente de polaridade (hexano e acetato de etila). Apds a remocao dos solventes
foram obtidas as fracoes hexanica (2,30 g), acetato de etila (2,39 ¢g) e
hidrometandlica (4,84 g).

Estudo da fracdo hexanica de G. simplicicaulis

A fracao hexanica de G. simplicicaulis (FH-GS, 2,0 g) foi solubilizada em hexano e
submetida a filtracdo em coluna cromatografica (CC) de silica, usando hexano e
acetato de etila em gradiente crescente de polaridade, resultando em 88 fragdes,
que apos analise de CCD foram agrupadas em 15 subfragdes. A subfracao FH-GS-3
(357,3 mq) foi submetida a purificacdo em CC em silica flash, utilizando misturas de
hexano e acetato de etila, resultando em 34 fracbes que foram reunidas em 12
novas fracdes. A subfracdo GS3-37 levou a identificacdo parcial de um
triacilglicerideo.

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

O extrato bruto e as fracoes acetato de etila e hidrometandlica de G. simplicicaulis
foram solubilizadas em acetonitrila (2,0 mg/mL), em seguida filtradas, centrifugadas,
e foram submetidas a analise em um Cromatdgrafo Liquido de Ultra-Eficiéncia
(UHPLC) acoplado a um espectrometro de massas de alta resolu¢cdo com analisador
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quadrupolo-tempo de voo (Q-Tof), e uma fonte de ionizagéo por electrospray (ESI),
em modo positivo. Os dados obtidos nas analises foram processados com o
software Data Analysis™ (Bruker). Além disso, os dados obtidos foram introduzidos
e processados na plataforma do Global Natural Products Social Networking — GNPS,
para obtencéo das redes moleculares.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de RMN de 'H da subfracdo GS3-37 mostrou a presenca de sinais
caracteristicos de triacilglicerideos (SALINERO et al., 2012). Entretanto, nao foi
possivel identificar o tamanho das cadeias dos acidos graxos, € nem o numero de
saturacgOes (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura geral de um ftricialglicerideo e os deslocamentos caracteristicos observados no
espectro de RMN de 'H.

Outras subfragdes obtidas do fracionamento da fracao hexanica foram submetidas a
colunas cromatograficas e analise por RMN 'H, sendo observada apenas a presenca
de acidos graxos livres e/ou na forma de triacilglicerideos. Sendo assim, apesar de
nao fazer parte do projeto a andlise das fragdes polares, foi realizado uma analise do
extrato bruto, fracao acetato de etila e hidrometandlica por UHPLC-HR-MS/MS.

As redes moleculares obtidas no GNPS em modo de ionizagdo positivo foram
visualizadas com auxilio do software Cytoscape 3.9.1. O extrato bruto esta
representado por nodos de cor verde (G1), a fragdo acetato de etila pela cor
vermelha (G2) e a fragdo hidrometandlica por nodos de cor azul (G3) (Figura 2).

Ao analisar os metabdlitos anotados pela biblioteca do GNPS da rede molecular
obtida no modo positivo de ionizacao, foi escolhido um dos clusters para fazer a
analise dos metabdlitos identificados pela plataforma a partir de comparacées com
espectros obtidos com base no padrao da fragmentacdo de massas, erro de massa
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e dados da literatura, sendo identificados putativamente a esculina (m/z 341,0867
[M+H]"; erro = -1,46), o acido 4,5-dicafeoilquinico (m/z 517.1340 [M+H]*; erro = -
1,35) e a isoramnetina-3-O-glucosideo (m/z 479.1184 [M+H]+; erro = 2,08).
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Figura 2: Rede molecular do modo positivo. Nodos com borda quadrada e de cor cinza representam
substancias anotadas pelo GNPS; Nodos indicados pela seta (substancias analisadas).

CONCLUSOES

Utilizando a ferramenta de molecular networking e os dados da literatura, foi possivel
identificar putativamente trés substancias: uma cumarina (esculina), um acido
caféico (acido 4,5-dicafeoilquinico) e um flavonol (isoramnetina-3-O-glucosideo).
Este € o primeiro relato da presenca de uma cumarina e um flavonol no género
Gamochaeta.
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