T
VIRTUTE SPIRITUS

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

MIQUEIAS FELICIANO DE ALMEIDA

Derivados Poliprenilados do Floroglucinol de Kielmeyera
lathrophyton e K. Cuspidata — Calophyllaceae

Salvador
2013



MIQUEIAS FELICIANO DE ALMEIDA

Derivados Poliprenilados do Floroglucinol de Kielmeyera
lathrophyton e K. Cuspidata — Calophyllaceae

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacgéo
em Quimica do Instituto de Quimica da
Universidade Federal da Bahia, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Doutor em
Quimica — area de concentragdo Quimica
Organica.

Orientador: Prof. Dr. Frederico Guaré Cruz

Salvador
2013



Aos
Meus pais pelo incentivo, amor e confianga depositada a minha pessoa.



AGRADECIMENTOS

S&o tantos e muito especiais...
A Deus pelo dom da vida e pelas dadivas concedidas.

Aos meus pais, Antonio Feliciano e Maria da Conceicédo, pela educacdo que me deram, por
todo incentivo e esforco financeiro, que proporcionaram essa conguista.

A minha familia por todo incentivo e apoio.

A minha querida esposa Vanessa por todo apoio, carinho e por estar sempre ao meu lado nos
diversos momentos.

Ao Prof. Dr. Frederico Guaré Cruz pela paciéncia, incentivo, amizade e orientagao.
Aos professores da UFBA e da UESC pela formacao.

A Dra. Lourdes Cardoso de Souza Neta e a Dra. Isley pela realizagdo dos ensaios
antimicrobianos.

A Prof? Dra. Elisangela F. Boffo pelos espectros de RMN.
A Botanica Profe. Maria Lenise S. Guedes pela identificacdo e coleta das espécies.

Ao Prof. Dr. Massuo Jorge Kato e a Prof? Dra. Lydia Fumiko Yamaguchi pelos espectros de
massas.

Aos colegas do GESNAT pelas discussdes cientificas acalouradas

Aos Colegas da Innocent Republic: Erik, Giovani e Luciano que carinhosamente me
receberam com o nome de “Foguinho”.

Aos colegas dos laboratorios 102 e 110 do 1Q.

A Ailton e familia, pela carinhosa recepc¢édo na Capital.

Ao casal Fernando Faustino e Rosilene Aparecida pela formacao e amizade.
Ao casal José Carlos e Sirlene Luz pelo apoio, incentivo e amizade.

FINEP, CNPq, CAPES, FAPESB, pelo apoio financeiro e concessdo de bolsa.



De Almeida, Miquéias Feliciano. Derivados poliprenilados do floroglucinol de Kielmeyera
lathrophyton e K. cuspidata — Calophyllaceae. 188 f. Tese (Doutorado) — Instituto de
Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2013.

RESUMO

Este trabalho descreve o estudo fitoquimico dos extratos organicos do caule de Kielmeyera
lathrophyton e K. cuspidata (Calophyllaceae), espécies vegetais de ocorréncia mencionada na
Chapada Diamantina (BA), bem como a avaliagdo antimicrobiana de algumas substancias
destas espécies. Do extrato hexanico de Kielmeyera lathrophyton foram isolados sete novos
derivados do floroglucinol: quatro 4-fenilcumarinas, que exibiram um anel ciclobutil ndo
muito comum em compostos naturais, denominados de lathrophytonas A — D e trés ésteres
metilicos de trés novos acidos 3-fenil-3-floroglucinilpropanoicos poliprenilados, que exibiram
um esqueleto biciclo[3.3.1]nonano denominados de acidos lathrophytéicos D — F. Foram
isolados ainda dois neoflavonoides, uma 4-alquilcumarina, o o-tocotrienol, a friedelina,
canofilal e a mistura de pg-sitosterol e estigmasterol. Do extrato hexanico de K. cuspidata
foram isolados cinco novos derivados poliprenilados do floroglucinol que também
apresentaram um esqueleto biciclo[3.3.1]nonano denominados de acidos kielmeyerdicos A —
E. As estruturas dessas substancias foram determinadas por compara¢do com dados da
literatura e por experimentos de espectrometria no infravermelho, de massas de alta resolugéo,
RMN *H e *3C, DEPT 135, HMBC e HMQC. Os ésteres metilicos dos 4cidos kielmeyergicos
A - D e a lathrophytona C foram avaliadas quanto as suas propriedades antibacterianas contra
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, e Micrococcus luteus (Gram-positivas) e
Escherichia coli, Salmonella tiphimurium e Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativa) e
contra os fungos Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides e Candida albicans. Das
substancias testadas, o acido kielmeyeroico C exibiu atividade antibacteriana para as bactérias

S. aureus e M. Luteus.

Palavras-chave: Kielmeyera lathrophyton, K. cuspidata, Clusiaceae, Calophyllaceae,
atividade antibacteriana, derivados poliprenilados do floroglucinol.
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De Almeida, Miquéias Feliciano. Polyprenylated phloroglucinol derivatives from Kielmeyera
lathrophyton e K. cuspidata — Calophyllaceae. 188 pp. Tese (Doutorado) — Instituto de
Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2013.

ABSTRACT

This work describes the phytochemical analysis and antimicrobial activity of the hexane
extract and pure compounds obtained from the trunk of Kielmeyera lathrophyton and K.
cuspidata (Calophyllaceae) — two plant species with occurrence in Chapada Diamantina,
Bahia state — Brazil. Seven new phloroglucinol derivatives were isolated from the hexane
extract Kielmeyera lathrophyton: four 4-phenylcoumarins having an unusual cyclobutyl ring
in Natural Products named lathrophytone A — D and three methyl esters of three
polyprenylated 3-phenyl-3- phloroglucinylpropanoic acids that exhibited a highly substituted
bicycle[3.3.1]nonane skeleton named lathrophytoic acids D — F. Additionally, this work
describes the isolation of two isolated neoflavonoids, a 4-alkylcoumarin, J-tocotrienol,
friedelin, canophyllal and the mixture of S-sitosterol and stigmasterol from K. lathrophyton.
Phytochemical analysis of K. cuspidata led to the isolation of five new polyprenylated
phloroglucinol derivatives with a highly substituted bicycle[3.3.1]nonane skeleton named
kielmeyroic acids A — E. The structure of these compounds were elucidated on the basis of
IR, HRESIMS, NMR *H and *3C, DEPT 135, HMBC and HMQC experiments. The methyl
esters of the kielmeyroic acids and lathrophytone C were evaluated against Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus (Gram-positive), Escherichia coli, Salmonella
tiphimurium and Pseudomonas aeruginosa (Gram-negative) and against the fungi Aspergillus
niger, Cladosporium cladosporioides and Candida albicans. The kielmeyroic acid C shows

moderate antibacterial activity against S. aureus e M. Luteus.

Keywords: Kielmeyera lathrophyton, K. cuspidata, Clusiaceae, Calophyllaceae, antimicrobial
activity, polyprenylated phloroglucinol derivatives.
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1 INTRODUCAO

A familia Clusiaceae, tradicionalmente conhecida como Guttiferae, constituida
por cerca de 36 géneros e aproximadamente 1200 espécies, difunde-se pelas principais regides
tropicais e temperadas do planeta, sendo que no Brasil sdo encontrados aproximadamente 21
géneros e 183 espécies (DIAZ, et al., 2013).

Estudos filogenéticos recentes desmembraram essa familia em trés novas familias,
de tal forma que pudessem ser reconhecidas através de caracteristicas morfologicas:
Hypericaceae, Clusiaceae s.s. e Calophyllaceae (WURDACK e DAVIS, 2009). Na atual
divisdo, a familia Clusiaceae s.s. engloba 14 géneros e cerca de 600 espécies. A Hypericaceae
inclue 9 géneros e cerca de 560 espécies, enquanto que a Calophyllaceae inclui 13 géneros e
cerca de 460 espécies (RUHFEL et al., 2011).

As espécies que pertencem a familia Calophyllaceae sdo de habitos variados,
podendo apresentar-se como arvores, arbustos, ervas anuais, com canais resinosos ou
glandulas oleosas amareladas ou esverdeadas e com estipulas glandulares no talo. Séo plantas
anuais ou perenes, latescentes ou ndo, apresentando folhas alternas ou opostas e sem estipulas
(SOUSA, 2005).

As plantas pertencentes as familias Hypericaceae, Clusiaceae s.s. e
Calophyllaceae sdo conhecidas por produzirem como metabolitos secundarios triterpenos,
xantonas, 4-fenil e 4-alquilcumarinas preniladas (CRUZ et al. 2001, 1998), bifenilas,
biflavondides, (BAGGETT et al. 2005), acilfloroglucindis poliprenilados, também chamados
de derivados do floroglucinol (SINGH e BHARATE, 2006; CIOCHINA E GROSSMAN,
2006), entre outros.

Os acilfloroglucinois poliprenilados policiclicos fascinam pela sua complexa
estrutura quimica, o que tem despertado a atencdo da comunidade cientifica. Segundo Cao e
colaboradores (2006), o acilfloroglucinol poliprenilado policiclico mais conhecido é a
hiperforina, isolada de Hypericum perforatum (Fig. 1). A essa substancia sdo atribuidas
atividades antidepressivas e anticancer in vivo e in vitro (GARTER et al., 2005). Outras
atividades atribuidas aos acilfloroglucindis poliprenilados incluem inibigcdo de HIV (FULLER
et al., 1999), efeito citotdxico contra células carcinogénicas (ROUX et al., 2000), acdo anti-
inflamatdria e inibicao da acetiltransferase (FUKUYAMA et al., 1998).
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A B

Figura 1: Formula estrutural da hiperforina (a), isolada de Hypericum perforatum (b).fonte:

http://www.naturephoto-cz.com/hypericum-perforatum-photo_lat-5905.html. acesso em 18/07/2013.

1.1 O género Kielmeyera

O género Kielmeyera é endémico da América do Sul (Fig. 2) e compreende cerca
de 47 espécies, sendo 45 nativas do Brasil (CADDAH et al, 2012) e, na circunscricdo atual,
este género faz parte da familia Calophyllaceae (RUHFEL et al., 2011).

Espécies desse género sdo encontradas nos principais habitats do Brasil: Mata
Atlantica, Cerrado, Restinga e Campo Rupestre. Algumas espécies encontradas no cerrado
brasileiro tém sido usadas pela populagdo para o tratamento de diversas doengas, como
esquistossomose, leishmaniose, malaria, infeccdo por bactérias e fungos, entre outras
(PINHEIRO, 2003).

Figura 2: Distribuicdo do género Kielmeyera na América do Sul. fonte: global biodiversity information
facility (gbif) geospatial conservatium services. Disponivel em: http://data.gbif.org/species/6693849/ acesso
em 18/07/2012.
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A presenca de derivados poliprenilados do floroglucinol no género Kielmeyera foi
inicialmente relatada por Silva Neto em 1998, ao analizar, por RMN *H, fracdes do extrato
hexanico de Kielmeyera lathrophyton (Fig. 3). Ele constatou a presenca dessas substancias ao
observar sinais de RMN 'H bastante desblindados entre & 18-19, caracteristicos de
hidrogénios hidroxilicos envolvidos em ligacdo de hidrogénio com grupos carboxilicos, além
de observar sinais caracteristicos de hidrogénios de sistema aromatico, olefinicos, etc.
semelhantes aos sinais exibidos na Figura 4. Esse fato tornou-se inédito, pois, mesmo com o
estudo de varias espécies do género Kielmeyera, inexistiam relatos da ocorréncia de tais

substancias neste género.

Figura 3: Espécime florido de Kielmeyera lathrophyton.
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Figura 4: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDC{;) de uma fracdo do extrato em hexano de K.
lathrophyton.
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Até aquele momento, o interesse no estudo de espécies do género Kielmeyera
estava relacionado a ocorréncia de substancias como triterpenos, 4-fenil e 4-alquilcumarinas e
xantonas, 0s metabdlitos secundarios mais amplamente encontrados no género (CRUZ et al.,
2001, 2002; COTTIGLIA et al., 2004).

A possibilidade de encontrar derivados poliprenilados do floroglucinol no género
Kielmeyera despertou grande interesse no Grupo de Estudos de Substancias Naturais
Organicas — GESNAT. Assim, atencdo especial foi dada as espécies de K. coriaceae, K.
cuspidata e K. lathrophyton, coletadas na Chapada Diamantina/Bahia, pois, 0s extratos
hexanicos dessas trés espécies de Kielmeyera apresentaram os sinais de RMN 'H,
caracteristicos dos derivados poliprenilados do floroglucinol relatados por Silva Neto (1998).

Em dois trabalhos recentes com extratos hexanicos de K. lathrophyton e K.
coriaceae coletados na Chapada Diamantina/Bahia (SOUSA, 2005; DE ALMEIDA, 2008),
foram isoladas e identificadas, na forma de ésteres metilicos, cinco daquelas substancias com

caracteristicas semelhantes as mencionadas por Silva Neto (1998) — Fig. 5.

Figura 5: Formulas estruturais dos derivados poliprenilados do floroglucinol isolados do género
Kielmeyera.
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1.2 Derivados poliprenilados do floroglucinol

Os acilfloroglucinois poliprenilados policiclicos — também chamados de derivados
do floroglucinol - geralmente caracterizam-se pela presengca de um esqueleto
biciclo[3.2.1]octano-2,4,8-triona ou biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona, substituido por grupos
acilico, prenilico, benzoilico, geranilico ou acido 3-fenilpropandico em C-1, C-3 ou C-5 (Fig.
6). Muitos derivados do floroglucinol também sofrem ciclizacGes secundarias que envolvem

p-dicetona e grupos olefinicos para gerar estruturas de adamantanos, dihidrofurano fundido ou
semelhante (GROSSMAN e JACOBS, 2000).

R = acila, prenila, benzoila, geranila
R R' = prenilaou H
ou R R" = OHou CH,CHR"
R" =

H, CHsC=CH, ou C(CH3),OH

Figura 6: Tipos de esqueletos biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona e biciclo[3.2.1]octano-2,4,8-triona presente nos
derivados do floroglucinol.

Cuesta-Rubio e colaboradores (2001) classificaram os acilfloroglucindis
poliprenilados policiclicos de acordo com o posicionamento do grupo acilico ou benzoilico
nos carbonos do anel biciclico e destacaram trés tipos dessas substancias: tipo A, que
apresentam o grupo acilico ou benzoilico no carbono C-1 e um carbono quaternario vizinho,
C-8, geralmente substituido com duas metilas; as do tipo B, que tém o grupo acilico ou
benzoilico posicionado em C-3; e as do tipo C, mais raramente, apresentam o grupo acilico ou
benzoilico em C-1 e um carbono quaternario em C-6 (Fig. 7). Essa mesma classificacdo
também foi adotada por Ciochina e Grossman (2006).
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R1 = CsHg, ou geranila

R2 = H ou prenila

R3 = i-proprila, i-butila, s-butila, prenila, ou fenila
R4 = Me, R5 = OH ou CH,CHRg

Rg = H, CMe=CHy,, ou C(Me),OH

Figura 7: Formulas estruturais dos acilfloroglucindis poliprenilados policiclicos dos tipos A, B e C.

Os derivados do floroglucinol geralmente sdo obtidos através da metodologia
fitoquimica tradicional e, na maioria das vezes, sdo obtidos de extratos preparados com
solventes organicos de baixa e média polaridade. Assim, efetua-se extracfes diretamente com
solventes como n-hexano, éter de petrdleo, diclorometano ou acetato de etila (COTTIGLIA et
al., 2004; CRUZ e TEIXEIRA, 2004; WU et al, 2008; WINKELMANN et al., 2000; DE
ALMEIDA et al., 2011; MASSIQOT et al. 2005), ou ainda, mistura de éter de petroleo — éter
etilico (FODULOVIC et al., 2003). Outro procedimento envolve a obtencdo de um extrato em
solvente orgéanico polar como etanol, metanol ou acetona (raramente), seguido do
particionamento destes extratos com um solvente de baixa polaridade (HUANG et al., 2009;
CHEN, et al., 2009; HASHIDA et al, 2008; TANAKA et al., 2004; FUKUYAMA, 1998;
CUESTA-RUBIO et al, 2001; YIN et al.,, 2009). H& relatos, também, de extracdo com
dioxido de carbono supercritico (GLISIC, et al., 2008; VEROTTA et al., 2000).

O fracionamento dos extratos contendo os derivados do floroglucinol é feito
através da combinacdo de varios métodos cromatograficos em coluna de gel de silica ou
dextrana. A purificacdo das substancias se da por cromatografia em camada delgada
preparativa e, na maior parte das vezes, cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase
reversa (MARTI et al., 2009; BAGGETT et al., 2005; HILLWIG, et al, 2008; HENRY, 2006;
MASSIOT, 2005; VEROTTA et al., 2000; HASHIDA et al., 2008; XIAO et al, 2007;
FUKUYAMA, 1998).
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O isolamento dessas substancias ndo é uma tarefa simples. Em alguns casos se faz
necessario realizar alguma modificagdo estrutural. Um dos procedimentos mais comuns
consiste no tratamento das fragdes contendo os derivados do floroglucinol com diazometano.
Esse procedimento permite obter derivados metilados e possibilita uma melhor separacédo
dessas substancias, pois diminui a polaridade dos compostos (CUESTA-RUBIO et al., 2001;
DE OLIVEIRA et al., 1999; 1996; DE ALMEIDA, et al., 2011).

Uma das dificuldades no isolamento de tais substancias est4 relacionada ao fato
delas existirem na forma de tautdbmeros, a exemplo do equilibrio ceto-endlico (Fig. 8) relatado

por Winkelmann e colaboradores (2001).

Figura 8: Formula estrutural de dois tautdmeros obtidos de Hypericum papuanum na proporc¢do de
(3:4), respectivamente.

Talvez uma das caracteristicas mais marcantes desses derivados do floroglucinol
que apresentam equilibrio ceto-enélico é a presenca de sinais no espectro de RMN *H, que
podem variar entre 6 15 - 19 (YIN et al., 2009; WU et al, 2008; HASHIDA et al., 2008;
COTTIGLIA et al., 2004; FODULOQOVIC et al. 2003; WINKELMANN et al., 2001, 2000;).
Um exemplo pode ser observado no espectro de RMN *H de uma das fragdes do extrato em
hexano obtido de K. cuspidata (Fig. 9).
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Figura 9: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDC(;) de uma fracdo do extrato em hexano de K.
cuspidata.

A presenca de sinais de RMN *H bastante desblindado entre & 15-19 é atribuido a
hidrogénio envolvido em forte ligacdo de hidrogénio com uma carbonila. Fodulovic e
colaboradores (2003) relatam que a ocorréncia desses sinais desblindados é tipica de ligacdo
de hidrogénio endlica em f-dicetonas.

A existéncia de um equilibrio ceto-endlico dificulta a purificacdo e elucidacdo
estrutural dos acilfloroglucinois poliprenilados policiclicos. Tal dificuldade pode estar
relacionada & grande quantidade de sinais sobrpostos observados nos espectros de RMN *H e
3C, referente & presenca de tautbmeros. Uma das alternativas utilizadas para resolver o
problema é a realizacdo dos espectros em diferentes solventes ou variar a temperatura em que
0s espectros sdo obtidos (YIN et al., 2009; BOKESCH et al.,1999), ou ainda interromper o
equilibrio ceto-endlico através de uma reacdo, a exemplo da reacdo de metilacdo. Outra
alternativa consiste na mudangca de pH do meio (PAYTON et al. 2007), embora esse
procedimento ndo seja indicado para essas substancias, dada a sua facilidade de sofrer
degradacéo.

Os dados obtidos a partir da analise dos espectros de RMN *'H e *3C s&o as
ferramentas mais Uteis na elucidacdo estrutural dos derivados do floroglucinol. Assim, esses
dados podem ser usados para obter informacdes valiosas quanto a presenca de grupos

funcionais, estereoquimica, analise conformacional, etc.
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O sistema de anel biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona requer necessariamente que
0s substituintes em C-1 e C-5 ocupem a posi¢édo equatorial, enquanto que o substituinte em C-
7 (geralmente um prenila) pode assumir a posi¢do axial (DE OLIVEIRA et al., 1999) ou
equatorial (LOKVAM et al., 2000) no anel ciclo-hexanona formado pelos carbonos C-1, C-8,
C-7, C-6, C-5 e C-9. Este anel € também chamado de anel B (DE OLIVEIRA et al., 1999) e
pode adotar a conformagcdo em cadeira ou bote, como exibido na Fig. 10. Quando o
substituinte em C-7 assume a posicéo equatorial, o anel B adota a conformagdo em cadeira.
Por outro lado, se a configuracdo do substituinte for inversa, a conformacéo desse anel sera
bote.

R =i-proprila, i-butila, s-butila, prenila, 3(OH)CgH, ou 3,4-(OH),CgHs

Figura 10: Conformacdes adotadas pelo anel B dos acilfloroglucindis poliprenilados policiclicos.

A conformacdo em bote minimiza as repulsdes 1,3-diaxial com C-2 e C-4 que o
grupo prenilico em axial teria se estivesse na conformacdo em cadeira (Cruz e Teixeira,
2005). De acordo com Piccinelli e colaboradores (2005), a estereoquimica relativa de C-7 e,
portanto, a orientacdo do substituinte em C-7, pode ser deduzida a partir dos dados de RMN
'H e 8C. As principais caracteristicas que permitem inferir sobre a conformacgdo do anel B

~

sdo:

— O sinal dos hidrogénios H-6 aparece no espectro de RMN *H mais desblindados (acima
de 6 2,0) se a conformacéo do anel B for bote e o substituinte em C-7 estiver na posi¢éo
pseudo axial. Além disso, H-6ax exibe Jusax-n-z = 7 — 8 Hz. Por outro lado, se o
substituinte em C-7 estiver na posi¢do equatorial (conformacéo do anel B em cadeira), H-
6ax tem o valor de & 1,5 e Jusax-n-7= 10 — 13 Hz (DE OLIVEIRA et al., 1999).

— Quando o substituinte no carbono C-7 esta em equatorial, o valor de & no espectro de
RMN *3C aparece entre & 40 e 44, ao passo que se 0 substituinte estiver na posicio
pseudo axial, esse valor situa-se entre 6 45-49 (CIOCHINA e GROSSMAN, 2006);
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Os grupos metilicos geminais em C-8 mostram duas faixas de valores no deslocamento
quimico no espectro de RMN *3C: se o substituinte em C-7 estiver na posicdo pseudo
axial, a metila equatorial (Megq) tera 6 22-25 e a metila axial (Meay) tera & 26 — 28,
enquanto que, se o substituinte em C-7 estiver em equatorial, Me,y tera & 15-17 e Megq &
22-25 (CUESTRA-RUBIO et al., 2001).

Essas diferencas que permitem inferir sobre a conformacéo do anel B a partir dos

dados de RMN 'H e **C para os acilfloroglucindis poliprenilados policiclicos estdo

sumarizadas na Tab. 1.

Tabela 1: Comparacdo de dados de RMN 'H e '3C de acilfloroglucinéis
poliprenilados policiclicos que apresentam esqueleto do tipo
biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona na conformacdo em cadeira e bote.

) AS'H 8 °C
Conformagao H-6 CHs geminais C-7
Cadeira 0,3-1,2 7,7-85 40 - 44
Bote 0,0-0,2 3,8-45 45 - 49

Existe um grande numero de acilfloroglucindis poliprenilados policiclicos que

diferem principalmente quanto ao grau de substituicdo no anel biciclo[3.2.1]octano-2,4,8-

triona ou biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona, sendo que o grupo prenilico é o substituinte mais

amplamente encontrado nos carbonos C-1, C-3, C-5 ou C-7 e pelas ciclizacdes secundarias

que eles sofrem. Dentro dessa ampla variedade de substancias, os acilfloroglucindis

poliprenilados policiclicos do tipo A sdo os que tém maior ocorréncia nas familias

Calophyllaceae, Clusiaceae s.s. e Hypericaceae, seguido pelos do tipo B e, mais raramente, 0s
do tipo C.

1.3

Biossintese dos derivados poliprenilados do floroglucinol

As espécies da familia Calophyllaceae caracterizam-se por produzirem

metabdlitos como xantonas, 4-fenil e 4-alquilcumarinas, cromanonas e, mais raramente,

acilfloroglucinois e acidos 3-fenil-3-floroglucinilpropandicos. A biossintese desses compostos

(como esquematizado na Fig.11), geralmente envolve o acoplamento de trés unidades de

malonil-CoA (porcao floroglucinol) com benzoil-CoA, no caso das xantonas e benzofenonas,
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com &cido 3-fenilpropandico (derivado do &cido cindmico) ou com isobutiril-CoA em
acilfloroglucinais.

As xantonas podem ou ndo estar preniladas; os neoflavonoides geralmente contém
um ou dois grupos prenilicos, enquanto que as benzofenonas, os acilfloroglucinois e os acidos
3-fenil-3-floroglucinilpropandicos estdo extensivamente prenilados. Nas xantonas e
neoflavondides, a porcéo derivada do floroglucinol conserva seu carater aromatico, enquanto
que nas benzofenonas, acilfloroglucindis e acidos 3-fenil-3-floroglucinilpropandicos isto ndo

ocorre.

@_{0 benzofenona
SCoA

benzoil-CoA

0
/
: SCoA U
isobutiril-CoA HO SCoA

P E———
3 Malonil-CoA_ N
CO,H

acido cinamico

//

) -

/ cis-4cido oct-2eno neoflavondide

acilfloroglucinol

cromanona o

acido 3-fenil-3-floroglucinilpropandico

Figura 11: Esquema geral da biogénese de derivados do floroglucinol em espécies da familia
Calophyllaceae.
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A biossintese dos acilfloroglucindis poliprenilados policiclicos ainda ndo foi bem
estudada. Dessa classe de substancias, talvez devido as suas comprovadas propriedades
farmacoldgicas, a biossintese mais conhecida é a da hiperforina. A proposta de biossintese
dessa substancia envolve a condensacao de uma molécula de isobutiril-CoA e trés unidades de
malonil-CoA, gerando a porcdo acilfloroglucinol. Em seguida, ocorrem substitui¢des
eletrofilicas no anel aromatico do acilfloroglucinol entre uma unidade de geranil pirofosfato
(GPP) e duas de 3,3-dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Um fechamento de anel ocorre via
ataque eletrofilico de um terceiro DMAPP a uma ligacdo dupla da cadeia geranilica (ADAM
et al., 2002; KARPPINEN et al., 2007) — Fig. 12.

[0} OH
0] OH

=
DMAPP
—
- HO OH
HO OH

Acilfloroglucinol ‘

Hiperforina

Figura 12: Mecanismo proposto para a biossintese da hiperforina (ADAM et al., 2002).

Segundo Cuesta-Rubio e colaboradores (2001), do ponto de vista biogenético, 0s
acilfloroglucindis poliprenilados policiclicos do tipo A e B podem ser biossintetizados a partir

de um precursor comum (1) — Fig. 13.

OH (‘3 OH O
R
/@fl\Rl - Rl
OH HO OH
RZ R?
(1)
R = Ph, i-Pr 2

R™ = Prenila ou geranila

Figura 13: Esquema geral do precursor monociclico dos acilfloroglucinodis poliprenilados
policiclicos.
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Segundo Ciochina e Grossman (2006), a adi¢do de um grupo prenilico a
um complexo acilfloroglucinol poliprenilado monociclico (2) produz um carbocéation
terciario (3). o ataque de c-1 ao carbocation pode fornecer um acilfloroglucinol
poliprenilado policiclico do tipo a. se o ataque for de c-3, forma-se um

acilfloroglucinol poliprenilado policiclico do tipo b — fig. 14.

Tipo A R= §'© E_Q §_< Tipo B

Figura 14: Formacdo dos acilfloroglucinéis polipreniladas policiclicas do tipo A e B. Adaptado de

Ciochina e Grossman (2006).

A biogénese proposta acima por Cuesta-Rubio e colaboradores (2001) esta de
acordo com o estudo realizado por Klingauf e colaradores (2005). Nesse trabalho, eles
relataram que culturas de células de Hypericum calycinum formaram adiperforina e

hyperforina quando colocadas para crescer juntamente com isobutirofenona sintase no escuro.
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Ciochina e Grossman (2006) sugeriram que a biossintese de um acilfloroglucinol
poliprenilado policiclico do tipo C passa por um mecanismo semelhante ao proposto para 0s
do tipo A e B. Entretanto, o carbono quaternario do anel do acilfloroglucinol poliprenilado

monociclico deve ser o carbono ao qual o grupo acila esta ligado (C-1) - Fig. 15.

Figura 15: Formacdo dos acilfloroglucindis poliprenilados policiclicos do tipo C.

Alguns acilfloroglucinois poliprenilados sofrem reac6es secundarias para fornecer
outras estruturas que podem ndo conter o anel do tipo biciclo[3.2.1]octano-2,4,8-triona ou
biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona, e exemplo da perforatumona, isolada por Wu e
colaboradores (2004). Neste trabalho foi sugerido que essa substancia deriva da hiperforina e
a rota biogenética proposta por eles envolve uma clivagem de anel do tipo Baeyer-Villiger e

um rearranjo de pinacol (Fig. 16).

H] -H0

rearranjo pinacol

Figura 16: Proposta de mecanismo da biogénese da perforatumona elaborada por Wu e
colaboradores (2004).
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Outro exemplo é o do &cido lathrophytoéico A, isolado de K. lathrophyton por De
Almeida e colaboradores (2011). Neste trabalho foi proposto que a biogénese desse acido
segue uma rota tipo policetidica através da condensacdo do acido cinamico, com trés unidades
de malonil-CoA formando o intermediario (1'). Uma clivagem oxidativa deste, seguida de
uma descarboxilacdo proporciona a formacao de um ciclo-1,3-diona-4-pentanol (4') conforme
delineado na Figura 17.

As etapas seguintes devem assemelhar-se ao caminho biossintético proposto para
a sampsoniona (HU e SIM, 2000; VEROTTA, 2002) e envolvem uma epoxidacdo seguida de

uma cilizacdo intramolecular e uma desidratacdo formando o acido lathrophytoico A.

acido lathrophytdico A 5 4

Figura 17: Mecanismo de biogénese proposto para o acido latrofitdico A isolado de K. lathrophyton.

Assim, o fascinio proporcionado pelas complexas estruturas dos derivados
poliprenilados motivou o reestudo quimico de duas espécies de Kielmeyera, coletados na
Chapada Diamantina/Bahia, na busca de tais metabolito secundarios. Desta forma, este

trabalho descreve o estudo realizado com K. lathrophyton e K. cuspidata.
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2

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

OBJETIVOS

Estudar a composicdo quimica, em termos de metabdlitos secundarios das espécies
Kielmeyera lathrophyton e de Kielmeyera cuspidata em especial, os constituintes
quimicos presentes no extrato hexanico que apresentam sinais de RMN 'H entre § 18-
19;

Purificar e determinar as estruturas desses metabolitos;

Comparar a composi¢cdo quimica das espécies do género Kielmeyera presentes na
Chapada Diamantina, com as das espécies ja estudadas, de ocorréncia na restinga e

cerrado;

Avaliar as atividades antibacterianas contra as bactérias Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, e Micrococcus luteus (Gram-positivas) e Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimurium (Gram-negativa) das substancias

isoladas;

Avaliar as atividades antifungicas com os fungos Aspergillus niger, Cladosporium

cladosporioides e Candida albicans, das substancias isoladas.
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3

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes utilizados nos procedimentos cromatograficos e na preparacdo dos extratos
foram das marcas MERCK®, VETEC® e QUIMEX®, todos de grau analitico;

Para a trituracdo do material vegetal foi utilizado um moinho Thomas Wiley Laboratory
Mill — Model 4;

A concentragéo dos extratos e das fragOes foi realizada sob presséo reduzida no evaporador
rotatério de marca BUCHI®, modelo R-3000;

Nas separacdes cromatograficas em coluna foram utilizadas silica gel 60 — 230 mesh
(0,063 — 210 pm), 230 — 400 mesh (0,040 — 0,063 um), silica gel H (15 um) Merck® e
silica gel LiChroprep® RP-18 (25-40 um);

Na cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) foi utilizado gel de silica
HF254+366, Merck® e na cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi utilizado
gel de silica PFassiags, Merck® As cromatoplacas para CCDC foram preparadas
espalhando-se uma suspensdo de silica em agua destilada sobre placas de vidro através de
um espalhador mecénico (Heidelberg), obtendo-se placas com espessuras de 0,50 mm
(comparativas) e 1,00 mm (preparativas). Depois de secar ao ar livre, todas as
cromatoplacas foram ativadas em estufas a 100 °C por um periodo de aproximadamente
uma hora;

Como reveladores, foram utilizadas irradiacOes da luz ultravioleta nos comprimentos de
onda de 254 a 366 mm e vapores de iodo;

Os espectros de RMN de *H e **C uni e bidimensionais, bem como os experimentos de
DEPT 135 foram obtidos no espectrometro VARIAN GEMINI 2000, operando com
frequéncia a 500 MHz para 'H e 125 MHz para **C. Os deslocamentos quimicos foram
expressos em valores de & (ppm), utilizando como referéncia interna tetrametilsilano
(TMS, 6= 0,0) e referéncia secundaria CDCl3 (64 7,27 € ¢ 77,00) e CgDs (01 7,16 € Oc
128,00);

Os solventes utilizados na dissolugdo das amostras para obtencéo dos espectros de RMN

foram cloroférmio e benzeno deuterados;



Parte Experimental 38

= Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos na faixa de 4000 — 500
cm™ usando espectrofotdmetro Shimadzu IR Affinity-1. As amostras foram preparadas na
forma de filme com cloroférmio;

= Os experimentos de rotacdo optica foram realizados em um polarimetro Perkin-Elmer
modelo 343;

= Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos no modo positivo em um
espectrometro Bruker Daltonics MicroTOF.

3.2 Reagéo de metilagdo com diazometano

Inicialmente foi preparada a nitrosometiluréia adicionando-se, lentamente e com
agitacdo constante, uma solucdo de NaOH (38,5%) a uma solucdo contendo Br, (22,0 g) e
acetamida (14,75 g). Esta mistura foi aquecida até a ebulicdo e, posteriormente resfriada em
banho de gelo por cerca de duas horas, obtendo-se apos filtragdo a vacuo e secagem ao ar,
cristais de acetil-metil-uréia (12,25 g).

Os cristais de acetil-metil-uréia foram dissolvidos em 12,50 mL de HCI
concentrado e aquecidos, permanecendo em ebulicdo por cerca de 12 minutos. Em seguida, a
mistura foi diluida com 12,50 mL de agua destilada e resfriada abaixo de 10 °C em banho de
gelo. A esta solucdo foi adicionada uma solucdo gelada de NaNO, (43%). Apos filtracdo a
vacuo e secagem ao ar, obteve-se 9,0 g de um sélido amarelo palido — nitrosometiluréia.

A metilacdo das amostras foi feita em solucdo etérea de diazometano,
recentemente preparada por reacdo envolvendo a adicdo lenta de nitrosometiluréia a uma
solucdo aquosa de KOH (50%) em éter sulfarico colocado em banho de gelo (VOGUEL,
1971). A Figura 18 resume as etapas usadas na obtencdo do diazometano (CH,Ny).

A amostra a ser metilada foi solubilizada em CHCI; e adicionou-se, pouco a
pouco, a solucdo etérea de diazometano gelada, até nao perceber-se mais desprendimento de
gas (excesso de CHyN,). O solvente da mistura foi evaporado em temperatura ambiente e

examinou-se o produto através de CCDC e RMN *H para assegurar que houve metilagéo.

0] 0] 0]

(0]

J\ Brp, NaOH ¢ * /H\ (DHCL 100°C  HaCo * HOKOH@D) oy
HsC~ “NH, 100°C N" N" CHs o Nano, 0oc N 2 0oC dteretilico. 2 2
3 2 ! ! 2 ! diazometano
acetamida H H NO

acetil-metil-uréia nitrosometiluréia

Figura 18: Obtencdo do diazometano a partir da acetamida.
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3.3 Coleta e identificacdo do material vegetal

A espécie Kielmeyera lathrophyton foi coletada no municipio de Palmeiras,
Chapada Diamantina — Bahia, no dia 27 de fevereiro de 2009 e sua identificacdo também foi
feita pela boténica Profé. Maria Lenise S. Guedes e registrada no herbario Alexandre Leal
Costa, do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia, sob 0 niUmero 35942,

Espécimes de Kielmeyera cuspidata foram coletados sob a orientacdo do Prof. Dr.
Frederico Guaré Cruz e da boténica Prof®. Maria Lenise S. Guedes no dia 10 de maio de 2003
em uma area de campo rupestre no municipio de Andarai, Chapada Diamantina — Bahia. Uma
exsicata foi depositada no herbério Alexandre Leal Costa, do Instituto de Biologia da
Universidade Federal da Bahia, sob o registro ALCB - 061902.

3.4 Obtencédo dos extratos organicos

3.4.1 Extrato do caule de Kielmeyera lathrophyton

O material vegetal coletado foi secado a temperatura ambiente e triturado em
moinho de facas. Os caules triturados proporcionaram a obtencédo de 5,1 Kg de serragem. Esta
foi colocada em contato com o solvente organico (hexano) e ap6s um periodo que variou entre
48 e 72 horas, a solucéo resultante foi filtrada e, posteriormente, foi destilada em evaporador
rotativo, sob pressdo reduzida na temperatura de aproximadamente 35 °C. Esse mesmo
procedimento foi realizado por mais duas vezes, obtendo-se ao final 25,64 g de extrato

hexanico seco (Fig. 19).

Caule triturado
(5,1 Kg)

1. Maceragdo em hexano
2. Filtracéo

Extrato hexanico ‘ Residuo |
(25,64 g)

Figura 19: Procedimento experimental para a obten¢do do extrato organico do caule de K.
lathrophyton.
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3.4.2 Extrato do caule de Kielmeyera cuspidata

O extrato do caule de Kielmeyera cuspidata foi preparado em um trabalho
realizado por Sobral (2006) e seguiu uma metodologia semelhante a descrita para a obtencéo
do extrato hexanico de K. lathrophyton, conforme Fig. 20. Assim, o estudo dessa espécie é
uma continuacdo desse trabalho e teve como partida a fragcdo KcH-17, obtida do

fracionamento do extrato hexanico de K. cuspidata (Fig. 20).

Caule triturado
(3,87 Kg)

1. Maceragdo em hexano
2. Filtracéo

|
Extrato hexano
(46,51 )

CC (Gradiente Hex/AcOEt)
Silica gel 60 (70-230 mesh)

Fracao 17 FracOes 19 - 22
(KcH-17) Trabalhadas por
(4,0586 g) Sobral (2006)

Figura 20: Procedimento experimental para a obtencdo dos extratos orgénicos do caule de K.
cuspidata.

3.5 Fracionamento do extrato hexanico de Kielmeyera lathrophyton

O extrato hexanico (25,64 ¢) foi fracionado através de uma coluna
cromatografica, empacotada a seco com silica gel 60 (70-230 mesh). Inicialmente, utilizou-se
como fase movel n-hexano puro; em seguida, a mistura de hexano/DCM 1:1 (v/v), DCM,
acetato de etila e por ultimo metanol, obtendo-se 19 fracGes de aproximadamente 300 mL
cada.

As fracdes foram concentradas em evaporador rotatorio e depois procedeu-se a
analise por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC). Apo6s analise dos

resultados obtidos por irradiacdes da luz UV (A 254 e 366) e vapores de I,. As fracOes que
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apresentaram perfil cromatogréafico semelhante entre si foram agrupadas conforme resumo na
Figura 21, obtendo-se 13 grupos de fragdes identificadas como “KL”.

A andlise da CCDC de algumas fracGes agrupadas revelou manchas com aspecto
semelhante a um cometa, ndo obtendo nenhum sistema de solvente no qual se obtivesse boa
resolucdo das placas cromatograficas. Algumas fracdes que apresentaram tal comportamento
foram submetidas a uma anélise preliminar de RMN H.

Os espectros dessas fracOes revelaram a presenca de compostos com sinais
bastante desprotegidos entre 6 18-19, caracteristicos de hidrogénios hidroxilicos envolvidos
em ligacdo de hidrogénio com grupos carbonilicos, além de observar sinais caracteristicos de
hidrogénios aromaticos, olefinicos, etc. Percebeu-se a presencga destes compostos nas fracdes
denominadas KL-4 a KL-13. Entretanto, por apresentar menor complexidade quimica, ou
seja, apresentou melhor resolugdo dos constituintes da mistura para os sistemas de eluicéo
frequentemente testados para cromatografia em camada delgada em fase normal, foram
selecionadas para estudo as fragdes KL-4, KL-10 e KL-10 (Fig. 21). As demais foram de
dificil separacdo por cromatografia em fase normal, apresentando perfil frente a CCDC de
baixa resolucao dos seus constituintes.

Com base nesses resultados tentou-se diminuir a polaridade dos componentes da
mistura para possibilitar melhor separacdo. Para isto foram realizadas reag0es de metilagcdo

com as fracdes objeto de estudo.

Extrato hexénico]

(25,64 9)
CC (Gradiente Hex/DCM/AcOEt/MeOH)
Silica gel 60 (70-230 mesh)

19 fracdes
CCDC

13 fracdes
CCCDC

KL -4 KL -10 KL-11 Demais
(4,20 g) I (3,65 9) I (2,58 9) ‘ fragoes I

Figura 21: Esquema do fracionamento do extrato hexanico de K. lathrophyton.
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3.5.1. Estudo da fracdo KL-4

A fracdo KL-4 (4,20 g) era constituida por um material oleoso, viscoso de cor
amarela alaranjada em mistura com um soélido branco. Esta fracdo foi submetida a um
fracionamento cromatogréafico em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh), eluida inicialmente
com hexano. A polaridade do eluente foi aumentada de forma gradual com a adi¢do de acetato
de etila até a adicdo de acetato de etila puro e, por Gltimo, metanol. Foram obtidas 42 fracdes
de aproximadamente 20 mL (cada uma) que foram analisadas por CCDC e reunidas em 17
novas fragdes (Figura 22). Foram separadas para estudo as fragcdes KL-4-5, KL-4-(7 e 8), KL-
4-(10 al12), denominadas de A, B e C, respectivamente. (Fig. 22).

A fracdo A (400,0 mg) foi submetida a uma reacéo de metilacdo com diazometano
e, apbs evaporacdo do solvente, foi feito um fracionamento cromatografico em coluna de
silica gel (230 — 400 mesh), eluida com uma mistura de hexano/acetato de etila 95:5 (v/v),
obtendo-se 20 fracGes com volume de aproximadamente 15 mL cada. Estas fracfes foram
concentradas e analisadas por CCDC. Desta coluna, reuniu-se as fracbes 5 e 6 (A-5-6), bem
como as fragbes 9, 10 e 11 (A-9-11), que por apresentarem menor complexidade, foram
separadas para estudo.

Com a fragdo A-5-6 (25,0 mg), fez-se uma cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) — gel de silica PFzs4:365, Merck®, utilizando-se o sistema de eluicdo
hexano/DCM 1:1 (v/v). Deste procedimento foi obtida a substancia 1 (6,8 mg).

A fragdo A-9-11 (43,0 mg) foi estudada usando-se um sistema contendo uma
coluna cromatogréfica Michel-Miller de 300 x 15 mm, empacotada com silica gel H (15 pm)
e eluida com hexano/DCM 1:1 (v/v). Foram obtidas 25 fracGes de aproximadamente 10 mL
cada. Estas fracdes foram analisadas por CCDC e ap6s analise, as fracbes 12 a 16 foram
agrupadas e submetidas a uma cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) — gel
de silica PFs4+366, Merck® — utilizando-se o sistema de eluicdo hexano/DCM 1:1 (v/v). Deste
procedimento foi obtida a substancia 2 (5,0 mg).

A maior parte do s6lido branco concentrou-se na fracdo B e, por isso, foi feita
uma filtracdo simples, dissolvendo-se parte do material oleoso em acetona. Em seguida, foi
realizada uma recristalizacdo em acetona com o sélido branco, obtendo-se a substancia 18
(512,0 mg). Uma aliquota da dgua mée foi concentrada e submetida a uma cromatografia em
camada delgada preparativa utilizando-se o sistema de eluicdo hexano/DCM 3:7 (v/v) e

obtendo-se a substancia 14 (44,0 mg).
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A fracdo C (152,0 mg) foi estudada usando-se um sistema contendo uma coluna
cromatogréafica Michel-Miller de 400 x 15 mm, empacotada com silica gel H (15 um) e eluida
com hexano/DCM 1:1 (v/v). Foram obtidas 30 fragcOes de aproximadamente 10 mL cada.
Estas fracGes foram analisadas por CCDC e ap0s andlise, foram agrupadas as fragdes 7 a 15 e
17 a 24, que foram separadas para estudo. A fracdo C-7-15 (55,0 mg) foi submetida a uma
reacdo de metilacdo com diazometano e, apos evaporacdo do solvente foi realizada uma
analise CCDC. Em seguida, a amostra foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa — gel de silica PFs4+366 — pregando-se o sistema de elui¢do hexano/DCM 1:1 (v/v)
e obtendo-se a substancia 3a (27,4 mg) e a subfra¢do C-7-15C (17,0 mg).

Este ultimo procedimento foi empregado na andlise da fracdo C-17-24 (39,9 mg)
da qual foram obtidas as substancias 15 (7,3 mg) e 16 (21,0 mg) como mostra 0 esquema

geral de estudo da fracdo KL-4 exibido na Fig. 22.

KL- 4
(4,20 g)

CC (Gradiente Hex/AcOEt/MeOH)
Silica gel 60 (70-230 mesh)

reagao com KL-5-(7 e 8) Demais KL- 4-(10 e 11)
A CHN )] fragdes ©)
22 (914,0 mg) (152,0 mg)
CC (Hex/ACOEt 95:5 (viv) (1) fitragéo gﬁé’;‘g’ggg‘f&i&‘é

Silica gel 60 (70-230 mesh) (2) recristalizagdo
30 fragdes I

20 fragdes substancia 18] [ soprenadante cche
ccDC (512,0 mg) |
CCDC (Hex'DCM 37) | |

| | |

- C-7-15 C-17-24 i
A-4-5 A-9-11 Demais substéncia 14 ©50mg) | | (39,0 mg) fiagbes
(25,0 mg) (43,0,0 mg) fragdes (44,0 mg) —
metilagio com | CCDC (Hex'DCM 3:7)
CCDP (Hex/DCM 1:1) | CC (Hex/DCM 1:1) CH;N, P STRPTE
( )| Stica gel H (15 ym) substancia 15
substancia 1 C-7-15A I (7,3 mg)
25 fracde: |  —
S — g substancia 16
: 2-CCDP substancia
CCDC (Hex'DCM 1:1) (Hex'DCM 3:7) (21,0 mg)
Demais fragbes 12 a 16 substancia 3a C-7-15B
frafes (27,4 mg) (17,0 mg)
CCDC (Hex'DCM 1:1)

substancia 2
(5,0 mg)

Figura 22: Esquema geral do estudo da fragdo KL-4.
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3.5.2. Estudo da fracdo KL-10

A fracdo KL-10 (3,65 g) apresentou-se como um material oleoso, viscoso de cor
marrom avermelhada, contendo um material sélido branco. Esta fra¢do foi submetida a uma
reacdo de metilagdo com diazometano e, apds evaporagdo do solvente, realizou-se um
fracionamento cromatografico em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh), eluida inicialmente
com hexano. A polaridade do eluente foi aumentada de forma gradual com a adicdo de acetato
de etila até a adicdo de acetato de etila puro e, por Gltimo, metanol.

Foram obtidas 64 fragOes de aproximadamente 20 mL cada. As fracGes que
apresentaram menor complexidade quimica, ou seja, apresentaram melhor resolucdo dos
constituintes da mistura para os sistemas de eluicdo frequentemente testados para
cromatografia em camada delgada em fase normal, foram selecionadas para estudo, como
exibido na Fig 23.

As fragdes 10 a 12 [KL-10-(10-12)] (41,0 mg) foram agrupas e fez-se uma CCDP
(gel de silica PFas44366), empregando-se como eluente a mistura hexano/AcOEt 95:5 (v/v),
sendo possivel obter a substancia 13 (9,7 mg).

Um solido branco foi constatado nas fracfes 28 a 35 [KL-10-(28-35)]. Para
purifica-lo, foi realizada uma lavagem do mesmo com n-hexano puro e, depois foi feita uma
recristalizacdo deste solido em metanol, seguida de uma filtracdo simples, obtendo-se a
substancia 19 (50,8 mg).

As fragdes 51 a 53 [KL-10-(51-53)] (520,0 mg) foram reunidas e submetidas a um
fracionamento cromatografico em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh), eluida com uma
mistura de hexano/AcOEt 95:5 (v/v). Foram coletadas 40 fracdes que foram analisadas por
CCDC. Desse procedimento foi possivel obter a substancia 17 (36,6 mg), presente nas fraces
11 a 20.
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KL- 10
(3,650)

CC (Gradiente Hex/AcOEt/MeOH)
Silica gel 60 (70-230 mesh)

64 fracdes
CCDC

KL-10-(10-12) KL-10-(28-35 KL- 10-(51-53) Demais
(41,0 mg) I ( ) (520,0 mg) fragbes
CCDP (Hex/AcOEt 95:5) 1) filtra}géo_ i CC (Hex/ACOEt 95:5 (v/v)
sUbstAncia 13 (9) recristalizagao Silica gel 60 (70-230) mesh)

(9,7 mg) | substancia 19 ~

(50,8 mg) 40 fracles
CCDC

substancia 17 demais
(fragBes 11-20) fracoes
(36,6 mg)

Figura 23: Esquema geral do estudo da fragdo KL-10.

3.5.3. Estudo da fragdo KL-11

A fragdo KL-11 (2,58 g) apresentou-se como um material oleoso, viscoso de cor
marrom avermelhada, contendo um material solido. Esta fracdo foi submetida a uma reacédo
de metilacdo com diazometano e, ap6s evaporacdo do solvente, realizou-se um fracionamento
cromatogréafico em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh), eluida inicialmente com hexano. A
polaridade do eluente foi aumentada de forma gradual com a adicdo de acetato de etila até a
adicdo de acetato de etila puro e, por ultimo metanol.

Foram obtidas 53 fragOes de aproximadamente 20 mL cada. As fragbes que
apresentaram menor complexidade quimica, ou seja, apresentou melhor resolucdo dos
constituintes da mistura para os sistemas de eluicdo frequentemente testados para
cromatografia em camada delgada em fase normal, foram selecionadas para estudo, como

exibido na Fig 24.
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As fragdes 6 a 15 [KL-11-(6-15)] apresentaram um sélido branco e para separa-lo
foi utilizado o mesmo procedimento empregado na obtencdo da substancia 18, obtendo-se
uma mistura contendo as substancias 20 e 21 (33,0 mg).

Selecionou-se, também, as fracdes 21 a 23 KL-11-(21-23) (72,0 mg). Estas foram
reunidas e submetidas a um fracionamento cromatografico em uma coluna cromatografica
Michel-Miller de 400 x 15 mm, empacotada com silica gel LiChroprep® RP-18 (25-40 um),
acoplada a um detector UV (A 254) e eluida com uma mistura de MeOH/H,0 8:2 (v/v). Foram
coletadas 42 fracdes de aproximadamente 20 mL cada uma. As fracdes 8 e 9 foram agrupadas
e executou-se uma extragcdo com CHC(3 obtendo-se a substancia 5a (4,0 mg).

A fragdo KL-11-(24) (32,0 mg) foi estudada usando-se uma CCDP (gel de silica
PFs4+366, Merck®), empregando-se o sistema de eluicdo hexano/AcOEt 95:5 (v/v). Ap6s esse
procedimento foi obtida a fragdo KL-11-(24)-A. Esta foi submetida a uma CCDP novamente
empregando-se como fase movel a mistura hexano/DCM 1:1, levando a obtencdo da mistura

composta pelas substancias 6a e 7a, como mosta a Figura 24.

KL- 11
(2,58 g)

Metilagdo com CH2N»

CC (Gradiente Hex/AcOEt/MeOH)
Silica gel 60 (70-230 mesh)

53 fragles |

cebe
KL-11-(21-23) KL- 10-(24) Demais
KL-11-(6-15
¢ I ‘ (72,0 mg) (32,0 mg) fragoes
() filtracao _
(2) recristalizagdo CC (MeOHIHZ08:2) CCDP Hex/AcOEt 955 (v/v)

Silica gel RP-18 (25-40 um)

ﬁ 42 fragdes | ‘KL- 10-(24) - A|
‘ CCDP Hex'DCM 1:1 (v/v)

substancias 6a e 7a
(12,0 mg)

substancias 20 e 21
(33,0 mg)

Demais
fragdes

fracbes 8 e 9 |

extragdo com CHCly
substancia 5a
(4,0 mg)

Figura 24: Esquema geral do estudo da fragdo KL-11.
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3.6 Estudo da fracdo KcH-17 obtida do extrato hexanico de Kielmeyera cuspidata

A fracdo KcH-17 foi inicialmente analisada por CCDC, sendo observada a
presenca de substancias ou grupos de substancias com uma cauda muito intensa, ndo obtendo
nenhum sistema de solvente no qual se alcancasse boa resolucéo das placas cromatograficas.
Essa fracdo foi entdo submetida a uma anélise preliminar de RMN *H e o espectro da mesma
revelou a presenca de compostos com sinais entre & 18-19, sinais de hidrogénio aromatico,
olefinicos, entre outros.

Foi realizada entdo uma reacdo de metilagdo com diazometano com a fracéo
supracitada, objetivando diminuir a polaridade dos compostos presentes na amostra. Em
seguida, ela foi submetida a um fracionamento cromatogréfico em coluna de silica gel 60 (230
— 400 mesh), eluida com a mistura de hexano/acetato em gradiente crescente de polaridade.

A polaridade do eluente foi aumentada de forma gradual com a adi¢do de acetato
de etila até a adicdo de acetato de etila puro e, por ultimo metanol. Foram obtidas 60 fracGes
de aproximadamente 30 mL cada. Estas foram analisadas por CCDC e algumas delas foram
reunidas conforme semelhancas das placas cromatogréaficas, sendo as fragdes KcH-17 (15-20,
32-39 e 40-41) as que apresentaram menor complexidade e, por isso, foram separadas para
estudo, denominadas de KcH-17-A, KcH-17-B, KcH-17-C, respectivamente (Figura 25).

A fracdo KcH-17-A (770,0 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de silica
gel H (15 pum) sob presséo de ar comprimido, eluida com a mistura de hexano/DCM 1:1 (v/v),
obtendo-se 50 fracGes de aproximadamente 10 mL cada; estas foram concentradas e
analisadas por CCDC. Apo6s analise, as fracdes KcH-17-A (18-20) foram agrupadas e
submetida a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) — gel de silica PF2s54+366,
Merck® - utilizando-se o sistema de eluicdo hexano/DCM 1:1 (v/v). Deste procedimento foi
obtida a fracdo KcM-17-15 (11,0 mg) conforme mostra a Figura 25.

O ultimo procedimento acima foi também empregado no estudo da fracdo KcH-
17-C (55,0 mg), mudando apenas a proporcao do eluente para hexano/DCM 3:7 (v/v), sendo
possivel a obtencdo de 11,2 mg da substancia 10a e 9,5 mg da substancia 11a.

A fracdo KcH-17-B (171,0 mg) foi estudada usando-se um sistema contendo uma
coluna cromatografica Michel-Miller de 450 x 15 mm empacotada com silica gel H (15 um) e
eluida com hexano/DCM 1:1 (v/v). Foram obtidas 42 fragdes de aproximadamente 10 mL
cada. Estas foram analisadas por CCDC e apds andlise, as fracGes 5 a 16 foram agrupadas,

obtendo-se a substancia 8a (25,0 mg). Além disso, agrupou-se também as fracbes 19 a 25 e
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fez-se uma cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) — gel de silica PF254+366,

Merck — utilizando-se o sistema de eluicdo hexano/DCM 6:4 (v/v), da qual foi possivel obter-
se a substéancia 9a (21,0 mg) Fig 25.

KcH-17
(4,0586 g)

Reacdo de metilagdo com CH,N,

Fracédo
metilada

CC (Gradiente Hex/AcOEt)
Silica gel 60 (230 - 400 mesh)

60 fracdes |

ccDC
KcH - 17-A KcH-17 - B KcH-17-C Demais
(fragBes 15 a 20) (fraces 32 a 39) (fragBes 40 e 41) fracOes
(770,0 mg) (171,0 mg) (55,0 mg)
CC (Hex/AcOEt 95:5) CCDP hex'DCM 1:1 (v/v)
Silica gel H (15 mm) g](é)dl\lﬂjl(c:f'l/tlelil:\{l)lller substancia 10a
50 fragdes Silica gel H (15 mm) (11,2 mg)
eepe substancia 11a
42 fracOes ©.5mg)
: ccbe
KcH - 17-A (18-20) Demais
(32,0 mg) fragBes ‘ ‘
CCDP hex'DCM 11 (v/v) substancia 8a | | (fracges 19-25) Demais
(fracGes 5-16) (35,0 mg) fracOes
KcM-17-15 (25,0 mg)
(11,0mg)

CCDP hex'DCM 6:4 (v/v)

substancia 9a
21,0 mg
Figura 25: Esquema geral do fracionamento e isolamento de substéncias da fracdo KcH-17 de K.
cuspidata.
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3.7 Ensaios bioldgicos

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratdrio de Bioensaios do Grupo de
Estudos sobre Substancias Naturais Organicas (GESNAT) da UFBA-BA e a técnica utilizada
foi a microdiluicdo em caldo descrito pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards. Performance Standards — NCCLS; (WOODS e WASHINGTON, 1995; KUSUCU
et al., 2004).

Para realizacdo dos testes foi utilizada placa de poliestireno de 96 pocos.
Inicialmente, foram distribuidos 100 pL do meio de cultivo em cada pogo e, em seguida,
foram adicionados 100 pL da solugéo estoque da substancia a ser testada numa concentracdo
de 100 pg/mL. A solucéo estoque foi preparada dissolvendo-se a substancia numa proporcao
8:2 (v/v) agua/DMSO. Logo apos, foi realizada uma microdiluicdo seriada de razdo dois.
Como controle do solvente, utilizou-se 100 pL de dimetilsulfoxido 20% (DMSO) e para o
controle positivo Benzilpenicilina benzatina 20 ug/mL para bactérias Gram positivas, Sulfato
de Gentamicina 100 ug/mL para bactérias Gram negativas e Ciclopirox olamina 400 pg/mL
para fungos.

Finalmente, foram adicionados em cada poco 100 pL do indculo inicial do
microrganismo a ser testado (B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 6638, M. luteus ATCC
10240, S. typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 94863, P. aeruginosa, C. albicans ATCC
18804, A. Niger ATCC 16404, C. cladosporioides IMI 178517, obedecendo a escala 0,5 de
Mcfarland (1,8 x 10® ufc/mL). A placa de poliestireno de 96 pocos contendo o experimento
foi levada para incubacdo por 24 horas em estufa a 35° C para bactérias e por 72 horas em
estufa a 26° C para fungos.

O meio de cultivo utilizado para os ensaios com bactérias e fungos filamentosos
foi caldo nutriente e caldo de levedura e malte, respectivamente. Todo o material utilizado foi
previamente autoclavado a 121°C/ 1,0 atm por vinte minutos. Os testes foram realizados em
triplicata.

Foram selecionadas para ensaios bioldgicos as substancias 3a (Kielmeyera

lathrophyton) 8a, 9a, 10a e 11a (Kielmeyera cuspidata).
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3.8 Substancias isoladas de Kielmeyera lathrophyton
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3.9 Substancias isoladas de Kielmeyera cuspidata

8a 9a 10a
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Derivados poliprenilados do floroglucinol isolados de Kielmeyera lathrophyton

4.1.1  Determinacao estrutural das substancias 1 e 2

As substancias 1 e 2 foram isoladas do extrato hexanico de K. lathrophyton na

forma de um dleo amarelo, viscoso, opticamente ativas com valores de [a]ZE? + 69 (c 0,68,
CHCU3) e [oc]ZDO + 72 (c 0,5, CHCU3), respectivamente e a determinacdo estrutural de ambas,

foi feita com base nos experimentos de 1V, RMN 'H e *C, DEPT 135, gHSQC, gHMBC,
gCOSY, NOESY e HR-ESI-TOF.

Os espectros de infravermelho (Fig. 26 e 27) das substancias 1 e 2 apresentaram
grande similaridade um com o outro, sugerindo uma relacdo estrutural muito préxima entre
essas substancias. Em ambos os espectros foram observados a presenca de absorcdes fortes
em 1659 e 1792 cm™, indicando a presenca de carbonila conjugada e de carboxila de lactona
saturada (SHEN et al., 2004), enquanto que as absorcdes em 698 e 759 cm™ indicaram a
presenca de um anel aroméatico monossubstituido nas moléculas.

Os espectros de RMN *3C totalmente desacoplados (Figuras 28 e 29) e DEPT 135
(Tab. 1) das substancias 1 e 2 exibiram um conjunto de sinais parecidos. Eles revelaram (para
cada caso) sinais correspondentes a 36 atomos de carbonos sendo: sete carbonos metilicos,
seis carbonos metilénicos (um deles do tipo sp?), onze carbonos metinicos (sete do tipo sp®) e
doze carbonos ndo-hidrogenados, sendo dois deles referentes a carbonos carbonilicos e outros
oito do tipo sp.

Os espectros de massas de alta resolucdo de 1 e 2 (Figuras 30 e 31), obtidos
através da técnica de ionizacdo por eletrospray (modo positivo), exibiram pico relativo a
presenca de molécula cationizada em m/z 563,3134 e 563,3147 [M + Na]", permitindo propor
a formula molecular C3sH4404Na, cuja massa calculada foi 563,3131. Esses dados revelaram
que 1 e 2 sdo isbmeros e que apresentam férmula molecular C3H4404 com IDH igual a

quatorze.
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Figura 26: Espectro no infravermelho (filme com CHCI;) da substéncia 1.
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Figura 27: Espectro no infravermelho (filme com CHCI;) da substancia 2.
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Figura 30: Espectro de massa de alta resolucdo [ESI (+)] da substancia 1.
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Figura 31: Espectro de massa de alta resolucdo [ESI (+)] da substancia 2.

Os espectros de RMN *H das substancias 1 e 2 (Fig. 32 e 33) apresentaram sinais
bastante similares com pequenas diferencas. Ambos exibiram, na regido entre 6 7,35 - & 7,00,
um conjunto de sinais que foi atribuido a cinco hidrogénios de anel aromatico
monossubstituido. Além desses sinais, 0 espectro de 1 exibiu um dupleto em 8 7,06 (J = 1,0
Hz), enquanto que no espectro de 2, o sinal correspondente foi observado em 6 7,20.

Na regido entre o 4,90 — 4,30 foram observados, para a substancia 1, quatro sinais,
com integracdo para um hidrogénio cada, sendo dois simpletos em & 4,76 e 4,45, um tripleto
em & 4,80 (J = 7,5 Hz), e um dupleto em 6 4,37 (J = 8,0 Hz). Para a substancia 2, os trés
primeiros sinais foram observados em & 4,78, 4,49 e 4,60 (J = 6,5 Hz), respectivamente,
enguanto que o quarto sinal apresentou-se como um duplo dupleto (J = 2,0 e 8,0 Hz) em &

4,54,
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A Figura 34 mostra a ampliacdo da regido entre 6 3,20 — 1,80 do espectro de
RMN de *H da substancia 1. Nela foi possivel identificar a presenca de quatro duplos dupletos
em 6 3,08 (1H; J = 8,0; 16,0 Hz), & 2,97 (1H; J = 2,0; 16,0 Hz), 6 2,93 (1H; J = 7,0; 13,5
Hz), 6 2,08 (1H; J = 11,5; 13,0 Hz), um tripleto largo em & 2,41 (1H; J = 7,0 Hz) e trés
multipletos nas regibes entre 6 2,80 — 2,75 (2H), 6 2,22 - 2,16 (1H) e 6 1,92 — 1,87 (1H). Jd a
Fig. 35 exibe a ampliacdo da mesma regido (5 3,20 — 1,80) do espectro de RMN de 'H da
substancia 2 e foi possivel identificar a presenca de trés multipletos entre & 3,02 — 2,86 (4H),
62,27-2,21 (2H) e 6 1,92 — 1,84 (1H), um duplo dupleto em 6 2,74 (1H; J =6,5; 14,0 Hz) e
um tripleto largo em & 2,40 (1H; J = 7,5 Hz).

Foram identificados ainda no espectro de RMN de 'H da substancia 1 cinco
simpletos em 6 1,63, 1,60, 1,55, 1,07 e 0,75, integrando para trés hidrogénios cada um, além
de dois dupletos em 6 1,21 e 0,87, ambos com constante de acoplamento de 7,0 Hz e
integrando para trés hidrogénios cada. Esse conjunto de sinais indicou a presenca de sete
grupos metilicos na molécula.

No espectro da substancia 2, também foram observados a mesma quantidade de
grupos metilicos em & 1,60 (3H; s), 1,50 (6H; s), 1,06 (3H; s), 0,69 (3H; s), 1,21 (3H; d; J =
6,5 Hz) € 0,85 (3H; d; J = 7,0 Hz).

A presenga do tripleto em & 4,80 (t; J = 7,5 Hz), caracteristico de um hidrogénio
olefinico, juntamente com dois simpletos em 6 1,63 (3H) e 1,55 (3H), tipico de dois grupos
metilicos vinilicos, indicou a presenca de uma dupla olefinica trissubstituida na estrutura da
substancia 1 e permitiu sugerir a presenca de um grupo prenilico na estrutura de 1. Este grupo
também foi identificado na estrutura da substancia 2 em virtude dos sinais correspondentes
em 6 4,80 (1H; t; J=7,5Hz) e 1,50 (6H; s).

Os experimentos bidimensionais de gHSQC (Fig. 36), gCOSY (Fig. 37), gHMBC
(Fig 38 - 40) tornaram possivel a elucidacgéo estrutural das substancias 1 e 2.

No experimento de gCOSY da substancia 1, foi possivel observar correlacdo entre
o tripleto em & 4,80 (J = 7,5 Hz) e o multipleto entre & 2,80 — 2,75 (2H), bem como, com 0s
sinais de hidrogénios alilicos de dois grupos metilicos, em & 1,63 e 1,55. Esses dois Ultimos
sinais também mostraram correlacdo entre si, permitindo reforcar a proposta da presenca de

um grupo prenilico na estrutura da substancia 1.
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Apos analise do espectro bidimensional gHMBC foi possivel confirmar a presenca
do grupo prenila na estrutura da substancia 1 mediante correlaces observadas entre o sinal do
hidrogénio metilico alilico em 6 1,63 com os sinais em & 135,2, 118,1 e 26,0 e do sinal em &
1,55 com 4 135,2, 118,1 e 18,0, bem como através da correlacdo entre o sinal do hidrogénio
metilénico alilico em & 2,80 — 2,75 com o sinal em & 118,1 referente ao carbono metinico
olefinico (Fig. 41). Essas informagdes estdo de acordo com dados reportados na literatura
(COTTIGLIA et al., 2004). A comparacdo dos dados de RMN *C da substancia 2 com os

dados de 1 permitiu identificar a presenca do grupo prenilico na estrutura de 2 (Fig.41).

8

26:0

substancia 1 substancia 2 & (CDCl5) encontrados por Cottoglia et al (2004)

Figura 41: Correlacdes de gCOSY (™=) e gHMBC ( —*) da substancia 1 e dados de RMN *C
(ppm) dos grupos prenilicos das substancias 1 e 2.

A presenca de dois simpletos em & 4,76 e & 4,45, no espectro de RMN de 'H da
substancia 1, indicou a presenca de dois prétons vinilicos terminais. Esses sinais apresentaram
correlagéo, no experimento de gHMBC, com os sinais & 23,8 (CH3) e 6 48,8 (CH). Observou-
se ainda correlagéo do sinal 6 1,60 com 5 145,8 (C), 6 108,7 (CH>) e 48,8 (CH). Esses dados

foram compativeis com a presenca de um grupo isopropenilico.
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Foram observadas ainda, no espectro de gHMBC da substancia 1, correlacdo dos
sinais relativos a hidrogénios metilicos em 6 1,07 e & 0,75 com os sinais 6 48,8 (CH), & 40,8
(C) e 6 37,6 (CH) e dos sinais 6 2,08 (1H; dd; J = 11,5 e 13,0, Hz) e 2,22 — 2,16 (1H, m),
referentes a hidrogénios metilénicos, com os sinais 6 40,7, 37,6 e 26,8 (CHy).

Complementar aos dados de gHMBC, foram verificadas correlagdes no
experimento de gCOSY do sinal entre 6 1,95 — 1,87 (1H, m) com & 2,41 (1H; t; J = 7,8 Hz);
deste ultimo com & 1,60 (3H; s), 4,45 (1H; s) e 4,76 (1H; s); de 6 1,49 (1H, m) com & 2,08
(1H;dd; J=115¢e 13,0, Hz) e 6 2,22 - 2,16 (1H, m) e do sinal 5 1,60 com 4,45 e 4,76. Esses
dados foram compativeis com a presenca de um grupo 3-isopropenil-2,2-
dimetilciclobutilmetilénico, conforme descrito por Cottiglia e colaboradores (2004), para o
acido cromendnico 1 (Fig. 42).

A presenca desse mesmo grupo foi deduzida na estrutura da substancia 2 apds
analise dos dados de RMN de *H e **C e de correlagdes observadas nos espectros de gHSQC
(Fig.43), gHMBC (Fig. 44 - 46), e gCOSY (Fig. 47).

substancia 1 substancia 2 &cido cromanonico 1

Figura 42: Correlagdes de gCOSY (™=) e gHMBC (—) da substancia 1 e dados de RMN *C (ppm)
do grupo 3-isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico da substancia 2 e do acido cromanonico 1.

A ocorréncia do grupo ciclobutano na estrutura de compostos naturais é muito
rara. Até o momento, além das substancias relatadas nesse trabalho, somente trés espécies do
género Calophyllum apresentaram substancias com o grupo ciclobutano em suas estruturas,
conforme descrito por Stout e Breck (1970), Ravelonjato et al., (1987) e Cottiglia et al.,
(2004).
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Figura 47: Correlacdes de H — H observadas no experimento de gCOSY (CDC(5) da substancia 2.
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Até o momento pode-se identificar na estrutura das substancias 1 e 2 a presenca
de um anel aroméatico monossubstituido, um grupo prenilico e um grupo 3-isopropenil-2,2-
dimetilciclobutilmetilénico. Além desses, a presenca de absorcdes fortes em 1659 e 1792 cm™
no espectro de infravermelho da substancia 1 e os sinais de RMN de **C em & 194,7 e 165,6,
permitiram sugerir a presenca de uma carbonila conjugada e de uma carbonila de lactona
saturada (MA et al., 2004).

A conexdo dos grupos ja identificados com a estrutura de uma provavel lactona
foi possivel com a analise do espectro bidimensional gHMBC da substancia 1 através da
correlacdo entre os sinais 6 2,08 e 2,22 - 2,16 (1H, m), atribuidos aos hidrogénios metilénicos
diastereotopicos do grupo 3-isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico, com os sinais & 194,7
(C), 158,1 (C) e 58,5 (C), como visto na Fig. 48. Além dessas, observou-se correlacdo do
sinal 6 2,80 — 2,75 (2H, m), atribuido aos hidrogénios metilénicos do grupo prenilico, com o
sinal & 58,5. Essas informacfes permitiram sugerir que ambos 0s grupos prenilico e 3-
isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico estavam ligados ao mesmo carbono néo
hidrogenado (6 58,5) e que este apresentava como vizinhos uma carbonila e um carbono
olefinico oxigenado.

Diante dessas informagdes, juntamente com a indicacdo da presenca de uma
lactona, foi possivel sugerir que o0s grupos prenilico e 3-isopropenil-2,2-
dimetilciclobutilmetilico estavam ligados ao carbono de um esqueleto do tipo cumarinico
(Fig.48). Essa hipdtese foi confirmada através das correlagdes observadas no espectro de
gCOSY da substancia 1, entre o sinal 6 4,37 (1H; d; J = 8,0) com os sinais 6 3,08 (1H; dd; J =
8,0; 16,0 Hz) e & 2,97 (1H; dd; J = 2,0; 16,0 Hz), bem como, através das correlaces
observadas no espectro de gHMBC do sinal 6 4,37 (1H; d; J = 8,0) com os sinais 6 165,6 (C),
162,4 (C), 158,1 (C), 140,0 (C), 126,9 (CH), 107,0 (C) e 36,3 (CH,). Observou-se também
correlacéo do sinal de hidrogénios aromaticos, 6 7,24 - 7,20 (2H; m) com o sinal & 35,1 (CH)
e dos sinais 6 3,08 e 2,97 com 165,6, 140,0, 107,0 e 35,1.

Esse conjunto de informagdes e a comparacdo com os dados do caloflorideo
(RAMIANDRASOA et al., 1983), do acido inofildidico (RAVELONJATO et al., 1987),
ambos isolados de Calophyllum vertillatum, e do calopolianolideo C, isolado de C.
polyanthum (MA et al., 2004), permitiram identificar a presenca de um esqueleto do tipo

dihidroneoflavonoidico e chegar a estrutura parcial mostrada na Figura 48.
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1 caloflorideo

Figura 48: Correlacdes de gCOSY (==) e gHMBC (—) da substancia 1 e dados de RMN *3C,

(ppm) do caloflorideo.

Apos ter sido proposta a estrutura parcial acima, ainda faltava justificar os sinais 6
7,06 (1H; d; 1,0 Hz), 6 2,93 (1H; dd; J = 7,0; 13,5 Hz), 6 1,69 (1H; m), & 1,49 (1H; m), 5 1,21
(3H;d; J=7,0Hz) e 50,87 (3H; d; J = 7,0 Hz).

O sinal em & 7,06 (1H; d; 1,0 Hz) foi sugestivo da presenca de um hidrogénio com
acoplamento a longa distancia semelhante ao encontrado no acido lathrophytdico B — também
isolado de K. lathrophyton (DE ALMEIDA et al., 2011) — para uma ligacao dupla olefinica
trissubstituida de um anel furénico. Esse sinal mostrou correlagdo com os sinais & 162,4 (C) 6
130,4 (C) e 5 116,7 (C), atribuidos a carbono olefinico oxigenado ndo hidrogenado e carbonos
olefinicos ndo hidrogenados, respectivamente, Fig 49.

O experimento de gCOSY da substancia 1, mostrou correlacdo de 6 2,93 (1H; dd;
J=7,0; 13,5 Hz) com 6 1,21 (3H; J = 7,0 Hz) e com & 0,87 (3H; J = 7,0 Hz), e, deste Gltimo
sinal com & 1,69 (1H; m) e 6 1,49 (1H; m), Fig. 49.

Foram observadas ainda correlagfes de 6 2,93 com 130,4; 0,87 com 19,7 (CHj),
31,3 (CH) e 28.7 (CHy); 1,21 com 11,9 (CHj3), 31,3, 28.7 e 130,4 permitiram deduzir a
presenca de um grupo isobutilico ligado ao anel furanico.

Esse conjunto de informagGes permitiram definir 1 como sendo a estrutura da
substancia em analise, denominada de lathrophytona A, sendo este o primeiro relato de sua

obtencdo e, portanto trata-se de uma substancia inédita.
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Figura 49: Correlagbes de gCOSY (==) e gHMBC (—) e férmula estrutural da substancia 1.
A estereoquimica da substancia 1 foi elucidada através do experimento de
NOESY (Fig. 50). Observou-se correlacdo de 6 4,45 (Hy-34) com & 0,75 (H-36) e 6 1,49 (H-
29); de & 0,75 com 6 1,49 e de 6 1,07 (H-37) com 6 2,41 (H-31) e 1,92 (H,-33). Assim a
configuracdo de C-29 e C-31 foi proposta como mostrada na Fig. 51. A estereoquimica
relativa de C-4 e C-9 foi definida através das correlacGes observadas de & 1,55 (H-26) com 6

2,97 (Hy-3), 7,32 € 7,23.

F1 Chemical Shift (ppm)

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 50: Correlagdes de H — H observadas no experimento de NOESY (CDC{3) da substancia 1.
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Figura 51: CorrelacGes selecionadas de NOESY e estereoquimica relativa dos carbonos C-4 e C-9, C-29 e C-31
da substancia 1.

Apo0s determinar a estrutura da substancia 1, foi realizada uma comparacéo dos
dados de *H, *3C e dados obtidos dos experimentos 2D, da substancia 2 com os da substancia
1 (Tabela 2), bem como, a comparacdo desses dados com os relatados na literatura
(RAMIANDRASOA et al., 1983; RAVELONJATO et al., 1987; COTTIGLIA et al., 2004),
com o proposito de identificar as demais similaridades estruturais existentes entre as duas
substancias. Inicialmente ja haviam sido constatadas as presencas dos grupos fenilico,
prenilico e 3-isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico. Posteriormente, foi verificado que a
substancia 2 também apresentava o esqueleto do tipo cumarinico e o grupo isobutilfuranico.

A comparacdo dos dados de RMN de “*C da substancia 1 com os dados da
substancia 2 permitiram deduzir a presenca de um anel do tipo cumarinico semelhante ao
encontrado na lathrophytona A devido a presenca dos sinais em & 180,7 e 166,0 (carbonos
carbonilico conjugado e de lactona saturada, respectivamente), & 165,4 e 163,8 (carbonos
vinilicos ndo hidrogenados ligados a oxigénio) & 129,0, e 119,0, referentes a carbonos
olefinicos ndo hidrogenados, 6 47,7, 36,1 e 34,2 relativos a carbonos quaternarios, metilénico
e metinico, respectivamente.

A presenca de um grupo fenila monossubstituido foi corroborada pela presenca
dos sinais de RMN de *C em & 140,5 (C), 129,0 (2CH), 127,3 (CH) e 126,6 (2CH).

O sistema isobutilfuranico foi identificado pela presenca dos sinais de RMN de *H
referentes a dois grupos metilicos em & 1,21 (d; J = 7,0 Hz) e 6 0,85 (d; J = 7,0 Hz), um

multipleto em & 3,00 (1H) e um sinal concernente a um hidrogénio olefinico em & 7,20 (d; J =
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0,7 Hz). Juntamente com os sinais observados no espectro de RMN de **C, em & 20,2 (CHa),
11,7 (CHs), 28,9 (CH,), 31,0 (CH), 138,8 (CH), 120,1 (C), 129,8 (C) e 165,4.

Como pode ser observado as substancias 1 e 2 apresentam uma semelhanca
estrutural bastante grande. A diferenca entre elas s6 foi identificada apds uma analise
criteriosa do espectro de gHMBC.

A analise deste experimento bidimensional da substancia 2 permitiu constatar a
correlagéo do sinal & 7,20 com 165,4, 129,0 e 120,1; de 3,00 com 129,5, 29,5, 20,2 e 11,7; de
6 0,85 com 31,0, 29,5 e 20,2; de 6 1,21 com 31,0, 29,5 e 11,7, bem como, da correlacdo dos
sinais atribuidos aos hidrogénios metilénicos do grupo prenilico (6 2,94 e 2,74) com & 165,4,
163,8 e 47,7; dos sinais 6 2,95 (Ha-3) e 2,90 (Hp-3) com 6 166,0 e 119,0; dos hidrogénios
metilénicos ligados ao anel ciclobutil [6 2,25 — 2,27 (2H; m)] com os sinais & 165,4 e 163,8.
Além disso, o sinal & 4,54 (H-4) mostrou correlacdo com os sinais 6 34,2, 36,1, 119,0, 140,5,
166,0, 163,8 e 180,7 conforme Fig. 52.

Essas correlacbes permitiram definir a estrutura da substancia 2 conforme
mostrado na Fig. 52, na qual o grupo carbonilico se encontra na posicdo 6 do anel tipo
cumarinico, ao contrario da substancia 1, na qual a carbonila se encontra na posicdo 8. Essa
substancia foi denominada de lathrophytona B e esse é o primeiro relato de sua obtencao.

As posicOes relativas dos grupos isobutilfurdnico nos compostos 1 e 2 sao
corroborados pelos deslocamentos quimicos dos sinais H-17 que em 1 estd mais protegido do
que em 2, provavelmente devido ao efeito de protecdo causado pelo grupo fenilico em C-4 e
pelos deslocamentos quimicos dos grupos carbonilicos C-8 em 1 e C-6 em 2, sendo este
ultimo bem mais protegido devido a extensdo da conjugacéo.

Sua estereoquimica foi parcialmente determinada apo6s a analise do experimento
de NOESY (Fig. 53) que mostrou correlagéo do sinal 6 1,50 (H-26 e H-27) com os sinais dos
hidrogénios aromaticos entre 6 7,17 — 7,26. Para além disso, o fato dos [a]zé’ serem proximos
e dos deslocamentos quimicos dos grupos 3-isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico serem

muito préximos, pode-se concluir que ambas as substancias tém a mesma estereoquimica

relativa.
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Figura 52: Correlacdes de gHMBC (—) e estrutura da substancia 2.
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Figura 53: Correlagdes de H — H observadas no experimento de NOESY (CDC(;) da substancia 2.
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Tabela 2: Dados de RMN de *H e *3C [*H (500 MHz), *C (125 MHz), CDC{;], DEPT 135, gHMQC,
gHMBC das substancias 1 e 2.

Substancia 1.

Substancia 2

Ne 5H 5 °C/IDEPT L o1 5H 5 C/IDEPT L1
(mult., Jem Hz) 135 HMBC (H-"C) (mult., Jem Hz) 135 HMBC (H-"C)
> 165,6 (C) 166,0 (C)
2,97 (dd; 2,0; 16,0) 2,91 (dd; 8,0; 16,0)
3 36,6 (CH,) 2,4,5,11 36,1 (CH,) 2,4,5,11
3,08 (dd:; 8,0; 16,0) 2,98 (dd; 2,0; 16,0)
4 4,37 (d; 8,0) 35,1 (CH) 2,3,5,6,10,11,12 4,54 (dd; 2,0; 7,0) 34,2 (CH) 2,3,5,6,10, 11,
5 107,0 (C) 119,0 (C)
6 162,4 (C) 180,7 (C)
7 116,7 (C) 120,1 (C)
8 194,7 (C) 165,4 (C)
9 58,5 (C) 47,7 (C)
10 158,1 (C) 163,8 (C)
11 140,0 (C) 140,5 (C)
12,16 7,23 (m) 126,9 (CH) 7,17 (m) 126,6 (CH)
13,15 7,32 (m) 129,2 (CH) 7,27 (m) 129,0 (CH)
14 7,28 (m) 127,8 (CH) 7,20 (m) 127,3 (CH)
17 7,06 (d; 1,0) 139,1 (CH) 6,7, 18 7,20 (d; 0,7) 138,8 (CH) 7,8,18
18 130,4 (C) 129,0 (C)
149 28,7 (CHy) 1,53 29,5 (CHy)
9 1,69 T 1,70 T
20 2,93 (dd; 7,0; 13,5) 31,3 (CH) 18 3,00 (dd; 7,0;13,5) 31,0 (CH) 18,19, 21, 22
21 0,87 (d; 7,0) 11,9 (CH3) 19, 20, 22 0,85 (d; 7,0) 11,7 (CH3) 19, 20, 22
29 1,21 (d; 7,0) 19,7 (CHa) 19, 20, 21 1,21 (d; 6,5) 20,2 (CH3) 19, 20, 21
2,74 (dd; 6,5; 14,0)
23 2,80 - 2,75 (m) 39,0 (CH,) 9,24 37,0(CHy) 8,9, 10,24, 26, 27
2,94 (dd; 6,5; 14,0)
24 4,80 (t; 7,5) 118,1 (CH) 4,60 (t; 6,5) 117,2 (CH)
5 135,2 (C) 136,2 (C)
26 1,55 (s) 26,0 (CHa) 24,25, 27 1,50 (s) 25,7 (CH3) 24,25, 27
27 1,63 (s) 18,0 (CHa) 24,25, 26 1,50 (s) 17,6 (CH3) 24,25, 26
2,08 (dd; 11,7; 13,0)
28 40,7 (CHy) 8,9, 10, 29, 30,32 2,25 - 2,27 (m) 38,3 (CHy) 8, 10, 29, 30, 32
2,22 -2,16 (m)
29 1,50* 37,6 (CH) 1,19 * 37,4 (CH) 30, 32
20 40,9 (C) 40,7 (C)
2, 30, 32, 33, 34, 36,
21 2,41 (tl; 7,8) 48,8 (CH) 2,40 (tl; 7,5) 48,7 (CH) o
1,58* 1,50*
22 26,8 (CH,) 26,8 (CHy)
1,95 - 1,87 (m) 1,92 - 1,84 (m)
33 145,8 (C) 145,4 (C)
4,76 (5) 4,78 (s)
34 108,7 (CHy) 31,35 109,2 (CHy) 31,33,35
4,45 (5) 4,49 (5)
35 1,60 (s) 23,8 (CHa) 31,33, 34 1,60 (s) 23,7 (CHa) 31,33,34
36 0,75 (s) 23,8 (CHa) 29, 30, 31, 37 0,69 (s) 24,0 (CH3) 29, 30, 31, 37
37 1,07 (s) 24,8 (CHa) 29, 30, 31, 36 1,06 (s) 24,9 (CHa) 29, 30, 31, 36

tl —tripleto largo;

* multiplicidade ndo observada
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4.1.2 Determinacdo estrutural da substancia 3a

A substancia 3a foi isolada do extrato hexanico do caule de K. lathrophyton na

forma de um 6leo amarelo, viscoso, opticamente ativo com valor de [OL]ZDO + 101 (c 2,3,

CHCU(3), apds reacdo de metilacdo. Sua determinacdo estrutural foi feita com base nos
experimentos de 1V, RMN 'H e 3C, DEPT 135, gHMQC, gHMBC, gCOSY, NOESY e HR-
ESI-TOF.

A andlise do espectro de IV (Fig 54) da substancia 3a revelou a presencga de
absorcdes fortes em 1659 e 1792 cm™, indicando a presenca de carbonila conjugada e de
carboxila de lactona saturada (SHEN et al., 2004), enquanto que as absor¢des em 698 e 759

cm™ indicaram a presenca de um anel aromético monossubstituido na molécula.

w
=)
2031 83—

2061.82——

1791.95
1104.28

1658 .85-

L L . L B I B I B
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1950 1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750 600 450

Figura 54: Espectro no infravermelho (filme com CHCIs) da substancia 3a.

Os espectros de RMN *C totalmente desacoplado (Figura 55) e DEPT 135
(sumarizado na Tab. 3) da substancia 3a revelaram sinais correspondentes a 37 atomos de
carbonos, dos quais oito referentes a carbonos metilicos, sete a carbonos metilénicos, sendo
um do tipo sp? dez carbonos metinicos, sendo seis do tipo sp® e doze referentes a carbonos

ndo-hidrogenados: dois deles atribuidos a carbonos carbonilicos e um a carbono carboxilico.
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Figura 55: Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDC(3) da substancia 3a.

O espectro de massas de alta resolucdo de 3a (Figura 56), obtidos através da
técnica de ionizacdo por eletrospray (modo positivo), exibiu pico relativo a presenca de
molécula cationizada em m/z 595,3395 [M + Na]® e, assim, a formula molecular dessa
substancia foi estabelecida com sendo Cs;H4s0s5 (calculada para Cs;HagOsNa: 595,3399),

apresentando IDH igual a quatorze.

Intens.: +MS, 3.77min #225
x105]
1 595.3395

1.25
1.00
0.75
] 596.3422

0.50 4 597.3236

0.25

0.00 T T T T T T T
594.5 595.0 595.5 596.0 596.5 597.0 597.5 miz

Figura 56: Espectro de massa de alta resolugéo [ESI (+)] da substancia 3a.

O espectro de RMN *H da substancia 3a (Fig. 57) exibiu, na regido de hidrogénios
aromaticos, (6 7,35 — 7,10) um conjunto de sinais que foi atribuido a cinco hidrogénios de

anel aromatico monossubstituido. Na regido entre & 5,00 — 4,00 foram observados quatro
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sinais, com integracdo para um hidrogénio cada, sendo eles: um multipleto entre & 4,98 —

4,91, dois simpletos em 6 4,83 e 460 e um duplo dupleto em 6 4,23 (J = 1,5; 8,0 Hz).
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Figura 57: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDC{5) da substancia 3a.

O espectro de RMN 'H da substancia 3a também revelou a presenca de dois
dupletos com integracdo para um hidrogénio cada um, em & 3,45 (1H; J = 17,0 Hz) e & 3,37
(1H; J = 17,0 Hz) e um simpleto integrando para trés hidrogénios em & 3,47, indicando a
presenca de um grupo metoxilico na molécula. A Figura 58 mostra a ampliacdo da regido
entre 6 3,10 — 1,90, onde foi possivel identificar seis duplos dupletos em 6 3,02 (1H; J=8,0¢e
16,0 Hz), 6 2,89 (1H; J=15e 16,0 Hz), 56 2,82 (1H; J=10e 13,5Hz),5 2,41 (1H; J=3,0e
7,0 Hz), 8 2,15 (1H; J = 25 e 11,0 Hz) e 6 2,08 (1H; J = 2,0 e 11,0 Hz), além de trés
multipletos entre 6 2,65 — 2,59 (1H), 2,21 — 2,13 (1H) e 2,06 — 1,99 (2H) e um dupleto largo
emd 2,44 (1H; J =75 Hz).

Foram identificados ainda no espectro de RMN de *H da substancia 3a cinco
simpletos em 6 1,69, 1,66, 1,65, 1,05 e 0,81, cada um integrando para trés hidrogénios e dois
dupletos em 6 0,92 e 0,91, ambos com constante de acoplamento de 6,8 Hz e integrando para
trés hidrogénios, cada um. Esse conjunto de sinais indicou a presenga de sete grupos metilicos

na molécula, sendo os trés primeiros sinais, tipicos de hidrogénios de metilas vinilicas.
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Figura 58: Ampliacdo da regifo entre & 3,10 — 1,90 do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDC{s) da
substancia 3a.

2.00 195 1.90

As Figuras (59 — 62) mostram o0s experimentos bidimensionais de gCOSY,

gHMQC e gHMBC da substancia 3a.

F1 Chemical Shift (ppm)
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Figura 59: Correlagdes de H — H observadas no experimento de gCOSY da substancia 3a.
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Figura 60: Correlagdes de H — C observadas no experimento de gHMQC (CDC{;3) da substancia 3a.
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Figura 61: Correlagcdes de H — C observadas no experimento de gHMBC (CDC{;3) da substancia 3a.
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Figura 62: Correlagdes de H — C observadas no experimento de gHMBC (CDC(3) da substancia 3a.
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A comparacio dos dados de RMN 'H e *C da substancia 3a com os dados da
lathrophytona A e da literatura (COTTIGLIA et al., 2004, RAVELONJATO et al., 1987,
RAMIANDRASOA et al. 1983), bem como a andlise dos dados obtidos dos experimentos
2D, permitiram propor para a substancia 3a uma estrutura bastante similar a encontrada para a
lathrophytona A, conforme descrigédo a seguir.

A presenca de um anel aroméatico monossubstituido na estrutura da substancia 3a
foi confirmada pela presenca dos sinais de RMN **C em & 140,6 (C), 129,2 (2CH), 127,6
(CH) e 126,6 (2CH). Ja& o grupo prenilico foi identificado através dos sinais em & 135,5 (C),
118,3 (CH), 39,9 (CHy), 25,9 (CHs) e 17,9 (CHs), juntamente com os sinais em & 1,69 e 1,66
referentes a duas metilas vinilicas, & 2,89 (dd; J = 10,0 e 13,5 Hz) e & 2,65 — 2,59 (m)
referentes aos hidrogénios metilénicos e o sinal entre 6 4,98 — 4,91 (m) atribuido a um
hidrogénio vinilico — Fig. 63.

Foi possivel identificar ~ também 0 grupo  3-isopropenil-2,2-
dimetilciclobutilmetilénico, devido & presenca dos sinais de RMN *C em & 145,7 (C), 108,9
(CHy), 48,8 (CH), 41,2 (CH,), 40,9 (C), 37,3 (CH), 26,8 (CHy), 24,8 (CH3), 23,8 (CH3), 23,7
(CHs) e dos sinais de RMN H relativos a dois prétons vinilicos em & 4,83 (s) e 4,61 (5);
quatro hidrogénios referentes a dois grupos metilénicos em 6 2,15 (1H; J =2,5e 11,0 Hz), §
2,08 (1H; J =2,0e 11,0 Hz) e 6 2,06 — 1,99 (2H; m); dois hidrogénios metinicos em & 2,44
(1H; J=7,5Hz) e 56 1,58 (m) e trés grupos metilicos em & 1,65 (s), 1,05 (s) e 0,81 (s).

126:6

127:6
140:6

129:2

Figura 63: Dados de RMN ®C (ppm) do grupos fenilico, prenilico e 3-isopropenil-2,2-
dimetillciclobutilmetilénico da substancias 3a.

A presenca do anel tipo dihidroneoflavonoidico foi sugerida devido as absorc6es
fortes em 1659 cm™ e 1792 cm™ no espectro de infravermelho da substancia 3a e aos sinais de
RMN de *C em & 194,7 e 165,6 que foram atribuidos a um carbono carbonilico .-
insaturado e ao carbono carboxilico de lactona saturada (MA et al., 2004).

Apbs confirmar a presenca de grupos idénticos aos relatados para a lathrophytona
A foi realizada uma analise do experimento de gCOSY e gHMBC para verificar se esses

grupos estavam conectados da mesma forma.
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O experimeto de gCOSY da substancia 3a, mostrou correlagdo dos sinais & 3,02
(1H; dd; J=28,0e16,0 Hz) e 56 2,89 (1H; dd; J = 1,5 e 16,0 Hz) com o sinal 6 4,23 (1H; dd; J
= 10 e 13,5 Hz). J& o experimento de gHMBC mostrou correlacdo dos sinais 6 3,02 e 2,89
com o0s sinais 6 165,5 (C), 140,6 (C), 111,6 (C) e 36,1 (CH); do sinal 5 4,23 com 169,1 (C),
165,5, 159,7 (C), 111,6, 140,6, 126,6 (CH) e 37,1 (CH,).

Os sinais dos hidrogénios metilénicos do grupo prenilico, & 2,89 (dd; J = 10,0;
13,5, Hz) e 6 2,65 — 2,59 (m), mostraram correlagdo com os sinais 6 201,0 (C), 159,7 (C),
56,0 (C) e 41,2 (CHy). Correlacdes semelhantes também foram observadas entre 0s
hidrogénios metilénicos do grupo 3-isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico com os sinais
d 201,0, 159,7 e 56,0. Observou-se também correlacdo do sinal referente a hidrogénios
metoxilicos (& 3,47) com o sinal & 169,1. Essas correlacbes permitiram confirmar que 0s
grupos prenilico e 3-isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico idénticos aos da
lathrophytona A, estavam conectados da mesma forma conforme estrutura parcial exibida na
Figura 64.

lathrophytona A

Figura 64: Correlagbes de gCOSY (==) e gHMBC (—) da substancia 3a e férmula estrutural da
lathrophytona A.

Constatou-se entdo que as diferencas existentes entre essas substancias estavam
nos grupos localizados nos carbonos C-6 e C-7. Na lathrophytona A, ha um anel furénico
condensado aos carbonos C-6 e C-7 do anel tipo dihidroneoflavonoidico, enquanto que na
substancia 3a o carbono C-6 sustenta um grupo metoxilico e o carbono C-7, um outro grupo

que foi identificado através das correlacdes de gCOSY e gHMBC relatadas a seguir.
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O experimento de gCOSY exibiu correlagdo do sinal 6 2,17 (1H; m) com os sinais
atribuidos a hidrogénios metilicos em 6 0,91 (d; J = 6,8 Hz) e 0,92 (d; J = 6,8 Hz) e com 0
sinal atribuido a hidrogénio metilénico em & 2,41 (dd; J = 3,0 e 7,0 Hz ), conforme mostrado
na Fig. 65. Complementar a estas informacdes, o experimento de gHMBC mostrou correlacao
do sinal & 2,17 com os sinais ¢ 51,7 (CH,) e 6 22,5 (2CHs); de 6 0,91 com 24,5 (CH) e 51,7,
de 5 0,92 com 24,5 e 51,7; de 5 2,41 com 22,5 e com o sinal atribuido a uma carbonila ndo
conjugada (6 207,3), que também mostrou correlagdo com os sinais & 3,45 (d; J = 17,0) e
3,37 (d; J = 17,0). Essas correlagdes sugeriram a presenca de uma unidade 4-metilpentan-2-

ona na substancia 3a (Fig. 65).

Q7

Figura 65: CorrelacGes de gCOSY (==) e gHMBC (—) da substancia 3a.

Esse substituinte foi posicionado em C-7, em virtude das correlagdes observadas
entre os sinais & 3,45 (d; J = 17,0) e 6 3,37 (d; J = 17,0) com os sinais 6 201,0 (C-8), 169,1
(C-6) e 116,7 (C-7) (Fig. 71). Essas correlactes permitiram definir 3a como sendo a estrutura
da substancia em analise, a qual foi nomeada de lathrophytona C, sendo este o primeiro relato

de sua obtencdo e, portanto, trata-se de uma substancia inédita.

3 R=H
3a R=CHj 35 34

Figura 66: Correlacdes de gHMBC da estrutura da lathrophytona C.

A estereoquimica relativa de C-4, C-9, C-29 e C-31 da substancia 3a foi elucidada
através do experimento de NOESY (Fig. 67).
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F1 Chemical Shift (ppm)

5 4
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 67: Correlacdes de H — H observadas no experimento de NOESY (CDC{5) da substancia 3a.

Este experimento mostrou correlacdo dos hidrogénios do anel aromético em &
7,32 e 7,17 com 1,69 e 1,66; de 6 1,58 (H-29) com 0,81 (H-36) e 4,61 (Hs,-34); de H-36 com
H-35 (6 1,65) e de & 1,05 (H-37) com & 2,44 (H-31). Assim, a configuracdo relativa da

substancia 3a foi definida como mostrada na Fig. 68.

Figura 68: Correlacdes selecionadas de NOESY e estereoquimica relativa da substancia 3a.
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Tabela 3: Dados de RMN de *H e **C ['H (500 MHz), *C (125 MHz), CDC(;], DEPT 135,

gHMQC, gHMBC da substéancia 3a.

Substancia 3a

N® 5H 5 BCIDEPT 5
(mult., Jem Hz ) 135 HMBC (H-"C)
2 1655 (C)
2,89 (dd: 1,5; 16,0)
3 302 (dd. 8.0. 16.0) 37,1 (CH,) 2,4,5,11
4 4,23 (dd: 1,5 8,0) 36,1 (CH) 2,3,5,6, 10, 11, 12
5 111,6 (C)
6 169,1 (C)
7 1167 (C)
8 201,0 (C)
9 56,0 (C)
10 159,7 (C)
11 1406 (C)
12,16 7,17 (m) 126,6 (CH) 4
13,15 7,32 (m) 1292 (CH)
14 7,25 (m) 127,6 (CH)
3,37 (d; 17,0)
17 345 (¢, 17,0 38,3 (CH,) 6,7,8,18
18 2073 (C)
19 2,41 (d: 7,0) 51,7 (CH,) 18
20 2,21-2,13 (m) 24,5 (CH) 19,21, 22
21 0,92 (d; 6,8) 225 (CH,) 19, 20, 22
22 0,91 (d; 6,8) 225 (CHs) 19, 20, 21
2,65 - 2,59 (m)
23 262 (0d: 10.0: 13.5) 39,9 (CH,) 8,9, 10, 24, 28
24 4,98 - 4,91 (m) 1183 (CH)
25 1354 (C)
26 1,69 (s) 25,9 (CH2) 24, 25, 27
27 1,66 (s) 17,9 (CHy) 24, 25, 26
28 ;22 Em; 41,2 (CH,) 8,9, 10, 29, 30,32
29 1,59 37,3 (CH)
30 40,9 (C)
31 2,44 (dI; 7,5) 48,8 (CH) 29,30, 32, 33, 34, 35
32 2,06 1,99 (m) 26,8 (CH,)
33 1457 (C)
34 jgi 8 108,9 (CH,) 31,35
35 1,65 (s) 23,8 (CH3) 31,33, 34
36 0,81 (5) 23,7 (CHs) 29,30, 31, 37
37 1,05 (s) 24,8 (CH5) 29,30, 31, 36
OCH, 3,47 (5) 61,9 (CHs) 6

| - largo; *Multiplicidade ndo observada
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4.1.3 Determinacdo estrutural da substancia 4a

A substancia 4a foi obtida como componente majoritario da fracdo C-7-15-C,
obtida do extrato hexanico do caule de K. lathrophyton na forma de um dleo amarelo, viscoso,
apos reacdo de metilacdo e sua determinacgdo estrutural foi feita apds cuidadosa analise dos
dados obtidos dos experimentos de IV, RMN 'H e *C, DEPT 135, gHMQC, gHMBC,
gCOSY, NOESY e HR-ESI-TOF.

Os espectros de RMN *H e *3C, indicaram que essa frag&o era constituida por uma
mistura de pelo menos dois componentes com estruturas muito semelhantes, assim, foram
selecionados os sinais de maior intensidade nos espectros de RMN *H e **C e atribuidos como
sendo da substancia 4a.

O espectro de 1V da fracdo C-7-15-C (Fig 69) apresentou muita semelhanga com
0 espectro de IV da substancia 3a. A analise desse espectro revelou a presencga de absorcdes
fortes em 1659 e 1792 cm™, indicando a presenca de carbonila conjugada e carboxila de
lactona saturada (SHEN et al., 2004), enquanto que as absorcdes em 698 e 759 cm™

indicaram a presenca de um anel aromatico monossubstituido na molécula.

203095~

o
@
2050 80—~

1740 96-

110429

»
o
L1l ‘ Ll ‘ Ll

L L B e L B e B B
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1950 1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750 600 450
J3-6-10-7C 1fcm

Figura 69: Espectro no infravermelho (filme com CHCI,) da fragcdo C-7-15-C.

Os espectros de RMN *C totalmente desacoplado (Fig. 70) e DEPT 135
(sumarizado na Tab. 4) da fracdo C-7-15-C exibiram um conjunto de sinais correspondentes a
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37 a4tomos de carbonos, dos quais oito eram referentes a carbonos metilicos, sete a carbonos
metilénicos, sendo um do tipo sp? dez a carbonos metinicos, sendo seis do tipo sp® e doze
referentes a carbonos ndo-hidrogenados, dos quais dois foram atribuidos a carbonos

carbonilicos e um a carbono carboxilico.

207.2
185.1
—172.0
—164.7
—145.2
—140.6
—109.5
773
77.0
76.7
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Chemical Shift (ppm)

Figura 70: Espectro de RMN **C (125 MHz, CDC(5) da fracdo C-7-15-C.

O espectro de massas de alta resolucdo da fracdo C-7-15-C (Fig. 71), obtidos
através da técnica de ionizacdo por eletrospray (modo positivo), exibiu pico relativo a
presenca de molécula cationizada em m/z 595,3392 [M + Na]" e a formula do componente
majoritario presente nessa fracdo (substancia 4a) foi deduzida como sendo a mesma
encontrada para a substancia 3a — Cs7Hss0s (calculada para CszHssOsNa: 595,3399),
apresentando IDH igual a quatorze. Esses dados revelaram que as substancias 3a e 4a eram
isdbmeras. Desta forma, a determinacdo estrutural de 4a foi feita tendo como parametro 3a,

devido a grande semelhanca entre os dados desses compostos.
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Intens. | +MS, 3.92min #234
x105

1.04 595.3392

0.84

0.6+

0.4+ 596.3428

0.2
597.3324

598.3299

0.0

594.5 595.0 5955 596.0 596.5 597.0 597.5 598.0 598.5 "miz

Figura 71: Espectro de massa de alta resolugéo [ESI (+)] da fracdo C-7-15-C.

O espectro de RMN *H da fracdo C-7-15-C (Fig. 72) apresentou sinais parecidos
aos da substancia 3a. Na regido de hidrogénios aromaticos, (6 7,35 - 7,10) observou-se um
conjunto de sinais que foi atribuido a cinco hidrogénios de anel aroméatico monossubstituido
corroborando assim com o espectro de IV. Na regido entre 6 5,00 — 4,00 foram observados
quatro sinais, com integracgdo para um hidrogénio cada, sendo eles: um multipleto entre & 4,87
— 4,80, dois simpletos em & 4,85 e 463 e um duplo dupleto em 5 4,39 (J = 5,0 e 8,0 Hz).

2.378
2371
1.654
1637

1599
1
0
0
0
o
o

—4.851
—4.626
—2.905
2.393
2.384

[

Figura 72: Espectro de RMN *3C (500 MHz, CDC(;) da fracdo C-7-15-C.
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No espectro da fragdo C-7-15-C também foram observados a presenca de sete
grupos metilicos em 6 1,65 (3H; s), 1,64 (3H; s), 1,60 (3H; s), 1,11 (3H; s), 0,89 (3H; s), 0,91
(3H; d; J = 6,5) e 0,90 (3H; d; J = 6,5) e um grupo metoxilico em & 3,98 (3H; s). Vale
ressaltar que os hidrogénios do grupo metoxilico em C-7-15-C apresentaram-se mais
desprotegidos que os do grupo metoxilico da substancia 3a, com uma diferenca de
deslocamento quimico de 0,51 ppm. Também foi observada a presenca de dois dupletos em &
3,57 (1H; J=16,5 Hz) e 5 3,46 (1H; J = 16,5 Hz).

A Figura 73 mostra a ampliacdo da regido entre 6 3,10 — 1,90, do espectro de
RMN *H da fragdo C-7-15-C, onde foi possivel identificar dois tripletos em & 2,91 (2H; J =
5,0 Hz) e 6 2,47 (1H; J = 7,8 Hz), dois duplos dupletos em & 2,83 (1H; J = 9,5; 14,5 Hz), &
2,38 (1H; J = 4,5; 7,5 Hz) e trés multipletos entre 5 2,65 — 2,55 (1H), 2,21 — 2,07 (3H), e 2,04
—1,97 (1H).

5558 oo 00 ©b b 2 I ®®M®m® 0 JA3da94d4d9 00050638
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Chemical Shift (ppm)

(F:i%ulrg Z:B: Ampliacio da regio entre & 3,10 — 1,90 do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDC{;) da frag&o

A comparacéo dos dados de RMN *H e **C da substancia 3a com os da substancia
4a, bem como com os dados obtidos dos experimentos 2D (Fig. 74 — 76) e o confronto destes
com os dados da literatura, (RAMIANDRASOA et al., 1983; RAVELONJATO et al., 1987;
COTTIGLIA et al., 2004), permitiram identificar a presenca de um esqueleto do tipo
dihidroneoflavonoidico na estrutura da substancia 4a semelhante ao encontrado na substancia
3a.
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Figura 74: Correlacdes de H — C observadas no experimento de gHMQC (CDC(s) da fracdo C-7-15-C.
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Figura 75: Correlagdes de H — C observadas no experimento de gHMBC (CDCt3) da fragdo C-7-15-C.
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Figura 76: Correlagdes de H — C observadas no experimento de gHMBC (CDCt3) da fragdo C-7-15-C.
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O esqueleto do tipo dihidroneoflavonoidico foi caracterizado pela presenca dos
sinais no espectro de RMN de *C em & 185,1 e 164,7 referentes a carbonos carbonilicos
conjugado e de carbono carboxilico de lactona saturada, respectivamente, 5 172,0 e 165,8,
atribuidos a carbonos vinilicos ndo hidrogenados ligados a oxigénio, 6 119,8, e 116,6
referentes a carbonos olefinicos ndo hidrogenados, 6 51,5, 36,4 e 34,5 relativos a carbonos
quaternarios, metilénico e metinico, respectivamente.

A presenca de um grupo fenila monossubstituido foi refor¢ada pela presenca dos
sinais de RMN de *C em § 140,6 (C), 129,0 (2CH), 127,2 (CH) e 126,6 (2CH). Os sinais em
6 135,7 (C), 117,7 (CH), 35,8 (CHy), 25,9 (CHs) e 18,0 (CHgs), juntamente com os sinais de
RMN H referentes a duas metilas vinilicas em & 1,64 e 1,60; dos hidrogénios metilénicos em
62,83 (dd; J = 95 e 14,5, Hz) e 6 2,60 (m) e um hidrogénio vinilico em & 4,83 (m),
caracterizou a presenca de um grupo prenilico na estrutura da substancia 4a.

A presenca dos sinais de RMN **C em § 145,2 (C), 109,5 (CH,), 48,8 (CH), 37,4
(CH,), 40,8 (C), 37,0 (CH), 27,0 (CH,), 25,2 (CHs), 24,2 (CHs) e 23,7 (CH3); dos sinais de
RMN *H relativos a dois protons vinilicos em & 4,85 (s) e 4,63 (s); quatro hidrogénios
referentes a dois grupos metilénicos em 6 2,21 — 2,07 (2H; m) e 2,04 — 1,97 (2H; m); dois
hidrogénios metinicos em & 2,47 (1H; t; J = 7,8 Hz) e 6 1,77 (m) e dos trés grupos metilicos
em & 1,65 (s), 1,11 (s) e 0,89 (s), bem como as correlagdes observadas no experimento de
gHMBC (mostradas na Tabela 4), permitiram identificar o grupo 3-isopropenil-2,2-
dimetilciclobutilmetilénico.

O grupo 4-metilpentan-2-ona também foi identificado na estrutura da substancia
4a. Sua presencga foi identificada através das correlacbes observadas no experimento de
gHMBC entre os sinais atribuidos a hidrogénios metilicos em 6 0,91 (d; J = 6,5 Hz) e 6 0,90
(d; J = 6,5 Hz) com os sinais 6 24,5 (CH) e 51,5 (CH,) e também através das correlagdes
entre o sinal 6 2,21 — 2,07 (1H; m) com & 22,5 (CHj3), 22,6 (CH3) e com 51,5; de 6 2,38 com &
24,5 e 207,2 (C); dos sinais 6 3,57 (1H; d; J = 16,5 Hz) e 6 3,46 (1H; d; J = 16,5 Hz) com &
207,2, conforme exibido na Fig 77.

)il

Figura 77: Correlacdes de gHMBC (—) do grupo 4-metilpentan-2-ona presente na substancia 4a.
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Assim como na substancia 3a, o grupo 4-metilpentan-2-ona foi posicionado em C-
7, em virtude das correlagdes observadas entre os sinais 6 3,57 (H,-17) e 3,46 (Hy-17) com 0s
sinais 6 119,8 (C-7) e 185,1 (C-6). A fenila foi posicionada em C-4 (6 34,5) devido as
correlacdes de 6 4,39 (H-4) com & 140,6 e 126,6 e de 6 7,11 (H-12 e H-16) com & 34,5. A
prenila e o grupo 3-isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico foram posicionados em C-9 (5
51,5) em virtude das correlaces observadas deste sinal com & 2,83 (H.-23), 2,61 (Hp-23),
2,13 (H,-28) e com 6 2,11 (Hp-28) — Fig. 78.

Além disso, foi observado também correlacdo do sinal 6 3,89 com & 172,0. Ao
contrério da substancia 3a, H-4 mostrou correlacdo com o sinal 6 185,1, atribuido a um
carbono carbonilico a,8-insaturado e, assim foi proposto que C-6, tratava-se de uma carbonila
e ndo de um éter como em 3a (Fig. 78). Essas correlacdes permitiram definir 4a com sendo a
estrutura do composto majoritario da fracdo C-7-15-C, denominado de lathrophytona D. Este

é o primeiro relato da obtencdo dessa substancia, sendo, portanto, inédita.

Figura 78: Correlagbes de gHMBC (H —C) da estrutura da substancia 4a.

O experimento de NOESY da fracdo C-7-15-C (Fig. 79) nédo foi tdo conclusivo
guanto a estereoquimica relativa de C-29 e C-31, devido a sobreposi¢cdo de muitos sinais, uma
vez que tratava-se de uma mistura. Mas, foi possivel inferir quanto a estereoquimica de C-4 e
C-9.

Semelhante ao observado no experimento de NOESY da substancia 3a foi
constatada correlagdo de NOE dos hidrogénios do anel aromético (6 7,24 e 7,11) com 0s
hidrogénios metilicos do grupo prenilico: & 1,64 e 6 1,60. Esses dados permitiram definir a
estereoquimica relativa de C-4 e C-9 como definido na Fig. 80.
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Figura 79: Correlagdes de H — H observadas no experimento de NOESY (CDCU(3) da fracdo C-7-15-C.

A substancia 3a apresentou [a]zDo + 101 (c 2,3, CHC{3), valor muito préximo ao
encontrado para a mistura contida na fracdo C-7-15-C — [oc]zDO + 102 (c 1,82, CHC(3). Além

disso, os deslocamentos quimicos dos grupos 3-isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico e
prenilicos também foram muito proximos, o que permite concluir que as substancias 3a e 4a

tém a mesma estereoquimica relativa.

Figura 80: Correlagdes selecionadas de NOESY e estereoquimica relativa da substancia 4a.
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Tabela 4: Dados de RMN de *H e **C [*H (500 MHz), **C (125 MHz), CDC{;],
DEPT 135, gHMQC, gHMBC, da substéncia 4a.

Substancia 4a

0
N & 'H (mult., J em Hz ) 3 °C/DEPT 135 HMBC (*H - *C)
2 164,7 (C)
3 2,91 (t; 5,0) 36,4 (CH,) 2,4,5
4 4,39 (t; 5,0) 34,5 (CH) 2,3,5,6, 10, 11,
5 116,6 (C)
6 185,1 (C)
7 119,8 (C)
8 172,0 (C)
9 51,5 (C)
10 165,8 (C)
11 140,6 (C)
12,16 7,11 (m) 126,6 (CH)
13,15 7,24 (m) 129,0 (CH)
14 7,19 (m) 127,2 (CH)
3,37 (d; 16,5)
17 345 @ 169) 39,2 (CH,) 6,7,18
18 2072 (C)
19 2,38 (d: 7,5) 51,5 (CH,) 18
20 2,21 -2,07 (m) 24,5 (CH) 19,21, 22
21 0,91 (d: 6,8) 22,6 (CH3) 19, 20, 22
22 0,90 (d: 6,8) 22,5 (CHs) 19, 20, 21
2,65 -2,55 (m)
23 263 (0 9.5 14.5) 35,8 (CH,) 9, 24
24 4,87 — 4,80 (m) 117,7 (CH)
25 135,7 (C)
26 1,60 (s) 25,9 (CH,) 24,25, 27
27 1,64 (s) 18,0 (CHs) 24, 25, 26
28 211 (m) 37,4 (CH,) 9, 29, 30, 32
2,13 (m) ! Eathed
29 1,77 37,0 (CH)
30 40,8 (C)
29,30, 32, 33, 34,
31 2,47 (t; 7,8) 48,8 (CH) o7
32 2,04 - 1,99 (m) 27,0 (CH,)
33 1452 (C)
34 jzg 8 109,5 (CH,) 31,33, 35
35 1,65 (s) 23,8 (CH3) 31,33, 34
36 0,89 (5) 24,2 (CH5) 29,30, 31, 37
37 1,11(s) 25,2 (CH3) 29,30, 31, 36
OCH, 3,89 (5) 62,3 (CHs) 8

| - largo; *multiplicidade ndo observada
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4.1.4 Determinacdo estruturacédo da substancia 5a

A substancia 5a foi isolada do extrato hexanico de K. lathrophyton, na forma de
um oleo amarelo, viscoso, opticamente ativo {[a]? + 68 (c 0,35, CHC(3)}, apds reagdo de
metilagdo e sua estrutura foi estabelecida com base nos experimentos de IV, RMN *H e **C,
DEPT 135, gHMQC, gHMBC, NOESY e espectrometria de massas de alta resolucao.

A analise do espectro de infravermelho (Fig. 81) revelou a presenca de absorcdes
em 703 e 757 cm™, atribuidas & deformacdo fora do plano da ligacdo C-H de anel aromético
monossubstituido bem como, de absorcdo de carboxilas de éster e carbonila de cetona
conjugada em 1734 e 1677 cm™ respectivamente.
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Figura 81: Espectro no infravermelho (filme com CHCI;) da substéncia 5a.

O espectro de RMN *H (Fig. 82) exibiu, na regido de hidrogénios de sistema
aromatico, um simpleto largo, mais desblindado, em 6 7,70 (2H) e um conjunto de sinais entre
87,30 — 7,22 (3H), caracterizando a presenca de um anel aromatico monossubstituido.

A presenca de outro simpleto em 6 7,38 (1H) foi sugestiva de um hidrogénio de
uma olefina trissubstituida de um anel furanico, semelhante ao encontrado no &cido
lathrophytoéico B — também isolado de K. lathrophyton (DE ALMEIDA et al., 2011).

Foram observados também, um simpleto em & 3,46 (3H), atribuido a um grupo
metoxilico, cinco duplos dupletos em: & 4,52 (1H; dd; J = 2,1 e 11,0 Hz), 6 2,45 (1H; dd; J =
6,7 € 14,0 Hz), 5 2,43 (1H; dd; J = 11,0 e 14,6 Hz), 6 2,12 (1H; dd; J=6,1¢e 14,3 Hz) € 56 1,96
(1H; dd; J = 3,1 e 14,3 Hz), um duplo dupleto em & 2,61 (1H; dd; J = 6,7 e 14,0 Hz), um
dupleto largo em & 2,22 (1H; J = 14,6 Hz), um multipleto entre 6 2,60 — 2,55 (2H), um noneto
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em 6 1,89 (1H; J = 6,7 Hz) (Fig. 83), além de dois dupletos e dois simpletos em: 6 0.93 (3H; J
=6,7 Hz), 5 0,88 (3H, J = 6,7 Hz), 6 1,15 (3H) e 6 0,61 (3H), respectivamente.
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Figura 82: Espectro de RMN “H (500 MHz, CDC¢3) da substancia 5a.
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Figura 83: Ampliago (2,70 — 1,75 ppm) do espectro de RMN *H (500 MHz, CDC(3) da substancia 5a.
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A presenca de dois multipletos atribuidos a dois hidrogénios olefinicos entre &
5,20 — 5,10 e 4,75 — 4,70, juntamente com a existéncia de quatro simpletos, integrando para
trés hidrogénios cada um, em & 1,71, 1,70, 1,59 e 1,39, caracteristicos de quatro grupos
metilicos ligados a cabono olefinico, indicaram a presenca de duas duplas olefinas
trissubstituidas.

Os espectros de RMN *3C totalmente desacoplado (Figura 84) e DEPT 135 (Tab.
5) indicaram a presenga de nove carbonos metilicos, cinco carbonos metilénicos, onze
carbonos metinicos, dos quais, oito do tipo sp? sendo cinco deles referentes a anel aromatico
monossubstituido, e doze carbonos nao-hidrogenados, sendo dois deles referentes a carbonos
carbonilicos e um a carbono carboxilico, totalizando 37 carbonos e quarenta e oito

hidrogénios.
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Figura 84: Espectro de RMN **C (125 MHz, CDC(3) da substancia 5a.

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 85) obtido através da técnica de
ionizacdo por electrospray (modo positivo), exibiu pico relativo a presenca de molécula
cationizada em 595,3409 [M + Na]* (calculada para Ca7HisOsNa: 595,3399) e, assim, foi
deduzida a formula molecular como sendo (Cs;H4s0s), apresentando IDH igual a quatorze.
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A anélise dos dados do experimento de gHMQC (Figuras 86 e 87, sumarizado na

Tabela 5) permitiu estabelecer as correlacGes diretas entre hidrogénios e carbonos enquanto

que as correlacbes observadas no experimento de gHMBC (Fig. 88 e 89) permitiram

estabelecer as correlacbes a duas e trés ligacdes entre carbonos e hidrogénios, sendo

fundamental na determinacdo estrutural da substancia 5a.
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Figura 86: Correlactes de H — C observadas no experimento de gHMQC (CDC¢3) da substancia 5a.
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Figura 87: Correlagbes de H — C observadas no experimento de gHMQC (CDC{3) da substéncia 5a.
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O experimento de gHMBC mostrou correla¢6es do sinal & 0,62 (s, 3H) com os
sinais: 6 26,1 (CHgs), 48,0 (C), 48,5 (CH) e 63,4 (C); do sinal & 1,15 (s, 3H) com 24,3, 48,0,
48,5, e 63,4. Dos sinais 6 1,96 e 2,12 com 63,6, 48,5, 48,0, 207,9 e 191,5 — estes dois ultimos
atribuidos a carbonos carbonilicos de cetona ndo-conjugado e conjugado, respectivamente.

Estas correlacfes permitiram propor a estrutura parcial do fragmento A (Fig. 90).

gigura 90: Correlacdes de gHMBC que permitiram definir a formula estrutural parcial da substancia
a.

Os sinais 6 2,43 (1H; dd; J = 11,0 e 14,6 Hz) e 6 2,22 (1H; dl; J = 14,6 Hz)
mostraram correlagdo com & 171,9, e 43,2 (CH). O sinal 6 4,52 (1H; dd; J = 2,1 e 11,0 Hz)
mostrou correlacdo com os sinais atribuidos a carbonos de anel aromatico (6 140,9 e 131,6),
com o sinal 6 171,9 (atribuido a carbono carboxilico de ester), com o carbono metilénico &
40,1 e com os sinais ¢ 63,4, 165,8 (C) e 207,9.

Essas correlagbes permitiram definir a presenca do grupo 3-fenilpropanoato de
metila e deduzir a presenca de um anel biciclo do tipo [3.3.1]nonano substituido com duas
metilas geminais no carbono designado como C-8, conforme descrito por Bokesch e
colaboradores (1999) para a laxifloranona, bem como para o &cido lathrophytéico B (DE
ALMEIDA et al., 2011), possibilitando deduzir a estrutura parcial exibida na Fig. 91.

laxifloranona éster derivado do acido lathrophytéico B estrutura parcial da substancia 5a

Figura 91: Dados de RMN *3C (ppm) da laxifloranona e do éster derivado do acido lathrophytéico B
e correlacdes de gHMBC que permitiram deduzir a férmula estrutural parcial da substancia 5a.
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A presenca dos sinais de RMN **C em: § 18,0, 17,7, 25,7 e 26,0, atribuidos a
quatro grupos metilicos vinilicos, dos sinais em 6 119,8, 124,5, 132,2 e 134,2 — atribuidos a
carbonos olefinicos — além dos sinais relativos aos carbonos metilénicos em & 29,9 e 29,0
sugeriram a presenca de dois grupos 3-metil-2-butenilico (duas unidades prenilicas) na
molécula. As correlagBes que permitiram confirmar a presenca dos grupos prenilicos foram: 6
1,39 com 132,2, 124,5 e 25,7; 6 1,59 com 6 132,2, 1245 e 17,7; 6 4,72 com 25,7 e 17,7; &
5,15 com 18,0 e 26,0; & 1,71 com 119,8, 134,1 e 26,0; 1,70 com 119,8, 134,1 e 18,0 (Fig. 92).
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Figura 92: Correlagbes de gHMBC que permitiram deduzir a formula estrutural das prenilas.

Esses grupos prenilicos foram posicionados em C-5 (6 63,6) e C-7 (6 48,5) devido
as correlacdes observadas no experimento de gHMBC do sinal 6 2,57 com 1915 (C-4) e
207,9 (C-9); de 61,96 (1H; dd; J=3,1e 14,3 Hz) e 6 2,12 (1H; dd; J = 6,1 e 14,3 Hz) com &
29,9 e 29,1 e de 61,61 com C-7 conforme a Fig. 93.

Figura 93: Correlactes de gHMBC que permitiram posicionar as prenilas nos carbonos C-5 e C-7.

O sinal em & 7,38 (S) mostrou correlagdo com os sinais 6 165,8 (C-2) 124,9 (C-3)
e 123,6 (C). Essas correlagcdes permitiram inferir que o anel furanico trissubstituido estava
condensado com o anel biciclo do tipo [3.3.1]nonano conforme estrutura do fragmento B (Fig.
94).
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Figura 94: Correlacdes de gHMBC que permitiram definir o a féormula estrutural parcial da

substancia 5a.

As correlagBes observadas entre & 1,89 (1H; noneto; J = 6,7 Hz) com 6
123,6, 32,7 (CHy), 22,4 (CH3) e 22,3 (CH3); de 6 0,92 (3H; d; J = 6,7 Hz) com $ 27,9
e 32,7; de 6 0,88 (3H; d; J = 6,7 Hz) com ¢ 32,7, 27,9 e 22,4 e dos sinais 6 2,45 (1H;
dd; J = 6,7; 14,0) e 6 2,63 (1H; dd; J = 6,7; 14,0) com 123,6 e 141,2 (CH),
permitiram deduzir a presen¢a de um grupo isobutilico ligado ao anel furanico. assim

foi possivel definir 5a como sendo a estrutura da substancia em analise (fig. 95).

Figura 95: Formula estrutural da substancia 5a isolada de K. lathrophyton.

A substancia (5a) foi obtida de uma fracdo que sofreu reacdo de metilagdo com
diazometano, assim, (5) deve ser a provavel estrutura da substancia presente na fragdo bruta
obtida do extrato hexanico de Kielmeyera lathrophyton. Este derivado do floroglucinol é
inédito, visto ser este o primeiro relato de sua obtengdo, aqui denominado de é&cido

lathrophytoico D.
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Vale salientar também, que (5) difere do &cido lathrophytdico B, também isolado
de K. lathrophyton por De Almeida e colaboradores (2011), apenas pela presenca do carbono
metilénico (C-12) conforme estrutura exibida na Fig. 96.

Figura 96: Férmula estrutural do éster metilico derivado do acido lathrophytoico B isolado de K.
lathrophyton.

Segundo Piccinelli e colaboradores (2005), o valor do deslocamento quimico de
C-7 igual a 48,5 ppm sugere que o anel ciclo-hexanona formado pelos carbonos C-1, C-8, C-
7, C-6, C-5 e C-9 (anel B) adota a conformacéo em bote e que o substituinte em C-7 (prenila)
assume a orientacé@o pseudo axial. Essas informacg6es foram corroboradas pelo experimento de
NOESY (Fig. 97). Este forneceu informag6es valiosas quanto a estereoquimica relativa desse
carbono, bem como de C-28.
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Figura 97: Correlagbes de H — H observadas no experimento de NEOSY (CDCt3) da substancia 5a.
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Foram observadas correlagdo de & 1,15 (H-27) com 6 2,12 (H,-6) e & 4,52 (H-28)
eded 1,59 com 1,70 e & 1,71, sugerindo que a molécula tem a configuracdo exibida na Fig.
98. O anel B adota a conformacéo bote para minimizar as repulsées 1,3-diaxial com C-2 e C-4
que o grupo prenilico em axial teria se estivesse na conformacdo em cadeira (CRUZ e
TEIXEIRA, 2005).

Devido ao impedimento estérico, o grupo 3-fenilpropanoato de metila ndo pode
girar livremente e assume uma conformacdo em que o anel fenila esta muito préximo do
grupo metilico H-26, o que justifica a alta protecéo destes hidrogénios (0,61 ppm) e H-28 esta

no plano do anel furanico.

Figura 98: Correlaces selecionadas de NOESY e estereoquimica relativa da substancia 5a.
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Tabela 5: Dados de RMN de *H e *C [*H (500 MHz), '*C (125 MHz),

CDC3], gHMQC, gHMBC da substancia 5a.

§H

13 1 13
NP (mult, Jem Hz) §®C/IDEPT135  HMBC (*H - C)
1 63,4 (C)
2 165,8 (C)
3 1249 (C)
4 191,5 (C)
5 63,6 (C)

1,96 (dd; 14,3; 3,1)
6 212 (4d: 143 6.1) 38,8 (CH,) 4,5,7,8,9, 16, 21
7 1,28%* 48,5 (CH)
8 48,0 (C)
9 207,9 (C)
10 7.38; (s) 141,2 (CH) 2,3 11
11 123,6 (C)
12 gg‘rl’ Egg ij:g; Z;g 32,7 (CHy) 10, 11, 13, 14, 15
13 1,89 (non; 6,7) 27,9 (CH) 11,12, 14,15
14 0,93 (d; 6,7) 22,4 (CHs) 12,13, 15
15 0,88 (d; 6,7) 22,3 (CHa) 12,13, 14
16 2,60 — 2,55 (m) 29,9 (CH,) 4,5,9
17 5,20 — 5,10 (m) 119,8 (CH) 19,20
18 134,2 (C)
19 1,70%; (s) 26,0* (CHa) 17, 18, 20
20 1,71%; (s) 18,0 (CH,) 17, 18, 19
21 1,61%* 29,0 (CH,) 7,
22 4,75 - 4,70; (m) 1245 (CH) 21,24, 15
23 132,2 (C)
24 1,59; (s) 25,7* (CHa) 22,23,25
25 1,39; (s) 17,7 (CH,) 22,23, 24
26 0,61; () 24,3 (CH,) 1,7,8,26
27 1,15 (s) 26,1* (CHa) 1,7,8,27
28 4,52; (dd; 2,1; 11,0) 43,2 (CH) 1,2,29,30, 31, 32
2,22 (dl; 14,6)
29 243 (0c: 110: 14.6) 40,1 (CH,) 1,28, 30,31
30 171,9 (C)
31 140,9 (C)
32 7,70 (sl) 131,6 (CH)
33 7,30 - 7,27 (m) 128,1 (CH)
34 7,25-7,20 (m) 127,0 (CH)
35 7,30 - 7,27 (m) 128,1 (CH)
36 7,70 (sl) 131,6 (CH)
OCH; 3,46 (5) 51,5 (CH,) 30

*sinais podem estar trocados

**multiplicidade ndo observada
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4.1.5 Determinacdo estrutural das substancias 6a e 7a

As substancias 6a e 7a foram obtidas do extrato hexanico de K. lathrophyton na
forma de um 6leo amarelo, viscoso, como uma mistura, na qual encontravam-se na propor¢ao
de aproximadamente 2:1. Suas estruturas foram determinadas ap6s analise dos espectros de
IV, RMN 'H e **C, DEPT 135, gHMQC, gHMBC, gCOSY e HR-ESI-TOF.

A analise do espectro de infravermelho (Fig 99) revelou a presenca de absorgoes
fortes em 1739 e 1720 cm™ indicando a presenca de carbonilas, enquanto que as absorcdes em

704 e 754 cm™ indicaram a presenca de um anel aromético monossubstituido.
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Figura 99: Espectro no infravermelho (filme com CHCI;) da mistura das substéncias 6a e 7a.

Os espectros de RMN **C totalmente desacoplado (Figura 100) e DEPT 135 (Tab.
6) revelaram a presenca de alguns sinais duplicados, na sua maioria, com variacdo de
deslocamento quimico (Ad) menor que 1 ppm e apresentando quase que a mesma intensidade,
destacando-se, entretanto, poucos sinais que estavam com uma intensidade ligeiramente
maior. Esse fato sugeriu que se tratava de duas substancias com estruturas muito semelhantes,
provavelmente isbmeras.

O de HR-ESI-TOF (modo positivo) (Figura 101), exibiu pico relativo a presenca
de molécula cationizada em 575,3400 [M + H]".



Resultados e Discussao 110

~N©o  HON N~ o @ ©COYN~OW 9oowe QW MONT NYYTROITLIRONNONANOTON
© O OM~-I-O© WD - oo AN O <O~ ~ o ~N~Oom T HOODOANNODNDOODODODOOMOO® " .
S8 239333 55 3388388 838353 €F REFER 35FFIITTITIIFRRRERT v
R P < e A T

200 192 184 176 168 160 152 144 136 128 120
Chemical Shift (ppm)

" MWWWWW

T T T T T T T
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 100: Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCU(;) da mistura das substancias 6a e 7a.
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Figura 101: Espectro de massa de alta resolucdo [ESI (+)] da mistura das substancias 6a e 7a.

Como alguns sinais no espectro de RMN de *C estavam duplicados, na
determinacéo estrutural das substancias 6a e 7a, foram relacionados, inicialmente, os sinais
que apresentaram maior intensidade como sendo da substancia 6a, os de menor intensidade
como sendo da substancia 7a e os que ndo estavam duplicados como pertencentes as duas
substancias. Assim, foi possivel identificar a presenca de nove carbonos metilicos, cinco
carbonos metilénicos, nove carbonos metinicos, dos quais, sete do tipo sp? e treze carbonos
ndo-hidrogenados, sendo quatro deles referentes a carbonos carbonilicos e outros cinco do
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tipo sp?, totalizando 36 carbonos e quarenta e seis hidrogénios para cada substancia. Desta
forma, foi deduzida a formula molecular das substancias 6a e 7a como sendo CssHsO6
(calculada para CzsH4706: 575,3373), apresentando IDH igual a quatorze.

Assim como observado no experimento de RMN de **C, no qual muitos dos sinais
estavam duplicados, esse fendmeno também foi verificado no espectro de RMN de *H (Fig.
102). Este espectro exibiu, na regido de hidrogénios aromaticos, (6 7,26 — 7,16) um conjunto
de sinais que foi atribuido a anel aroméatico monossubstituido. Além disso, foram observados
dois multipletos entre & 5,16 — 5,05 e 4,90 — 4,80 (atribuidos a hidrogénios olefinicos) e um
duplo dupleto em 6 4,31 (J = 2,7 e 10,8 Hz), este Gltimo sinal, sua integragéo foi referenciada
para dois hidrogénios — uma vez que os dados evidenciavam que a amostra em analise era

uma mistura de isémeros.
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Figura 102: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDC{;) da mistura das substancias 6a e 7a.

A presenca dos hidrogénios olefinicos juntamente com a existéncia dos simpletos,
em 6 1,71 (6H), 1,69 (3H), 1,68 (3H), 1,59 (6H) e 1,44 (3H) e 1,43 (3H), foram sugestivos da
presenca de grupos metilicos vinilicos, indicando a presenca de duplas olefinas

trissubstituidas. Ja a existéncia de mais dois duplos dupletos em & 2,75 (2H; J = 10,8 e 15,4
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Hz) e 6 2,06 (2H; J = 2,7 e 15,4 Hz) (conforme ampliacdo da Fig. 103), um simpleto largo em
6 3,45 (6H), caracteristico de dois grupos metoxilicos, além do duplo dupleto em & 4,31 e de
sinais dois anéis aromaticos monossubstituidos, sugeriu que ambas as substancias tinham,
cada uma, dois grupos prenilicos e um grupo 3-fenilpropanoato de metila, dada a presenca
desses substituintes na estrutura dos acidos lathrophytdicos A, B, C e D e a semelhanca entre
os dados de RMN de *H.
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Figura 103: Ampliacdo (2,85 — 1,75 ppm) do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDC{;) da mistura
das substancias 6a e 7a.

Foram identificados ainda, dois multipletos entre 6 2,70 — 2,55 (4H) e 1,91 - 1,77,
dois duplos dupletos em 6 2,36 (2H; J = 7,0 e 14,0 Hz) e 6 2,27 (2H; J = 6,5 e 13,5 Hz), 2,25
(2H; J = 7,0 e 14,0 Hz), cinco simpletos em & 1,47 (3H), 1,38 (3H), 1,13 (6H), 0,57 (3H) e
0,54 (3H), além de dois tripletos em 6 1,04 (3H, J=7,5Hz) e 6 0,82 (3H, J = 7,5 Hz).

A presenca dos grupos 3-fenilpropanoato de metila e prenilicos foi confirmada a
partir dos dados de gHMQC (Fig. 104), gHMBC (sumarizados na Tab. 6) e pelos sinais de
RMN de °C.
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O grupo 3-fenilpropanoato de metila foi caracterizado pelos sinais em 6 171,9, &
171,8 (atribuidos a duas carbonilas de éster), 6 51,4 (atribuido a duas metoxilas de ester), dois
carbonos metilénicos (6 40,4 e 40,2), dois carbonos metinicos em & 42,4, além dos sinais
referentes aos carbonos de anel aromatico: & 140,6 (2C), 132,7 (2CH), 132,5 (2CH), 127,8
(2CH), 127,0 (4CH). Ja a presenca dos grupos prenilicos foi confirmada pela presenca dos
sinais em & 135,4 (C), 135,2 (C), 132,6 (C), 132,5 (C), 124,0 (2CH), 118,5 (CH), 118,2 (CH),
127,0 (4CH), 30,3 (CH,), 30,2 (CH,), 30,1 (CH,), 30,0 (CH,), 25,9 (2CHj), 25,7 (2CHs), 18,2
(CHs), 18,1 (CH3), 18,0 (CH3) e 17,9 (CHj3), conforme Figura 105.

18:0 18:2 17,9 18:1
30:2 30:0 30:3 3011
132:5 135:4 132:6 135,
‘11’77, 25:7 1240 25,9 -LLL’L 25,7

2
1182 118:5 124:0 259

substancia 6a substancia 7a

Figura 105: Dados de RMN de **C (ppm) dos grupos 3-fenilpropanoato de metila e prenilicos das
substancias 6a e 7a.

A comparacdo dos de RMN de *3C do &cido lathrophytéico D e da laxifloranona
(BOKESCH et al., 1999), permitiram deduzir que as substdncias 6a e 7a também
apresentavam em seu esqueleto um anel biciclo do tipo [3.3.1]Jnonano com duas metilas
geminais em C-8, devido a presenca dos sinais de: carbonos carbonilicos de cetona néo-
conjugado em & 206,6 e 206,7 (C-9), cetona conjugada em 6 198,1 e 192,1 (C-4), quatro
carbonos metilicos (6 26,4, 26,1, 23,6 e 23,5), dois carbonos metinicos (5 48,8 e 48,9 — C-7),
dois carbonos metilénicos (6 39,9 e 39,6), dos carbonos ndo hidrogenados, sendo quatro do
tipo sp® & 117,1, 117,9 (C-3) e 189,5 e 189,7 — ligado a oxigénio — C-4, e outros seis
(magneticamente equivalentes para as duas substancias) do tipo sp*: & 73,1 (C-1), 54,8 (C-5) e
49,4 (C-8) — Fig 106.
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laxifloranona éster derivado do &cido lathrophytoico D estrutura parcial das substancia 6a e 7a

Figura 106: Férmula estrutural e dados de RMN de *C (ppm) da laxifloronona, éster derivado do &cido

lathrophytoico D e dos anéis biciclo do tipo [3.3.1]nonano das substancias 6a e 7a.

O experimento de gHMBC (Fig 107 e 108) mostrou correlagdes do sinal ¢ 4,31
com 6 71,3 (C-1), de 6 2,63 com & 206,7, 6 206,6, 6 198,1 ¢ 6 197,8, e de 6 2,25 com 6 489 e
6 48,8 (C-7). Essas correlacdes permitiram posicionar os grupos 3-fenilpropanato de metila e
prenilicos das substancias 6a e 7a nos carbonos C-1, C-5 e C-7 do anel biciclo do tipo
[3.3.1]nonano, assim como na substancia 5a, sendo possivel definir a estrutura parcial exibida
na Fig. 109 para as duas substancias em analise, justificando, portando um IDH de 12.
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Figura 107: Correlacbes de H — C observadas no experimento de gHMBC (CDC(3) da mistura contendo as
substancia 6a e 7a.
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Esta proposta foi reforcada pelas correlagdes observadas no experimento de
gCOSY (Fig 110). Verificou-se correlagdo do sinal 6 4,31 (1H; dd; J = 2,7; 10,8 Hz) com os
sinais 6 2,06 (1H; dd; J = 2,7; 15,4 Hz) e 6 2,75 (1H; dd; J = 10,8; 15,4 Hz); de ¢ 1,38 com
2,27 (1H; dd; J =7,0; 14,0 Hz), 6 2,36 (1H; dd; J = 7,0; 14,0 Hz) e 5 2,25, como mostrado na
Fig. 109.

Figura 109: Correlagdes de gCOSY (== ) e gHMBC (— ) que permitiram determinar a férmula estrutural
parcial das substancias 6a e 7a.

F1 Chemical Shift (ppm)

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 110: Correlacbes de H — H observadas no experimento de gCOSY (CDC(3) da mistura
contendo as substéncias 6a e 7a.

A presenca de dois tripletos em 6 1,04 (3H, J=7,5Hz) e 6 0,82 (3H, J = 7,5 Hz)

indicou que ambas as substancias apresentavam uma metila ligada a um carbono metilénico
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do tipo sp®. O experimento de gHMBC mostrou correlacdo do sinal & 1,04 (3H; t; J = 7,5 Hz)
com & 96,5 (C) e 28,2 (CH,), enquanto que o sinal & 0,82 (3H; t; J = 7,5 Hz) mostrou
correlagdo com 6 97,0 (C) e 30,2(CH,). Além disso, foi observada ainda correlacdo do sinal &
1,38 (3H; s) com 196,7 (C), 96,5 (C) e 28,2 e do sinal 5 1,47 (3H; s) com 6 197,0 (C), 97,0 e
30,2 (Fig. 111).

As correlagOes supracitadas permitiram propor a mesma estrutura plana para as
substancias 6a e 7a. Entretanto, a diferenca observada nos deslocamentos quimicos dos sinais
atribuidos as metilas (6 1,38, 1,47, 0,82 e 1,04), bem como aos respectivos carbonos e, em
especial os carbonos metilénicos (8 28,2 e 30,2), permitiram inferir que eles estdo localizados
em ambientes magneticamente distintos.

Assim, foi proposto que as substdncias 6a e 7a sdo, provavelmente,
estereoisdmeras, apresentando uma relacdo epimera no carbono C-10. O experimento de
NOESY da mistura ndo foi conclusivo quanto a esteroquimica relativa de 6a e 7a devido a
sobreposicao dos sinais. Todavia, como descrito por Piccinelli e colaboradores (2005), o valor
do deslocamento quimico de C-7 igual a 48,8 ppm sugere que o anel B adota a conformacéo
em bote e que a prenila em C-7 assume a orientagdo pseudo axial.

Esse dados permitiram inferir que a provavel estrutura das substancias 6a e 7a € a
exibida na Fig. 111 — ambas inéditas, visto ser este o primeiro relato da obtencdo das mesmas,

sendo denominadas de &cidos lathrophytdicos E e F.

Figura 111: Correlagdes de H — C observadas no experimento de gHMBC que permitiram chegar as formulas
estruturais dos ésters derivados dos acidos lathrophytdicos E e F, isolados de K. lathrophyton.
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Tabela 6: Dados de RMN de *H e *C [*H (500 MHz), *C (125 MHz), CDC(;3], DEPT 135, gHMQC,
gHMBC, das substancias 6a e 7a.

NO

substancia 6a

substancia 7a

3'H 5 *C/DEPT 3'H 5 ®C/IDEPT
HMBC (*H - *C) HMBC (*H - *C)
(mult., Jem Hz) 135 (mult., Jem Hz) 135
1 73,1 (C) 73,1 (C)
2 189,5 (C) 189,7 (C)
3 117,1(C) 117,9 (C)
4 197,8 (C) 198,1 (C)
5 54,8(C) 54,8(C)
2,27 (dd; 7,0; 14,0) 2,27 (dd; 7,0; 14,0)
6 39,6 (CH,) 4,9 39,9 (CHy) 4,9
2,36 (dd; 7,0; 14,0) 2,36 (dd; 7,0; 14,0)
7 1,38* 48,8 (CH) 1,38* 48,9 (CH)
8 49,4 (C) 49,4 (C)
9 206,6 (C) 206,7 (C)
10 96,5 (C) 97,0(C)
11 1,91-1,77; (m) 28,2 (CH,) 12 1,91-1,77; (m) 30,2 (CH,) 12
12 1,04; (t; 7,5) 7,6 (CHs) 10, 11 0,82; (t; 7,5) 7,1 (CHy) 10, 11
13 1,38; (s) 20,3 (CHs) 10,11, 14 1,47; (s) 20,4 (CHs) 10,11, 14
14 196,7 (C) 197,0 (C)
15 2,67 - 2,55 (m) 30,1 (CHy) 4,9,16, 17 2,67 2,55 (m) 30,0 (CHy) 4,9,16, 17
16 5,16 — 5,05; (m) 124,0 (CH) 18, 19 5,16 — 5,05; (m) 124,0 (CH) 18, 19
17 135,2 (C) 135,4 (C)
18 1,71; (s) 25,9 (CHs) 16, 17,19 1,69; (s) 25,9 (CH,) 16, 17, 19
19 1,71; s() 18,1 (CHJ) 16, 17,18 1,71; s() 18,2 (CHs) 16,17, 18
20 2,25 (dd; 6,5; 13,5) 30,3 (CHy) 7, 2,25(dd; 6,5;13,5) 30,2 (CHy) 7,
21 4,90 - 4,80; (m) 118,5 (CH) 23,24 4,90 - 4,80; (m) 118,2 (CH) 23,24
22 132,6 (C) 132,5 (C)
23 1,59; s() 25,7 (CH3) 21,22, 24 1,59; s() 25,7 (CHs) 21,22,24
24 1,44; (s) 17,9 (CHs) 21,22,23 1,43; (s) 18,0 (CH,) 21,22,23
25 1,13s 26,1 (CH3) 1,7,8,26 1,13s 26,4 (CH,) 1,7,8,26
26 0,54; s 23,5 (CHs) 1,7,8,25 0,57;s 23,6 (CH,) 1,7,8,25
27 4,31 (dd; 2,7;10,8) 42,4 (CH) 1,30, 31 4,31 (dd; 2,7; 10,8) 42,4 (CH) 1,30,31
2,06 (dd; 2,7; 15,4) 2,06 (dd; 2,7; 15,4)
28 40,2 (CH,) 27,29 40,4 (CHy) 27,29
2,75 (dd; 10,8; 15,4) 2,75 (dd; 10,8; 15,4)
29 171,8 (C) 171,9 (C)
30 140,6 (C) 140,6 (C)
31,35 132,6 (CH) 132,6 (CH)
32,34 127,0 (CH) 127,0 (CH)
33 127,8 (CH) 127,8 (CH)
OCH; 3,45; (s) 51,4 (CHs) 29 3,45; (s) 51,4 (CHs) 29

*multiplicidade ndo observada
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4.2 Derivados poliprenilados do floroglucinol isolados de Kielmeyera cuspidata

4.2.1 Determinacéo estrutural das substéncias 8a e 9a

As substancias 8a e 9a foram isoladas do extrato hexanico de K. cuspidata, apos

reagdo de metilacdo, na forma de um 6leo amarelo, viscoso, opticamente ativas {[a]%° -18 (c

1,3, MeOH)} e {[0]?°-79 (c 1,0, MeOH)}, respectivamente e a determinagéo estrutural de

ambas foi feita com base nos experimentos de 1V, RMN 'H e *C, DEPT 135,
gHMBC, gCOSY, e HR-ESI-TOF.

gHSQC,

Os espectros de massas de alta resolugdo das substancias 8a e 9a (Figuras 112 e

113), obtido através da técnica de ionizacdo por electrospray (modo positivo), exibiram pico
relativo & presenca de molécula cationizada em 553,3885 [M + H]" e 553,3890 [M + H]"
respectivamente (ambas calculadas para CszsHs30s: 553,3888). Assim foi deduzida, para

ambas as substancias, a férmula molecular C3sHs,0s, tendo IDH igual a dez, cada uma.

Intens.
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553.3885

554.3909

555.3893

+MS, 1.39min #83
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24
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Y T r ™ T T T T - T T
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552.5 " 5530 554.5 5550

Figura 112: Espectro de massa de alta resolucdo [ESI (+)] da substéncia 8a.
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Figura 113: Espectro de massa de alta resolucdo [ESI (+)] da substancia 9a.
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As substdncias 8a e 9a apresentaram, além da mesma foérmula molecular,
espectros de RMN *H e *3C bastantes similares, o que permitiu inferir que ambas apresentam
uma relacdo isomérica. Além disso, foram observadas algumas semelhancas entre os dados de
RMN 'H e °C delas com a do éster derivado do &cido lathrophytéico D isolada de K.
lathrophyton.

O espectro de RMN *3C (Fig. 115 e 116) das substancias 8a e 9a exibiram sinais
correspondentes a 35 atomos de carbonos sendo possivel identificar, por comparacdo com 0s
espectros de DEPT 135, dez carbonos metilicos, oito metilénicos, seis metinicos e 11
carbonos ndo hidrogenados.

Assim como no éster derivado do &cido lathrophytbico D (substancia 5a), o
espectro de RMN *H das substancias 8a e 9a (Fig. 117 e 118) exibiram um dupleto em & 7,22
(I1H, J = 0,9 Hz) e 6 7,17 (1H, J = 0,9 Hz), respectivamente, que foi sugestivo de um
hidrogénio com acoplamento a longa distancia de uma olefina trissubstituida de um anel
furanico. Para a substancia 8a, além desse sinal, observou-se dois dupletos caracteristicos de
grupos metilico em 6 1,24 (3H; J = 6,9) e 1,23 (3H; J = 6,9) e um septeto de dupletos em &
3,16 (1H, J = 0,9 e 6,9 Hz) acoplando com os dois grupos metilicos e com o hidrogénio em &
7,22.

Esses dados indicaram a presenca de um grupo isopropil ligado a uma dupla
trissubstituida compativel com um sistema isopropilfurano (Fig. 114) como o descrito para 0
acido lathrophytdico B (DE ALMEIDA et al., 2011). Na substancia 9a, esses sinais foram
observados em & 1,25 (3H; d; J =6,9) e 1,22 (3H; d; J=6,9), 6 3,19 (1H, sept. d; J=09 e
6,9 Hz).

Figura 114: Sistema isopropilfurano.

Igualmente ao observado no espectro da substancia 5a, a presenca dos sinais entre
6 5,35 -5,27 (1H, t/ 7,5 Hz) e 6 4,85 — 4,78 (1H, t/ 7,5 Hz), quatro simpletos (tipicos de
grupos metilicos vinilicos) em & 1,71, 5 1,66, & 1,65 e & 1,50 no espectro de RMN *H (Tab. 6)
da substancia 8a e em ¢ 5,20 - 5,12 (1H, t/ 7,0 Hz), 6 4,75 - 4,68 (1H, t/ 7,0 Hz), 6 1,69 (3H,
s), 6 1,68 (3H, s), 6 1,60 (3H, s), e & 131 (3H, s) no espectro da substancia 9a, caracteristicos
de hidrogénios alilicos, indicaram a presenca de dois grupos prenilicos em cada substancia.
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Figura 115: Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDC{;) da substancia 8a.
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Figura 117: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDC{;) da substancia 8a.
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Figura 118: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDC(;) da substancia 9a.
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Foram destacados ainda no espectro de RMN 'H da substancia 8a, um simpleto
em & 3,62 (3H), atribuido a um grupo metoxilico, um multipleto entre 5 3,00 — 2,94 (1H),
quatro duplos dupletos em & 2,61 (1H; J =59 e 14,2 Hz), 6 2,41 (1H; J =59 e 14,2 Hz), §
1,97 (1H;J=1,8e 14,2 Hz), 6 1,83 (1H; J = 3,2 e 14,2 Hz), e dois simpletos, integrando para
trés hidrogénios cada um, em & 1,19, 1,05 e um tripleto em 6 0,90 (J = 6,4 Hz) caracteristicos
de trés grupos metilicos.

Para a substdncia 9a, também foram observados sinais parecidos com esses
sendo: um simpleto em 6 3,67 (3H), tipico de um grupo metoxilico, um multipleto entre &
3,02 — 2,95 (1H), um dupleto em ¢ 2,61 (2H; J = 7,0 Hz), um simpleto largo em 6 2,38 (2H),
um duplo dupleto em 6 2,10 (1H; J = 7,0 e 14,4 Hz), um dupleto largo 6 1,92 (3H; J = 14,4
Hz), dois simpletos, integrando para trés hidrogénios cada um, em 6 1,29, 1,12, e um tripeto
em ¢ 0,84 (J = 7,0) caracteristicos de trés grupos metilicos.

A presenca de duas prenilas em cada uma das substancias foi reforcada pelas
correlagdes observadas nos experimentos de gHMQC de 8a e 9a (Fig. 120 e 121) juntamente
com os sinais de RMN **C em: § 17,7 (CHs), 17,8 (CHa), 26,0 (2CHs), 27,6 (CHy), 28,9
(CHy), 119,0 (CH), 122,5 (CH), 133,1 (C) e 134,1 (C) no espectro da substancia 8a e & 17,6
(CHg), 18,0 (CHs3), 25,7 (CHg), 25,9 (CHj3), 29,1 (CHy), 30,1 (CHy), 119,0 (CH), 125,1 (CH),
132,1 (C) e 134,5 (C) no espectro da substancia 9a conforme Fig. 119.

17.8 177 18:0 17:6
28:9 2716 301 291
133:8 13210 132,11 134:5
iLL'-L, 2610 "’7_,_177 25,9

1225 119:9 26/0 119:0 1251 25,7

substancia 8a substancia 9a

Figura 119: Dados de RMN *3C dos grupos prenilicos das substancias 8a e 9a.

A presenca de um anel biciclo do tipo [3.3.1]Jnonano na substancia 8a foi
confirmada pela presenca dos sinais de RMN **C em & 61,8 (C-1), 167,1 (C-2), 121,9 (C-3),
190,7 (C-4), 64,3 (C-5), 37,6 (C-6), 47,7 (C-7), 46,3 (C-8) e 208,3 (C-9) e na substancia 9a,
pelos sinais em & 208,1 (C), 193,1 (C), 166,8 (C), 124,3 (C), 72,5 (C), 51,9 (C), 49,2 (CH),
47,5 (C) e 37,2 (CHy).
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Os sinais observados no espectro de RMN *3C da substancia 8a em & 22,3 (CHs),
22,5 (CHg3), 24,4 (CH), 139,2 (CH), 131,6 (C), 167,1 (C) e 121,9 (C) juntamente com as
correlagdes observadas nos espectros de gHMBC (Fig. 123 a 126) do sinal 6 7,22 (1H; d; J =
0,9 Hz) com 6 167,1 (C), 121,9 (C) e 131,6 (C); do sinal & 3,16 (1H, J = 0,9 e 6,9 Hz) com 5
139 (CH), 131,6, 121,9, 22,3 (CH3), 22,4 (CH3); do sinal & 1,24 (3H, d; J = 6,9 Hz) com §
131,6, 24,4 (CH) e 22,4 e do sinal 8 1,23 (3H, d; J = 6,9 Hz) com & 131,6, 24,4 e 22,3
permitiram confirmar a presenca do sistema isopropilfurano na molécula condensado ao anel
biciclo do tipo [3.3.1]nonano (Fig. 122). Sinais e correlagdes semelhantes também foram

observadaa para a substancia 9a conforme Tab. 6.

Figura 122: Correlagdes selecionadas de gHMBC da estrutura parcial da substancia 8a.

O espectro de gHMBC da substancia 8a exibiu correlagcdo dos sinais em 6 2,41
(1H; dd; J=5,9e 14,2 Hz) e 6 2,61 (1H; dd; J =5,9 e 14,2 Hz), com os sinais 6 190,7 (C-4),
208,3 (C-9), 64,3 (C-5) e 37,6 (C-6); dos sinais em 6 1,83 (H,-6) e 1,97 (Hp-6) com os sinais
em & 190,7, 208,3, 64,3, 47,7 (C-7), 46,3 (C-8), 28,9 (C-20) e 27,6 (C-15); do sinal & 1,05
com o 61,8, 47,7, 46,3 e 24,1; do sinal em & 1,19 com & 61,8, 47,7, 46,3 e 24,5. Essas
correlagBes permitiram posicionar as unidades prenilicas em C-5 e C-7 e confirmar a presenca
da estrutura parcial mostrada na Fig. 127.

Correlacbes semelhantes foram encontradas ao analisar o espectro de gHMBC da
substancia 9a (Tab. 6), porém as seguintes diferencas foram observadas: o sinal atribuido a H-
15 (5 2,61), bem como, os sinais de H,-6 (6 1,92) e Hyp-6 (5 2,10) mostraram correlagdo com
o0s sinais & 51,9 (C-5) e 166,8 (C-4), ao contrario da substancia 8a, quando os hidrogénios
correspondentes apresentaram correlagdo com um sinal caracteristico de carbonila «,f5-
insaturada. Além disso, os sinais em & 1,29 (H-25) e 1,12 (H-25) exibiram correlagdo com o
sinal em & 72,5 e 193,1. Desta forma foi possivel definir a estrutura parcial revelada na Figura

127 para a substancia 9a.
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Diferentemente da substancia 5a, pode-se verificar que as substancias 8a e 9a nao
apresentaram anel aromatico, devido a auséncia de sinais correspondentes a hidrogénios de
sistema aromatico, sugerindo entdo a presenca de outro grupo condensado a C-1.

O espectro de gHMBC da substancia 8a exibiu correlacdo do sinal atribuido a
metoxila em & 3,62 (s) com o sinal & 173,6 [atribuido a carboxila de éster: absorcao forte em
1750 cm™ no espectro no IV (vide Figuras 128 e 129)], relativo ao estiramento da ligagdo
C=0) e do sinal entre 6 3,00 — 2,94 (1H; m) com os sinais 6 173,6 (C), 39,2 (CH,), 33,8
(CHy), 28,1 (CHy). Esse conjunto de informagdes, juntamente com a presenca de um sinal em
& 14,1 (CHj3), caracteristico de carbono metilico primério e de dois carbono metilénicos em o

32,4 e 22,6, observados no espectro de RMN *C, permitiram deduzir a presenca do grupo

octanoato de metila substituido na posicdao 3 como apresentado na Fig. 130.
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Figura 128: Espectro no infravermelho (filme com CDC{3) da substéncia 8a.
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Figura 130: Correlagcbes de gHMBC do grupo octanoato de metila.

O grupo octanoato de metila, descrito anteriormente foi conectado ao carbono C-1
(6 61,8) devido as correlagdes do sinal entre 6 3,00 — 2,94 (1H; m) com C-1 (5 61,8), C-2 (6
167,1) e C-9 (6 208,3). Assim foi possivel determinar a estrutura da substancia 8a como
sendo a exposta na Fig. 131, denominado de &cido kielmeyeroico A. Comparando-se 0s dados
obtidos para a substancia 8a e observando-se as correlacdes obtidas do espectro de gHMBC
da substancia 9a (vide Tab. 7), foi possivel determinar a estrutura desta substancia
denominada de &cido kielmeyerdico B.

Os deslocamentos quimicos de C-7 em 8a e 9a apareceram no espectro de RMN
3C em 47,7 e 49,2 ppm, respectivamente e, segundo Ciochina e Grossman (2006), esse é 0
valor esperado quando o substituinte nesse carbono assume a posi¢do pseudo axial. Assim, a
provavel estereoquimica desses compostos é a mostrada na Fig. 131.

Figura 131: Formula estrutural das substancias 8a e 9a, isoladas de K.cuspidata.

Esses derivados poliprenilados do floroglucinol sdo inéditos, visto ser este o primeiro

relato da sua obtencao.
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Tabela 7: Dados de RMN de *H e *C [*H (500 MHz), *C (125 MHz), CDC(;3], DEPT 135, gHMQC,
gHMBC, das substéncia 8a e 9a.

substancia 8a

substancia 9a

Ne 3H 3 BC/DEPT 3 H 5 PC/DEPT
HMBC (*H - *C) HMBC (*H - %C)
(mult., Jem Hz) 135 (mult., Jem Hz) 135
1 61,8 (C) 72,5 (C)
2 167,1 (C) 193,1 (C)
3 121,9 (C) 124,3 (C)
4 190,7 (C) 166,8 (C)
5 64,3 (C) 51,9 (C)
1,83 (dd; 3,5; 14,0) 1,92 (d; 14,4)
6 376 (CHy)  4,5,7,8,9,15,20 37,2(CHy) 4,5,7,8,9,15,20
1,97 (dd; 12,5; 14,0) 2,10 (dd; 14,4; 7,0)
7 1,28** 47,7 (CH) 1,34%* 49,2 (CH) 1,58
8 46,3 (C) 47,5 (C)
9 208,3 (C) 208,1 (C)
10 7,22; (d; 0,9) 139,2 (CH) 2,3,11 7,17; (d; 0,9) 139,4 (CH) 2,3,4,11
1 131,6 (C) 131,9 (C)
12 3,16; (sept d; 6,9;0,9) 24,4 (CH) 3,10, 11,13, 14 3,19; (sept d; 6,9;0,9) 24,6 (CH)  3,10,11,12,14
13 1,23; (d; 6,9) 22,5 (CHs) 11,12, 14, 1,25; (d; 6,9) 22,0 (CH3) 11,12, 14,
14 1,24; (d; 6,9) 22,3 (CHa) 11,12, 14 1,22; (d; 6,9) 22,5 (CH3) 11,12, 14
2,41 (dd; 14,0; 6,0)
15 27,6 (CHy) 4,5,9,16,17 2,61; (d; 7,0) 30,1 (CHy) 4,5,9,16,17
2,61 (dd; 14,0; 6,0)
16 5,31; (tl; 7,5) 119,9 (CH) 18,19 5,16; (tl; 7,0) 119,0 (CH) 18,19
17 134,1 (C) 134,4 (C)
18 1,71;s 26,0 (CHs) 16,17, 19 1,69%; s 25,9 (CH3) 16, 17,19
19 1,65;s 17,7 (CHs) 16,17, 18 1,68*;s 17,6 (CH3) 16,17, 18
20 Lo7 28,9 (CH,) 1,92 (d; 14,5) 29,1 (CH,) 7,8
1,92%*
21 4,82; (tl; 7,5) 122,5 (CH) 20, 23, 24 4,71; (tl; 7,0) 125,1 (CH) 20, 23, 24
22 133,1 (C) 132,1 (C)
23 1,66; s 26,0 (CHs) 21,22, 24 1,60%; s 25,7 (CH3) 21,22,24
24 1,50; 17,8 (CH3) 21,22,23 1,31;s 17,6 (CH3) 21,22,23
25 1,19s 24,1 (CHs) 1,7,8,26 1,12s 28,2 (CH3) 1,7,8,26
26 1,05; s 21,5 (CHs) 1,7,8,25 1,29;'s 23,9 (CHs) 1,7,8,25
1,2,9,28; 29, 30, 1,2, 28; 29, 30,
27 2,97, m 37,9 (CH) 2,98;m 36,5 (CH)
31 31
28 1,68* 39,9 (CHy) 2,38 38,9 (CHy)
29 173,6 (C) 174,3 (C)
30 1,66** 33,8 (CHy) 34,4 (CHy)
31 1,34%* 28,1 (CHy) 1,28** 28,1 (CHy)
32 1,33** 32,4 (CHy) 32,2 (CHy)
33 1,31%* 22,6 (CH,) 22,5 (CHy)
34 0,90; (t; 6,4) 14,1 (CH3) 0,84; (t; 6,4) 14,0 (CH3)
OCHs 3,62 51,6 (CHs) 3,67 51,5 (CHs)

*sinais podem estar trocados

**multiplicidade ndo observada
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4.2.2 Determinacao estrutural da substancia 10a

A substancia 10a foi isolada do extrato hexanico do caule de K. cuspidata, apos
reacdo de metilagdo, na forma de um 6leo amarelo viscoso, opticamente ativa {[a]?° - 171 (c
1,0, CHC(3)} e a sua determinacdo estrutural foi feita com base nos experimentos de 1V,
RMN *H e **C, DEPT 135, gHMQC, gHMBC, gCOSY e HR-ESI-TOF.

Os espectros de RMN *C totalmente desacoplados (Figura 132) e DEPT 135
(Tab. 8) indicaram a presenca de onze carbonos metilicos, oito carbonos metilénicos, cinco
carbonos metinicos, dos quais dois do tipo sp? e onze carbonos ndo-hidrogenados, sendo trés
deles referentes a carbonos carbonilicos e um carbono carboxilico, totalizando 35 carbonos e

cinquenta e quatro hidrogénios.

208.3
207.8
195.0

—176.7

—173.4

—134.4

1334

1225

—121.0

“119.6
77.2
77.0

Voor.
&

s

T T T T T T I T T e
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 132: Espectro de RMN **C (125 MHz, CDC{;) da substancia 10a.

O espectro de massas de alta resolugdo dessa substancia [ESI (+)]] (Figura 133),
exibiu pico relativo & presenca de molécula cationizada em 593,3691 [M + Na]* . Assim, foi

deduzida a formula molecular como sendo (C3sHs406), apresentando IDH igual a nove.



Resultados e Discussao 136

6000000
3 5933691
5000000
4000000
3000000
é N 609.3426
2000000
é 627.3686
10000003 4452876 503.3296
4813510 531.3788 571.3881 | 628(3723
3 51.2711 541.2761
1302 ez R ) ,L,:,I.rl.ISS?;?%?O, Dot L " alls J SAEE s enqns
425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675

Figura 133: Espectro de massa de alta resolucdo [ESI (+)] da substancia 10a.

O espectro de RMN *H (Figura 134) exibiu dois simpletos largos em & 5,26 (1H)
e 4,83 (1H), atribuidos a dois hidrogénios olefinicos, quatro simpletos (tipicos de grupos
metilicos vinilicos) em 6 1,68, 1,67, 1,62 e 1,54. Esses dados, em conjunto com as correlacdes
observada no experimento de gHMQC (Fig. 135) e com o0s sinais observados no espectro de
RMN *3C (Tab. 7) em: 6 17,7 (CHs), 17,9 (CHs), 26,0 (2CH3), 27,7 (CH,), 29,1 (CH,), 119,6
(CH), 122,5 (CH), 133,4 (C) e 134,4 (C) indicaram a presenca de dois grupos prenilicos na

substancia.

7.270
5.259
4.828
—3.745
—3.629

0.
[ (]
R RN R R R R R R R R R R R A R R R R R R R R R R R R N R R A A A R R R R R AR RN RRRN

,
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 134: Espectro de RMN *3C (500 MHz, CDC{;) da substancia 10a.
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1,10 (3H), 1,19 (3H, J

respectivamente.

Foram observados ainda, dois simpletos em & 3,75 (3H) e 3,63 (3H), atribuidos a
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Figura 135: Correlagdes de H — C observadas no experimento de gHMQC (CDC(5) da substancia 10a.

dois grupos metoxilicos, dois multipletos entre & 3,05 — 2,96 (1H) e 6 2,90 — 2,97 (1H), dois
duplos dupletos em & 2,48 (1H; J = 8,5 e 14,0 Hz), 6 2,35 (1H; J = 6,0 e 14,0 Hz), um tripleto
largo 6 2,18 (1H, J = 12,5 Hz), um multipleto entre 6 2,06 — 1,91 (4H), um dupleto largo em &
1,84 (1H; J = 12,5 Hz), além de dois simpletos, dois dupletos e um tripleto em: 6 1,23 (3H),
6,7 Hz), 1,18 (3H, J = 6,7 Hz), 0,89 (3H, J = 6,7 Hz),

F1 Chemical Shift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)
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O experimento de gHMBC (Fig. 136 e 137) mostrou correlagdes do sinal ¢ 1,10
(s, 3H) com os sinais: 6 21,9 (CHs) 47,3 (C), 47,8 (CH) e 65,3 (C); do sinal ¢ 1,23 (s, 3H)
com & 23,9, 47,3, 47,8 e 65,3; dos sinais 6 2,18 (1H,J =12,5Hz), e 6 1,84 (1H; J = 12,5 Hz),
com & 195,0 (atribuido a carbono carbonilico de cetona a,f-insaturado: absor¢édo em 1662 cm’
! no espectro no 1V, relativo ao estiramento da ligacdo C=0 — Fig. 138); dos sinais & 2,48
(1H; J=85¢e 14,0 Hz) e 6 2,35 (1H; J = 6,0 e 14,0 Hz), com & 63,6 (C), 38,3 (CHy), 195,0 e
207,8 (atribuido a carbono carbonilico de cetona ndo conjugada); do sinal atribuido a um
grupo metoxilico, & 3,75, com & 176,7 e do sinal & 1,22 com 29,1 (CHy).
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Figura 136: Correlagdes de H — C observadas no experimento de gHMBC (CDC{;) da substancia 10a.
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Figura 137: Correlacdes de H — C observadas no experimento de gHMBC (CDCt3) da substancia 10a.
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Figura 138: Espectro no infravermelho (filme com CHC(3) da mistura da substancia 10a.
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Aqueles dados juntamente com o sinal 6 121,0 (C) observado no espectro de
RMN ** C e a comparacdo com os dados dos &cidos kielmeyerdicos A e B, permitiram
deduzir a presenca de um anel biciclo do tipo [3.3.1]nonano, substituido com duas metilas

geminais em C-8 e duas prenilas ligadas aos carbonos C-5 e C-7, conforme Fig. 139.

Figura 139: Correlacbes de gHMBC e férmula estrutural parcial da substancia 10a

O espectro de gHMBC exibiu ainda, correlacdo do sinal atribuido a metoxila (6
3,62), com o sinal & 173,4 (atribuido a carbono carboxilico de éster: absorcdo em 1732 cm™
no espectro no 1V, relativo ao estiramento da ligagdo C=0); do sinal entre 6 2,06 — 1,91 com 6
173,4, 34,9,(CHy), 39,2 (CH) e 65,3 (C-1); do sinal entre 6 2,97 — 2,90 (1H, m) com o0s sinais
6173,4 e 176,7 (C-2); de 6 0,89 (3H, J =6,7) com & 32,7 (CH,), e 22,9 (CH,). Esse conjunto
de informagdes, juntamente com a presenca de um sinal em ¢ 14,1, caracteristico de carbono
metilico primario e de um carbono metilénico em & 29,2, observados no espectro de RMN
B3¢, permitiram deduzir a presenca do grupo octanoato e liga-lo ao carbono C-1, conforme
Fig. 140.

Figura 140: Correlagdes de gHMBC e estrutura parcial da substancia 10a.

Assim, dos 35 4tomos de carbonos deduzidos a partir dos espectros de RMN *3C

totalmente desacoplados, DEPT 135 e espectrometria de massas, 30 ja foram atribuidos e
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justificado um IDH igual a oito, restando apenas fazer a atribuicdo de quatro atomos de
carbonos sendo eles: um carbono de cetona (6 208,3), um carbono metinico (6 42,3) e dois
carbonos metilicos (6 18,7 e & 18,1). Desta forma, o substituinte da posi¢cdo 3 do anel
biciclo[3.3.1]nonano foi definido a partir destes dados.

O experimeto de gHMBC mostrou correlagédo do sinal entre 6 3,05 — 2,96 (1H, m)
com & 208,3, 18,7 e 18,1; de 6 1,19 (3H, d; J = 6,7) com 6 208,3, 42,3, € 18,7 e de 6 1,18 (3H,
d; J=6,7) com 6 208,3, 42,3, e 18,1. Esse conjunto de dados permitiram definir o substituinte
da posicdo 3 do anel biciclo[3.3.1]Jnonano como sendo o grupo 2-metil-1-propanona e definir
10a (Fig. 141) como sendo a estrutura da substancia em analise, denominada de &cido

kielmeyerdico C, sendo este o primeiro relato de seu isolamento.

10a R=CHj

Figura 141: Estrutura do acido kielmeyeroico C.
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Tabela 8: Dados de RMN de *H e *C [*H (500 MHz), **C (125 MHz), CDC{s],

DEPT 135, gHMQC, gHMBC, da substancia 10a.

% 1H 13 1 13
Ne° (mult.: J em Hz ) 5 *“C/DEPT 135 HMBC ("H - ~C)
1 65,3 (C)
2 176,7 (C)
3 121,0 (C)
4 195,0 (C)
5 63,6 (C)
1,84 (d¢; 12,5)
6 218 (t: 12.5) 38,3 (CH,) 4
7 1,22* 47,8 (CH) 19
8 47,3 (C)
9 207,8 (C)
10 208,3 (C)
11 3,05-2,96; (m) 42,3 (CH) 10; 12; 13
12 1,19; (d; 6,7) 18,1 (CHs) 10; 11; 13
13 1,18; (d; 6,7) 18,7 (CHs) 10; 11; 12
2,35 (dd; 6,0; 14,0) o
14 2.48 (dd: 8.5 14.0) 27,7 (CH,) 4:5;6;9
15 5,26; st 119,6 (CH)
16 134,4 (C)
17 1,68; s 26,0 (CH,) 16; 18
18 1,62;s 17,7 (CHy) 16; 17
19 2,01* 29,1 (CH,)
20 4,83; st 122,5 (CH) 22;23
21 133,4 (C)
22 1,67;s 26,0 (CH,) 21;23
23 1,54;s 17,9 (CHy) 21; 22
24 1,10; s 23,9 (CH,) 1;7;8;25
25 1,23;s 21,9 (CH,) 1;7;8;24
26 2,97 - 2,90; (m) 39,2 (CH) 2;28
27 1,99** 39,8 (CH,) 1; 26; 28; 29
28 173,4 (C)
29 34,9 (CH,)
30 29,2 (CH,)
31 32,7 (CH,)
32 22,9 (CH,)
33 0,89; (t; 6,7) 14,1 (CHy)
2-OCHg3 3,75 60,9 (CH,) 2
28-OCH3 3,63 51,6 (CHa) 28

*multiplicidade ndo observada
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4.2.3 Determinacdo estrutural da substancia 11a

A substancia 1la foi obtida do extrato hexanico do caule de K. cuspidata
contendo uma pequena impureza, apos reacdo de metilacdo, na forma de um 6leo amarelo,
Vviscoso, opticamente ativo {[oc]ZD0 — 126 (c 1,0, CHC(3)} e a determinag&o estrutural foi feita
com base nos experimentos de RMN *H e *C, DEPT 135, gCOSY, gHMQC, gHMBC e HR-
ESI-TOF.

O espectro de massas de alta resolucdo dessa substancia (Figura 142), obtido
através da técnica de ionizacdo por electrospray (modo positivo), exibiu pico relativo a
presenca de molécula cationizada em 607,3819 [M + Na]".

40000
E 607.3819
3000000
2000000
623.3558
3 4873517 531.3786
1000000 443.3270 | 579.3543
E 547.3519 641.3683
4172519 4532627 4T3 503.3265 517,353 - 6553048 679.4228
s o '||H fipdyes II ) INRRY rikaRd W) S
425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675

m/z

Figura 142: Espectro de massa de alta resolucdo [ESI (+)] da substancia 11a.

O espectro de infravermelho mostrou bandas em 1729, 1666 cm™ caracteristico de
carbonila de éster e de cetona conjugada, respectivamente (Fig. 143).

8

1165.06—

1130.33—

284573
1437 3——
1927 08—

1300 08—,

1200 43"

2052.18~_
1230 32—

2027 40—

\Hl\HI‘HI\‘\I\\‘I\Hl\H\l\HI‘HH‘\H\‘HH‘I\H'H
1 21}_09—2

&

L L B L I I L L LA O
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 300 800 700 601
KeM-17-40 1fcm

Figura 143: Espectro de infravermelho (filme CHC(3) da substancia 11a.
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Os espectros de RMN **C totalmente desacoplado (Figura 144) e DEPT 135 (Tab.
9) indicaram a presenca de doze carbonos metilicos, oito carbonos metilénicos, quatro
carbonos metinicos, dos quais, dois do tipo sp? e doze carbonos ndo-hidrogenados, sendo
dois deles referentes a carbonos carbonilicos e um carbono carboxilico. Assim, foi deduzida a

férmula molecular como sendo CzsHs6Os, apresentando IDH igual a nove.
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Figura 144: Espectro de RMN **C (125 MHz, CDC{;) da substancia 11a.

O espectro de RMN *H (Figura 145) exibiu um conjunto de sinais muito parecido
com o do &cido kiemeyroico C. Foram observados dois tripletos largos em 6 5,33 (1H; J =7,5
Hz) e 6 4,85 (1H; J = 5,5 Hz), atribuidos a dois hidrogénios olefinicos, que em conjunto com
quatro simpletos, atribuidos a quatro grupos metilicos vinilicos, em & 1,70, 1,68, 1,63 e 1,54,
bem como os sinais observados no espectro de RMN **C (Tab. 9) em: & 17,7 (CH3), 17,9
(CHj3), 26,0 (CHs), 26,1 (CH3), 28,0 (CH,), 28,9 (CH,), 120,0 (CH), 122,4 (CH), 133,3 (C) e
133,9 (C), atribuidos a partir do experimento de gHMQC (Fig. 146 e 147), indicaram a
presenca de dois grupos prenilicos na substancia.
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Figura 145: Espectro de RMN **C (500 MHz, CDC{;) da substancia 11a.
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Figura 146: Correlagdes de H — C observadas no experimento de gHMQC (CDC(;) da substéncia 11a.
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A substancia 1la apresentou, na regido entre 6 4,00 — 3,00, alguns sinais que
evidenciaram a presenga de um contaminante, principalmente pela presenca de 3 sinais
caracteristicos de trés metoxilas em & 3,99 (s), 3,64 (s) e 3,55 (s), provavelmente de um
isbmero de 11a. Excluindo se esses sinais, pode-se verificar um simpleto a mais que o &cido
Kiemeyrdico C, sendo observados trés simpletos — cada um deles integrando para trés
hidrogénios em: 6 3,96, 3,63 e 3,29 e foram atribuidos a trés grupos metoxilicos. Na regido
entre 6 3,00 — 1,78 (como pode ser visto na Fig. 148), destacaram-se um multipleto entre &
2,85 — 2,95 (1H), seis duplos dupletos em 6 2,52 (1H; J =8,3 e 14,6 Hz), 6 2,37 (1H; J=6,3 e
14,6 Hz), 8 2,21 (1H; J=5,4¢e 13,7 Hz), 5 2,00 (1H; J=4,0e 14,0 Hz),6 1,95 (1H; J=75¢
14,0 Hz) e § 1,82 (1H; J = 2,9 e 13,7 Hz). Além desses sinais, o espectro de RMN H
apresentou quatro simpletos em 6 1,76 (3H), 1,55 (3H), 1,21 (3H), 1,10 (3H) e um tripleto em
30,89 (3H, J=6,5).
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Chemical Shift (ppm)

Figura 148: Ampliacdo da regio entre & 3,00 — 1,78 do espectro de RMN *H (500 MHz, CDC{s) da substancia
11a.

O experimento de gHMBC (Fig. 150 — 152) mostrou correlagdes do sinal ¢ 1,10
(3H, s) com os sinais 6 65,1 (C), 47,8 (CH), 47,2 (C) e 21,3 (CH3); do sinal 6 1,21 (3H, s)
com & 23,6 (CH3), 65,1, 47,8 e 47,2. Do sinal 6 1,82 (1H; J = 2,9 e 13,7 Hz) com & 208,8
(atribuido a uma carbonila ndo conjugada); de 6 2,21 (1H; J = 5,4 e 13,7 Hz) com & 194,7
(atribuido a uma carbonila a,f-insaturada), 6 63,6 (C), 47,8 (CH) e 47,2 (C). Também foi
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observada correlagdo do sinal atribuido a um grupo metoxilico (& 3,96) com & 176,2 —
atribuido a um carbono de ligacdo dupla ligado a oxigénio. Esse conjunto de dados
juntamente com a presenca de um sinal em & 114,5 no espectro de RMN *C e a comparagéo
com os dados do &cido kiemeyroico C, permitiram deduzir a presenca de um anel biciclo do
tipo [3.3.1] e chegar a estrutura parcial mostrada na Fig. 150.

Figura 149: Correlacdes de gHMBC e estrutura parcial da substancia 11a.
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Figura 150: Correlacdes de H — C observadas no experimento de gHMBC (CDCt53) da substancia
11la.
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Figura 152: Correlagdes de H — C observadas no experimento de gHMBC (CDCt3) da substancia 11a.

O experimento de gCOSY (Fig. 153), mostrou correlagcdo do sinal entre § 2,85 —
2,95 (1H, m) com os sinais 6 2,00 (1H; J = 4,0 e 14,0), 6 1,95 (1H; J =7,5 e 14,0) e com um
conjunto se sinais entre 8 1,35 — 1,25, caracteristico de hidrogénios metilénicos. Observou-se

também correlacdo destes sinais com o tripleto em & 0,89 (3H, J = 6,5) — Fig. 154.

F1 Chemical Shift (ppm)
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F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 153: Correlagdes de H — H observadas no experimento de gCOSY (CDC{3) da substancia 11a.
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Foram observadas correlagbes de gHMBC do sinal entre & 2,85 — 2,95 (1H, m)
com o sinal atribuido a carboxila de éster em & 173,7 e com os sinais de carbonos metilénicos:
6 40,0, 35,1 e 29,1; dos sinais 6 2,00 (1H; J=4,0e 14,006 1,95 (1H; J=7,5¢ 14,0) com &
173,7, 39,3 (CH) e 35,1; de 6 0,89 (3H, J = 6,5) com & 32,5 e 22,5 (CHy), além de uma
correlacdo do sinal 6 3,63 com 173,7. Assim, foi possivel deduzir a presenca de um grupo

octanoato de metila conforme Fig. 154.

C H3O 39:3 14 0

00 32:5
51:6

Figura 154: Correlacdes de gCOSY (™=) e gHMBC (—) e dados de RMN **C (ppm) do grupo

octanoato de metila.

O sinal entre 6 2,85 — 2,95 também mostrou correlagdo com os sinais & 65,1 e
176,2. Essas correlacbes permitiram posicionar 0 grupo octanoato de metila no carbono C-1
(6 65,1). Também foi observada correlagdo de & 2,22 (Hy,-6) com & 28, 9 (atribuido ao
carbono metilénico do grupo prenilico) e dos sinais 6 2,52 (1H; J = 8,3 e 14,6 Hz) e 6 2,37
(1H; J = 6,3 e 14,6 Hz) — atribuidos aos hidrogénios metilénico de um dos grupos prenilicos —
com os sinais das carbonila & 208,8 e 194,7. Essas correlagdes permitiram posicionar 0S

grupos prenilicos nos carbonos C-5 e C-7 e deduzir a estrutura parcial da Fig 155.

Figura 155: Correlagdes de gHMBC e formula estrutural parcial da substancia 11a.

O substituinte da posicdo 3 do anel biciclo foi determinado a partir das
correlacdes observadas no experimento de gHMBC. Este exibiu correlagdes do sinal atribuido

a uma metoxila em & 3,29 com um sinal de carbono olefinico ndo hidrogenado em 6 140,4; do
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sinal 6 1,55 (CH3) com os sinais 6 140,4, 121,1 e 17,1; do sinal 6 1,76 (CH3) com os sinais 6
140,4, 121,1 e 19,9. Também foram observadas correla¢fes a quatro e cinco ligac6es (Jcn n >
3) dos sinais referentes a hidrogénios metilicos (6 1,55 e 1,76) com os sinais & 176,2, 114,5 e
194,7, conforme mostrado na Fig. 156.

Araya-Maturama e colaboradores (2005) relatam que esses tipos de correlag6es
ndo padronizadas podem aparecer no espectro de HMBC padrdo ou modificado certos
parametros ao realizar este experimento e que elas geralmente sdo descartadas devido a
grande quantidade de informacédo estrutural que pode ser obtido com um maior numero de
correlacdo de longo alcance.

As correlagdes supracitadas permitiram determinar o substituinte da posi¢édo 3 do
anel biciclo[3.3.1]nonano como sendo o0 grupo 1-metoxi-2-metilprop-1-enil e definir 11a (Fig.
156) como sendo a estrutura da substancia em analise, denominada de acido kielmeyerdico D,

sendo este o primeiro relato de seu isolamento.

17

11 R=H
11a R=CH;

Figura 156: Formula estrutural do éster metilico derivado do &cido kielmeyerdico D.



Resultados e Discussao 153

Tabela 9: Dados de RMN de *H e **C [*H (500 MHz), **C (125 MHz), CDC{;],
gHMQC, gHMBC, da substancia 11a.

8 H 13 1, 13

Ne° (mult., J em Hz ) 6 °C/DEPT 135 HMBC ((H-"C)

1 65,1 (C)

2 176,2 (C)

3 114,5 (C)

4 194,7 (C)

5 63,6 (C)

1,82 (dd; 2,9; 13,7)

6 221 (dd: 5.4 13.7) 37,9 (CH,) 4,5,7,9,19

7 1,23* 47,8 (CH)

8 47,2 (C)

9 208,8 (C)

10 140,4 (C)

11 121,1 (C)

12 1,55 (s) 19,9 (CH,) 2,3,4,10,11, 13

13 1,76 (s) 17,1 (CH5) 2,3,4,10,11, 12

2,37 (dd; 6,3; 14,6)

14 252 (dd: 8,3: 14,6) 28,0 (CHy) 4,9, 15,16

15 5,33 tl 120,0 (CH)

16 133,9 (C)

17 1,70 (s) 26,1 (CH,) 15, 18, 18

18 1,63 (s) 17,7 (CHy) 15, 16, 17

*

19 igg* 28,9 (CH,)

20 4,85 122,4 (CH) 22,23

21 133,3 (C)

22 1,68 (s) 26,0 (CHs) 20, 21, 23

23 1,54 (s) 17,9 (CH5) 20, 21, 22

24 1,10 (s) 23,6 (CHg) 1,7,8,25

25 1,21 (s) 21,3 (CH,) 1,7,8,24

26 2,93-2,85 (m) 39,4 (CH) 1,2,27,28,29,30

1,95 (dd; 7,5; 14,0)
27 2,00 (dd-4.0: 14.0) 40,0 (CH,) 1,26, 28,29
28 173,7 (C)
1,95*

29 1.30% 35,0 (CH,)

30 29,1 (CH,)

31 1,29* 32,5 (CH,)

32 22,6 (CH,)

33 0,89 (t; 6,5) 14,1 (CHy) 31,32
28-OCHj 3,63 (s) 51,6 (CHs) 28
2-OCH; 3,96 (s) 57,4 (CH,) 2
10-OCHj 3,29 (s) 56,2 (CH) 10

*multiplicidade ndo observada
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4.2.4 Determinacdo estrutural da substancia 12a

A fracdo KcM-17-15 foi obtida do extrato hexanico do caule de K. cuspidata,
ap6s reacdo de metilacdo, na forma de um 6leo amarelo viscoso. Os espectros de RMN *H e
BBC, indicaram que essa fracdo era constituida por uma mistura de pelo menos trés
componentes com estruturas muito semelhantes.

O componente majoritario foi denominado substancia 12a e sua estrutura pode ser
determinada ap6s cuidadosa anélise dos dados obtidos dos experimentos de IV, RMN 'H e
3C, DEPT 135, gHMQC, gHMBC e HR-ESI-TOF. Para a determinagdo estrutural foram
selecionados os sinais de maior intensidade nos espectros de RMN *H e **C.

Os espectros de RMN *3C totalmente desacoplados (Figura 157) e DEPT 135
(Tab. 10) indicaram a presenca de dez carbonos metilicos, nove carbonos metilénicos, sendo
um deles do tipo sp?, quatro carbonos metinicos, dos quais, do tipo sp® e doze carbonos nio-
hidrogenados, sendo dois deles referentes a carbonos carbonilicos e um carbono carboxilico e

outros cinco do tipo sp?, totalizando 35 carbonos e cinquenta e dois hidrogénios.
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Figura 157: Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDC(;) da fracio KcM-17-15.
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O espectro de massas de alta resolucdo da mistura (Figura 158), obtido através da
técnica de ionizacdo por electrospray (modo positivo), exibiu pico relativo & presenca de
molécula cationizada em 575,3613 [M + Na]® (calculado para CazsHs;OsNa: 575,3712).
Assim, foi deduzida a formula molecular como sendo (C3sHs,0s), apresentando IDH igual a

dez.

2000000+
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591.3436

1 553.3788
1000000

507.3160 607.3348
531.3791

487.3478

6233430 639.3772
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Figura 158: Espectro de massa de alta resolucdo [ESI (+)] da fragdo KcM-17-15.

No espectro de RMN 'H (Fig. 159) foram selecionados quatro sinais
caracteristicos de hidrogénios olefinicos, sendo dois simpletos em 6 5,78 e 4,71 e dois
tripletos largos em 6 5,02 e 4,95, cada um integrando para um hidrogénio. Os dois simpletos,
juntamente com a presenca de um carbono metilénico do tipo sp? em & 101,3, observado no
espectro de RMN *3C, sugeriram a presenca de uma ligacdo dupla terminal. J& os dois
tripletos largos, juntamente com a presenca de outros quatro simpletos — tipicos de grupos
metilicos vinilicos — em & 1,66, 1,64, 1,64 e 1,51, indicaram a presenca de duas duplas
olefinicas trissubstituidas.

Observou-se também um simpleto em & 3,67 (3H), atribuido a um grupo
metoxilico, um multipleto entre & 2,98 — 2,92 (1H) e um conjunto de sinais entre 6 2,55 — 1,95
integrando para oito hidrogénios. Destes, foi possivel identificar dois duplos dupletos em &
2,41 (1H; J=85¢e 14,5 Hz) e 5 2,05 (1H; J = 2,0 e 14,0 Hz) e um dupleto em & 2,11 (1H; J =
6,5 Hz). Os demais sinais foram relatados com multipletos, pois, devido a sobreposicdo dos
sinais ndo foi possivel determinar a multiplicidade dos mesmos, sendo eles: & 2,51 — 2,44,
2,37 -2,30e 2,27 — 2,21, conforme ampliacdo exibida na Fig. 160.
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Figura 159: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDC(;) da fracdo KcM-17-15.
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Foram observados ainda quatro simpletos em 6 1,48, 6 1,38, 6 1,29 e 6 1,10 e um
tripleto em 6 0,86 (J = 6,5 Hz), cada um desses sinais integrando para trés hidrogénios, o que
indicou a presenca de mais cinco metilas na molécula, além de um multipleto entre 6 1,42 —
1,38 (1H).

A comparacao dos dados de RMN *H e **C com os dos 4cidos kielmeyeroico A e
B, bem como as correlagbes observadas no experimento de gHMQC (Fig 161 — 162) e
gHMBC (Fig 163 — 165) e sumarizadas na Tab. 10, permitiram identificar a presenca do
grupo octanoato de metila e de dois grupos prenilicos na estrutura da substancia 12a. O
primeiro grupo foi identificado pela presenca do sinal em & 174,3, que foi atribuido a uma
carboxila de éster (absorcao forte em 1739 cm™ no espectro no 1V, relativo ao estiramento da
ligacdo C=0O - Fig.166), de cinco carbonos metilénicos em & 39,2, 34,4, 32,2, 6 28,1, e 22,6,

um carbono metinico em 6 36,5 e uma metila em 6 14,1.
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Figura 161: CorrelagGes de H — C observadas no experimento de gHMQC (CDCXt3) da fracdo KcM-
17-15.
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Figura 162: Correlacbes de H — C observadas no experimento de gHMQC (CDCX{;) da fracdo KcM-
17-15.
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Figura 166: Espectro no infravermelho (filme com CHCU(;) da fracdo KcM-17-15.

Os grupos prenilicos foram confirmados pela presenca dos sinais de RMN *3C
referentes a quatro carbonos metilicos em: 6 17,9, 18,0, 25,7 e 25,9; dois carbonos metilénicos
em & 29,7 e 30,3; dois carbonos metinicos hibridizados sp?> em & 119,0 e 1252 e dois

carbonos ndo hidrogenados também hibridizados sp? em & 134,2 e 131,8, conforme Fig. 167.

Figura 167: Dados de RMN **C (ppm) e correlacdes observadas no experimento de gHMBC que
permitiram identificar a presenca de dois grupos prenilicos e o grupo octanoato de metila substituido
na posicdo 3.

A presenca de dois sinais de carbonos carbonilicos de cetona ndo-conjugado e
conjugado em 6 208,6 e 192,1, respectivamente, juntamente com os sinais de um carbono
metinico (6 49,5), um carbono metilénico (6 39,0), cinco carbonos ndo hidrogenados, sendo
trés do tipo sp*: & 71,7 (C-1), 52,7 (C-5) e 48,0 (C-8) e dois do tipo sp®: 5 118,1 (C-3) e 179,8
— ligado a oxigénio — C-4, indicaram a presenca de um anel biciclo do tipo [3.3.1]nonano,
substituido com duas metilas geminais em C-8 na substancia 12a (Fig. 168), semelhante ao

descrito para os acidos kielmeyeroico A e B.
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Foram observadas correlagfes no experimento de gHMBC do multipleto entre 6
2,98 — 2,92, atribuido ao hidrogénio metinico do grupo octanoato de metila com os sinais &
208,6, 192,1 e 71,7; do multipleto entre 6 2,55 — 1,95 e do sinal 6 2,41 (1H; J = 8,5 e 14,5),
atribuidos aos hidrogénios metilénicos de uma das prenilas com ¢ 208,6, 179,8 e 52,7; do
multipleto entre 6 2,27 — 2,21, atribuido aos hidrogénios metilénicos da outra prenila, com &
49,5. Essas correlagdes permitiram posicionar as duas unidades prenilicas nos carbonos C-5 e
C-7 e o grupo octanoato de metila ao carbono C-1 do anel biciclo conforme Fig. 168.

Figura 168: Correlacbes de gHMBC que permitiram posicionar o grupo octanoato de metila e as unidades
prenilicas nos carbonos C-1, C-5 e C-7, respectivamente, do anel biciclo.

Os sinais atribuidos aos hidrogénios olefinicos em & 5,78 e 4,71 mostraram
correlagBes no experimento de gHMBC com dois carbonos ndo hidrogenados do tipo sp?: &
118,1 (C-3) e 148,4 e com um carbono quaternario em 6 94,5. Além disso, foram observadas
correlagdes do sinal 6 1,48 (CH3) com & 148.4, 94,5 e 28,6 e do sinal ¢ 1,38 (CH3) com & 148,
4,945 e 27,2. Essas correlacdes permitiram definir 12a (Fig. 169) como sendo a estrutura da
substancia em analise, denominada de acido kielmeyerdico E, sendo este o primeiro relato de

seu isolamento.

12 R=H
12a R=CHjs

Figura 169: FArmula estrutural do éster metilico derivado do acido kielmeyeroico E.
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Tabela 10: Dados de RMN de *H e **C [*H (500 MHz), **C (125 MHz), CDC{3],
gHMQC, gHMBC, da substancia 12a.

6 1H 13 1 13

Ne mult. 3 em H2) 5 “C/DEPT 135 HMBC (*H - C)

1 717 (C)

2 192, 1(C)

3 118,1 (C)

4 179.8 (C)

5 52,7 (C)

2,05 (dd: 2,0: 14,0)

6 V11 (& 6.5 39,0 (CHy) 4,5,9

7 1,42-1,38 (m) 495 (CH) 21

8 48,0 (C)

9 208,6 (C)

10 1484 (C)

11 g;g 8 101,3 (CH,) 3,10, 12

12 94,5 (C)

13 1,48 (s) 27,2 (CHs) 10, 12, 14

14 1,38 (s) 28,6 (CHs) 10,12, 13

15 2'421;‘;‘_23’:”(;‘)"5) 29,7 (CH) 4,5,9, 16, 17

16 5,02 (tl) 119,0 (CH) 18, 19

17 134,2 (C)

18 1,64* (5) 25,9 (CHs) 16, 17, 19

19 1,66* (s) 18,0 (CHs) 16, 17, 18

20 2,27-2,21 (m) 297 (CHy) 7,

21 4,95 tl 125,2 (CH) 7,20, 22,23, 24

22 131,8 (C)

23 1,64* () 257 (CHs) 21,22, 24

24 1,51* (s) 17,9 (CH,) 21,22, 23

25 1,29; (s) 23,8 (CHs) 1,7,8, 26

26 1,10 (s) 273 (CHs) 1,7,8, 25

27 2,98-2,92 (m) 36,5 (CH) 1,2, 28,29 30, 31

28 2,37-2,30 (m) 39,2 (CHy)

29 1743 (C)

30 34,4 (CHy)

31 28,1 (CHy)

32 32,2 (CHy)

33 22,6 (CHy)

34 0,86 (t; 6,5) 14,1 (CH,) 32,33
OCH, 3,67 (5) 51,1 (CHs) 29

*0s sinais podem estar trocados

**multiplicidade ndo observada
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4.3 Outras substancias isoladas de Kielmeyera lathrophyton

4.3.1 Acido lathrophytoico C

(13)

RMN *H (CDCls, 500 MHz): § 2,06 (2H; d; 3,5 Hz; H-6), § 1,28 (1H; m; H-7), §
3,63 (1H; d; 17,0 Hz; H,-10), 3 3,26 (1H; d; 17,0 Hz; Hy-10), 3 2,44 (1H; d; 7,1 Hz; H,-12), §
2,40 (1H; d; 6,8 Hz; Hp-12), 8 2,20 (1H; m; H-13), 6 0,95 (3H; d; 6,6 Hz; H-14), 5 0,96 (3H;
d; 6,6 Hz; H-15), & 1,99 (2H; m; H-16), § 4,86 (1H; m; H-17), § 1,64 (3H; s; H-19), § 1,50
(3H: s; H-20), & 2,55 (2H; m; H-21), § 5,11 (1H; m; H-22), 8 1,71 (3H; 5; H-24), & 1,68 (3H;
s; H-25), & 0,54 (3H; s; H-26), & 1,08 (3H; s; H-27), & 4,29 (1H; dd; 2,5 e 11,0 Hz; H-28), §
2,60 (1H; m; Hx-29), & 2,26 (1H; m; Hy-29), 5 7,68 (2H; sl; H-32 e H-36), § 7,23 (2H; m; H-33
e H-35), 8 7,17 (1H; m; H-34), § 3,86 (3H; s; 4-OCHs), & 3,44 (3H; s; 30-OCH3). Dados de
acordo com De Almeida (2008).

RMN *3C (CDCls, 125 MHz): & 71,0 (C-1), & 197,8 (C-2), 5 122,6 (C-3), & 174,3
(C-4), & 56,2 (C-5), & 36,6 (C-6), 5 48,3 (C-7), & 48,3 (C-8), 5 208,5 (C-9), & 36,7 (C-10), &
207,2 (C-11), & 51,7 (C-12), & 24,5 (C-13), & 22,5 (C-14), & 22,6 (C-15), & 29,2 (C-16), &
124,9 (C-17), & 132,2 (C-18), & 25,8 (C-19), & 17,9 (C-20), & 31,6 (C-21), & 120,2 (C-22), &
133,4 (C-23), 5 25,9 (C-24), & 18,0 (C-25), § 23,6 (C-26), 5 26,3 (C-27), & 42,3 (C-28), § 40,2
(C-29), 6 172,3 (C-30), 5 141,5 (C-31), 5 132,2 (C-32, C-36), & 127,7 (C-33, C-35), 5 126,7
(C-34), 6 62,1 (4-OCH3), 6 51,3 (30-OCHg3). Dados de acordo com De Almeida (2008).
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4.3.2 4-fenilcumarinas

(14)

RMN *H (CDCls, 300 MHz): 6 0,91 (3H; t; 7,5 Hz; H-4"), 6 1,17 (3H; d; 6,5 Hz;
H-5"), 6 1,40 (1H; m; H,-3"), 6 1,57 (3H; s; H-7"), 8 1,58 (3H; s; H-8"), 6 1,84 (1H; m; Hp-3"),
6 3,72 (1H; m; H-2"), 6 5,99 (1H; s; H-3), 6 5,64 (1H; d; 10,0 Hz; H-5"), 6 6,91 (1H; d; 10,0
Hz; H-4"), 6 7,31 (1H; m; fenila), 6 7,40 (4H; m; fenila), 6 14,64 (1H; s; 5-OH). Dados de
acordo com Cruz et al. (2001).

(15)

RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 0,96 (3H; s; H-7"), 8 0,97 (3H; s; H-8"), 5 1,03
(3H; t; 7,3 Hz; H-4"), 6 1,29 (3H; d; 6,6 Hz; H-5"), 6 1,50 (1H; m; Ha-3"), 6 1,95 (1H; m; Hy-
3"), 6 3,97 (1H; m; H-2"), 3 6,00 (1H; s; H-3), & 5,40 (1H; d; 10,2 Hz; H-5", & 6,64 (1H; d;
10,2 Hz; H-4%), 8 7,29 (1H; m; fenila), 6 7,40 (4H; m; fenila), 6 14,64 (1H; s; 7-OH).
RMN *3C (CDCls, 75 MHz): & 159,0 (C-2), § 112,1 (C-3), & 157,0 (C-4), & 102,4 (C-4a), &
164,1 (C-5), 6 106,1 (C-6), 6 156,4 (C-7), 6 103,9 (C-8), 6 156,3 (C-8a), 6 115,3 (C-4), 5
126,3 (C-5", 6 79,2 (C-6"), 6 27,6 (C-7' e C-8), 6 210,7 (C-1"), 5 47,1 (C-2"), 6 27,4 (C-3"), &
11,7 (C-4"), 5 16,8 (C-5"), 6 140,0 (C-1"), & 127,0 (C-2" e C-6"), 6 127,5 (C-3" e C-5"), &
128,1 (C-4"). Dados de acordo com Cruz et al. (2001).
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4.3.3 4-alquilcumarina

(16)

RMN *H (CDCls, 300 MHz): § 0,99 (3H; t; 7,2 Hz; H-4" e H-4"), § 1,25 (3H:; d;
6,5 Hz; H-5" e H-1"), 6 1,40 (2H; m; H-3"), 6 1,53 (3H; s; H-7"), 6 1,54 (3H; s; H-8"), 6 1,69
(1H; m; H-3"), & 3,90 (1H; m; H-2"), 3,89 (1H; m; H-2"), & 3,90 (1H; m; H-2"), & 6,14 (1H;
s; H-3), § 5,59 (1H; d; 10,0 Hz; H-5'), & 6,75 (1H; d; 10,0 Hz; H-4'), § 14,39 (1H; s; 5-OH).
RMN C (CDCls, 75 MHz): § 159,7 (C-2), & 107,5 (C-3), & 164,2 (C-4), § 102,8 (C-4a), &
156,5 (C-5), & 106,3 (C-6), & 162,9 (C-7), & 104,2 (C-8), & 157,0 (C-8a), 5 116,1 (C-4), &
126,4 (C-5, 5 79,6 (C-6"), & 28,1 (C-7'), & 28,2 (C-8"), & 20,0 (C-1"), & 37,5 (C-2"), & 29,5
(C-3"), 6 11,8 (C-4""). Dados de acordo com Verotta et al. (2004).

4.3.4 o-tocotrienol

17)

RMN 3C (CDCls, 75 MHz): § 75,3 (C-2), & 24,0 (C-2a), 5 31,3 (C-3), § 22,4 (C-
4), 5 121,2 (C-4a), § 112,6 (C-5), 8 147,7 (C-6), 5 115,6 (C-7), & 127,3 (C-8), 8 145,9 (C-8a),
§ 15,8 (C-8b), 8 39,7 (C-1"), & 22,1 (C-2'), & 124,2 (C-3"), & 134,9 (C-4"), 5 16,0 (C-4a"), & 39,7
(C-3"), & 26,7 (C-6"), & 124,1 (C-7"), & 135,1 (C-8"), & 16,00 (C-8a'), & 39,7 (C-9"), & 26,6 (C-
10", 6 124,4 (C-11"), 6 131,2 (C-12"), 6 17,7 (C-12a"), 8 25,7 (C-12b"). Dados de acordo com
Ohnmacht et al. (2008).
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4.3.5 Friedelina

RMN *3C (CDCls, 75 MHz): & 22,2 (C-1), & 41,5 (C-2), 6 213,2 (C-3), & 58,2 (C-
4), 8 42,1 (C-5), 5 41,2 (C-6), 8 18,2 (C-7), & 53,0 (C-8), & 37,4 (C-9), & 59,4 (C-10), & 35,6
(C-11), 8 30,5 (C-12), 6 39,6 (C-13), 5 38,2 (C-14), & 32,4 (C-15), & 36,0 (C-16), & 30,5 (C-
17), & 42,7 (C-18), & 35,3 (C-19), & 28,1 (C-20), 5 32,7 (C-21), & 39,2 (C-22), & 6,8 (C-23), &
14,6 (C-24), & 17,9 (C-25), & 20,2 (C-26), & 18,6 (C-27), & 32,1 (C-28), & 35,0 (C-29), &
(31,8C-30). De Almeida (2008).

4.3.6 Canofilal

(19)

RMN *3C (CDCls, 75 MHz): & 22,2 (C-1), & 41,4 (C-2), 6 213,0 (C-3), & 58,1 (C-
4), 8 41,9 (C-5), 5 41,0 (C-6), & 18,0 (C-7), & 52,8 (C-8), & 37,1 (C-9), & 59,2 (C-10), & 35,4
(C-11), 8 30,6 (C-12), & 38,7 (C-13), & 37,6 (C-14), & 32,3 (C-15), & 34,9 (C-16), & 47,4 (C-
17), 8 36,4 (C-18), & 32,3 (C-19), & 28,3 (C-20), 5 32,3 (C-21), & 28,0 (C-22), & 6,8 (C-23), &
14,6 (C-24), 5 17,1 (C-25), § 20,0 (C-26), 5 18,7 (C-27), § 209,0 (C-28), & 34,5 (C-29), § 29,4
(C-30). Dados de acordo com Li et al. (2010) e Yang et al. (2006)
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4.3.7 p-sitosterol (20) e estigmasterol (21)

Essas substancias foram identificadas em mistura conforme descrito por Borges
(2006), principalmente pela presenca dos sinais:
6 140,7 e 8 121,7, atribuidos aos carbonos olefinicos C-5 e C-6 do f-sitosterol;
8 140,7, 6 121,7, 6 138,3 e 6 129,2, atribuidos aos carbonos olefinicos C-5, C-6, C-21 e
C-22 do estigmasterol;

d 71,8, atribuidos aos carbonos carbindlicos (C-3) do f-sitosterol e estigmasterol.
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5. PROPOSTA DE BIOSSINTESE DAS LATHROPHYTONAS E DOS ACIDOS
LATHROPHYTOICOS E KIELMEYEROICOS

Os compostos isolados de K. lathrophyton chamados de lathrophytonas (1 — 4)
apresentaram esqueleto carbdnico semelhante aos encontrados nos neoflavondides,
substancias muito encontradas no género Kielmeyera (CRUZ et al., 2001, 2002;
GRAMACHO et al., 1999), enquanto que os acidos lathrophytoicos e kielmeyeroicos (5 — 12)
exibiram um esqueleto biciclo[3.3.1]Jnonano altamente substituido, amplamente encontrado
em benzofenonas e acilfloroglucinois poliprenilados isolados de espécies das familias
Calophyllaceae e Clusiaceae.

Essas classes de substancias apresentam uma relacdo biogenética muito proxima
entre si, pois sdo formadas a partir do acoplamento de trés unidades de malonil-CoA (porcéo
floroglucinol) com o &cido cindmico nos neoflavonodides (KUNESCH e POLONS, 1967),
com benzoil-CoA, no caso das benzofenonas ou com isobutiril-CoA, em acilfloroglucindis
(KLINGAUF et al., 2005).

Por comparacdo com a biossintese dos neoflavondides(KUNESCH e POLONS,
1967) e da hiperforina (ADAM et al., 2002) ¢é razoavel propor a rota do acetato para a geracdo
da porcéo floroglucinol dos compostos 1 a 12.

o 0 HN O
3 N
SCoA
3malonikCoA OH

fenilalanina

200, PAL
NH;
0
0 OH
0 0O O
\ / 7 on
OH

HO 0 OH
OH I . f
4cido cis-oct-2-en6ico 4cido cinarrico
4cido 3florogluciniloctandico 7—— SCoA f OH
co, co, &cido 3-fenil-3-floroglucinilpropanico

Figura 170: Proposta de biossintese dos precursores das lathrophytonas e dos &cidos lathrophytdicos e
kielmeyerdicos.
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Nas lathrophytonas, além de uma reacdo de alquilacdo também ocorre uma
lactonizagdo, enquanto que na biogénese dos &cidos lathrofitdicos ndo ocorre a lactonizacéo e
0 residuo do é&cido cinamico é conservado. Tanto as lathrophytonas quanto os &acidos
lathrophytoicos parecem ter um precursor comum — o acido 3-fenil-3-floroglucinilpropandico.
Ja nos acidos kielmeyeroicos, a condensacdo da porcdo floroglucinol parece ocorrer com o

acido oct-2-endico, gerando como precursor o &cido 3-florogluciniloctandico.

5.1. Lathrophytonas

Analogamente aos neoflavonoides, as lathrophytonas tém sua biogénese a partir
do acido 3-fenil-3-floroglucinilpropandico. Apos a lactonizag¢do, ocorrem sucessivas reacoes
de alquilacdo através da introducdo de grupos prenilicos provenientes de unidades de
pirofosfato de 3,3-dimetilalil pirofosfato (DMAPP) para formar o intermediario 2' (Fig. 171).

A ocorréncia de aneis ciclobutanicos em estruturas de compostos naturais € rara e,
sua biossintese ndo foi ainda elucidada. A estratégia para a construcao de aneis ciclobutanicos
por sintese orgéanica, pode ser feita atraves de reacdo fotoquimica de ciclo adicdo do tipo
[2+2] intra ou intermolecular envolvendo duas ligagdes duplas (ADACHI et al., 2009),
entretanto, a literatura ndo aborda esse tipo de reacéo na biossintese de produtos naturais.

Assim, propbe-se que o anel ciclobutanico encontrado na estrutura das
lathrophytonas pode ser formado a partir do grupo lavandulil, atavés de uma reacdo de
ciclizacdo intramolecular, via adi¢do eletrofilica do intermediario 3', como delineado na Fig.
171. Varias espécies de Clusia (género pertencente a familia Clusiaceae e que tem relagdes
filogenéticas proximas ao género Kielmeyera) apresentam compostos contendo o grupo
lavandulil (LOKVAM et al, 2000; CRUZ e TEIXEIRA, 2005). Assim, é possivel imaginar
que este grupo esteja envolvido na formacdo das lathrophytonas.

Apobs ciclizacdo que conduz a formacdo do anel ciclobutanico, a etapa seguinte
parece envolver uma condensacdo de um derivado da leucina com 5’, formando 6°. O passo
seguinte parece envolver a reducdo da carbonila e hidroxilagdo da parte derivada da leucina,
gerando 7'. Um rearranjo do tipo pinacol seguida de uma ciclizagdo intramolecular e uma
desidratacdo conduz a formacdo do anel furano e, consequentemente da lathrophytona B. O
seu isbmero A, é formado a partir do tautbmero de 8' e segue 0s mesmos passos exibido na
Fig. 171.
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Figura 171: Proposta de biossintese das lathrophytonas B.
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5.2. Acidos lathrophytoicos

O caminho biogenético proposto para os &cidos lathrophytdicos a seguir tem
como precursor o acido 3-fenil-3-floroglucinilpropandico, resultante da condensacdo de trés
unidades de malonil-CoA com o &cido cindmico. Por analogia com a biossintese da
hiperforina (ADAM et al., 2002), propde-se que o acido 3-fenil-3-floroglucinilpropandico
sofre sucessivas reacdes de alquilacdo atraveés da introducdo de grupos prenilicos,
provenientes de trés unidades de pirofosfato de 3,3-dimetilalil (DMAPP), formando os

tautbmeros 11' e 11'a que apresentam esqueleto do tipo biciclo [3.3.1]nonano (Figura 172).

acido 3-fenil-3-floroglucinilpropandico

Figura 172: Proposta de biossintese dos endis precursores dos acidos lathrophytoicos D — F.

O é&cido lathrophytéico D tem como precursor o tautdbmero 11'a. Os passos
seguintes assemelham-se a0 mesmo caminho biossintético proposto para a lathrophytona B, a
partir do intermediario 5" e envolve: condensacdo de um derivado da leucina com 11'a,
reducdo da carbonila e hidroxilacdo da parte derivada da leucina, rearranjo do tipo pinacol,
ciclizagdo intramolecular e uma desidratagdo — Fig 173.
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Figura 173: Proposta de biossintese dos acidos lathrophytéicos D — E.
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A formagdo dos acidos lathrophytoicos E e F, como exibido na Figura 173, parece
envolver o acoplamento do intermediario 11'a com a tiglil-CoA, formando o intermediario
17'. Este é protonado gerando o carbocéation 18' que é determinante para a formacdo dos
epimeros E e F. A etapas sequintes envolvem uma ciclizacdo intramolecular via reacdo de

epoxidacédo, conduzindo a formacdo dos acidos lathrophytdicos E e F.

5.3. Acidos kielmeyeroicos

A proposta de biossintese dos acidos kielmeyerdicos assemelha-se a dos acidos
lathrophytoicos, entretanto, a S-condensacdo da porgéo floroglucinol ocorre com o acido oct-
2-enoico, produzindo o acido 3-florogluciniloctandico como foi exibido na Fig. 170. Logo
apo6s a condensacdo, ocorrem trés prenilacdes assemelhando-se ao caminho biossintético
proposto para a biogenese hiperforina (BEERHUES, 2006), formando os tautémeros 21" e
21'a-Fig. 174,

A formacdo dos acidos kielmeyeroicos A, B e E tem como precursores 0s enois
21' e 21'a. Este ultimo enol, leva a formacédo do acido kielmeyerdico A, enquanto que o enol

21" é o precursor dos acidos kielmeyeroicos B e E.

OH

HO

HO OH

acido 3-florogluciniloctandico

Figura 174: Proposta de biossintese dos precursores dos acidos kielmeyerdicos.
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Para explicar a formacao do sistema formado pelo anel isopropilfurano nos acidos
kielmeyerodicos A e B foi proposto o caminho anélogo ao do &cido lathrophytdico B (DE
ALMEIDA et al, 2011). Assim, propde-se uma reacdo de substituicdo nucleofilica entre o
enol e um grupo pirofospato de isopentenila, formando uma cadeia lateral preniloxi,
representado pelo intermediario 21'. Nesta etapa, a substituicdo nucleofilica é quem determina
a formacdo dos acidos kielmeyerdicos B e E. Se o ataque do nucleofilo for ao carbono C-1 do
grupo pirofospato de isopentenila, conduz a formacdo do &cidos kielmeyerdicos E e, por outro
lado, se o ataque for em C-3 forma-se o acido kielmeyeroico B, conforme mostra a Fig. 175.

Apbs formacdo da cadeia preniloxi, as etapas seguintes que formam os trés
compostos sdo iguais e envolve: uma reacdo de oxidagdo, seguida de uma ciclizacdo
formando o intermediario (23"). ApGs protonacao e desidratacdo de (23') via mecanismo Sy1
ocorre a formacéo do carbocéation (24"). Este sofre um rearranjo do tipo Wagner-Meerwein —
[1,2], com migracdo de um proton (PACHUAU e LYNGDOH, 2004), formando o
intermediario (25"). Esse rearranjo pode ser favorecido pela formacdo de um carbocétion
alilico. Uma posterior redugdo conduz a formacéo da do acido kielmeirdico A — Fig. 175.

E presumivel que os endis 21' e 21'a também estejam envolvidos na formacéo dos
acidos kielmeyerdicos C e D. Estes sdo gerados pela condensacdo da isobutiril-CoA, derivada
da valina, com 21' e 21'a, estabelecendo-se o equilibrio ceto-endlico mostrado na Fig. 176,
embora a literatura (BEERHUES, 2006) relate que o acilfloroglucinol seja formado primeiro
para depois ocorrer as prenilacfes. Desprezando-se a ordem em que as reacdes ocorrem, €
razoavel aceitar que a biogénese dos acidos kielmeyerodicos C e D também segue a via de um

mecanismo policetidico.
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Figura 175: Proposta de biossintese dos acidos kielmeyerdicos A, B e E.
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Figura 176: Proposta de biossintese dos acidos kielmeyerdicos C e D.
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6. ENSAIO BIOLOGICO

Dentre os compostos testados, destacaram-se 0s resultados obtidos com a
substancia 10a (éster metilico do acido kielmeirdico C) isolado de Kielmeyera cuspidata. As
demais substéncias ndo apresentaram nenhuma inibi¢ao do crescimento dos micro-organismos
testados. Na Tabela 11 é mostrada a concentragdo inibitéria minima das cinco substancias
testadas.

A substancia 10a exibiu moderada atividade contra as cepas das bactérias Gram
positivas de S. aureus e S. mutans, inibindo o crescimento das mesmas nas concentragdes

minimas de 6,3 e 1,6 ug/mL respectivamente.

Tabela 11: Concentracdo inibitoria minima (CIM) de substancias isoladas de K. cuspidata e K.

lathrophyton.

Substancia (CIM, png/mL)

Micro-organismo

3a 8a 9a 10a 1la  C.P.
B. subtilis ATCC 6633 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 0,04
S. aureus ATCC 6638 > 100 > 100 > 100 6,3 >100 0,02
M. luteus ATCC 10240 > 100 > 100 > 100 1,6 >100 0,08
S. typhimurium ATCC 14028 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 0,40
E. coli ATCC 94863 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 0,78
P. aeruginosa > 100 >100 > 100 > 100 >100 0,40
C. albicans ATCC 18804 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 6,30
A. niger ATCC 16404 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 12,50

C. cladosporioides IMI 178517 >100 > 100 > 100 >100 > 100 6,30

*C.P. - Controle Positivo (Benzil penicilina benzatina 20 ng/mL para bactérias Gram positivas, Sulfato de Gentamicina 100

pg/mL para bactérias Gram negativas e Ciclopirox olamina 400 pg/mL para fungos).
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7.  CONCLUSAO

O presente trabalho conduziu ao isolamento de 21 substancias naturais, sendo
cinco do extrato hexanico de Kielmeyera cuspidata e 16 do extrato hexanico de Kielmeyera
lathrophyton. Destas, nove ja tinham sido isoladas em estudos anteriores com esta espécie.
Das 21 substancias isoladas, 12 delas ndo tinham relatos na literatura e, portanto, séo
compostos naturais inéditos.

As cinco substancias isoladas de Kielmeyera cuspidata e trés das isoladas de
Kielmeyera lathrophyton apresentaram esqueleto carbdnico do tipo biciclo[3.3.1]Jnonano-
2,4,9-triona, sendo denominadas de acidos kielmeyerdicos A — E e acidos lathrophytoicos E —
F, respectivamente.

A substancia isolada Kielmeyera cuspidata denominada acido kielmeyerdico D
exibiu moderada atividade contra as de S. aureus e S. mutans, inibindo o crescimento das
mesmas nas concentragdes minimas de 6,3 e 1,6 ng/mL respectivamente.

Destacou-se também o fato de que os &cidos kielmeyerodicos A — E apresentaram
um grupo ligado ao carbono C-1 do anel biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona, que parece ter
origem a partir da condensacdo da malonil-CoA com o &cido oct-2-endico, enquanto que 0s
acidos lathrophytoicos E — F, exibiram um grupo que parece ter sido gerado a partir da
condensacéo da cinamoil-CoA (rota do acido chiquimico) com o floroglucinol.

A ocorréncia de substancias que apresentam anel biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-
triona em Kielmeyera é um fato novo, pois, mesmo com o estudo de cerca de 25 espécies
deste género, sua ocorréncia so havia sido relatada em um estudo recente realizado com o
extrato hexanico de Kielmeyera lathrophyton.

Do extrato hexanico de Kielmeyera lathrophyton foram isolados ainda quatro
compostos que apresentaram esqueleto carbbnico semelhante aos encontrados nos
neoflavondides, mas ao contrario destes, o anel oriundo da rota do acetato (porcédo
floroglucinol — anel A) ndo apresentou aromaticidade e foram chamados de lathrophytonas A
-E.

Para além disso, estes compostos apesentaram também a presenca de um grupo 3-
isopropenil-2,2-dimetilciclobutilmetilénico, fato ndo muito usual em compostos naturais e
somente registrado em trés espécies do género Calophyllum.

A presenca das lathrophytonas traduz uma novidade na biossintese de derivados

do floroglucinol na familia Calophyllaceae a qual o género Kielmeyera esta agora
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subordinado, pois, nesta familia, ¢ comum a presenca de 4-fenil e 4-alquilcumarinas. Nestes
compostos, o cardter aromatico do anel A é preservado, enquanto que nas lathrophytonas
relatadas neste trabalho, ocorre a perda do carater aromatico nesse anel.

Todos esses fatos incentivam ainda mais a continuidade dos estudos com as
espécies do género Kielmeyera que ocorrem na Chapada Diamantina e em outras regides do

Brasil.
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