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RESUMO

O presente trabalho descreve o isolamento e a identificagdo estrutural de
metabolitos secundarios do extrato hexanico obtido do caule da espécie de
Kielmeyera coriacea Mart. (Clusiaceae) (pau-santo) - coletada na Chapada
Diamantina, entre os municipios de Mucugé e Joao Correia (fevereiro de 2006) —
bem como a avaliagdo antibacteriana dos extratos hexanico e acetato e, das
substancias isoladas; avaliagdo helminticida do extrato acetato e avaliacdo da
citotoxicidade dos extratos hexanico e acetato. Os caules foram submetidos a
extragbes com hexano e em seguida com acetato de etila. O fracionamento do
extrato hexanico e o isolamento das substancias foram realizados através de
cromatografia em coluna de silica. As identificagbes das substancias foram
realizadas através de meétodos espectrométricos, tais como Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H e de *C (incluindo DEPT 135° e NOEDIF). Os extratos hexanico e
acetato do caule foram avaliados quanto as suas propriedades antibacterianas
contra bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis,
Streptococcus mutans, Micrococcus Iuteus e Gram-negativas Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella choleraesuis, e helminticida contra
Schistosoma mansoni. Do extrato hexanico foram isoladas e identificadas as
seguintes substancias: os neoflavondides ponalideo, isomammeigina e
isomesuagina; uma mistura contendo os neoflavondides mammea A/AB ciclo D
(MAB), mammeigina e mesuagina; as xantonas 6-desidroxiisojacareubina e
nigrolinea F; o triterpeno lupenona e os esterdides p-sitosterol e p-sitostenona.
Apenas os neoflavondides mesuagina e ponalideo ainda ndo tinham sido isolados
no género Kielmeyera e, o neoflavondide isomesuagina ainda n&o havia sido
encontrado como produto natural, tendo sido relatado apenas como produto de
sintese. Os extratos exibiram baixa atividade frente as bactérias Gram positivas e o
extrato acetato exibiu alto efeito helminticida e baixo valor para a EDsy. As
substancias isoladas nao exibiram atividade antibacteriana nas concentracbes
testadas.

Palavras-chave: Kielmeyera coriacea (Clusiaceae), 4-fenilcumarinas,

neoflavonodides.
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ABSTRACT

This paper describes the isolation and structural identification of secondary
metabolites present in hexane extract obtained from Kielmeyera coriacea Mart.
(Clusiaceae) (pau-santo) stem species - collected in Chapada Diamantina, in
between Mucugé and Jodo Correia towns (February 2006) — as well as the
antibacterial evaluation of acetate and hexane extracts and the isolated compounds;
helminthicidal evaluation of acetate extract and cytotoxicity evaluation of hexane and
acetate extracts. The stems underwent extraction with hexane followed by ethyl
acetate. The hexane extract cracking and compounds isolation was achieved by
means of column chromatography using silica as stationary phase. Identification of
compounds was performed by the use of spectrometric methods such as NMR H
and "3C (including DEPT 135° and NOEDIF). The hexane and acetate extracts were
evaluated as to their antibacterial properties against Gram-positive Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus mutans, Micrococcus luteus as well as Gram-
negative Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis and
helminthicidal against Schistosoma mansoni. From hexane extract the following
compounds were isolated and identified: the neoflavonoids ponnalide, isomammeigin
and isomesuagin; a mixture containing mammea A / AB cyclo D (MAB), mammeigin
and mesuagin neoflavonoids; the xanthones 6-desidroxiisojacareubin and nigrolinea
F; lupenone triterpene and the steroids p-sitostenone and B-sitosterol. Mesuagin and
ponnalide neoflavonoids were the only ones which had not been isolated in the
genus Kielmeyera and isomesuagin neoflavonoids had not been found as natural
products yet, which have been reported as a synthesis product, only. The extracts
showed low activity against Gram positive bacteria while acetate extract showed high
helminthicidal activity and low EDsy values. The compounds did not show any
antibacterial activity for evaluation concentrations.

Keywords: Kielmeyera coriacea (Clusiaceae), 4-phenylcoumarins, neoflavonoids.



Introdugdo 1

1 INTRODUGAO

A utilizagado de plantas com propriedades terapéuticas é tdo antiga quanto a
civilizagdo humana e, por um longo tempo, minerais, produtos vegetais e animais
foram as principais fontes de medicamentos. A Revolugdo Industrial e o
desenvolvimento da quimica organica resultaram em um interesse por produtos
sintéticos para o tratamento de varias enfermidades (RATES, 2001).

As plantas medicinais sdo importantes para a investigagao farmacolégica e
desenvolvimento de medicamentos, ndo sé quando os componentes da planta sao
usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas
para a sintese de drogas ou como modelos para os compostos farmacologicamente
ativos. Como a maioria das plantas medicinais ainda precisa ser estudada
cientificamente, os paises tém procurado realizar a identificagdo segura e eficaz de
medicamentos oriundos de plantas (fitoterapicos) para uso em seus sistemas
nacionais de saude, seguindo orientagdes da Organizagdo Mundial de Saude (OMS,
1998). O numero de paises, membros da OMS, que regulamentaram o uso de
fiterapicos aumentou de 52 em 1994 para 64 em 2000 (Figura 1) (OMS, 2002).

Figura 1: Distribuicdo de paises com o uso de fitoterapicos regulamentado no ano de 2000.
Fonte: OMS, 2002.
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Cerca de 25% das drogas prescritas mundialmente vém de plantas, sendo
tais compostos ativos de uso frequente. Das 252 drogas consideradas basicas e
essenciais pela OMS, como por exemplo, analgésicos e antitérmico, 11% sao
exclusivamente de origem vegetal e um numero significativo sdo drogas sintéticas
obtidas de precursores naturais. Exemplos de drogas importantes obtidas de plantas
sdo a digoxina de Digitalis spp., quinina e quinidina de Cinchona spp., vincristrina e
vinblastina de Catharanthus roseus, atropina da Atropa belladona e morfina e a
codeina de Papaver somniferum (RATES, 2001).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do
mundo, uma grande parte da populacdo nos paises em desenvolvimento ainda
depende de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos para os cuidados
primarios (OMS, 1998). Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente do uso
terapéutico de produtos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas
(RATES, 2001), o que leva a um crescimento no mercado mundial de medicamentos
fitoterapicos. Durante as ultimas décadas, o interesse publico em terapias naturais
tem aumentado consideravelmente nos paises industrializados (OMS, 1998).

Nos E.U.A., a venda de ervas aumentou 101% nos principais mercados, entre
1996 e 1998 (Tabela 1). Os produtos mais populares incluem ginseng, Ginkgo
biloba, alho, Equinacea (OMS, 2002). O reconhecimento de seu valor clinico,
farmacéutico e econdmico ainda esta crescendo, embora isso varie muito entre os

paises.

Tabela 1: Analise comparativa da venda de plantas medicinais mais populares nos
E.U.A. entre 1997-1998.

Planta medicinal Vendas em milh6es de US$ % aumento em
1997 1998 vendas

Total de suplementos de 292 587 101
plantas medicinais
Equinacea 33 64 96
(Echinacea spp.)
Alho 66 81 24
(Allium sativum)
(Ginkgo biloba) 52 126 143
Ginseng 76 96 26
(Panax sp.)
Erva de Sao Joao 1 103 102
(Hypericum perforatum)
Outras plantas 64 118 85
medicinais

Fonte: adaptado de OMS, 2002.
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Segundo Newman & Cragg (2007) desde o ano de 1981 até 2006, as fontes
para os novos farmacos foram: 30% sintéticos, 23% derivados de produtos naturais
com alguma modificagao sintética, 14% de origem bioldgica (proteinas ou peptideos
com mais de 45 residuos extraidas de organismos e/ou linhagem de células
produzidas por biotecnologia), 14% sintéticos com o grupo farmacoférico derivado
de um produto natural, 10% sintéticos miméticos de produto natural, 5% produtos
naturais e 4% vacinas. Podemos perceber que um pouco mais que a metade (52%)
dos novos farmacos produzidos nos ultimos 25 anos, tem relagdo com produtos
naturais, seja direta ou indireta.

Segundo a OMS (2010), as doengas parasitarias causadas por helmintos e
protozoarios s&o as principais causas das patologias humanas que ocorrem na
maioria dos paises tropicais. Esses parasitos infectam bilhdes e matam milhées de
pessoas anualmente.

A esquistossomose € uma doenga infecciosa causada por helmintos do
género Schistosoma, e sO6 perde para a malaria em importédncia para a saude
publica. Estima-se que 200 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas, e que
20.000 mortes estdo associadas com as graves consequéncias da infecgao,
incluindo cancer de bexiga ou insuficiéncia renal (Schistosoma haematobium) e
fibrose hepatica e hipertensao portal (S. mansoni) (OMS, 2008).

Estima-se que cerca de 4% da populagéo brasileira apresente esta doenca.
Em estudos epidemiologicos realizados pelo Ministério da Saude foi demonstrado
que a transmissao da esquistossomose ocorre em 19 estados, sendo os mais
endémicos Minas Gerais e Bahia. Os municipios que tém os mais elevados indices
de prevaléncia estao distribuidos por toda a regido costeira do Nordeste e parte no
interior da Bahia, como também no sudeste de Minas Gerais. Para o tratamento s&o
utilizados o praziquantel e a oximniquina, que apesar de uma alta eficacia, estao
associados a freqUentes casos refratarios e efeitos colaterais (FILADELFO, 2009).

Para reverter este quadro, € de extrema necessidade investigar novas
substancias que possam ser usadas como quimioterapicos, com o intuito de reduzir
o custo do tratamento, diminuir a dose (visando reduzir efeitos colaterais), aumentar
a eficacia clinica e evitar o surgimento de novas cepas resistentes. Uma das
estratégias para a busca de novas substancias para o tratamento da

esquistossomose é a pesquisa com produtos naturais.
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A realizagao de estudos fitoquimicos juntamente com ensaios bioldgicos vem
confirmando mais uma vez que os produtos naturais desempenham um papel
importante na descoberta de novos rumos para o desenvolvimento de
medicamentos para o tratamento de doengas humanas.

O Brasil apresenta um grande potencial para a pesquisa de produtos naturais
por possuir a maior floresta equatorial e tropical umida do planeta, o que Ihe confere
uma flora muito rica em numeros e diversidade (PINTO et al.,, 2002). Apesar da
grande biodiversidade existente, é pequeno o numero de relatos de estudos

quimicos das espécies vegetais, havendo ainda muito a ser descoberto.

1.1 A FAMILIA CLUSIACEAE E O GENERO Kielmeyera

A familia botanica Clusiaceae (Guttiferae) comporta cerca de 50 géneros e
mais de 1.000 espécies que ocorrem nas regides tropicais do globo, com excegao
do género Hypericum que é encontrado em regides temperadas. Segundo Barroso
(1978) citado por Cruz (1998a), no Brasil, sdo conhecidos 21 géneros e 183
espécies, com ampla distribuicdo. Essa familia dividi-se em nove tribos pertencentes
a cinco subfamilias, todas com representantes no Brasil: Kielmeyeroideae,
Callophylloideae, Clusioideae, Moronoboideae e Hypericoideae. A subfamilia
Kielmeyeroideae compreende trés géneros e cerca de 40 espécies. Dentre esses
trés géneros, encontra-se o género Kielmeyera que € endémico da América do Sul
(SULTANBAWA, 1980).

Do ponto de vista fitoquimico, as espécies dessa familia sdo reconhecidas
principalmente como fontes de xantonas, que sdo consideradas os marcadores
quimiossistematicos da familia Clusiaceae, além de benzofenonas, terpenos e
esterdides (BENNET, et al., 1989; GOTTLIEB & GABRIEL, 1972; MONACHE, et al.,
1984).

O género Kielmeyera Mart. & Zucc. compreende 47 espécies, ocorrendo
principalmente no Brasil (SADDI, 1982 apud BARROS, 2002). A faixa geografica de
distribuicdo do género compreende as cinco regides naturais. Entretanto, a regiao
Norte e Sul apresentam pouquissimas espécies. Evidéncias geograficas indicam que

o endemismo é muito alto em Kielmeyera, estando as espécies de Kielmeyera



Introducgéo 5

maci¢gamente concentradas no Brasil central. Somente algumas espécies exibem
amplas distribuicées, como a K. coriacea e K. rubriflora (GRAMACHO, 1997).

O género Kielmeyera ocorre principalmente nos cerrados, sendo faciimente
encontrado em Minas Gerais. Contudo, em determinadas areas, quase foram
extintas, devido a exploragdo n&o sustentada, sem que houvesse cultivos ou
estudos sobre sua biologia (ARELLO, 1991 apud RIOS, 2007).

1.2 A ESPECIE Kielmeyera coriacea

A série Coriaceae (Wawra) Saddi distingue-se das demais principalmente
pelas folhas coriaceas e pelo habito arbéreo/arbustivo. Em sua nova circunscri¢éo, a
série apresenta apenas duas espécies, Kielmeyera coriacea, com duas subespécies
e sete variedades, e K. grandiflora, que antes estava incluida na primeira espécie
como variedade. Apesar da recente revisdo, a circunscricido taxondémica das
espécies ainda é muito problematica. K. coriacea é amplamente conhecida como um
dos principais componentes do Cerrado, enquanto K. grandiflora é pouquissimo
conhecida (CADDAH, 2009).

E um arbusto da subfamilia Kielmeyeroideae - Clusiaceae. Ocorrendo no
Planalto Central e Chapada Diamantina. Apresenta altura de 1 a 4 m, com folhas
obovais, coriaceas e espatulares de 20 a 60 cm?. As flores s3o carnosas e possuem
de 6 a 8 cm de didmetro e passam do branco ao rosa a medida que senescem. Os
frutos também sdo carnosos, alongados e asperos, mas, a medida que
amadurecem, tornam-se lenhosos. A época de floragdo da espécie ocorre de
outubro a dezembro, inicio da estacdo chuvosa, frutificando de novembro a
setembro (RIOS, 2007). As sementes ndao possuem mecanismo de dorméncia. Os
representantes da espécie, assim como a maioria das espécies de cerrado,
apresentam suas partes subterraneas muito mais desenvolvidas que as aéreas
(ARELLO, 1991).
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Figura 2: A espécie vegetal Kielmeyera coriacea.

Sua classificagao botanica compreende (WORLDLINGO, 2010):

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Malpighiales
Familia: Clusiaceae
Subfamilia: Kielmeyeroideae
Tribo: Calophylleae

Género: Kielmeyera

Espécie: Kielmeyera coriacea

A espécie em estudo, Kielmeyera coriacea, conhecida como pau-santo, tém
sido usada pela populacdo para o tratamento de diversas doengas, como
esquistossomose, leishmaniose, malaria, infeccdo por bactérias e fungos, entre
outras (ALVES et al., 2000) e, na produgéao de cortica (RIOS, 2007).
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1.3 CHAPADA DIAMANTINA

A Chapada Diamantina ainda ndo €& considerada uma regido totalmente
conhecida pelo Ministério de Meio Ambiente sendo prioritaria para investigacao
cientifica (MMA, 2002). A ecorregidao Chapada Diamantina engloba uma area de
50.610 km, é alongada no sentido N-S. A Chapada Diamantina ocupa uma posigao
central no Estado da Bahia e inclui 58 municipios (Figura 3). Essa regiao é a parte
setentrional da Cadeia do Espinhago, um conjunto de montanhas disjuntas, que se
estende desde o Estado de Minas Gerais, em diregao ao Norte, até alcancgar a calha
do Rio Sao Francisco (MISI & SILVA, 1994; ROCHA et al, 2005).

A Chapada Diamantina tem sido considerada uma regido de extrema
importancia biolégica. Até o presente foram delimitadas apenas nove unidades de
conservacao, representando 8,1% de sua éarea. Destas, somente trés sido de
protecao integral, equivalente a 3,9% do total de sua extensdo. Mesmo estando
regulamentadas, muitas destas areas encontram-se desprotegidas e

constantemente depredadas por agdes antropicas severas (HARLEY et al., 2005).

WVenezuela

Colembia

u.

Figura 3: Mapa da Chapada Diamantina.
Fonte: http:/fazendabonito.com/Mapa%20Chapada%202.GIF
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Em seu prolongamento pelo estado da Bahia, a Chapada constitui um divisor
de aguas entre a bacia do Sao Francisco e os rios que se dirigem diretamente para
0 Oceano Atlantico. Seus limites sado explicados principalmente pelas mudangas de
relevo, altitude e tipo de solo. A Chapada Diamantina apresenta-se, em geral, como
um planalto extenso, com altitude média entre 800 e 1000 metros acima do nivel do
mar, ocorrendo picos isolados com maiores elevagbes a exemplo do Pico do
Barbado, com 2.033 m. O relevo é bastante acidentado, com grandes macigos
residuais, topos rochosos, encostas ingremes, vales estreitos e profundos, grandes
superficies planas de altitude e serras altas, estreitas e alongadas (MMA, 2005).

Na Chapada Diamantina, os diversos tipos de vegetagao estdo associados
com as caracteristicas fisiograficas. A vegetagao inclui cerrados, campos rupestres,
florestas e caatingas com grande diversidade. Em geral, acima de 1.000 m de
altitude, onde existem mais afloramentos rochosos, predominam os campos
rupestres (ligados a quartzitos) e os cerrados, onde o solo € mais arenoso (solo
Argissolo) (MMA, 2005). Deve-se atentar, no entanto, que a vegetagdo atual é
produto da longa histéria das lavras na Chapada Diamantina que remonta ao século
XIX, trabalhando intensivamente a paisagem da regido (MMA, 2005).

Os cerrados da Chapada Diamantina encontram-se geralmente nas encostas
das serras e podem ser chamados cerrados de altitude. Ao contrario dos cerrados
do Brasil Central com consideravel potencial de retengcdo de agua e ricos em
aluminio, a maioria dos cerrados da Chapada Diamantina, ocorre em solos
arenosos, por vezes compostos por areia fina e cascalho e com pouco poder de
retencdo hidrica. Enquanto nas areas mais ao Sul, como Caetité e Rio de Contas os
cerrados variam de arbdéreos a arbustivos, mais para o Norte tornam-se mais
arbustivo-herbaceos (SCARIOT et al., 2005).

Além dos recursos de biodiversidade, a Chapada Diamantina possui recursos
minerais, destacando-se o diamante, cuja atividade garimpeira foi responsavel pelo
surgimento das principais cidades da regido, incluindo trés cidades tombadas como
Patriménio Histérico Nacional (Lengdis, Mucugé e Igatu) (HARLEY et al., 2005).
Destacam-se como ameacgas a biodiversidade da regido a¢gdes do homem como o
uso intenso por atividades agro-pecuarias, por turismo, por lavra de diamantes e
outros minérios, e por extrativismo de espécies ornamentais (sempre-vivas,

orquideas e cactaceas) (MMA, 2005).
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1.4 METABOLITOS SECUNDARIOS DO GENERO Kielmeyera

As espécies do género Kielmeyera sao conhecidas por apresentarem em sua
composi¢cao substédncias como xantonas, 4-alquilcumarinas e neoflavondides
(GRAMACHO et al.,, 1999; CRUZ et al., 1998a,b; CRUZ et al., 2001a), além de
triterpenos (CORTEZ, 1998; GOTTLIEB, 1970; LOPES, 1977; NAGEM, 1988).

Um levantamento bibliografico sobre metabdlitos secundarios de Kielmeyera
revelou o estudo fitoquimico no Brasil de vinte espécies. Sendo oito encontradas na
regido de cerrado, principalmente do Planalto Central, e cinco encontradas em
restingas. Das vinte espécies de Kielmeyera estudadas, a K. rosea (SILVA et. al.,
1968) constituiu a primeira espécie do género onde nao foram encontradas
xantonas. Lembrando que o estudo quimico de K. rosea restringiu-se apenas ao
extrato benzénico dos caules. Das espécies K. pumila, K. latrophyton, K. elata, K.
argentea e K. reticulata foram isolados uma outra classe de metabdlitos secundarios,
conhecidos como neoflavondides. Um sumario com as espécies de Kielmeyera
estudadas no Brasil esta apresentado na Tabela 2 (p.11), juntamente com os tipos
de metabdlitos secundarios isolados e regido de ocorréncia das mesmas.

Muito dos metabolitos secundarios encontrados em plantas desse género
apresentam atividades bioldgicas, tais como: atividade anticancerigena, anti-HIV e
inseticida. Sdo atribuidas as xantonas algumas atividades bioldgicas, dentre elas
podemos citar: inibidor alérgico, acdo broncodilatadora no tratamento da asma,
atividade  tuberculostatica, antidepressiva, antiinflamatéria e antiviral
(SULTANBAWA, 1980; HOSTETTMANN, 2003). O extrato metandlico bruto do caule
de Kielmeyera variabilis Mart pode ser empregado satisfatoriamente como
moluscicida natural (PINHEIRO et al., 2003).

A espécie Kielmeyera coriacea tem sido bastante estudada ao longo dos
anos. O primeiro estudo quimico relatado foi realizado por Pimenta e colaboradores
em 1964. Da espécie K. coriacea ja foram isoladas xantonas, triterpenos, bifenilas
(PIMENTA et. al., 1964; GOTTLIEB et. al., 1966b; CORTEZ et al., 1998; SOUZA,
1999 e 2005), tocotriendis (CORTEZ et al., 1998; SOUZA, 1999 e 2005), esteroides
e derivados de floroglucinol (SOUZA, 2005).

Xantonas e um composto bifenilico isolados de K. coriacea apresentaram
atividade antifungica sobre Cladosporium cucumerinum e Candida albicans

(CORTEZ et al., 1998). A osajaxantona isolada desta espécie exibiu protegdo contra



Introdugéo 10

a infeccao das cercarias do Schistosoma mansoni, quando aplicada na pele de
animais (LOPES et al., 1977). A fracao diclorometanica obtida a partir do caule e o
extrato etandlico das folhas de K. coriacea apresentaram atividade ansiolitica
(ALMEIDA et al., 2007), e a fracdo obtida a partir das folhas apresentou atividade
antiproliferativa in vitro em cultura de células tumorais humanas e atividade
antifungica (FOGLIO et al., 2007; AUDI et al., 2002).
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Tabela 2: Relagao das espécies de Kielmeyera descritas na literatura brasileira, regido de ocorréncia
e tipos de metabdlitos secundarios isolados.

Espécie Regiao de Ocorréncia Metabodlitos Referéncias
secundarios
isolados
K. coriacea Cerrado - MG Xantonas PIMENTA et. al., 1964.
Triterpenos GOTTLIEB et. al.,
Bifenilas 1966b.
CORTEZ et al., 1998.
Campo rupestre (Chapada Xantonas SOUZA, 1999 e 2005.
Diamantina) — BA derivados do
floroglucinol
Triterpenos
Esteréides
Tocotrienol
K. petiolaris Cerrado - MG Xantonas GOTTLIEB et. al.,
1966a.
K. corymbosa Cerrado - MG Xantonas CORREA et. al., 1966.
Bifenilas
K. rosea Cerrado - MG Triterpenos SILVA et al., 1968.
Esteréides

Alcool alifatico

K. rupestris Campo rupestre - ES Xantonas DUARTE et. al.,1968.
Quinonas CORREA et. al., 1970.
Esteroides

K. ferruginea Cerrado - MG Xantonas GOTTLIEB et. al., 1969.

K. excelsa Floresta Atlantica - RJ Xantonas GOTTLIEB & STEFANI,
Esterdides 1970.

K. speciosa Cerrado - MG Xantonas GOTTLIEB et. al., 1970.
Triterpenos

K. candidissima Litoral entre Linhares e Séo Xantonas FERREIRA et. al.,1972.

Mateus (ES) Esteroides

K. rubiflora Cerrado — MG Xantonas GOTTLIEB et. al., 1971.

K. pumila Ouro Preto - MG Xantonas NAGEM & SILVA, 1988.
4-fenilcumarina
Triterpenos
Esterdides

K. elata Restinga (Mata Atlantica) — Ilhéus  Xantonas GRAMACHO, 1997.

—-BA

4-fenilcumarina
Triterpenos

Esterdides

OLIVEIRA et. al.,1999.
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Tabela 2: Relagao das espécies de Kielmeyera descritas na literatura brasileira, regido de
ocorréncia e tipos de metabdlitos secundarios isolados (continuacao).

K. argentea Restinga (Parque metropolitano do 4-fenilcumarina CRUZ et. al., 1998b.
Abaeté) - Salvador (BA) 4-alquilcumarina  SANTOS, 2005.
K. lathrophyton ~ Campo rupestre — Chapada Xantonas SILVA-NETO, 1998;
Diamantina (BA) 4-fenilcumarinas CRUZ et. al., 2001;
4-alquilcumarina ALMEIDA, 2008.
Triterpenos
Esteroides
Tocotrienol

Derivados do

floroglucinol

K. marauensis Restinga (Mata Atlantica) — Ilhéus  Xantonas LUCAS et. al., 1999.
(BA) 4-alquilcumarina
Triterpenos

Esterdides

K. reticulata Restinga (Parque metropolitano do Xantona CRUZ et al., 1998a;
Abaeté) — Salvador (BA) 4-fenilcumarina MOREIRA, 1999.
4-alquilcumarina  CRUZ et al., 2002.
Triterpenos
Esteréides

Tocotrienol

K. albopunctata Reserva florestal de Linhares - ES  4-alquilcumarina  SCIO et al., 2003.
4-fenilcumarina

Triterpenos

K. rugosa Restinga - SE 4-alquilcumarina NOGUEIRA et al., 2009.
4-fenilcumarina

Triterpenos

K. cuspidata Campo rupestre (Chapada Xantona SOBRAL et al., 2009.
Diamantina) — BA Triterpenos
Esteroides

Esterodides

Kielmeyera cf. Reserva Biolégica de Una - BA Triterpenos SOUZA et al., 2002.
neglecta Esteroides PASSOS et al., 2009.
Acido 3,4-

diidroxibenzadico

*adaptado de Souza, 2005.
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1.5 NEOFLAVONOIDES

Neoflavondides representam um grupo de compostos naturais, os quais séo
estrutural e biogeneticamente relacionados aos flavondides e isoflavondides e € um
dos grupos de compostos fendlicos mais amplamente distribuidos no reino vegetal.
Sao metabdlitos secundarios que possuem um esqueleto basico contendo 15
atomos de carbono em um arranjo Cg-C3-Cs. Podem ser descritos como 4-
fenilcumarinas, porque séo estruturalmente semelhantes as cumarinas mas sao
diferentes na sua biogénese (KUNESCH & POLONSKY, 1967; DONNELLY &
BOLAND, 1993).

Um neoflavondide possui o esqueleto cumarinico e um grupo fenilico ligado
ao C-4 (Figura 4). Geralmente as posicoes 5 e 7 dos neoflavonoides sé&o
oxigenadas, sendo que esse padrdo de oxidacao tem origem na biossintese desses
compostos (MANN, 1994).

Figura 4: Esqueleto basico de um neoflavonéide ou 4-fenilcumarina.

Os neoflavondides isolados de algumas espécies da familia Clusiaceae e
também de outras familias, apresentam alguns tipos de substituintes associados ao
esqueleto basico. Os substituintes oxigenados mais frequentemente encontrados
nesses neoflavondides sdo hidroxila e metoxila. E muito comum a presenga de
substituintes como o grupo 2,2-dimetilpireno que pode ser encontrado em posi¢ao

linear ou angular ao anel cumarinico (Figura 5, p.14) (MOREIRA, 1999).
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Pireno-cumarina linear Pireno-cumarina angular Pireno-cumarina angular

Figura 5: Principais tipos estruturais de neoflavondides.

O primeiro neoflavondide isolado de uma fonte natural foi o calofilolideo
(Figura 6). Ele foi isolado em 1951 do extrato das sementes de Calophyllum
inophyllum e sua estrutura foi estabelecida em 1957. Até 2004 foram isolados cerca
de 130 neoflavonodides de 58 espécies vegetais das familias Clusiaceae, Fabaceae,
Rubiaceae, Asteraceae, Thelypteridaceae, Passifloraceae e Rutaceae (GARAZD et
al., 2003; SCIO, 2004).

Figura 6: Estrutura quimica do Calofilolideo.

Os neoflavonéides tornaram-se altamente interessantes para seu isolamento
e sintese devido a sua estrutura unica, amplamente difundida em plantas medicinais
tradicionais, e suas propriedades farmacoldgicas valiosas. Em 1992, foi relatada
uma série de dipiranocumarinas, e o (+)-calanolideo apresentou atividade anti-HIV
(McKEE et al., 1998). Do 6leo das sementes de Mesua ferrea L foram isolados o
mesuol, que é um antibidtico amargo, e a mesuagina, que apresenta atividade
bactericida fraca contra Staphylococcus aureus (CHAKRABORTY & CHATTERJI,
1969). As 4-alquil e 4-fenilcumarinas isoladas do género Mammea apresentaram
consideraveis propriedades inseticida, bactericida e inibiram o crescimento das
células do Sarcoma 180 (FINNEGAN et al., 1972).

Cerca de 30 neoflavonoides ja foram isolados de espécies do género

Kielmeyera e estao listados na Tabela 3 (p. 15).
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Tabela 3: Estruturas e fontes de neoflavonosides isolados do género Kielmeyera.

Estrutura Espécie Referéncia
K. pumila NAGEM &SILVA, 1988.
K. pumila NAGEM &SILVA, 1988.
K. pumila NAGEM &SILVA, 1988.
K. pumila NAGEM &SILVA, 1988.
K. pumila NAGEM &SILVA, 1988
K. elata GRAMACHO et al., 1999
K. lathrophyton CRUZ, et al., 2001a.

K. pumila NAGEM &SILVA, 1988.
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Tabela 3: Estruturas e fontes de neoflavondides isolados do género Kielmeyera (continuagao).

K. reticulata

CRUZ et al., 1998a.

MOREIRA, 1999;

K. reticulata

K. argentea

K. rugosa

CRUZ et al., 1998a
MOREIRA, 1999;
CRUZ, et al., 1998b

NOGUEIRA et al., 2009.

K. reticulata

K. argentea

MOREIRA, 1999;
CRUZ et al., 1998a;

CRUZ et al., 1998b.

K. reticulata

CRUZ, et al., 1998a;

MOREIRA, 1999.

K. reticulata

CRUZ, et al., 1998a

MOREIRA, 1999.
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Tabela 3: Estruturas e fontes de neoflavondides isolados do género Kielmeyera (continuagao).

K. reticulata

MOREIRA, 1999.

CRUZ, 2002.

K. reticulata

CRUZ, et al., 1998a;

MOREIRA, 1999.

K. reticulata

K. argentea

MOREIRA, 1999;
CRUZ et al., 2002;

SANTOS, 2005.

K. reticulata

MOREIRA, 1999;

CRUZ et al., 2002.

K. elata

GRAMACHO et al., 1999.
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Tabela 3: Estruturas e fontes de neoflavondides isolados do género Kielmeyera (continuagao).

K. elata

GRAMACHO et al., 1999

K. elata

GRAMACHO et al., 1999

K. lathrophyton

CRUZ, et al., 2001a.

K. albopunctata

SCIO et al., 2003.

K. argentea

SANTOS, 2005.

K. argentea

K. rugosa

SANTOS, 2005;

NOGUEIRA et al., 2009.
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Tabela 3: Estruturas e fontes de neoflavondides isolados do género Kielmeyera (continuagao).

OH

K. argentea SANTOS, 2005.

*adaptado de Souza, 2005.

1.5.1 BIOGENESE DE NEOFLAVONOIDES

Os neoflavondides sdo metabdlitos secundarios derivados da rota do acido
chiquimico, a mesma que da origem aos flavondides e isoflavondides. A proposta de
biogénese dos neoflavondides tem sido bastante estudada e indica que séao
biossintetizadas por uma via mista (acido chiquimico e acetato) através da
condensagdo do acido cindmico com uma unidade fendlica ou seu policetideo
equivalente, formado a partir de trés unidades de acetato (CARPENTER et al., 1971,
KUNESCH & POLONSKY, 1967; HERBERT, 1989) (Figura 7, p.20) em virtude do
padrdo de oxigenagéo alternado do anel aromatico do esqueleto cumarinico que é
encontrado apenas na familia Clusiaceae. Das espécies pertencentes a familia
Rubiaceae foram isolados neoflavondides que possuem um atomo de oxigénio extra
ligado ao anel A. Estes neoflavonodides 5, 7, 8 - trioxigenados sao de ocorréncia
limitada (Donnelly & Boland, 1993). O acido cinamico, um composto fendélico simples
contendo nove atomos de carbono, € também conhecido como fenilpropandide
porque contém um anel aromatico e 3 atomos de carbono formando uma cadeia
lateral (HERBERT, 1989; MANN, 1994).
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Figura 7: Proposta biogenética dos neoflavondides via rota do acetato e do acido chiquimico.

Na biogéne de neoflavonodides, logo apés a condensagdo, ocorre uma

lactonizacgao.

1.6 XANTONAS

Xantonas sdo metabdlitos secundarios comumente encontrados em plantas
superiores, em fungos e em liquens. Suas propriedades farmacologicas tém
despertado grande interesse no meio cientifico (CARDONA et al., 1990).

O termo xantona designa o composto quimico dibenzo-y-pirona, esqueleto
basico formado por treze atomos de carbono em um arranjo C¢-C4-Cg (Figura 8,
p.21). Ligados a esse esqueleto basico encontram-se substituintes oxigenados
(hidroxila, metoxila e metilenodioxi) e residuos isoprendides ou poliisoprendides
(SULTANBAWA, 1980; OLLIS, 1970).

A natureza simétrica do nucleo da xantona em plantas necessita que os

carbonos estejam numerados de acordo com uma convengao biossintética. Os
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carbonos 1-4 sdo atribuidos ao anel A derivado do acetato, e os carbonos 5-8 ao
anel B derivado do chiquimato (BENNETT & LEE, 1989). O sistema de numeragéao é
baseado em xanten-9-ona como o esqueleto basico (GOTTLIEB, 1968), e nos casos
onde somente o anel B é oxigenado os numeros menores sdo usados, a excegao
das discussdes biossintéticas (BENNETT & LEE, 1989).

Figura 8: Esqueleto basico das xantonas

As xantonas sao encontradas em plantas superiores pertencentes as familias
Clusiaceae, Gentianaceae, Moraceae e Polygalaceae (SULTANBAWA, 1980;
OLLIS, 1970).

Ensaios farmacoldégicos com xantonas naturais mostraram diferentes
atividades, como antiinflamatéria, antileucémica, antitumoral, anti-hepatotéxica,
antiulcerogénica, antiviral (herpes), antifungica, inibidor alérgico, acao
broncodilatadora no tratamento da asma e atividade tuberculostatica
(SULTANBAWA, 1980), estimulante do miocardio e do sistema nervoso central,
hipertensora, antimicrobiana, analgésica, bactericida e imunossupressora, o que
evidencia o potencial desses metabdlitos especiais como agentes medicinais
(BENNET & LEE, 1989).

1.7 TRITERPENOS

A bibliografia sobre triterpenos € muito vasta e mostra um grande numero
destas substancias de ocorréncia vegetal. Constituem talvez o grupo mais
importante dos terpenos. Sdo metabdlitos secundarios amplamente difundidos no
reino vegetal. Alguns deles sdo substancias alifaticas totalmente saturadas e muitos
tém carater olefinico, possuindo uma, duas ou até trés ligacdes duplas,
acompanhado na maioria dos casos de grupos funcionais oxigenados como: -OH, -
OR, -OAc, -COOH, -COOR, =0 (SILVA et al., 1992).

Muitos triterpenos apresentam atividades bioldgicas, o que lhes confere uma

importancia terapéutica e comercial (MAHATO & SEN, 1997). Como exemplo tem-se
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0 acido betulinico e o acido mordnico, os quais sao utilizados no tratamento anti-HIV
(FUJIOKA et al, 1994; ITO et al, 2001).

Os triterpenos possuem esqueleto derivado do 2,3-epdxido de esqualeno
(Figura 9) - que possui 30 atomos de carbono. O epdxido de esqualeno pode adotar
varias conformacgdes (pseudo cadeira ou barco) das quais resultam diferentes
estruturas ciclicas. Uma ampla diversidade quanto ao esqueleto e funcionalizagao
predominantemente oxigenada, leva a mais de quatro mil estruturas ja isoladas e
identificadas. Devido a sua grande diversidade o seu estudo tem sido de grande
interesse na tentativa de novas e reais aplicabilidades (MAHATO & SEN, 1997).

Figura 9: Estrutura do 2,3 epoxido de esqualeno numa conformagéo favoravel a ciclizagao.

Dentro dessa ampla variedade de triterpenos existem alguns que ocorrem
com frequéncia maior nos vegetais. Estes apresentam apenas um grupo funcional
no C-3 e sdo pentaciclicos ou tetraciclicos que contém no maximo uma ou duas
ligagbes duplas respectivamente (OLEA e ROQUE, 1990).

A estrutura policiclica, (abordando apenas os pentaciclicos), pode ter cinco
anéis de seis membros (oleanano e ursano) ou quatro anéis de seis membros e um
de cinco (lupano) (Figura 10-11, p.23). E possivel distinguir dois sistemas de anéis
(SILVA et al., 1992). Os triterpenos do tipo | se encontram amplamente distribuidos
nos vegetais, especialmente nas dicotiledéneas. A posigdo C-3 do anel A encontra-
se geralmente substituida por um grupo hidroxilico ou acetato. Os triterpenos do tipo
Il sdo encontrados em bactérias, liquens e plantas superiores. Este esqueleto basico
apresenta geralmente uma cadeia isopropilica no atomo de carbono 19 ou 21
(SILVA et al., 1992).
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Figura 10: Tipos de sistemas de anéis dos triterpenos pentaciclicos.
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Figura 11: Esqueletos basicos de alguns triterpenos pentaciclicos.
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1.8 ESTEROIDES

Os esteréides sdo compostos tetraciclicos (quatro anéis) de alta massa
molecular e formam uma grande classe de compostos soluveis em gordura. Todos
os esterdides apresentam em comum uma estrutura quimica basica de 17 atomos
de carbono denominada ciclopentanoperidrofenantreno: um nudcleo ciclico
semelhante ao nucleo do fenantreno (aneis A, B e C), que sédo ligados a um anel
ciclopentano (D) (Figura 12) (HARPER, 2002).

Figura 12: Sistema de anéis dos esteroides.

Os esteréides possuem um esqueleto que contém de 27 a 29 atomos.
Apresentam cadeias laterais de metilas que ocorrem tipicamente nas posi¢cées 10 e
13 (constituindo um atomo de C-19 e C-18). Geralmente a posi¢cédo 17 do anel D
encontra-se substituida por uma cadeia lateral que pode conter de 7 a 10 atomos de
carbono e geralmente, nos que séo encontrados em planta, a posigdo 3 do anel A
pode estar substituida por grupos funcionais, como por exemplo: -OH e C=0
(MANN, 1994).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

» Realizar o estudo quimico do caule da espécie Kielmeyera coriacea e avaliar

as atividades bioldgicas dos extratos e das substancias isoladas.

2.2 Objetivos Especificos

» Estudar a composi¢cdo quimica, em termos de metabdlitos secundarios, do
extrato hexanico do caule com cascas da espécie vegetal Kielmeyera
coriacea;

= Purificar, determinar e/ou identificar as estruturas desses metabdlitos
secundarios;

= Contribuir para o conhecimento quimico e biolégico do género Kielmeyera;

» Avaliar as atividades antibacterianas contra Staphylococcus aureus ATCC
6538, Bacillus subtillis ATCC 6633, Streptococcus mutans ATCC 5175, e
Micrococcus luteus ATCC 10240 (Gram-positivas) e Salmonella typhimurum
ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ATCC 94863
(Gram-negativas), dos extratos hexanico e acetato e das substancias
isoladas;

»= Avaliar as atividades helminticida sobre o Schistosoma mansoni do extrato
acetato;

= Avaliar a toxicidade dos extratos hexanico e acetato através da dosagem da

producao de formazan em esplendcitos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 COLETA E IDENTIFICAGAO DA ESPECIE

O espécime de Kielmeyera coriacea, foi coletado na Chapada Diamantina,
entre os municipios de Mucugé e Joao Correia, Bahia, em fevereiro de 2006, pela
equipe do GESNAT coordenada pelo Prof. Dr. Frederico G. Cruz.

A identificacdo botéanica foi realizada pela Prof? Dr® Maria Lenise S. Guedes e
a exsicata esta catalogada sob o n° 75134 (Figura 13), no herbario “Alexandre Leal
Costa”, do Instituto de Biologia da UFBA.

De todo o material coletado, separamos os caules com cascas que foram
submetidos a secagem em temperatura ambiente durante o periodo de uma

semana.

/1

et

e e < =

Figura 13: Exsicata da espécie vegetal Kielmeyera coriacea com flor.
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3.2 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

A moagem do material vegetal foi realizada utilizando-se moinho Thomas
Wiley Laboratory Mill-Model 4.

Os solventes empregados no preparo dos extratos, nas eluicdes das
cromatografias em placa e coluna foram de grau analitico das marcas Merck, Vetec
e Quimex.

A evaporagado dos solventes organicos utilizados na obtengcdo dos extratos
hexanico e acetato e das fragdes foi realizada sob presséo reduzida no evaporador
rotatério da marca BUCHI modelo R-3000, com temperatura em geral entre 35 e 50
°C.

Nos processos de separagado através por CC utilizamos silica gel 60-230
mesh (ASTM/0,063-0,200 mm), 230-400 mesh (0,040-0,063 mm) da Merck.

Nas andlises por CCDC foi utilizado gel de silica GF54 da marca Merck como
fase estacionaria. As cromatoplacas para CCDC foram preparadas espalhando-se a
suspensdo de silica gel em agua destilada sobre placas de vidro de 2,5 X 7,0 cm,
5,0 X 20,0 cm através do espalhador mecanico Heidelberg, obtendo-se placas com
0,5 mm de espessura. Depois de secas ao ar livre todas as cromatoplacas foram
ativadas em estufa a 100 °C por 1 h.

Nas analises por CCDP foi utilizado gel de silica PF,s4 da marca Merck como
fase estacionaria. Preparamos as placas cromatograficas espalhando-se uma
suspensao de silica gel descrita, em agua destilada sobre placas de vidro de 20,0 X
20,0 cm. Depois de secas ao ar livre todas as cromatoplacas foram ativadas em
estufa a 100 °C por 1 h.

Os cromatogramas em CD foram revelados através de irradiacdo de lampada
ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm, assim como vapores de
iodo.

Os espectros de RMN de 'H, '*C, DEPT 135 e NOEDIF foram registrados em
espectrémetro da Varian (GEMINI 2000), operando a 300 MHz para hidrogénio e 75
MHz para carbono e Varian (INOVA 500) operando a 500 MHz para hidrogénio e
125 MHz para carbono utilizando TMS como referéncia interna e utilizando-se
CDCls, (CD3),CO e DMSO-ds como solventes.
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3.3 OBTENGAO DOS EXTRATOS

O caule com casca da K. coriacea foi triturado em moinho obtendo-se 5,20 kg
de material, que foi submetido a extracdo com hexano. Foram feitas trés extracoes
sucessivas. Apos a filtragem o extrato obtido foi concentrado sob pressao reduzida a
aproximadamente 50 °C, utilizando um evaporador rotativo, obtivemos 41,96 g (0,81
%) conforme esquema proposto na Figura 15 (p.29) e Tabela 4 (p.30).

A torta obtida depois da extracdo com hexano, foi adicionado acetato de etila
e repetimos o procedimento anteriormente descrito. O extrato obtido foi concentrado
sob pressédo reduzida a aproximadamente 50 °C, utilizando um evaporador rotativo,
obtivemos 105,31g (2,04%) (Figura 14, p.29) (Tabela 4, p.30). Nao foi realizado o
estudo quimico deste extrato, sendo utilizado apenas para ensaios biologicos. Esse

extrato foi conservado em refrigerador.
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Caules com
cascas moidos

(5,20 Kg)

Maceracao em Hexano (3x) — »»

Solugao
hexanica Torta

<<—— Maceragdo em acetato de
Extrato

etila (3x)
Solucao acetato
de etila
hexanico

41,969 Descarte

Evaporagao do solvente

Evaporacao do solvente
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(Coluna A) Extrato

Acetato de etila
(105,31q)

-« Hexano/Acetato de etila
(gradiente)

EHKC 4
(1,25 g)

EHKC 2
(16,36 g)

Figura 14: Esquema do procedimento experimental para obtencdo dos extratos hexanico e acetato
de etila de Kielmeyera coriacea.

3.4 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO EXTRATO HEXANICO

O extrato hexanico (41,96 g) foi fracionado através de cromatografia em
coluna filtrante de silica gel 60, utilizando como fase mével o sistema hexano/acetato
de etila em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 60 fracbes de 500
mL, que apds evaporagdo do solvente foram reunidas em 8 grupos através da
analise em CCDC reveladas em UV (254 e 365 nm) e iodo. Na Tabela 4 (p.30) sédo
apresentadas as fragdes agrupadas, obtidas do fracionamento do extrato hexanico

com as suas respectivas massas.
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Tabela 4: Massas das fragbes agrupadas, obtidas da coluna cromatografica do extrato hexanico.

Caodigo Fragcoes Massa (g) Eluente Substéancias isoladas
reunidas
EHKC 1 1-13 0,30 Hexano Né&o trabalhada
EHKC 2 14-15 16,36 Hexano/Acetato 9:1 KC1,KC 2,KC3eKC9
EHKC 3 16-18 6,29 Hexano/Acetato 9:1 Né&o trabalhada
EHKC 4 19 1,25 Hexano/Acetato 8:2 KC 4, KC 5, KC 6, KC 7, KC
8,KC 10 e KC 11

EHKC 5 20-28 3,93 Hexano/Acetato 8:2 Nao trabalhada
EHKC 6 29-42 1,11 Hexano/Acetato 8:2 Nao trabalhada
EHKC 7 43-44 0,27 Acetato de etila Né&o trabalhada
EHKC 8 45-60 0,82 Metanol Nao trabalhada

3.4.1 ESTUDO DA FRAGAO EHKC 2

A fragdo EHKC 2 (16,36 g) foi submetida a cromatografia em coluna,
utilizando como adsorvente gel de silica 60 eluida com gradiente de misturas de
hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade crescente (Figura 15, p.31).
Foram coletadas 128 fragbes, que foram reunidas em 10 grupos apos analise por
CCDC (Tabela 5). As fragcbes EHKC 2-D (331 mg) e EHKC 2-E (788,9 mg) foram
selecionadas para posteriores fracionamentos, tendo como base seus

comportamentos em CCDC e seus espectros de RMN de 'H.

Tabela 5: Fragdes obtidas da CC de EHKC 2.

Caodigo Fragoes reunidas Massa (mg)
EHKC 2-A 1-6 1,4
EHKC 2-B 7-25 55,6
EHKC 2-C 26-50 182,1
EHKC 2-D 51-71 331
EHKC 2-E 72-81 788,9
EHKC 2-F 82-102 4.490
EHKC 2-G 103-113 7.026
EHKC 2-H 114-115 2.027
EHKC 2-1 116-126 405,2

EHKC 2-J 127-128 32,3
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Figura 15: Esquema de fracionamento de EHKC 2.

Constituintes da fracao EHKC 2-D

A fragdo EHKC 2-D (331 mg) foi submetida a cromatografia em coluna,

utilizando como adsorvente silica gel 400 mesh, e como fase mével misturas de
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hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade crescente (Figura 15, p.31).

Foram coletadas 95 fracbes, que apods analise por CCDC, foram reunidas em 6
grupos (Tabela 6). A fragdo EHKC 2-D4 (38,6 mg) foi selecionada para posterior
fracionamento, apos a analise de seu espectro de RMN de 'H.

Tabela 6: Fracbes obtidas da CC de EHKC 2-D.

Caodigo

Fragoes reunidas Massa (mg)

EHKC 2-D1
EHKC 2-D2
EHKC 2-D3
EHKC 2-D4
EHKC 2-D5
EHKC 2-D6

1-12
13-41
42-52
53-64
65-90
91-95

6,9
23,3
106,2
38,6
20,9
34,2

A fragdo EHKC 2-D4 (38,6 mg) foi submetida a um novo fracionamento

através de CCDP em silica gel de 60 PF eluida sete vezes com sistema

Tolueno/Hexano (6:4) com adicdo de 10 gotas de acetona, sendo recolhidas 4

subfragdes (Tabela 7).

Tabela 7: Fragdes obtidas da CCDP de EHKC 2-D4.

Massa (mg)

EHKC 2-D4A

EHKC 2-D4B
EHKC 2-D4C
EHKC 2-D4D

graxa
1,8
8,5

graxa

A subfracdo EHKC 2-D4C foi identificada como a substancia KC 1. A analise

espectrométrica de RMN de 'H da subfragdo EHKC 2-D4B indicou que a mesma era

constituida de uma mistura complexa de varios neoflavondides em pequena

quantidade que nao foram trabalhadas. O restante das subfra¢des indicou que o

mesmo era constituido de material de natureza graxa.
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Constituintes da fragao EHKC 2-E

Inicialmente a fragdo EHKC 2-E (788,9 mg) foi submetida a uma
recristalizagdo em acetona (Figura 15, p.31). O precipitado obtido, um cristal amarelo
esverdeado, foi identificado como sendo a substancia KC 1 (83,3 mg).

A fragdo EHKC 2-E foi submetida novamente a uma recristalizagdo em
acetona (Figura 15, p.31). O precipitado obtido, um sdlido amarelo esverdeado, foi
identificado como uma mistura das substancias KC 1, KC 2 e KC 3 (20,2 mg) que foi
submetida a um novo fracionamento através de CCDP em silica gel de 60 PF eluida
cinco vezes consecutivas com sistema Tolueno/Hexano (6:4) com adicdo de 10

gotas de acetona, sendo recolhidas 4 subfracdes (Tabela 8).

Tabela 8: Fragdes obtidas da CCDP de EHKC 2-E.

Codigo Massa (mg)
EHKC 2-EA graxa
EHKC 2-EB 41
EHKC 2-EC 1,0
EHKC 2-ED 3,2

A subfracdo EHKC 2-EB foi identificada como a substancia KC 3, as
subfragdes EHKC 2-EC e EHKC 2-ED foram identificadas como as substancias KC 1
e KC 2 respectivamente.

O restante da fragdo EHKC 2-E foi submetida a cromatografia em coluna,
utilizando como adsorvente silica gel 400 mesh, e como fase mével misturas de
hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade crescente (Figura 16, p.36).
Foram coletadas 230 fragcdes, que apos analise por CCDC, foram reunidas em 10
grupos (Tabela 9, p.34). A fragdo EHKC 2-E4 (56,6 mq) foi identificada como a
substancia KC 2, a fragdo EHKC 2-E5 (25,9 mg) foi identificada como uma mistura
das substéncias KC 1 e KC 2. As fragbes EHKC 2-E2 (32,5 mg), EHKC 2-E3 (29,9
mg) e EHKC 2-E6 (41,0 mg) foram selecionadas para posteriores fracionamentos

(Figura 16, p. 36), apds as andlises de seus espectros de RMN de 'H.
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Tabela 9: Fracbes obtidas da CC de EHKC 2-E.

Codigo Fragoes reunidas Massa (mg)
EHKC 2-E1 1-39 37,2
EHKC 2-E2 40-51 32,5
EHKC 2-E3 52-56 29,9
EHKC 2-E4 57-70 56,6
EHKC 2-E5 71-79 259
EHKC 2-E6 80-112 41,0
EHKC 2-E7 113-134 110,1
EHKC 2-E8 135-139 140,7
EHKC 2-E9 140-206 128,3

EHKC 2-E10 207-230 135,5

A fragdo EHKC 2-E2 (32,5 mg) foi submetida a um novo fracionamento

através de CCDP em silica gel de 60 PF eluida duas vezes consecutivas com

sistema Hexano/Acetato de etila (9:1), sendo recolhidas 4 subfragbes (Tabela 10)

(Figura 16, p.36).

Tabela 10: Fragdes obtidas da CCDP de EHKC 2-E2.

Codigo Massa (mg)
EHKC 2-E2A 29
EHKC 2-E2B 19,5
EHKC 2-E2C 3,5
EHKC 2-E2D 1,8

A subfracdo EHKC 2-E2B foi identificada como a substancia KC 9. A andlise

espectrométrica de RMN de 'H do restante das subfragées de EHKC 2-E2 indicou

que as mesmas eram constituidas exclusivamente de material de natureza graxa.

A fracdo EHKC 2-E3 (29,9 mg) foi submetida a um novo fracionamento

através de CCDP em silica gel de 60 PF eluida duas vezes consecutivas com

sistema Hexano/Acetato de etila (9:1), sendo recolhidas 4 subfragdes (Tabela 11,

p.35) (Figura 16, p.36).
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Tabela 11: Fragbes obtidas da CCDP de EHKC 2-E3

Codigo Massa (mg)
EHKC 2-E3A 20
EHKC 2-E3B 22,4
EHKC 2-E3C 3,6
EHKC 2-E3D 0,9

A subfragdo EHKC 2-E3B foi identificada como a substidncia KC 2 e a
subfracgo EHKC 2-E3C foi identificada como a substancia KC 9. A analise
espectrométrica de RMN de 'H do restante das subfragées de EHKC 2-E3 indicou
que as mesmas eram constituidas exclusivamente de material de natureza graxa.

A fracdo EHKC 2-E6 (41,0 mg) foi submetida a um novo fracionamento
através de CCDP em silica gel de 60 PF eluida oito vezes consecutivas com sistema
Tolueno/Hexano (6:4) com adicdo de 10 gotas de acetona, sendo recolhidas 5
subfragdes (Tabela 12) (Figura 16, p.36).

Tabela 12: Fragdes obtidas da CCDP de EHKC 2-E6

Caodigo Massa (mg)
EHKC 2-E6A graxa
EHKC 2-E6B 74
EHKC 2-E6C 6,0
EHKC 2-E6D 10,0
EHKC 2-E6E graxa

A subfracdo EHKC 2-E6C foi identificada como sendo a substancia KC 1 e a
subfracdo EHKC 2-E6D foi identificada como sendo a substancia KC 2. A andlise
espectrométrica de RMN de 'H da subfracdo EHKC 2-E6B indicou que a mesma era
uma mistura complexa de neoflavondides que em pequena quantidade n&o foram
trabalhadas. O restante das subfracdes indicou que as mesmas eram constituidas

de material de natureza graxa.
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EHKC 2-E

soluvel em acetona

(685 mg)

CC de silica gel 400 mesh

Hex./AcOEt
(gradiente) — >

KC 1 e KC 2
(25,9 mg)

EHKC 2-E2 EHKC 2-E3
(32,5 mg) (29,9 mg)

EHKC 2-E6

(41,0 mg)

CCDP CCDP CCDP
Hex./AcOEt (9:1) Hex./AcOEt (9:1) Tolueno/Hex. (6:4)
2X 2X gts de acetona

8X

KC9 |7 \ | |
(19,5 mg)
KC 2 KC 9 KC 1 KC 2
(22,4 mg) (3,6 mg) (6,0 mg) (10,0 mg)

Figura 16: Esquema de fracionamento de EHKC 2-E.

3.4.2 ESTUDO DA FRAGAO EHKC 4

A fracédo EHKC 4 (1,25 g) foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando
como adsorvente gel de silica 60 utilizando como fase moédvel o sistema
hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade crescente (Figura 17, p.39).
Foram coletadas 132 fragbes, que foram reunidas em 13 grupos apdos analise por
CCDC (Tabela 13, p.37). As fragbes EHKC 4-C (33,2 mg), EHKC 4-D (49,9 mg),
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EHKC 4-E (132,6 mg), EHKC 4-G (59,9 mg) e EHKC 4-H (149,8 mg) foram
selecionadas para posteriores fracionamentos (Figura 17, p.39), apdés as analises

dos comportamentos em CCDC e seus espectros de RMN de 'H.

Tabela 13: Fragdes obtidas da CC de EHKC 4.

Cédigo Fragoes reunidas Massa (mg)
EHKC 4-A 1-5 48,3
EHKC 4-B 6-24 46,7
EHKC 4-C 25-35 33,2
EHKC 4-D 36-49 49,9
EHKC 4-E 50-82 132,6
EHKC 4-F 83 136,3
EHKC 4-G 84 59,9
EHKC 4-H 85-86 149,8
EHKC 4-| 87-101 376
EHKC 4-J 102-103 64,2
EHKC 4-L 104-109 79,9
EHKC 4-M 110-129 8,2
EHKC 4-N 130-132 31,3

Constituintes da fragao EHKC 4-C

A fragdo EHKC 4-C (33,2 mg) foi submetida a um novo fracionamento através
de CCDP em silica gel de 60 PF eluida trés vezes consecutivas cloroférmio 100%,

sendo recolhidas 4 subfragbes (Tabela 14) (Figura 17, p.39).

Tabela 14: Fracbes obtidas da CCDP de EHKC 4-C

Codigo Massa (mg)
EHKC 4-C1 1,1
EHKC 4-C2 3,0
EHKC 4-C3 5,6

EHKC 4-C4 20,0
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A subfracdo EHKC 4-C2 foi identificada como sendo a substancia KC 10 e a
subfragdo EHKC 4-C4 foi identificada como uma mistura das substancias KC 4, KC
5 e KC 6. A analise espectrométrica de RMN de 'H do restante das subfragdes de

EHKC 4-C indicou que as mesmas eram constituidas de material de natureza graxa.
Constituintes da fragao EHKC 4-D

A fragdo EHKC 4-D (49,9 mg) foi submetida a um novo fracionamento através
de CCDP em silica gel de 60 PF eluida quatro vezes consecutivas com cloroférmio
100%, sendo recolhidas 4 subfragdes (Tabela 15) (Figura 17, p.39) .

Tabela 15: Fragoes obtidas da CCDP de EHKC 4-D.

Codigo Massa (mg)
EHKC 4-D1 12,0
EHKC 4-D2 4,2
EHKC 4-D3 71
EHKC 4-D4 26,6

A subfracdo EHKC 4-D2 foi identificada como sendo a substancia KC 10 e a
subfracdo EHKC 4-D4 foi identificada como uma mistura contendo as substancias
KC 4, KC 5 e KC 6. A analise espectrométrica de RMN de '"H do restante das
subfracdes de EHKC 4-D indicou que as mesmas eram constituidas de material de

natureza graxa.

Contituintes da fragao EHKC 4-E

A fracdo EHKC 4-E (132,6 mg) foi submetida a uma recristalizagdo em
hexano (Figura 17, p.39). O material recristalizado obtido foi identificado como sendo
a substancia KC 11 (113,5 mg). A analise espectrométrica de RMN de 'H do
restante da fragdo EHKC 4-E indicou que o mesmo era constituido quase

exclusivamente de material de natureza graxa.
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Constituintes da fragao EHKC 4-G

A fragdo EHKC 4-G (59,9 mg) foi submetida a uma recristalizagdo em
cloroformio (Figura 17, p.39). O material recristalizado obtido foi identificado como

sendo a substancia KC 7 (10,7 mg).
Constituintes da fragao EHKC 4-H
A fracdo EHKC 4-H (149,8 mg) foi submetida a uma recristalizagdo em

acetato de etila (Figura 17). O material recristalizado obtido foi identificado como

sendo a substancia KC 8 (55,8 mg).

EHKC 4
(1,25 9)

CC de silica gel 60

Hex./AcOEt
(gradiente) — >

EHKC 4-D EHKC 4-E EHKC 4-G EHKC 4-H
(49,9 mg) (132,6 mg) (59,9 mg) (149,8 mg)
Hexano Cloroférmio AcOET
CCDP 7
Cloroférmio KC7 KC 8
KC 10 \
\ (4,2 mg)
KC 10

30mg) | || KC4,KC5

e KC 6
(20,0 mg)

Figura 17: Esquema de fracionamento de EHKC 4.
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As massas das substancias isoladas do extrato hexénico encontram-se

reunidas na tabela 16.

Tabela 16: Massas das substancias isoladas
das fracOes estudadas do extrato hexanico

Substancia Massa (mg)

KC 1 98,8
KC 2 92,2
KC 3 4,1

KC 4,KC5e KC 6 46,6
KC 7 10,7
KC 8 55,8
KC 9 231
KC 10 7,2
KC 11 113,5

3.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.5.1 Avaliagao da toxicidade em esplendcitos através do método de

Mosmann modificado

Este ensaio foi realizado por Ciro Ribeiro Filadelfo no Laboratério de
Biomorfologia Antiparasitaria e Centro de Microscopia Eletrénica da FIOCRUZ-BA.

Para determinar se os extratos hexanico e acetato s&o citotdxicos foi
necessario utilizar o método de Mosmann (1983), com algumas alteragdes.
Esplendcitos (1 x 107) foram incubados por 24 horas em diferentes concentragdes
dos extratos, diluidos em DMSO a 20%, em meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal
bovino, 0,08% de gentamicina, 10 unidades/mL de penicilina e 0,01% de
estreptomicina. Em seguida foi adicionada a solugdo de MTT, brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium 10% em PBS, pH = 7,4, na proporg¢ao de 1/10
e as amostras foram incubadas ao abrigo da luz. Em seguida, foram centrifugadas
por 10 minutos a 3.000 rpm e por fim, adicionado dimetilsulféxido (DMSO) em uma
proporgao de 1:1. A producgado de formazan pela redu¢cao do MTT foi determinada

pela absorbancia do sobrenadante, em espectrofotdmetro VersaMax a 570 nm.
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3.5.2 Avaliagao in vitro contra S. mansoni

Este ensaio foi realizado por Ciro Ribeiro Filadelfo no Laboratério de
Biomorfologia Antiparasitaria e Centro de Microscopia Eletrénica da FIOCRUZ-BA.

O extrato acetato foi testado frente ao helminto Schistosoma mansoni em sua
forma adulta (macho e fémea).

Todos os métodos de infecgdo e monitoramento in vitro, foram realizados
segundo Ramirez et al. (2007) com algumas modificagdes. Cercérias de S. mansoni,
da cepa Feira de Santana, foram inoculadas (200/200 pL) no quadrante abdominal,
proximo a pata esquerda traseira dos camundongos. Apds aproximadamente 45
dias, foram sacrificados os camundongos infectados, com retirada de sangue do
ventriculo esquerdo do coracgdo, para posterior alimentacdo dos vermes in vitro,
extraindo os vermes manualmente dos vasos mesentéricos, e imersos em meio
RPMI 1640 (10,4g/L) com: 2% de glutamina, 5,26% de soro fetal bovino, 0,2% de
bicarbonato de sdédio, 0,48% de HEPES e o dobro da concentragcao utilizada de
antibidticos (10 unidades/mL-penicilina/0,01%estreptomicina e 0,05%-gentamicina).

Terminada a retirada, os vermes foram lavados com o mesmo meio,
realizando uma troca de meio gradativa para meio com a concentragdo de
antibidticos  indicada pelo fabricante (5 unidades/mL-penicilina/0,005%
estreptomicina e 0,025%-gentamicina). Enquanto isso, o sangue retirado foi
centrifugado uma vez com citrato de sédio a 0,89% e mais trés com citrato de sédio
a 12%, sendo estas centrifugagdes a 1500 rpm por 15 minutos, resultando em uma
solugdo contendo hemacias. Segundo Pica-Mattocia & Cioli (2004), foi utilizado
como controle positivo o praziquantel, com uma concentragéo final de 5,15 yM (EDsg
— Dose efetiva capaz de matar 50% dos parasitos - quando é utilizado para casais).

Durante o tratamento in vitro os vermes foram colocados em placas de 24
pogos contendo o meio RPMI 1640 com diferentes concentragdes do extrato. A
concentragao estoque foi preparada em DMSO a 20%. O extrato acetato foi testado
em diferentes concentragoes.

O teste foi realizado com no minimo trés casais de vermes adultos para cada
situagdo. Apods todo o procedimento, os vermes foram mantidos na estufa com 5%
de CO;, a uma temperatura de 37°C.

Para avaliagdo dos efeitos das drogas, por no minimo 5 dias de

monitoramento, foram observados nos vermes, a diminuicdo da motilidade e
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mudang¢as morfolégicas, tendo sido convencionada uma escala de 0 — 4 (4 =
normalmente ativo; 3 = pouca motilidade; 2 = minima motilidade, com movimentos
raros das partes posterior e anterior; 1 = apresentando motilidade apenas de fluidos
internos; 0 = total auséncia de motilidade), utilizando para representacédo dos

ensaios a escala de zero.

3.5.3 Concentragao Inibitéria Minima (MIC)

Este ensaio foi realizado no Laboratério de Bioensaios do Grupo de Estudos
de Substancias Naturais Organicas (GESNAT), da UFBA.

A técnica utilizada foi a microdiluicdo em caldo conforme descrito pelo
National Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS, (ELLOF, 1998;
KUSUCU et al., 2004).

Para realizagado dos testes foi utilizado microplaca de Elisa com 96 pogos.
Inicialmente foram distribuidos 100 yL do meio de cultivo em cada pogo. Em
seguida, foram adicionados 100 pyL da solugdo estoque do extrato a ser testado
numa concentragado de 2.000 pg/mL e 100 pL da solugédo estoque da substancia a
ser testada numa concentracdo de 400 pg/mL. A solugéo estoque foi preparada
dissolvendo-se o extrato numa proporgdo a substancia numa proporgéo 1:1 (v/v)
agua/DMSO para o extrato acetato e 1:1 (v/v) tween/DMSO para o extrato hexanico,
e dissolvendo-se a substancia numa proporcédo a substancia numa proporcao 1:1:3
(v:v) twenn/DMSO/agua para as xantonas e numa propor¢édo de 1:1:4 (viv)
twenn/DMSO/agua para as demais substancias. Logo apéds, foi realizada uma
microdiluicdo seriada de razao dois. Como controle do solvente utilizou-se 100 uL
nas mesmas proporgdes utilizadas na preparagdo das solugdes estoques e para o
controle positivo 100 uL do antibiético padrao Cloranfenicol (para bactérias Gram-
positivas) numa concentragado de 2.000 ug/mL para os extratos e de 400 ug/mL para
as substancias e, Gentamicina (para bactérias Gram-negativas) numa concentragao
de 1.000 pg/mL para os extratos e de 200 pg/mL para as substancias. Finalmente,
foram adicionados em cada pog¢o 100 yL de uma suspensao de crescimento recente
do microrganismo testado, obedecendo a escala 0,5 de Mcfarland (1,8 x 108 ufc/mL).
A placa de Elisa contendo o experimento foi levada para incubagao por 24 horas em

estufa a 35° C para bactérias.
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O meio de cultivo utilizado para os ensaios com bactérias foi caldo nutriente.
Todo o material utilizado foi previamente autoclavado a 121°C/ 1,0 atm por vinte

minutos. Os testes foram realizados em triplicata.

3.5.4 Analise estatistica

O teste estatistico utilizado foi o de Tukey-Kramer de multipla comparacgao,
para verificar se as diferengas entre as médias do resultado da técnica do MTT eram
significativas considerando o desvio padrdo, ou seja, se p < 0,05, empregando o
programa GraphPad®© Prism 4.0 e 5.0. A curva de sobrevivéncia também foi
construida utilizando o mesmo programa.

Foi calculada a dose efetiva capaz de matar 50% dos vermes tratados com o
extrato acetato (EDsy), através da analise de sobrevivéncia Probit (método de

Finney-distribuicao/lognormal), disponivel no programa BioStat© 2008.
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4 ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Kielmeyera coriacea.

KC 4 KC5 KC 6

KC 7 KC 8
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KC9

KC 11
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5 DADOS FiSICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Kielmeyera coriacea

Substancia KC 1

Férmula molecular: Co5H405

PF: 167-169,5 °C.

Aspecto fisico: solido cristalino amarelo esverdeado.

RMN de 'H [300 MHz, CDCl3, 6 (ppm)]: Figuras 18-20, p.52-53; Tabela 17,
p.64.

RMN de "C [125 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figuras 21-22, p.54; Tabela 18, p.65.

Substancia KC 2

Férmula molecular: Co5H405

Aspecto fisico: sélido amorfo amarelo esverdeado.

RMN de 'H [300 MHz, CDCl;, & (ppm)]: Figuras 23-25, p.57-58; Tabela 17,
p.64.

RMN de "C [75 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figuras 26-28, p.59-60; Tabela 18,
p.65.

DEPT 135°: Figura 29, p.60.

Substéancia KC 3

Férmula molecular: C,4H5,05

Aspecto fisico: sélido amorfo amarelo esverdeado

RMN de 'H [300 MHz, CDCls;, & (ppm)]: Figuras 30-32, p.62-63; Tabela 17,
p.64.

Substancia KC 4

Férmula molecular: CosH2405

Aspecto fisico: sélido amorfo amarelo esverdeado

RMN DE 'H [300 MHz, CDCl;, 8 (ppm)]: Figuras 33-35, p.71-72;
Tabela 19, p.75.

RMN DE "c [300 MHz, CDCl;, & (ppm)]: Figuras 36-39, p.72-74;
Tabela 20, p.76.

DEPT 135°: Figura 40, p.74.
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Substancia KC 5

Foérmula molecular: Cy5H,05

Aspecto fisico: sélido amorfo amarelo esverdeado

RMN DE 'H [300 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figuras 33-35, p.71-72;
Tabela 19, p. 75.

RMN DE "®c [300 MHz, CDCl3, & (ppm)]: Figuras 36-39, p.72-74;
Tabela 20, p. 76.

DEPT 135°: Figura 40, p.74.

Substancia KC 6

Foérmula molecular: CosH5,05

Aspecto fisico: sélido amorfo amarelo esverdeado

RMN DE "H [300 MHz, CDCls, § (ppm)]: Figuras 33-35, p.71-72; Tabela
19, p.75.

RMN DE "°C [300 MHz, CDCls, § (ppm)]: Figuras 36-39, p.72-74; Tabela
20, p.76.

DEPT 135°: Figura 40, p.74.

Substancia KC 7

Foérmula molecular: C1gH140s5

PF: 208-209 °C.

Aspecto fisico: solido cristalino amarelo esverdeado.

RMN DE 'H [300 MHz, (CD5),CO, & (ppm)]: Figuras 41-42, p.79-80;
Tabela 21, p.85,

NOEDIF: Figura 43, p.80.

O OH
: O : (0]
NS

Substancia KC 8

Férmula molecular: C1gH1405

PF: 242 °C.

Aspecto fisico: sélido cristalino amarelo

RMN de H [300 MHz, CDCl;/gtsDMSO, & (ppm)]: Figuras 44-45,

p.83-84; Tabela 21, p.85.
NOEDIF: Figura 46, p.84.
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Substancia KC 9

Férmula molecular: C3qH,50;

Solido amorfo amarelo

RMN de "H [300 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figuras 47-48, p.87-88;

RMN de ®C [75 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura 49, p.88; Tabela 22,
p.89.

DEPT 135°: Figura 50, p.88.

Substancia KC 10 -

Soélido cristalino incolor

Férmula molecular: CogH,g0

RMN DE 'H [300 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figuras 55-56, p.94,
Tabela 23, p.96.

RMN DE "*C: [75 MHz, CDCl,, § (ppm)]: Figura 57, p.95;
Tabela 24, p.97.

DEPT 135°: Figura 58, p.95.

Substancia KC 11

Férmula molecular: CogH4901

Aspecto fisico: soélido cristalino incolor

PF:126,5 °C

RMN DE "H [300 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figuras 51-52, p.91;
Tabela 23, p.96.

RMN DE "®C: [75 MHz, CDCl,, & (ppm)]: Figuras 53-54, p.92;
Tabela 24, p.97.
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6 IDENTIFICAGAO E/OU DETERMINAGAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS

6.1 NEOFLAVONOIDES

6.1.1 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA KC 1

7-hidroxi-2”,2”-dimetil-8-(3"-metil-1"’-oxobutil)-4-fenil-
2H,8H-benzo[5”,6”:7,8]dipiren-2-ona

A substancia KC 1 foi isolada do extrato hexanico do caule de K. coriacea na
forma de cristais amarelo esverdeado, PF 167-169,5 °C e sua identificacdo foi feita
com base nos dados de RMN 'H e de '*C, além da comparacdo com dados
disponiveis na literatura (GARAZD et al., 2003).

O espectro de RMN 'H (Figura 18-20, p.52-53) (Tabela 17, p.64) da
substancia KC 1 apresentou um singleto em & 14,63 (1H, s). A interpretagcdo desse
dado sugeriu a presenga de um hidrogénio hidroxilico e o fato desse sinal apresentar
um valor alto de deslocamento quimico sugeriu que esse hidrogénio esta
participando de uma ligagéo de hidrogénio intramolecular com um atomo de oxigénio
carbonilico, evidenciando um grupo hidroxilico quelado. Na regido dos hidrogénios
de anel aromatico foi observada a presenca de dois multipletos, um em & 7,40 e
outro em & 7,25. Estes dados indicaram a presenca de um anel aromatico
monossubstituido. Apresentou um par de dubletos em 5 6,64 (1H; d; J = 9,9 Hz) e 6
5,40 (1H; d; J = 10,2 Hz) relativo a dois hidrogénios olefinicos em configuragéo cis,

além de um singleto em 6 0,97 (6H; s) indicando a presencga de dois grupos metilicos
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ligados a um carbono nao-hidrogenado. A comparagdo desse conjunto de dados
permitiu deduzir que esse conjunto de sinais corresponde aos hidrogénios do grupo
2,2-dimetilpireno. Apresentou ainda um singleto em & 6,01 (1H, s), relativo a outro
hidrogénio olefinico.

Este espectro mostrou também, um dubleto em & 3,19 (2H; d; J = 6,9 Hz)
relativo a dois hidrogénios metilénicos a-carbonilicos. Um hepteto em & 2,33 (1H,
hept, J = 6,6 Hz) relativo a um hidrogénio metinico. Outro dubleto em 5 1,08 (6H, d, J
= 6,6 Hz) relativo a seis hidrogénios, sugerindo a presenca de dois grupos metilicos
ligado a um grupo metinico. Apds a analise desses dados foi possivel propor a

existéncia de uma cadeia acilica na molécula, como a que esta delineada abaixo:

No espectro de RMN de *C totalmente desacoplado (Figura 21-22, p.54)
(Tabela 18, p.65) foi possivel distinguir um total de 21 sinais. O espectro de RMN de
3C confirmou a presenca de todos os grupos observados no espectro de RMN de
'H.

Este espectro apresentou sinais em 6 206,3 caracteristico de carbono
carbonilico de cetona, 6 53,5 correspondente a um carbono metilénico a-carbonilico,
6 25,6 correspondente a um carbono metinico, e em & 22,7 correspondente a dois
carbonos metilicos, que confirmaram a presenca da cadeia acilica. Apresentou
também um sinal em & 79,3, correspondente a um carbono nao hidrogenado, ligado
a um atomo de oxigénio, sinal em & 27,6 atribuidos a dois grupos metilicos
geminados na molécula, e sinais em & 126,9 e & 115,5 correspondentes a dois
carbonos olefinicos, que confirmaram a presenca do anel 2,2-dimetilpireno.

A presenca de anel aromatico monossubstituido foi reforgada pelos sinais em
6 140,2, 6 127,8, 5 127,3, & 127,9. Os sinais em & 163,9, d 156,4 e 6 156,2 foram
atribuidos a trés carbonos aromaticos oxigenados, e os sinais em 6 106,0, 5 104,3 e
6 102,4, foram atribuidos a trés carbonos aromaticos quaternarios ndo oxigenados,
sendo que cada um deles esta entre dois atomos oxigénio. Esses dados indicaram a
presenca de outro anel aromatico totalmente substituido e trioxigenado, como o que

esta delineado abaixo:
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Os sinais em 6 159,1 atribuido a um carbono carbonilico de uma lactona
conjugada, em 6 112,1 atribuido a um carbono olefinico a-carbonilico, e em & 157,2
correspondente a um carbono olefinico n&o-hidrogenado permitiu sugerir que a
substancia KC 1 é um neoflavonoide. De acordo com dados da literatura pode se
estabelecer de forma inequivoca a estrutura de neoflavondides. Espectro de RMN
de "C dessas substancias apresentam sinais de C-2, C-3 e C-4 nas regides & 159-
162, 6 109-113 e 6 155-157 ppm, respectivamente, e espectros de RMN H
normalmente tém um singleto relativo a um hidrogénio na posi¢cdo H-3 no intervalo
de & 5,70-6,15 ppm, devido a presenga de um substituinte fenila na posi¢cao C-4 do
anel cumarinico que é confirmado pela presenga de dois multipletos em 7,3-7,4 e
7,4-7,5 ppm (GARAZD et al., 2003). Estes sinais caracteristicos foram observados
para esta substancia o que nos permitiu identificar a sua estrutura e posicionar os
grupos na molécula.

Nos neoflavondides o grupo fenila é posicionado no carbono C-4. O alto valor
de deslocamento quimico para o sinal do hidrogénio em 3 14,63 evidencia um grupo
hidroxilico quelado com um atomo de oxigénio carbonilico. O grupo hidroxilico pode
ser posicionado nos carbonos C-5 ou C-7, devido ao padrdo de oxigenagao do anel

cumarinico. Logo, foi possivel propor as duas possibilidades abaixo:

A proposta estrutural Il foi descartada, pois o baixo valor de deslocamento
para os hidrogénios metilicos do anel 2,2-dimetilpireno (6 0,97; 6H; s) evidencia que

esteja préximo do grupo fenilico no nucleo cumarinico uma vez que os hidrogénios
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metilicos ai

localizados sofrem protecdo decorrente do efeito anisotrdpico

diamagnético do anel aromatico (CRUZ et al., 1998; GRAMACHO et al., 1999;
CHAKRABORTY & CHATTERJI, 1969).

A substancia KC 1 conhecida como isommameigim, ja foi isolada da espécie
Kielmeyera pumila (NAGEM & SILVA, 1988).
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Figura 18: Espectro de RMN de "H da substancia KC 1 [300 MHz, (CDCls), § (ppm)].
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Figura 19: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia KC 1 [regido de § 7,5 a & 5,0 (ppm)].
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Figura 20: Ampliagéo do espectro de RMN de 'H da substancia KC 1 [regido de 6 3,4 a 6 2,0 (ppm)].
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Figura 22: Ampliacéo do espectro de RMN de 3C da substancia KC 1 [regido de 6 165 - 125 (ppm)].
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6.1.2 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA KC 2

7-hidroxi-2",2”-dimetil-8-(2"’-metil-1""-oxobutil }-
4-fenil-2H,8H-benzo[5”,6":7,8]dipiren-2-ona

A substancia KC 2 foi isolada do extrato hexanico do caule de K. coriacea na
forma de um soélido amorfo amarelo esverdeado e sua identificagdo foi feita com
base nos dados de RMN 'H e de "*C e DEPT 135°, além da comparacéo com dados
disponiveis na literatura (VEROTTA et al., 2004; GARAZD et al., 2003).

O espectro de RMN de 'H (Figura 23-25, p.57-58) (Tabela 17, p.64) da
substancia KC 2 apresentou sinais semelhantes para os encontrados na substancia
KC 1 diferenciando-se apenas aos sinais atribuidos a cadeia acilica. Um singleto em
6 14,61 (1H; s), relativo a um hidrogénio hidroxilico em ligagdo de hidrogénio
intramolecular com um atomo de oxigénio carbonilico. Um par de dubletos em & 6,63
(1H; d; J = 10,2 Hz) e 6 5,39 (1H; d; J = 10,2 Hz), relativo a dois hidrogénios
olefinicos em uma configuragéo cis e dois singletos em & 0,97 (3H; s) e 5 0,96 (1H;
s), indicando a presenga de dois grupos metilicos. A comparagao desse conjunto de
dados aqueles encontrados para a substancia KC 1 permitiu deduzir que esse
conjunto de sinais corresponde aos hidrogénios do grupo 2,2-dimetilpireno e que
esse anel encontra-se paralelo ao grupo fenila e por isso também estariam sofrendo
protecdo decorrente do efeito anisotrépico do anel aromatico. Na regido dos
hidrogénios aromaticos o espectro de RMN de 'H apresentou dois multipletos em &
7,40 e em & 7,25 indicando a presenga de um anel aromatico monossubstituido.
Finalmente, o espectro apresentou um singleto em & 6,01 (1H; s) correspondente a

um hidrogénio olefinico em ligagao dupla tri-substituida.
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Além desses sinais, o espectro de RMN de 'H apresentou um sexteto em §
3,97 (1H; sext, J = 6,6 Hz) correspondente a um hidrogénio metinico a-carbonilico,
outro multipleto entre 6 2,00 e & 1,45 (2H; m) atribuidos aos hidrogénios metilénicos
alifaticos, um tripleto em 6 1,03 (3H; t; J = 7,5 Hz) correspondente a um grupo
metilico vizinho a um grupo metilénico e um dubleto em 6 1,31 (3H; d; J = 6,6 Hz),
sugerindo a presenga de um grupo metilico vizinho a um grupo metinico. Apds a
analise desse conjunto de dados foi possivel propor a existéncia de uma cadeia
acilica diferente da encontrada na substancia KC 1, como a que esta delineada

abaixo:

No espectro de RMN de "*C totalmente desacoplado (Figura 26-28, p.59-60)
(Tabela 18, p.65) foi possivel distinguir um total de 21 sinais. Pela analise do
espectro DEPT-135° (Figura 29, p.61) foi possivel identificar 4 sinais
correspondentes a carbonos metilicos, 1 sinal correspondente a carbono metilénico
e 9 sinais correspondentes a carbonos metinicos. Portanto os 7 sinais que nao
apareceram no espectro DEPT-135° correspondem aos carbonos ndo-hidrogenados.
O espectro de RMN de 3C também apresentou sinais semelhantes aos encontrados
para a substancia KC 1 diferenciando apenas na cadeia acilica. O espectro de RMN
de *C confirmou a presenca de todos os grupos observados no espectro de RMN de
'H.

A presenca da cadeia acilica foi confirmada no espectro RMN de *C através
dos sinais em 6 210,4 (C) caracteristico de carbono carbonilico de cetona, & 46,9
(CH) correspondente a um carbono metinico o-carbonilico, & 16,5 (CH>)
correspondente a um carbono metilénico, 6 11,7 (CHs3) e & 27,2 (CHj)
correspondente dois carbonos metilicos que confirmaram a presenca da cadeia
acilica proposta. A proposta estrutural | foi descartada, pois assim como na
substancia KC 1 o baixo valor de deslocamento para os hidrogénios metilicos do
anel 2,2-dimetilpireno (5 0,97; 3H; s e 5 0,96; 3H; s) evidencia que esteja proximo do

grupo fenilico no nucleo cumarinico uma vez que os hidrogénios metilicos ai



Identificagdo e/ou determinagdo das substéncias isoladas 57

localizados sofrem protegcédo decorrente do efeito anisotropico diamagnético do anel
aromatico.

A substancia KC 2 também conhecida como ponnalide j& havia sido isolada
das espécies Mammea americana (CROMBIE, 1987) e Calophyllum inophyllum
(MURTI et al, 1972).
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Figura 23: Espectro de RMN de 'H da substancia KC 2 [300 MHz, (CDCls), & (ppm)].
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Figura 25: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia KC 2 [regido de 6 0,8 a 5 2,1 (ppm)].
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Figura 26: Espectro de RMN de "C da substancia KC 2 [75 MHz, CDCl, & (ppm)].
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Figura 27: Ampliagéo do espectro de RMN de 3C da substancia KC 2 [regido de 6 210,0 a 6 126,0
(ppm)].
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Figura 29: Espectro de RMN DEPT 135° da substancia KC 2 em CDCI; [75MHZz].
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6.1.3 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA KC 3

7-hidroxi-2”,2”-dimetil-8-(2’-metil-1"’-oxopropil )-4-fenil-
2H,8H-benzo[5”,6”:7,8]dipiren-2-ona

A substancia KC 3 foi isolada do extrato hexanico do caule de K. coriacea na
forma de um sélido amorfo amarelo esverdeado e sua identificacao foi feita com
base nos dados de RMN 'H, por comparagédo com dados obtidos das substancias
KC 1 e KC 2 além dos dados disponiveis na literatura (CHAKRABORTY et al., 1985;
GARAZD et al., 2003).

De uma forma geral as substancias KC 1, KC 2 e KC 3 tém os espectros de
RMN "H muito semelhantes (Figura 30-32, p.62-63) (Tabela 17, p.64), uma vez que
as mesmas apresentam os mesmos grupos, diferenciando apenas a cadeia acilica.
O espectro de RMN "H apresentou um singleto em & 14,56 (1H; s) relativo a um
hidrogénio hidroxilico em ligacédo de hidrogénio intramolecular com um atomo de
oxigénio carbonilico.

O sinal que se diferencia no espectro de RMN de 'H é um hepteto em & 4,13
(1H; hept, J = 6,6 Hz) correspondente a um hidrogénio metinico a-carbonilico e um
dubleto em & 1,31 (6H; d; J = 6,6 Hz), sugerindo a presenga de um grupo metilico
vizinho a um grupo metinico. Apds a analise desses dados foi possivel propor a

existéncia de uma cadeia acilica diferente das encontradas nas substancias KC 1 e

be

KC 2, como a desenhada abaixo:
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Através da comparacdo dos sinais observados no espectro de RMN de 'H
desta substancia com os sinais encontrados para as substancias KC 1 e KC 2 foi
possivel propor a posi¢cao dos grupos encontrados na molécula.

N&o foi possivel realizar o experimento de RMN de *C devido & pequena
quantidade de massa isolada da substancia.

A substancia KC 3 também chamada de isomesuagim, é inédita como
produto natural tendo sido apenas relatada como produto de sintese em 1985 a
partir do mesuol e isomesuol (CHAKRABORTY et al., 1985).
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Figura 30: Espectro de RMN de 'H da substancia KC 3 [300 MHz, (CDCls), & (ppm)].
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Figura 31: Ampliacéo do espectro de RMN de "H da substancia KC 3 [regido de § 5,2 a § 6,8 (ppm)].
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Figura 32: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia KC 3 [regiZo de 5 0,8 a § 4,2 (ppm)].
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Tabela 17: Dados de RMN de 'H das substancias KC 1, KC 2 e KC 3 [300 MHz, CDCls].

H KC 1 KC 2 KC 3

2 - - -

3 6,01, 1H, s 6,01, 1H, s 6,02, 1H, s

4 - - -

4a - - -

5 - - -

6 - - -

7 14,63, 1H, s, (OH) 14,61, 1H, s, (OH) 14,56, 1H, s, (OH)
8 - - -

8a - - -

1 - - -

2 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m
3 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m
4 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m
5 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m
6’ 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m 7,23-7,40, 5H, m
" - - -

3”7 5,40, 1H, d, (10.2) 5,39, 1H, d, (10.2) 5,40, 1H, d, (9.9)
4" 6,64, 1H, d, (9.9) 6,63, 1H, d, (10.2) 6,64, 1H, d, (9.9)
5” 0,97, 3H, s 0,97, 3H, s 0,97, 3H, s

6” 0,97, 3H, s 0,96, 3H, s 0,97, 3H, s
1 - - -

2 3,19, 2H, d, (6.9) 3,97, 1H, sext, (6.6) 4,13, 1H, hept, (6,6)
3 2,33, 1H, hept, (6,6) 2,00-1,45,2H, m 1,31, 3H, d, (6,6)
4 1,08, 3H, d, (6.6) 1,03, 3H, t, (7.5) 1,31, 3H, d, (6,6)
5" 1,08, 3H, d, (6.6) 1,31, 3H, d, (6.6) -

*J=(Ha).

64
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Tabela 18: Dados de RMN de °C das substancias KC 1, KC 2 [75 MHz, CDCly].

Cc KC 1 KC 2
2 159,1 158,8
3 1121 111,8
4 157,2 156,7
4a 102,2 102,1

156,2 156,1

105,8 105,8

163,7 163,8
8 104,1 103,7
8a 156,0 156,0
1 140,2 140,0
2 127,3 127,0
3 127.8 127,5
4 127,9 127,7
5 127.8 127,5
6’ 127,3 127,0
2’ 79,0 79,0
3” 126,9 126,7
4” 115,3 115,3
5” 274 274
6” 27,4 27,4
17 206,3 210,4
2 53,5 46,9
3" 25,6 16,5
4 22,7 11,7
5" 22,7 27,2

65
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6.1.4 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS KC 4, KC 5 e KC 6

KC 4 KC 5 KC 6

5-hidroxi-2”,2"-dimetil-6-(3"-metil-1”-oxobutil)- ~ 5-hidroxi-2”,2”-dimetil-6-(2”-metil-1"-oxobutil)-  5-hidroxi-2”,2”-dimetil-6-(2”-metil-1"-oxopropil)-
4-fenil-2H,8H-benzo[5”,6":7,8]dipiren-2-ona 4-fenil-2H,8H-benzo[5”,6”:7,8]dipiren-2-ona 4-fenil-2H,8H-benzo[5”,6":7,8]dipiren-2-ona

As trés substancias KC 4, KC 5 e KC 6 foram obtidas em mistura de dificil
separacdo, do extrato hexanico do caule de K. coriacea na forma de um sdlido
amorfo amarelo esverdeado. Sua identificagao foi feita em mistura apds analise dos
espectros de RMN 'H e de 'C e DEPT 135°, além da comparagdo com dados
disponiveis na literatura (SILVA-NETO, 1998; VEROTTA et al., 2004; GARAZD et
al., 2003).

O espectro de RMN "H (Figura 33-35, p.71-72) (Tabela 19, p.75) da mistura
apresentou trés singletos bastante desprotegidos em & 14,77, & 14,65 e 6 14,63
referente a trés grupos hidroxilicos em ligacéo de hidrogénio intramolecular com um
atomo de oxigénio carbonilico, sugerindo a presenga de trés estruturas moleculares
semelhantes.

O espectro de RMN 'H da mistura indicou a presenca de sinais
correspondentes aos mesmos grupos encontrados para as substancias KC 1, KC 2,
KC 3. Na regido dos hidrogénios de anel aromatico foi observada a presenga de dois
multipletos, um em & 7,40 e outro em 6 7,32. Estes dados indicaram a presenga de
anel aromatico monossubstituido. Apresentou ainda um singleto em 6 5,99, relativo a
outros hidrogénios olefinicos em ligagdo dupla tri-substituida.

Além dos sinais descritos acima, o espectro de RMN "H apresentou um par de
dubletos em 6 6,91 (d; J=9.9Hz) e 6 5,64 (d; J = 10.2 Hz), e outro par em 5 6,90 (d;
J =102 Hz) e & 5,63 (d; J = 10.2 Hz) relativos a hidrogénios olefinicos em

configuragao cis, além de um singleto intenso em 6 1,58 indicando a presenga de
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grupos metilicos ligados a carbono nao-hidrogenado. A comparagdo desses dados
sugeriu que esse conjunto de sinais corresponde aos hidrogénios do grupo 2,2-
dimetilpireno comuns as trés substancias e também presentes nas substancias KC
1, KC 2, KC 3.

O espectro de RMN de 'H apresentou ainda um hepteto em & 3,84 (hept, J =
6,6 Hz) e um sexteto em & 3,73 (sext, J = 6,6 Hz) relativos a hidrogénios metinicos
a-carbonilicos, e hepteto em & 2,24 (hept, J = 6,6 Hz) relativo a outro hidrogénio
metinico vizinho a hidrogénios metilicos. Outro multipleto entre & 1,89 e & 1,35
relativo a hidrogénios metilénicos e um dubleto em 6 2,97 (d; J = 6,6 Hz), sugerindo
a presenca um grupo metilénico a-carbonilicos vizinho a um grupo metinico e um
dubleto em & 0,97 (d; J = 6,9 Hz) atribuidos a hidrogénios metilicos vizinhos a um
hidrogénio metinico. Apresentou também dois dubletos semelhantes a um tripleto
em 6 1,18 (d; J = 6,6 Hz), correspondentes hidrogénios metilicos vizinhos a
hidrogénios metinicos. Apresentou um tripleto em & 0,91 (t; J = 7,5 Hz) atribuidos a
hidrogénios metilicos vizinho a um grupo metilénico. Apds a analise desses dados
foi possivel propor a existéncia de trés cadeias acilicas nas moléculas, as mesmas

observadas para as substancias KC 1, KC 2, KC 3:

N S aba

No espectro de RMN de 3C totalmente desacoplado (Figura 36-39, p.72-74)
(Tabela 20, p.76) foi possivel distinguir um total de 28 sinais. Pela analise do
espectro DEPT-135° (Figura 40, p.74) foi possivel identificar 5 sinais
correspondentes a carbonos metilicos, sendo o sinal em & 29,7 atribuido a um
material graxo, 2 sinais correspondentes a carbonos metilénicos e 9 sinais
correspondentes a carbonos metinicos. Portanto os 10 sinais que ndo apareceram
no espectro DEPT-135° correspondem aos carbonos nao hidrogenados. O espectro
de RMN de *C confirmou a presencga de todos os grupos observados no espectro de
RMN de "H.

O espectro de RMN de '®C apresentou sinais de grupos comuns as trés
substancias, também presentes nas substancias KC 1, KC 2 e KC 3. Este espectro

confirmou a presenga de anel aromatico monossubstituido através dos seguintes
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sinais: 4 139,3 (C), 8 127,6 (2x CH), 5 127,1 (2x CH), & 128,2 (CH). Os sinais em §
164,4 (C), 6 154,8 (C) e 6 158,1 (C) foram atribuidos a anel aromatico totalmente
substituido e trioxigenado. Os sinais em 6 106,9 (C) 6 101,5 (C) e 6 102,2 (C) foram
atribuidos a trés carbonos aromaticos nao-hidrogenados e nao-oxigenados, sendo
que cada um deles esta entre dois atomos oxigénio, como a estrutura desenhada

abaixo:

© 0

=
=

©)

A analise dos espectros de RMN de 3C também apresentou sinais em o 79,9
(C), atribuido a carbono n&do hidrogenado ligado a um atomo de oxigénio, 6 28,3
(CHjs) atribuido a grupos metilicos geminados na molécula, e sinais em 6 126,3 (CH)
e 115,58 (CH) correspondentes a carbonos olefinicos, que confirmaram a presencga
do anel 2,2-dimetilpireno presentes nas trés substancias e também observado nas
substancias KC 1, KC 2 e KC 3.

O espectro de RMN de ®C apresentou sinais em & 206,7 (C) caracteristico de
carbono carbonilico de cetona, em & 53,6 (CH;) correspondente a um carbono
metilénico a-carbonilico, em & 25,1 (CH) correspondente a um carbono metinico, em
6 22,6 (CHs) atribuido a dois carbonos metilicos, que confirmaram a presenga da

cadeia acilica, como mostrada abaixo:

TS

Este espectro apresentou sinais em & 211,4 (C) caracteristico de carbono
carbonilico de cetona, em & 46,6 (CH) correspondente a carbono metinico a-
carbonilico, em & 26,7 (CH;) correspondente a carbono metilénico, em 6 11,8 (CH3;)
e 6 16,7 (CHs) atribuidos a carbonos metilicos, que confirmaram a presenca da

cadeia acilica apresentada abaixo:
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NS

O

Este espectro também apresentou sinais em 6 206,7 (C) caracteristico de
carbono carbonilico de cetona, em & 39,9 (CH) correspondente a um carbono
metinico a-carbonilico, em 6 19,3 (CH3) correspondente a dois carbonos metilicos

que confirmaram a presencga da cadeia acilica, delineada abaixo:

A

o

Este espectro apresentou os sinais em 6 159,6 atribuido a um carbono
carbonilico de lactona conjugada, em 6 112,7 correspondente a carbono olefinico a-
carbonilico e em 6 156,4 correspondente a carbono aromatico nao-hidrogenado que
juntamente com o sinal observado no espectro de RMN de 'Hem s 5,99 nos
permitiu confirmar que se trata de um mistura de neoflavondides. Estes sinais
caracteristicos nos permitiram identificar a sua estrutura e posicionar os grupos na

molécula, como representado nas estruturas abaixo:

Essa proposta estrutural foi escolhida devido ao alto valor de deslocamento
para os hidrogénios metilicos do anel 2,2-dimetilpireno. Quando este mesmo anel
esta em posi¢cao oposta ao grupo fenilico no nucleo cumarinico ocorre uma diferenga
significativa na regido dos hidrogénios alifaticos relativos ao anel,
desproporcionando a prote¢cdo decorrente do efeito anisotropico diamagnético do
anel aromatico. Nas substéncias KC 4, KC 5 e KC 6 os singletos ocorrem em 6 1,58
(Tabela 19, p.75) em contrapartida aos singletos em 6 0,97 (Tabela 17, p.64) das
substancias KC 1, KC 2 e KC 3.
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Através da comparacédo dos dados observados para os singletos da hidroxila
quelada aos encontrados na literatura, atribuimos o sinal em & 14,77 para a
substancia KC 4, o sinal em 5 14,65 para substancia KC 5 e o sinal em 6 14,63 para
a substancia KC 6, observando que a ordem de desprotecao da hidroxila € a mesma
para as substancias KC 1, KC 2 e KC 3.

Nesses seis neoflavondides identificados podemos observar trés pares de
isébmeros de posicédo KC 1 e KC 4, KC 2 e KC 5 e, KC 3 e KC 6. Esses pares de
isbmeros apresentam os mesmos grupos, diferenciando apenas na cadeia acilica.
Os isbmeros de posicdo podem ser facilmente diferenciados através da analise dos
sinais para os grupos metilicos do anel 2,2-dimetilpireno no espectro de RMN de H.

A substancia KC 4 conhecida como mammeigim, ja havia sido isolada das
espécies Mammea americana (FINNEGAN et al, 1964 e 1965), Mesua ferrea
(CHAKRABORTY & CHATTERJEE, 1969; BALA & SESHADRI, 1971; VEROTTA et
al., 2004), M. thwaitesii (BANDARANAYAKE et al, 1975), Kielmeyera pumila
(NAGEM et al, 1988), K. elata (GRAMACHO et al,1999) e K. lathrophyton (CRUZ et
al., 2001a).

A substancia KC 5 ja havia sido isolada das espécies Mammea africana
(CARPENTER et al, 1970 e 1971), Mesua ferrea (VEROTTA et al., 2004) e
Kielmeyera lathrophyton (CRUZ et al., 2001a).

A substéncia KC 6 conhecida como mesuagim, ja havia sido isolada das
espécies Mesua ferrea (CHAKRABORTY & CHATTERJEE, 1969; VEROTTA et al.,
2004), M. thwaitesii (BANDARANAYAKE et al., 1975), M. racemosa (MOREL et al,
1999) e Mammea americana (NIGAM et al., 1968).
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Tabela 19: Dados de RMN de 'H das substancias KC 4, KC 5 ¢ KC 6 [300 MHz, CDCl3].

H KC 4 KC 5 KC 6

2 - - -

3 5,99, 1H, s 5,99, 1H, s 5,99, 1H, s

4 - - -

4a - - -

5 14,77, 1H, s, (OH) 14,65, 1H, s, (OH) 14,63, 1H, s, (OH)

6 - - -

7 - - -

8 - - -

8a - - -

1 - - -

2 7,30-7,41, 5H, m 7,30-7,41, 5H, m 7,30-7,41, 5H, m

3 7,30-7,41, 5H, m 7,30-7,41,5H, m 7,30-7,41,5H, m

4 7,30-7,41, 5H, m 7,30-7,41,5H, m 7,30-7,41,5H, m

5 7,30-7,41, 5H, m 7,30-7,41,5H, m 7,30-7,41,5H, m

6’ 7,30-7,41, 5H, m 7,30-7,41, 5H, m 7,30-7,41, 5H, m

1” - - -

2’ 2,97, 2H, d, (6,6) 3,73, 1H, sext, (6,6) 3,84, 1H, hept, (6,6)

3”7 2,24, 1H, hept, (6,6) 1,35-1,49, 1H, m 1,17, 3H, d, (6.6)

1,77-1,89, 1H, m

4 0,97, 3H, d, (6.9) 0,91, 3H, t, (7.5) 1,17, 3H, d, (6.6)

5” 0,97, 3H, d, (6.9) 1,19, 3H, d, (6,6) -

2" - - -

3 5,64, 1H, d, (9.9) 5,64, 1H, d, (10.2) 5,63, 1H, d, (10.2)

4” 6,90, 1H, d, (10.2) 6,90, 1H, d, (10,2) 6,91, 1H, d, (10,2)

5 1,58, 3H, s 1,58, 3H, s 1,58, 3H, s

6" 1,57,3H, s 1,57, 3H, s 1,57, 3H, s
*J=(Hz)

75
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Tabela 20: Dados de RMN de °C das substancias KC 4, KC 5 e KC 6 [75 MHz, CDCl3].

C KC 4 KC 5 KC 6
2 159,6 159,6 159,6
3 112,7 112,7 112,7
4 156,4 156,4 156,4
4a 102,2 102,2 102,2
5 164,4 164,4 164,4
6 106,9 106,9 106,9
7 154,8 154,8 154,8
8 101,5 101,5 101,5
8a 158,1 158,1 158,1
1 139,3 139,3 139,3
2 127,1 1271 127,1
3 127,6 127,6 127,6
4 128,2 128,2 128,2
5 127,6 127,6 127,6
6 127,1 1271 127,1
17 206,7 211,4 211,4
2 46,6 53,6 39,9
3’ 26,7 25,1 19,3
4 11,8 22,6 19,3
5 16,7 22,6 -

2 79,9 79,9 79,9
3 126,3 126,3 126,3
47 115,5 115,5 115,5
5 28,3 28,2 28,2

6" 28,3 28,2 28,2
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6.2 XANTONAS

6.2.1 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIAKC 7

1,5-di-hidroxi-2’,2’-dimetilpireno(6’,5:3,4)xantona

A substancia KC 7 foi isolada do extrato hexanico do caule de K. coriacea na
forma de cristais amarelo esverdeado, PF 208-209 °C e sua identificagao foi feita
com base nos dados de RMN 'H e NOEDIF, além da comparagcdo com dados
disponiveis na literatura (OWEN & SCHEINMANN, 1974; GUJRAL & GUPTA, 1979).

O espectro de RMN 'H (Figura 41-42, p.79-80) (Tabela 21, p.85) da
substancia KC 7 apresentou um singleto 6 13,33 evidenciando um grupo hidroxilico
em ligacdo de hidrogénio intramolecular com um atomo de oxigénio carbonilico,
caracteristico de xantonas com hidroxila na posi¢céo C-1 ou C-8 (SOUZA, 2005). Um
singleto largo em & 9,20 relativo a um grupo hidroxilico fendlico ndo-quelado.
Apresentou um duplo dubleto em 6 7,67 (1H; dd; J = 7,8 e 1,8 Hz) e outro em 6 7,36
(1H; dd; J = 7,8 e 1,8 Hz) caracteristicos de hidrogénios aromaticos, indicando
acoplamento desses hidrogénios em orto e em meta respectivamente com outros
dois hidrogénios do anel. Apresentou ainda um tripleto em 6 7,28 (1H; t; J = 7,8 Hz)
relativo a um hidrogénio aromatico, indicando acoplamento desse hidrogénio em orto
com outros dois hidrogénios do anel. A comparagao desses dados sugeriu a
presenca de um anel aromatico com trés hidrogénios consecutivos seguidos de uma
hidroxila, caracteristico de um anel xanténico 1,2,3-trisubstituido. O sinal em & 7,67
quando comparado ao sinal em & 7,36 indica que esse hidrogénio esta sofrendo o
efeito de desprotegdo do grupo carbonilico, pois se encontra em uma posi¢cao
periplanar a esse grupo. Esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-8

(resultado do acoplamento em orto desse hidrogénio com o H-7 e em meta com o H-
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6) e H-6 (resultado do acoplamento em orto desse hidrogénio com o H-7 e em meta
com o H-8) respectivamente. O sinal em 6 7,28 foi atribuido ao hidrogénio H-7 e é o
resultado do acoplamento em orto desse hidrogénio com os hidrogénios H-8 e H-6.

Além dos sinais citados acima, o espectro de RMN "H apresentou um dubleto
em 4 6,40 (1H; d; J = 0,6 Hz) atribuido a um hidrogénio aromatico. O valor de & 6,40
para um hidrogénio de anel aromatico indica que o mesmo esta protegido logo,
devera estar localizado entre dois atomos de oxigénio. Este espectro apresentou
também dois dubletos em & 6,69 (1H; dI; J = 10,2 Hz) e em 6 5,76 (1H; d; J = 10,2
Hz) atribuidos a hidrogénios olefinicos na molécula e um singleto em 6 1,48 (6H; s)
caracteristico de hidrogénios metilicos ligados a um carbono nao-hidrogenado. A
analise desse conjunto de sinais permitiu sugerir a presenga do anel 2,2-
dimetilpireno. A presenca destes sinais sugere a presenca de um anel xantdnico
pentassubstituido.

A partir da analise desses dados e do padrdo de acoplamento dos
hidrogénios na molécula foi possivel sugerir duas estruturas relativas a posigéo do

anel 2,2-dimetilpireno, linear ou angular como representada abaixo:

o OH

ou

Nas duas estruturas propostas o hidrogénio aromatico atribuido ao sinal em &
6,40 esta protegido por estar entre dois carbonos oxigenados. A diferenga esta na
proximidade deste hidrogénio com o grupo hidroxilico quelado.

A proposta estrutural | foi descartada apds analise do espectro de NOEDIF
(Figura 43, p.80) que permitiu propor a orientagdo angular do anel 2,2-dimetilpireno
com relagdo ao nucleo da xantona. No experimento, a irradiagdo do hidrogénio
olefinico do anel em & 6,40 provocou incremento de 5,55% no sinal do hidrogénio
hidroxilico em 6 13,33, confirmando o local designado para o hidrogénio aromatico,

como representada abaixo. Este sinal foi atribuido ao hidrogénio H-2.
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A substancia KC 7 é uma xantona conhecida e ja foi anteriormente isolada de
algumas espécies como Pentaphalangium solomonse Warb (OWEN &
SCHEINMANN, 1974), Hypericum japonicum e H. henry (WU et al., 1998), Garcinia
livingstonei (DISERENS et al., 1992), G. nigrolineata (RUKACHAISIRIKUL et al.,
2003), G. merguensis (NGUYEN et al., 2003) e Vismia laurentii De Wild (KUETE et
al., 2007). A xantona com o anel 2,2-dimetilpireno em posi¢ao linear foi isolada da
espécie Kielmeyera coriacea (SOUZA, 1999).

Figura 41: Espectro de RMN de 'H da substancia KC 7 [300 MHz, (CD3),CO, & (ppm)].
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Figura 42: Ampliagéo do espectro de RMN de 'H da substancia KC 7 [regido de 6 0,7 a 6 2,0 (ppm)].

Figura 43: Espectro de NOEDIF da substancia KC 7 [300 MHz, (CD;),CO, & (ppm)].
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6.2.2 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA KC 8

1,7-di-hidroxi-2’,2’-dimetilpireno(6’,5:3,4)xantona

A substancia KC 8 foi isolada do extrato hexanico do caule de K. coriacea na
forma de cristais amarelos, PF 242 °C e sua identificagao foi feita com base nos
dados de RMN 'H e NOEDIF, além da comparacdo com dados disponiveis na
literatura (RUKACHAISIRIKUL et al., 2003).

O espectro de RMN 'H (Figura 44-45, p.83-84) (Tabela 21, p.85) da
substancia KC 8 apresentou sinais semelhantes aos observados na substéncia KC
7. Apresentou um singleto em 6 13,17 (1H; s) relativo a um hidrogénio de hidroxila
quelada, um dubleto relativo a um hidrogénio aromatico em & 6,20 (1H; d; J = 0,6
Hz). Este espectro apresentou também um duplo dubleto em 6 6,61 (1H; dd; J = 10,0
e 0,6 Hz), um dubleto em & 5,49 (1H; d; J = 10,0 Hz) atribuidos a dois hidrogénios
olefinicos em configuragédo cis, € um singleto em & 1,37 (6H; s) atribuido a dois
grupos metilicos ligados a um carbono nao-hidrogenado, que sugerem a presenga
do anel 2,2-dimetilpireno. Este conjunto de sinais € caracteristico de um anel
xantonico pentassubstituido (anel A).

A analise do espectro de RMN H apresentou trés duplos dubletos em 5 7,48
(1H; dd; J = 3,0 e 0,6 Hz), indicando acoplamento desse hidrogénio em meta e para,
outro em & 7,19 (1H; dd; J = 9,3 e 0,6 Hz), indicando acoplamento em orto e para e
outro em & 7,14 (1H; dd; J = 9,3 e 3,0 Hz), indicando acoplamento em orto e meta
com outros dois hidrogénios do anel. Esse conjunto de sinais sao caracteristicos de
um anel xanténico 1,2,5-trisubstituido (anel B). A analise destes sinais indica que o
hidrogénio aromatico em 6 7,48 esta sofrendo o efeito de desprotegcdo do grupo

carbonilico, pois se encontra em uma posigao periplanar a esse grupo. Esse sinal foi
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atribuido ao hidrogénio H-8 e é o resultado do acoplamento em meta com o
hidrogénio H-6 e em para com o hidrogénio H-5. O sinal em & 7,19 foi atribuido ao
hidrogénio H- 5 e é o resultado do acoplamento em orto com o hidrogénio H-6 e em
para com o hidrogénio H-8. O sinal em & 7,14 foi atribuido ao hidrogénio H-6 e é o
resultado do acoplamento em orfo com o hidrogénio H-5 e em meta com o
hidrogénio H-8.

A partir da analise desses dados e do padrdo de acoplamento dos
hidrogénios na molécula foi possivel sugerir duas estruturas relativas a posigéo do

anel 2,2-dimetilpireno, linear ou angular como representada abaixo:

Nas duas estruturas propostas o higrogénio aromatico atribuido ao sinal em &
6,20 esta protegido por estar entre dois carbonos oxigenados. A diferenga esta
proximidade deste hidrogénio com o grupo hidroxilico quelado.

A proposta estrutural | foi descartada apds analise do espectro de NOEDIF
(Figura 46, p.84) que permitiu propor a orientagdo angular do anel 2,2-dimetilpireno
com relagdo ao nucleo da xantona. No experimento, a irradiagdo do hidrogénio
olefinico do anel em & 6,20 provocou incremento de 31,71% no sinal do hidrogénio
hidroxilico em & 13,17, como representada abaixo. Este sinal foi atribuido ao
hidrogénio H-2. A posi¢cao angular do anel 2,2-dimetilpireno € a mesma encontrada
para a substancia KC 7.

A substancia KC 8 é uma xantona conhecida e ja foi anteriormente relatada

como um composto sintético (CLARKE et al., 1974) e isolada da espécie de Garcinia
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nigrolineata (RUKACHAISIRIKUL et al., 2003). A xantona com o anel 2,2-

dimetilpireno em posicao linear foi isolada da espécie K. coriacea (SOUZA, 1999).
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Figura 44: Espectro de RMN de 'H da substancia KC 8 [300 MHz, CDCls/gtsDMSO, & (ppm)].
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Tabela 21: Dados de RMN de 'H das substancias KC 7 e KC 8 [300 MHz, (CD3),CO e CDClj, 6 (ppm)].

KC 7

KC 8

13,33, 1H, s, (OH)
6,40, 1H, d, (0,6)

9,20, 1H, sl, (OH)
7,36, 1H, dd, (7,8 € 1,8)
7,28, 1H, t, (7,8)
7,67, 1H, dd, (7,8 € 1,8)
5,76, 1H, d, (10,2)
6,69, 1H, dI, (9,9)
1,48, 3H, s
1,48, 3H, s

13,17, 1H, s, (OH)
6,20, 1H, d, (0,6)
7,19, 1H, dd, (9,3 € 0,6)
7,14, 1H, dd, (9,3 e 3,0)
7,48, 1H, dd, (3,0 € 0,6)
5,49, 1H, d, (10,0)
6,61, 1H, dd, (10,0 e 0,6)
1,37,3H, s
1,37,3H, s
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6.3 TRITERPENOS

6.3.1 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA KC 9

Lupenona

A substancia KC 9 foi isolada do extrato hexanico do caule de K. coriacea
como um solido amorfo amarelo, e sua identificacio foi feita com base nos dados de
RMN "H e RMN de *C e DEPT 135°, além da comparacéo dos dados disponiveis na
literatura (OLEA & ROQUE, 1990; PRACHAYASITTIKUL et al., 2010).

O espectro de RMN de 'H (Figura 47-48, p.87-88) apresentou 6 sinais
correspondentes a hidrogénios metilicos em 5 0,80 (3H), 6 0,94 (3H), & 0,96 (3H), &
1,03 (3H), & 1,08 (6H) e & 1,69 (3H) atribuido ao hidrogénio metilico ligado a um
carbono olefinico. Este espectro apresentou multipletos na regido de 6 1,27 e 6 2,40
atribuidos aos hidrogénios dos grupos metinicos e metilénicos da molécula.
Apresentou dois singletos largos em o 4,58 (1H; sl) e 6 4,69 (1H; sl) que foram
atribuidos aos hidrogénios vinilicos ligados ao carbono C-29.

O espectro de RMN de *C (Figura 49, p.88) (Tabela 22, p.89) apresentou
sinal em & 218,1 (C) caracteristico de carbono carbonilico de cetonas. Apresentou
varios sinais, principalmente na regido de 6 14 a & 60. Através da analise dos
espectros de DEPT 135° (Figura 50, p.88) foi possivel identificar os sinais
correspondentes aos carbonos metilicos, metilénicos e metinicos, e através da
comparagdao com o espectro de RMN de 3C foi possivel atribuir os sinais
correspondentes aos carbonos n&o hidrogenados.

Os sinais que aparecem em & 150,8 (C) e & 109,4 (CH;) sao

caracteristicos de triterpenos que possuem o esqueleto lupano, onde a dupla ligagao



Identificacdo e/ou determinagdo das substancias isoladas 87

estd localizada entre os carbonos C-20 e C-29 (OLEA & ROQUE, 1990). O triterpeno
pentaciclico isolado dos caules de Kielmeyera coriacea é do tipo Il (Figura 10, p.23)
e pertence ao grupo do lupano. Através dos valores de deslocamentos quimicos dos
carbonos olefinicos, juntamente com o sinal em & 218,1 foi possivel confirmar que o

triterpeno em analise é a Lupenona.
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Figura 47: Espectro de RMN de 'H da substancia KC 9 [300 MHz, CDCls, & (ppm)].
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Figura 48: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H da substancia KC 9 [regido de § 2,8 a 5 0,6 (ppm)].
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Figura 49: Espectro de RMN de "°C da substancia KC 9 [75 MHz, CDCls, § (ppm)].
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Figura 50: Espectro de RMN DEPT 135° da substancia KC 9 [75 MHz, CDClIz, & (ppm)].
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Tabela 22: Dados de RMN de "°C e DEPT 135° da substancia KC 9 [75 MHz, CDCls, & (ppm)].

C KC 9

1 39,6 (CHy)
2 34,1 (CH,)
3 218,1 (C)
4 47,3 (CH)
5 54,9 (CH
6 19,7 (CHs)
7 33,5 (CHy)
8 40,8 (CH,)
9 49,8 (CH)
10 36,9 (C)
11 21,5 (CH,)
12 25,2 (CH,)
13 38,2 (CH)
14 42,9 (C)
15 27,4 (CH,)
16 35,5 (CHy)
17 43,0 (C)
18 48,3 (CH)
19 47,9 (CH)
20 150,8 (C)
21 29,8 (CH,)
22 40,0 (C)
23 26,6 (CH,)
24 21,0 (CH3)
25 15,9 (CHy)
26 15,8 (CHa)
27 14,5 (CHa)
28 18,0 (CH3)
29 109,4 (CH,)
30 19,3 (CHy)
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6.4 ESTEROIDES

6.4.1 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA KC 11

S-sitosterol

A substéncia KC 11 foi isolada do extrato hexanico do caule de K. coriacea
como um solido cristalino incolor, PF 126,5 °C.

O espectro de RMN de 'H (Figura 51-52, p.91) (Tabela 23, p.96) do B-
sitosterol apresentou como sinais mais caracteristicos singletos em & 0,68 e 6 1,01
correspondentes aos hidrogénios metilicos dos anéis, dubletos em 6 0,84 e 56 0,92 e
um tripleto em 6 0,83 correspondentes aos hidrogénios metilicos da cadeia lateral,
um multipleto em & 3,51 correspondente a um hidrogénio carbindlico e um dubleto
em d 5,34 correspondente a um hidrogénio olefinico.

O espectro de RMN de '*C (Figura 53-54, p.92) (Tabela 24, p.97) apresentou
como mais caracteristicos os sinais em 6 121,6 (CH) e & 140,7 (C) relativos a dois
carbonos olefinicos, um sinal em & 71,7 (CH) referente a um carbono carbindlico e
seis sinais correspondentes a grupos metilicos na regido de 5 11 a 5 20.

A comparacgdo dos dados de RMN 'H e RMN de C com os valores
encontrados na literatura (CARVALHO et al., 1998; GOULART et al., 1993) permitiu

identificar o esterdide f-sitosterol.
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Figura 51: Espectro de RMN de 'H da substancia KC 11 em CDCl; [300 MHz].
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Figura 52: Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia KC 11 [regido de & 2,0 a § 0,7 (ppm)]
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Figura 54: Ampliacéo do espectro de RMN de "°C da substancia KC 11 [regido de 5 30 a 5 10 (ppm)].
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6.4.2 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA KC 10

29

285/

[-sitostenona

A substancia KC 10 foi isolada do extrato hexanico do caule de K. coriacea
como um solido cristalino incolor.

O espectro de RMN de "H (Figura 55-56, p.94) (Tabela 23, p.96) apresentou o
mesmo padrao de sinais dos hidrogénios metilicos da substancia KC 11, porém com
um maior deslocamento. Apresentou singletos em & 0,72 e 6 1,91 correspondentes
aos hidrogénios metilicos, dubletos em 6 0,85 e & 0,93 e um tripleto em & 0,84
atribuidos aos hidrogénios metilicos da cadeia lateral e um singleto em & 5,73
correspondente a um hidrogénio olefinico. A auséncia do sinal correspondente a um
hidrogénio carbindlico e o maior deslocamento do restante dos sinais sugeriu a
existéncia de um grupo carbonila em C-3.

As analises dos espectros de RMN de *C (Figura 57, p.95) (Tabela 24, p.97)
e DEPT-135° (Figura 58, p.95) confirmaram a presencga da carbonila através do sinal
em & 199,7 (C) caracteristico de carbono carbonilico de cetonas. Este espectro
apresentou sinais em & 123,7 (CH) e & 171,8 (C) atribuidos a dois carbonos
olefinicos em posicdo a-£ a um grupo carbonilico, e seis sinais correspondentes a
grupos metilicos na regido de 5 11 a 5 20.

A comparagao dos demais dados espectrais com os dados da substancia KC
11, e aos obtidos na literatura, permitiu identificar a substancia em analise como o
esteroide f-sitostenona (GEORGES et al., 2006).
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Figura 55: Espectro de RMN de 'H da substancia KC 10 em CDCl; [300 MHz].
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Figura 57: Espectro de RMN de "°C da substancia KC 10 em CDCl; [75MHz].

Figura 58: Espectro de RMN DEPT 135° da substancia KC 10 em CDCl; [75MHZ].
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Tabela 23: Dados de RMN de 'H da substancias KC 10 e KC 11 [300 MHz, CDCls, & (ppm)].

'H§ KC 10 KC 11
1 1,79-2,10, m 1,79-2,10, m
2 1,79-2,10, m 1,79-2,10, m
3 - 3,51, 1H, m
4 5,73,1H, s 1,79-2,10, m
5 - -
6 1,79-2,10, m 5,34, 1H, d, (4,8)
7 1,79-2,10, m 1,79-2,10, m
8 2,20-2,44, m 2,19-233, m
9 2,20-2,44, m 2,19-2,33, m
10 - -
1 1,79-2,10, m 1,79-2,10, m
12 1,79-2,10, m 1,79-2,10, m
13 - -
14 2,20-2,44, m 2,19-2,33, m
15 1,79-2,10, m 1,79-2,10, m
16 1,79-2,10, m 1,79-2,10, m
17 2,20-2,44, m 2,19-2,33, m
18 1,19, 3H, s 1,01, 3H, s
19 0,72, 3H, s 0,68, 3H, s
20 2,20-2,44, m 2,19-2,33, m
21 0,93, 3H, d, (6,3) 0,92, 3H, d, (6,3)
22 1,79-2,10, m 1,79-2,10, m
23 1,79-2,10, m 1,79-2,10, m
24 2,20-2,44, m 2,19-2,33, m
25 2,20-2,44, m 2,19-2,33, m
26 0,85, 3H, d, (6,3) 0,84, 3H, d, (6,3)
27 0,85, 3H, d, (6,3) 0,84, 3H, d, (6,3)
28 1,79 - 2,10, (m) 1,79-2,10, m
29 0,84, 3H, t, (6,6) 0,83, 3H, t, (6,6)
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Tabela 24: Dados de RMN de °C da substancias KC 10 e KC 11 [75 MHz, CDCls, 5 (ppm)].

C KC 10 KC 11

1 35,7 (CH2) 37,2 (CH2)
2 33,9 (CH2) 31,6 (CH2)
3 199,7 (C) 71,7 (CH)
4 123,7 (CH) 42,2 (CH2)
5 171,8 (C) 140,7 (C)
6 32,9(CH2) 121,6 (CH)
7 32,0(CH2) 31,9 (CH2)
8 35,6 (CH) 31,9 (CH)
9 53,8 (CH) 50,1 (CH)
10 38,6 (C) 36,5 (C)
11 21,0 (CH2) 21,1 (CH2)
12 39,6 (CH2) 39,8 (CH2)
13 42,4 (CH) 42,3 (C)
14 55,9 (CH) 56,7 (CH)
15 24,2 (CH2) 24,3 (CH2)
16 28,2 (CH2) 28,2 (CH2)
17 56,0 (CH) 56,1 (CH)
18 12,0 (CH3) 11,8 (CH3)
19 17,4 (CH3) 19,4 (CH3)
20 36,1 (CH) 36,1 (CH)
21 19,0 (CH3) 19,1 (CH3)
22 34,0 (CH2) 33,9 (CH2)
23 26,1 (CH2) 26,1(CH2)
24 45,8 (CH) 45,8 (CH)
25 29,1 (CH) 29,2 (CH)
26 18,7 (CH3) 18,8 (CH3)
27 19,8 (CH3) 19,8 (CH3)
28 23,1 (CH2) 23,1 (CH2)
29 11,9 (CH3) 12,0 (CH3)

97



Ensaios biolégicos 98

7 ENSAIOS BIOLOGICOS

7.1 RESULTADOS

7.1.1 Avaliagao da toxicidade em esplenécitos através do método de

Mosmann modificado

Os extratos em acetato e hexanico com 24 horas, ndo apresentaram

toxicidade nas concentragbes avaliadas em esplendcitos (Figura 59).

L

A 04y
EH Controle
e N £ DMSO 1%
e 1 V 1R I 500 pg/mL
L . P % : % 7 250 pg/mL
2 = % % g 125 pg/mL
“1 H % § f [m 625 pgml
004 L) | é i 1 § é 31,25 pgimL
' 3 15,63 pg/mL
*p<0,05 (pos-teste de Turkey) 23 7.51 pgmL
o 2.91 pgmL
B *
0.5 '
0.4 E= Controle
E . | B3 500ug/mL
2 ' % @ 250ug/mL
o %
2 0.2 %ﬁ 62,5ug/mL
< o1 %g EB 31,25ug/mL
- A
' % 15,63ug/mL
0.0- 2% 7,81ug/mL
72 3,91ug/mL

*p<0,05 (Pds-teste de Turkey)

Figura 59: Produgao de formazan (método do MTT) em esplendcitos tratados com o extrato acetato
(A) e hexanico (B) de K. coriacea, respectivamente.
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7.1.2 Analise in vitro do extrato sobre o S. mansoni

O extrato em acetato apresentou atividade esquistossomicida de 100% a
partir da concentragdo de 100 pug/mL com apenas 1 dia de monitoramento (Figura
60). Aléem disso, a EDso calculada foi de 39,35 ug/mL, sendo uma concentragao

bastante reduzida quando comparada as avaliadas em esplendcitos.

120-
== PZQ 5,15uM
100 s == Controle
i == DMSO 1%

I
<

== 150 pg/mL
== 100 pg/mL

Percentual de sobrevivéncia
[<2]
o
L

40- == 50 pg/mL
== 25 pg/mL
204
== 10 pg/mL
0 . . . . =+ 5pg/mL

o
-
N

3 4 5 6
Dias

Figura 60: Porcentagem da sobrevivéncia de casais de vermes adultos tratados em diferentes
concentragdes do extrato acetato durante 5 dias.

7.1.3 Concentragao Inibitéria Minima (MIC)

O extrato hexanico mostrou baixa inibigcdo frente a cepas de M. luteus e S.
aureus nas concentracdes de 250 e 500 ug/mL (Tabela 25, p.105). Para os demais
microrganismos ndo se observou inibicdo nas concentragbes testadas. O extrato
acetato apresentou atividade moderada frente a cepas de S. aureus e S. mutans na
concentragdo de 62, 5 ug/mL (Tabela 25, p.105). Para os demais micro-organismos
nao se observou inibicdo nas concentracdes testadas.

As substancias isoladas do extrato hexanico ndo apresentaram atividade

antimicrobiana frente as concentragdes utilizadas (Tabela 26, p.105).



"eupIWEUBB :seAljebau-wels seugloeg, ‘|oolusuelolo seAlisod-wels) seugioeg,

6°l 00L< 00L< 00L< O00L< O0O0l< 00l < 00l < 00l < 00L < 00l < esoulbnioe ‘o
6°l 00L< 00L< 00L< O00L< O0O0l< 00l < 00l < 00l < 00L < 00l < sinsieisjoyo 's
6°l 00L< 00L< 00L< O00L< O00l< 001 < 00l < 00l < 00L < 00l < 1109 '3
6°c 00L< 00L< 00L< O00L< O0O0l< 00l < 00l < 00l < 00L < 00l < sipgns °g
6'c 00L < 00L< 00L< O00L< O00l< 001 < 00l < 00l < 00L < 00l < suginw 'g
6°¢ 00L< 00L< 00L< O00L< O0O0l< 00l < 00l < 00l < 00L < 00l < snaine '§
6'C 00L< 00L< 00L< O00L< O0O0l< 001 < 00l < 00l < 00L < 00l < snejn| "W
BlOAU0D  LLOM O0LOM 6O 8OM LOM 9OMOSGOMYOM E€OMOZOM'LOM CZOMOLOM TOM LOM  sowsiuebioioly
(quyBr) oIN
"B82ELI0D ") 9P SEPE|0S| SEIDUBISANS SEP BWIUJ BLO}IGIU] OBIBIUSIUOYD Bp S3I0eA 9Z ejage ]
"eudiwejuab seaebau-wels) seugioeg, ([0dlUsjUBIOD SeAlliIsod-Wwels) selgloegq,

6l 005 < 006 < esouibnioe ‘o

6l 00SG < 00§ < sinsjeisioyo 'g

6l 00S < 00§ < 1100 '3

6'c 00SG < 00§ < simgns 'g

6'c 629 00§ < sugjnw °g

6'c 629 00§ snaine °g

6'C 00S < 052 snajn| "W

9J]oJjuod Mv3 OMH3 sowsiuebioao1N
(qwy6r) oI

"BOBII0D "y 8P S|NED Op 0JBJ8dE 8 0JIUBXaY SOJRJIXS SOP (DIN) BWIUJ BLO)IGIU| OBIEIUSDUO)) 8P SBI0je/ (GZ ejdqel

(0[0]

s092169j0Iq solesug



Consideracgées finais 101

8 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo quimico do extrato hexanico do caule com cascas da espécie
Kielmeyera coriacea levou a identificagdo de onze metabdlitos secundarios, sendo
seis neoflavondides, onde um deles €& inédito como produto natural, de duas
xantonas, do triterpeno lupenona e dois esteroides p-sitosterol e B-sitostenona.

As xantonas encontradas ja haviam sido isoladas em espécies dos géneros
Pentaphalangium, Hypericum, Garcinia e Vismia. Porém, este € o primeiro relato
destas substancias no género. Entretanto, as estruturas lineares das mesmas
xantonas ja foram descritas anteriormente na mesma espécie por Souza (1999).

Observamos que a espécie K. coriacea apresentou neoflavondides como
seus principais constituintes. Até este trabalho, ndo ha nenhum registro sobre a
ocorréncia de neoflavondides nessa espécie. Este fato levantou uma suspeita sobre
a identidade boténica da espécie. Como a espécie K. coriacea apresenta duas
subespécies e sete variedades, a classificacido do espécime utilizado neste trabalho
ainda esta sob estudo. Dos seis neoflavonodides, trés foram identificados em mistura.
Os neoflavondides isomammeigin e mesuagin ainda nao tinham sido isolados no
género Kielmeyera. E o neoflavondide ponnalide foi encontrado apenas no género
Kielmeyera. Os resultados apresentados mostraram a co-ocorréncia de
neoflavondides e xantonas comum em espécies de Kielmeyera da Chapada
Diamantina, uma regiao de fronteira entre o cerrado, na regido sudoeste em que as
espécies apresentaram predominantemente xantonas e a restinga no litoral baiano
onde as espécies nativas apresentaram uma predominancia de neoflavonéides.

O extrato hexanico mostrou baixa inibicdo frente a cepas de Micrococcus
luteus e Staphylococcus aureus. O extrato acetato apresentou atividade moderada
frente a cepas de S. aureus e Streptococcus mutans. As substancias isoladas nao
apresentaram atividade antimicrobiana. O extrato acetato apresentou alta atividade
esquistossomicida e um baixo valor para a EDsg (39,35 ug/mL). Os extratos hexanico
e acetato nao apresentaram citotoxicidade.

Como sugestdes para futuros trabalhos ficam a continuagédo do estudo do
extrato hexanico de K. coriacea assim como todo o extrato acetato obtido.
Recomenda-se iniciar pelo estudo do extrato acetato e das possiveis atividades
biolégicas de suas substancias, uma vez que o extrato apresentou boa atividade

esquistossomicida e bactericida.
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