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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo quimico dos extratos hexanicos das raizes
de Kielmeyera argentea e do caule de Kielmeyera lathrophyton (Calophyllaceae) e a
avaliagdo da atividade citotoxica in vitro de 4-fenil e 4-alquilcumarinas frente a
linhagem de células U251 de glioblastoma humano. Através de sucessivos processos
cromatograficos do extrato hexanico de K. argentea, isolaram-se pela primeira vez no
género Kielmeyera as 4-alquilcumarinas mammea B/BA, mammea B/BA ciclo F e
ferruol A e a 4-fenilcumarina mammea A/BB. Verificou-se também a presenca das 4-
alquilcumarinas mammea B/AB ciclo D e mammea B/AA ciclo D além das substancias
friedelina e d-tocotrienol. A partir do estudo do extrato hexanico de K. lathrophyton,
relata-se pela primeira vez na familia Calophyllaceae a presenga das xantonas 1-hidroxi-
3,6-dimetoxi-8-metilxantona e 1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metilxantona assim como a
substancia 2,4-dihidroxi-3,6-dimetilbenzoato de metila. Adicionalmente, isolaram-se as
substancias 7-metoxi-2,2-dimetil-6-(2-metilbutanoil)-10-fenil-2H,8H-benzo[1,2-b:3,4-
b']dipiran-8-ona, 1-hidroxi-7-metoxixantona, friedelina e epifriedelanol. A identifica¢io
destas substancias foram realizadas com base nos dados espectroscopicos de
Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e 3C uni e bidimensionais e comparacdo com a
literatura. O ensaio biologico demonstrou que a 4-alquilcumarina mammea B/BA
apresentou significativa citotoxicidade com um valor de ICs, correspondente a 6,60 uM
enquanto que as 4-alquilcumarinas mammea B/BA ciclo F (ICsg = 52,26 uM) e ferruol
A (ICsp = 37,07 uM) e a 4-fenilcumarina mammea A/BB (ICsp = 27,00 puM)

apresentaram atividade citotoxica moderada frente as células de glioblastoma humano.

Palavras-chave: Kielmeyera, 4-alquilcumarinas, 4-fenilcumarinas, xantonas, atividade

citotoxica.
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ABSTRACT

The present work describes the chemical study of hexanic extract of the roots of
Kielmeyera argentea and of the stems of K. lathrophyton (Calophyllaceae) as well as
the evaluation of the cytotoxic activity in vitro of 4-phenyl and 4-alkylcoumarins
against U251 cell line of human glioblastoma. The compounds mammea B/BA,
mammea B/BA cycle F, ferruol A and mammea A/BB were isolated from hexanic
extract of K. argentea through successive chromatographic processes for the first time
in the genus Kielmeyera. The presence of 4-alkylcoumarins mammea B/AB cycle D and
mammea B/AA cycle D were also observed in addition to the substances friedelin and
o-tocotrienol. The xanthones 1-hydroxy-3,6-dimethoxy-8-methylxanthone and 1,8-
dihydroxy-3-methoxy-6-xanthones as well as the compound methyl 2,4-dihydroxy-3,6-
dimethylbenzoate were isolated from the hexanic extract of K. lathrophyton and these is
reported for the first time in the Calophyllaceae family. In addition, the compounds 7-
methoxy-2,2-dimethyl-6-(2-methylbutanoyl)-10-phenyl-2H-8H-benzo[ 1,2-b:3,4-b']
dipyran-8-one, 1-hydroxy-7-methoxystatin, friedelin and epifriedelanol were also
isolated. Their structures were elucidated on the basis of 1D and 2D NMR spectroscopic
analysis and by comparison with literature data. The biological assay showed that the 4-
alkylcoumarin mammea B/BA exhibited significtive actived with an ICsy value of 6.60
uM while the compounds mammea B/BA cycle F (ICsp = 52,26 uM), ferruol A (ICsy =
37,07 uM) and mammea A/BB (ICsy = 27,00 uM) showed moderate activity against the

tumor cells.

Keywords: Kielmeyera, 4-alkylcoumarins, 4-phenylcoumarins, xanthones, cytotoxic

activity.
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1. INTRODUCAO

A Quimica de Produtos Naturais corresponde ao estudo dos metabdlitos
secunddrios produzidos pelos organismos vivos. Inicialmente esta era uma d&rea
meramente descritiva, pois se restringia ao isolamento e identificacdo das substancias
biossintetizadas. Porém, a complexidade do papel exercido por estes compostos
proporcionou a ampliacdo da Quimica de Produtos Naturais em vérias vertentes incluindo
o estudo das funcOes desempenhadas por estes metabdlitos no proprio organismo assim
como também nas interacdes com outros organismos € o ambiente (DEWICK, 2009;
COOPER et al., 2015).

A capacidade dos organismos vivos, em especial as plantas, em sintetizar uma
infinidade de metabdlitos provém de milhdes de anos de evolucdo dos organismos na
Terra. Esta diversidade quimica estd intrinsecamente ligada a diversidade bioldgica, a
qual foi promovida pela especiacdo e selecdo natural no curso da evolugdo. A partir do
século XIX, ampliou-se o entendimento da origem da biodiversidade para além das ideias
de Darwin e Wallace, ao compreender que o evento evolutivo fundamental reside em
mudancas ao nivel dos genes (WILSON, 2012).

O metabolismo de um organismo vivo corresponde ao conjunto de transformagdes
quimicas pelas quais passam as substancias que o constituem. Enquanto os metabdlitos
primdrios como, por exemplo, os dcidos nucleicos, proteinas, lipideos e carboidratos
estdo presentes em todos o0s organismos; os compostos oriundos do metabolismo
secunddrio sdo caracteristicos de determinados grupos bioldgicos. Por certo periodo, estes
compostos eram considerados meramente subprodutos do metabolismo primario.
Entretanto, compreendem-se atualmente as fungdes destes metabdlitos tais como em um
papel adaptativo ao meio, mecanismos de defesa e comunicacdo (DEWICK, 2009;
COOPER et al., 2015; POELMAN et al., 2016).

A influéncia do ambiente circundante € um fator significativo na diversidade do
metabolismo secundério. Um estresse provocado por fatores abidticos como temperatura,
disponibilidade hidrica, umidade, salinidade do solo, radiacdo e até mesmo agentes
poluentes como metais pesados, pesticidas e aerossdis pode afetar o crescimento e a
producdo de metabdlitos secundérios por parte dos organismos vivos (RAMAKRISHNA
et al., 2011). Vérias espécies de plantas, por exemplo, estdao adaptadas para resistir a uma

alta incidéncia luminosa. Para isso, ocorre uma maior producdo de compostos fendlicos
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tais como flavonoides, taninos e antocianinas. Estes compostos, 0s quais caracterizam-se
justamente por alta atividade antioxidante, sdo responsdveis por absorver e dissipar a
energia solar e consequentemente proteger os tecidos mais internos da radiagdo
ultravioleta (ANDERSEN, 2006; GOBBO-NETO et al., 2007). Outro fator abidtico
significativo € o estresse hidrico provocado por periodos de seca, baixa umidade do ar ou
capacidade de absorcdo de dgua do solo, o qual pode ocasionar, por exemplo, a
diminui¢do da producdo de hiperforinas em Hypericum perforatum (GRAY et al., 2003).

Uma vantagem evolutiva presente nas plantas para evitar a perda de dgua por
transpiracao foi a cuticula vegetal, a qual corresponde a uma camada lipofilica presente
nas folhas. As ceras foliares sdo constituidas normalmente por alcanos, ésteres de dcidos
graxos, alcodis de cadeia longa e dcidos graxos livres, porém algumas espécies podem
apresentar ainda triterpenos em sua composicao. Uma defici€ncia hidrica pode ocasionar
como resposta um aumento na deposi¢do destas ceras para diminuir a perda de dgua por
evapotranspiragdo como ocorre em diferentes espécies de café (KITAGAMI et al., 2013).
De modo alternativo, outras espécies como, por exemplo, algumas pertencentes ao género
Clusia, apresentam um metabolismo distinto ao realizar a abertura dos estdmatos durante
a noite para absorcao de CO;, fixando-o na forma de 4cido madlico nos vacuiolos, para
posterior consumo durante a fotossintese na presenca de luz solar (FRANCO, 1998).

A diversidade quimica do metabolismo secundério estd também intrinsecamente
ligada as interacOes existentes entre os organismos vivos. Na Biologia, a hipétese da
Rainha Vermelha, proposta por Leigh Van Valen (1973) descreve situacdes na natureza
em que duas espécies competitivas entre si mantém um equilibrio dindmico ao longo da
evolucdo. O termo Rainha Vermelha faz referéncia ao livro Alice through the looking
glass de Lewis Carrol (1871), no qual a personagem Alice mostra-se cansada ao perceber
que as coisas ao seu redor permaneciam iméveis mesmo estando continuamente em fuga.

"

A Rainha a responde que naquele mundo "é preciso correr o maximo possivel para
permanecer no mesmo lugar”. Ou seja, uma vantagem expressada por uma das espécies
em um determinado momento serd em seguida superada pelo competidor. Analisando
esta hipotese, podem-se citar exemplos cldssicos envolvendo uma "corrida armamentista”
entre organismos como na relagao planta-herbivoro (POELMAN et al., 2016). As plantas
desenvolveram um mecanismo de defesa contra herbivoros ao produzir compostos que
provocam a morte e/ou afastamento por parte do predador. Em sentido contrario, os

herbivoros apresentariam em seguida a capacidade de detoxificacdo destas substancias.

Pode-se citar como exemplo o papel desempenhado pelo latex na defesa quimica das
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plantas. Esta secre¢do corresponde a uma emulsdo aquosa produzida por células
especializadas e é constituida por compostos tais como terpenos, alcaloides, ceras,
taninos, proteinas e enzimas proteoliticas. O ldtex apresenta um papel ndo somente na
defesa contra herbivoros, mas também em uma agdo cicatrizante ao promover uma
barreira contra infec¢des microbianas. Por sua vez, exemplificando esta "guerra
armamentista”, a borboleta monarca (Danaus plexippus) ndo somente contornou a a¢ao
deste mecanismo apresentado por plantas latescentes, como também se apropriou destas
substancias (neste caso em especifico, os glicosideos cardiotonicos) para utilizar como
defesa contra seu préprio predador (Cyanocitta cristata) (LEWINSOHN et al., 2000).
Estes casos sdo exemplos do que a Biologia denomina de coevolugdo, ou seja, uma
adaptacdo reciproca entre duas espécies em que cada espécie exerceria uma pressao
seletiva sobre a outra.

O estudo das substancias que intermediam as interagdes entre os organismos vivos
corresponde ao campo da Ecologia Quimica. Ainda no século XVIII, C. K. Sprengel
descreveu a importancia das flores no processo de reprodugdo das plantas ao sugerir que
o aroma e a coloracdo destes 6rgdos serviam para atrair polinizadores (TRIGO et al.,
2000). Espécies do género Clusia, por exemplo, oferecem uma resina como recompensa
as abelhas durante o processo de polinizacdo. Investigacdes fitoquimicas demonstraram a
presenca de benzofenonas polipreniladas nestas resinas (OLIVEIRA et al., 1996;
OLIVEIRA et al., 1999). Adicionalmente, um estudo realizado por Castro (2009)
também demonstrou a presenga destas benzofenonas na prépolis produzido pelas abelhas.
Sugeriu-se que estes compostos, presentes na resina utilizada para a construcdo dos
ninhos, fornecam uma protecdo antimicrobiana e antiviral as larvas e provisdes presentes
na colmeia.

Antes mesmo da compreensdo da complexidade do metabolismo secundério nos
organismos vivos, 0s recursos naturais acessiveis ao homem tem sido utilizados para os
mais diversos fins. Além do papel desempenhado na alimentacdo, outra utilidade tdo
antiga correspondeu ao uso das plantas para fornecimento de fibras naturais, as quais
serviam para producdo de roupas, redes e cordas. No Crescente Fértil, houve o cultivo
inicial do linho (Linum sp.), enquanto canhamo (Cannabis sp.) e algodao (Gossypium
sp.) eram cultivados na China, India, Mesoamérica, Africa subsaariana e América do Sul
(DIAMOND, 2013). Ademais, destaca-se uso das plantas no tratamento e prevengdo de
diversas doencas. Remonta a Hipdcrates (460 a.C. - 370 a.C.), citado como o pai da

medicina moderna, a indicacdo do uso das folhas e cascas do salgueiro (Salix alba) no
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tratamento de febres. A aspirina®, o medicamento atualmente mais consumido do
mundo, desenvolvido pela Bayer em 1897, é derivado do 4cido salicilico, o qual foi
isolado a partir da espécie Salix alba (CUNHA et al., 2009; COOPER et al., 2015).
Registro ainda mais antigo, por exemplo, o Papiro de Ebers, no Antigo Egito, datado de
aproximadamente 1.500 a. C., mostra a indicacdo de mais de 700 drogas para o
tratamento de enfermidades. A medicina tradicional chinesa e o sistema indiano ayurveda
também registram uma extensa lista contendo centenas de prescricdes datadas desde
aproximadamente 1.100 a. C.. Como citado por CRAGG et al. (2013), os estudos de
Artemisia annua, a qual era indicada na medicina chinesa para o tratamento de febres,
sintoma caracteristico da maldria, resultou no isolamento da artemisinina, a qual
corresponde a um dos mais efetivos fairmacos no tratamento da malaria. De modo similar,
a partir das raizes e folhas da espécie Rauwolfia serpentina, usada por sua vez na
medicina indiana, resultou no isolamento do anti-hipertensivo reserpina.

Atualmente, a Quimica de Produtos Naturais proporciona inimeros produtos para
a sociedade. Varios compostos oriundos do metabolismo secundario ou derivados destes
tem aplicagdes nas industrias agroquimica, alimenticia, cosméticos, perfumaria e
principalmente na industria farmacéutica. Inimeros avancgos da biotecnologia e biologia
molecular permitiram a possibilidade de se projetar novos farmacos baseado apenas
nestes conhecimentos tendo como consequéncia uma diminui¢do na busca por novas
substancias produzidas pelos organismos vivos. Porém, nos tltimos anos, retomou-se esta
busca e o processo de desenvolvimento de novos medicamentos ainda depende muitas
vezes da inspiracdo em produtos naturais. As industrias farmacéuticas buscam a
descoberta de "protétipos" na natureza e os utilizam como ponto de partida para projetar
novas drogas (MONTANARI et al., 2001). O impacto da QPN para a inddstria
farmacéutica pode ser atestado pelo levantamento realizado por Cragg e Newman (2013),
o qual demonstra que cerca de 70% dos farmacos sao oriundos ou inspirados em produtos
naturais.

Visto a contribui¢io da QPN tanto para o entendimento do funcionamento da
natureza quanto para a producdo de diversos produtos para a sociedade, torna-se
indiscutivel a importancia de preservagao da atual biodiversidade. O Brasil, por exemplo,
corresponde ao pais detentor da maior biodiversidade de plantas do mundo. Botanicos ja
registraram um ndmero superior a 40 mil espécies, e em média, cerca de 250 novas
espécies sao identificadas anualmente no pais (BFG, 2015). A situagdo torna-se critica ao

perceber que os principais biomas do Brasil estio ameacados devido a fatores como a
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expansdo agropecudria, queimadas, extracdo ilegal de madeira, crescimento urbano
desordenado e frequentes desastres ambientais provocados por atividade antrépica. Como
consequéncia, inimeras espécies sdo extintas sem que tenhamos a chance de estuda-las.
Desta forma, cabe continuamente incentivar os estudos abrangendo esta biodiversidade e

levantar o debate acerca de uma economia e modo de producao sustentaveis.

1.2 A familia Calophyllaceae

A familia botanica Calophyllaceae é pertencente a ordemde plantas
angiospérmicas Malpighiales e engloba aproximadamente 460 espécies, as quais tem
ocorréncia nas regides tropicais e temperadas do planeta (Figura 1) (STEVENS, 2012).
Anteriormente, a maioria dos géneros incluidos nesta familia era pertencentes a tribo
Calophylleae da familia Clusiaceae (Guttiferae) (NOTIS, 2004). Porém, apds
reclassificacdo baseada em estudos filogenéticos desenvolvidos pelo  Angiosperm
Phylogeny Group, o qual constituiu o sistema APG III, criou-se a familia Calophyllaceae
formada por 14 géneros: Calophyllum, Caraipa, Clusiella, Endodesmia, Haploclathra,
Kayea, Kielmeyera, Lebrunia, Mahurea, Mammea, Marila, = Mesua, Neotatea,

Poeciloneuron (APG III, 2009; RUHFEL, 2011).

N i

Figura 1. Distribuicdo geogrifica (em vermelho) das plantas da familia Calophyllaceae

(STEVENS, 2012)

Os espécimes pertencentes a familia Calophyllaceae correspondem a arvores e
arbustos, raramente ervas, com canais resinosos ou glandulas oleosas amareladas ou
esverdeadas e com estipulas glandulares no talo; sdo plantas anuais ou perenes,

latescentes ou nao, apresentando folhas alternas ou opostas. As flores tém sépalas livres,
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pétalas normalmente brancas ou rosas e numerosos estames; o androceu nao é
fasciculado, e as anteras as vezes tém glandulas grandes, apicais. O fruto, quando
deiscente, abre ao longo do raio do septo; as sementes variam de pequeno a grande, e
quando grande, eles sao feitos quase inteiramente de duas enormes cotilédones (JOLY,
1983; BARROSO et al., 2004; STEVENS, 2012).

A espécie Calophyllum brasiliense, conhecida popularmente como guanandi, foi
largamente utilizada no século XIX como fonte de madeira para a constru¢do naval
(SOUZA, et al. 2008). Outra espécie com ocorréncia no Brasil, Mammea americana
(abrico-do-pard) fornece um fruto que pode chegar até dois quilogramas, o qual ¢
consumido in natura ou usado em compotas, geleias e sucos (FERREIRA et al., 20006).
Enquanto que uma infusdo preparada a partir das cascas e folhas da espécie Caraipa
densifolia (camacari) € usada pela medicina popular no tratamento de doengas de pele
causada por fungos, no tratamento contra o reumatismo e até mesma picadas de insetos

(SILVEIRA el al., 2010).

1.2.1 A quimica da familia Calophyllaceae

Do ponto de vista quimico, as espécies da familia Calophyllaceae destacam-se
pela producdo de metabdlitos secundarios como xantonas (GOTTILIEB et al., 1968;
CRUZ et al., 1998; NASIR et al., 2011), 4-alquil e 4-fenilcumarinas preniladas (CRUZ et
al., 2001; JOSHI et al., 2013; DANG, et al., 2015), benzofenonas polipreniladas,
acilfloroglucindis e 4cidos 3-fenil-3-floroglucinilpropanéicos (CHATURVEDULA et al.,
2002; MASSIOT et al., 2005; TAHER et al., 2005; ALMEIDA et al., 2011), bifenilas
(CORTEZ et al., 2003), xantolignoides (CASTELAO et al., 1997) (Tabela 1) além de
triterpenos, esteroides e tocotriendis (LI et al., 2010; MESQUITA et al., 2011). As
xantonas, cuja ocorréncia restringe-se a poucas familias, tém sido utilizadas como
marcadores quimiossitemdticos, sobretudo em espécies pertencentes a antiga familia
Guttiferae (REZENDE, et al. 1973; EL-SEEDI et al., 2009). As 4-aquil e 4-
fenilcumarinas também tem uma ampla ocorréncia principalmente nos géneros Mammea
(OUAHOUQ et al., 2004; YANG et al., 2005), Calophyllum (GUILET et al., 2001;
GOMEZ-VERIJAN et al., 2016) e Mesua (AWANG et al., 2010).
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Tabela 1. Exemplos de metabdlitos secundérios isolados na familia Calophyllaceae

Espécie Estrutura Referéncia

GOTTILIEB et al., 1968
Calophyllum brasiliense
HO

Caraipa densiflora CASTELAO et al., 1976

Calophyllum nodusum NASIR et al., 2011

Calophyllum dispar GUILET et al., 2001

Mammea neurophylla DANG, et al., 2015

HO

Mammea americana

YANG et al., 2005
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Tabela 1. Continuacdo

Espécie Estrutura Referéncia
OH
X SN
Mammea africana OUAHOUQ et al., 2004
HO o” "0
O

LEE et al., 2003
Kayea assamica

Ochrocarpos punctatus

(Mammea L) CHATURVEDULA et al., 2002

Calophyllum nervosum TAHER et al., 2005

Kielmeyera coriaceae O 0 oH CORTEZ et al., 2003

Mahurea palustris MASSIOT et al., 2005
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1.2.2 Biossintese de derivados de floroglucinol presentes na familia Calophyllaceae

A Dbiossintese das xantonas, 4-fenil e 4-alquilcumarinas, benzofenonas,
acilfloroglucinéis e acidos 3-fenil-3-floroglucinilpropandicos estdo correlacionados entre
si através de um ramo comum: pode-se verificar nestes compostos, a presenca de um
nicleo floroglucinol (benzeno-1,3,5-triol), cuja formagdo envolve o acoplamento de trés
unidades de malonil-CoA. Outro ponto em comum que se destaca nestes compostos € a
presenca de grupos prenilicos, os quais podem estar ou nao ciclizados formando, por
exemplo, anéis do tipo pirano ou furano (Figura 2).

Na biossintese das xantonas e benzofenonas, trés unidades de malonil-CoA
formam o nudcleo floroglucinol e acopla-se a uma unidade de benzoil-CoA ou um
derivado deste substrato. Esta etapa da reacdo é catalisada pela enzima benzofenona
sintase (BPS), a qual esta inserida na classe de policetideos sintase (PKS) do tipo III. Em
um estudo realizado por Schmidt e Beerhues (1997), utilizando culturas de células de
Hypericum androsaemum, demonstrou-se que hd uma maior afinidade com o benzoil-
CoA, levando inicialmente a formacgao da 2,4,6-trihidroxibenzofenona, e uma posterior
oxidagao a 2,3'4,6-trihidroxibenzofenona. Catalisada por enzimas P450, este substrato é
um precursor na biossintese das xantonas comumente encontrada também nas familias
Gentianaceae e Clusiaceae. Entretanto, Beerhues e Liu (2009) demonstraram que em
culturas de células de Centaurium erythraea (Gentianaceae), a enzima BPS aceita
preferencialmente o derivado 3-hidroxibenzoil-CoA como substrato inicial. Ademais,
tanto este substrato quanto a unidade benzoil-CoA sdo provenientes da rota do
chiquimato (WANG et al., 2003). Por sua vez, em um caminho alternativo mediado pela
enzima bifenila sintase (BIS), ocorre a formacao das bifenilas (LIU ez al., 2007)

Na biossintese das 4-fenilcumarinas, denominados usualmente de neoflavonoides,
ocorre 0 acoplamento da por¢do floroglucinol com um derivado do 4cido cinamico. Esta
proposta, sugerida por Eyton (1966) e colaboradores, envolveria um processo de
alquilacao do policetideo por acdo do grupo cinamoila. Com o objetivo de investigar a
proposta envolvendo estes precursores, Kunesch e Polonsky (1967) realizaram
experimentos com brotos de Calophyllum inophyllum utilizando [3-'*C]fenilalanina e os
resultados demonstraram uma grande especificidade da incorporacio do C-3 da
fenilalanina (precursor do acido cinamico) no C-4 do neoflavonoide calofilolido. Em um
caminho biogenético alternativo envolvendo o acoplamento com o dcido cindmico, pode

ndo ocorrer a lactonizacio e assim formar-se os 4cidos  3-fenil-3-
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floroglucinilpropandicos. J4 na biossintese das 4-alquilcumarinas, ocorre a alquilagao da
por¢do floroglucinol com um d4cido a, f-insaturado e subsequente, lactonizacdo do
sistema (EYTON et al,. 1966; OLLIS, 1966; RAMIANDRASOA et al,. 1983, SEIGLER,
1998). Enquanto que a biossintese dos acilfloroglucindis ocorre via condensagdo de trés
unidades de malonil-CoA e uma unidade de isobutiril-CoA catalisada pela enzima
isobutilfenona sintase (BUS). Posteriormente, ocorre sucessivas prenilagdes catalisadas

por enzimas preniltransferases (BEERHUES, 2000).

Xantona

©)LSCOA
: o] Benzoil-CoA
SCoA

Isobutiril-CoA o O
‘—
HO SCoA
3 Malonil-CoA o

(0]
©/\AOH 0

Ac. cinamico

4-Fenilcumarina
(neoflavonoide)

%H
Acilfloroglucinol COOH

Acido o, p insaturado

OH

HO (O]

4-Alquilcumarina Acido 3-fenil-3-floroglucinilpropanéico

Figura 2. Esquema biossintético dos derivados de floroglucinol presente em espécies da familia

Calophyllaceae
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1.3 O género Kielmeyera

O género Kielmeyera é endémico da América do Sul e retine cerca de 45 espécies
nativas do Brasil, as quais t€ém ocorréncia principalmente nos biomas do Cerrado e da
Mata Atlantica (JOLY, 1983; SANTOS et al., 2015; BITTRICH, et al., 2016).
Anteriormente, o género pertencia a familia Clusiaceae (Guttiferae) e juntamente com os
géneros Marila, Mesua, Mammea e Calophyllum constituiam a tribo Calophylleae
(NOTIS, 2004). Porém, a partir do sistema APG III, o género Kielmeyera foi incluido na
familia Calophyllaceae (APG III, 2009; RUHFEL, 2011).

Espécies do género Kielmeyera t€m sido utilizadas pela populacdo no tratamento
de diversas enfermidades. Cita-se, por exemplo, o uso de K. variabilis, denominada
vulgarmente como malva-do-campo, no tratamento de infeccdes bacterianas e flingicas e
até mesmo contra esquistossomose, leishmaniose e malaria (PINHEIRO et al., 2003).
Enquanto que a espécie K. coriacea, conhecida popularmente por pau-santo, € usada
contra dor de dentes e como emoliente (ARELLO et al., 1993).

Estudos demonstram que extratos brutos de espécies de Kielmeyera apresentam
significativas atividades bioldgicas. O extrato diclorometano do caule de K. coriacea, no
qual Biesdorf e colaboradores (2012) verificaram a presenga da bifenila aucuparina e das
xantonas 2-hidroxi-1-metoxixantona, swertinina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-methilbut-2-enil)-
xantona e 1,3,5-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona, apresentou atividade anti-
depressiva. O extrato hidroetanélico do caule K. coriacea também apresentou atividade
anti-ulcera gastrica (GOULART, et al., 2005) e atividades psicotropicas (MARTINS et
al., 2004). O extrato metandlico dos galhos da K. variabilis apresentou atividade
moluscicida frente a espécie de caramujo Biomphalaria glabrata, hospedeiro
intermedidrio do Schistosoma mansoni, o qual € causador esquistossomose. Verificou-se
também que o fracionamento biomonitorado do extrato resultou em uma diminuicido da
atividade moluscicida, cujo efeito pode estar relacionado a um sinergismo entre as
substancias presentes no extrato bruto (PINHEIRO et al., 2003). Espécies de Kielmeyera
podem ser fontes também de compostos com atividade frente a bactérias Gram-positivas
como demonstrado por Sobral e colaboradores (2009), no qual o extrato diclorometano
do caule de K. cuspidata apresentou atividade frente a Micrococcus luteus, Bacillus

subitilis, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.
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1.3.1 A quimica do género Kielmeyera

InvestigacOes fitoquimicas em espécies de Kielmeyera tem proporcionado
verificar a presenca de metabdlitos secundarios que correlacionam o género Kielmeyera
com os demais géneros da familia Calophyllaceae assim como também os estudos tem
permitido o isolamento dos compostos responsdveis pela bioatividade dos extratos.

K. coriacea, por exemplo, corresponde a espécie com maior nimero de estudos.
Cortez e colaboradores (2003), verificaram que a bifenila aucuparina e a 1,3,7-trihidroxi-
2-(3-metilbut-2-enil)-xantona, isoladas a partir do extrato diclorometanico das folhas
desta espécie, apresentam atividade antimicrobiana frente a Bacillus subtilis e que a
aucuparina ainda mostrou-se ativa também frente a Staphylococcus aureus. Enquanto que
a partir do extrato hexanico da casca das raizes, isolou-se um peréxi-dimero do &-
tocotrienol, o qual apresentou atividade citotoxica frente as linhagens de células DA-MB-
435 (melanoma), HCT-8 (colén), HL-60 (leucemia) e SF-295 (glioblastoma)
(MESQUITA et al., 2011).

A partir do estudo biomonitorado do extrato etandlico dos galhos de K. variabilis,
obteve-se um novo acilfloroglucinol, o qual também apresentou atividade antimicrobiana
frente a cepas de S. aureus resistentes a meticilina (COQUEIRO et a ., 2016). J4 o estudo
fitoquimico das cascas do caule de K. albopunctata resultou no isolamento de uma 4-
alquilcumarina, nomeada 4-(1-metilpropil)-5,7-dihyidroxi-8-(4-hidroxi-3-metilbutiril)-6-
(3-metilbut-2-enil)cromen-2-ona, a qual foi ativa in vitro frente a forma tripomastigota
do Trypanosoma cruzi, sendo responsavel pela morte de 80% do parasita na concentragao
de 125 pg/mL (SCIO et al., 2003).

O género Kielmeyera sempre foi reconhecido pela presenca de xantonas, as quais
podem ser consideradas marcadores quimiossistematicos (REZENDE et al., 1973;
VIEIRA et al., 2005). H4 relatos também da presenca de bifenilas simples (CORTEZ et
al., 2003; BIESDORF et al., 2012), quinonas (CORREA et al., 2012), tocotrienois
(MESQUITA et al., 2011), triterpenos e esteroides (SOBRAL et al., 2009) e em
destaque, as 4-alquil e 4-fenilcumarinas (NOGUEIRA et al., 2009).

Assim como citado anteriormente no tépico referente a biossintese dos
metabolitos secunddrios presentes na familia Calophyllaceae, as xantonas e as 4-alquil e
4-fenilcumarinas sdo provenientes de uma via biossintética mista € em ambas as vias, a
formacdo do nucleo floroglucinol ocorre a partir de trés unidades de malonil-CoA.

Revisando os estudos quimicos no género Kielmeyera, verifica-se que além da
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predominancia de xantonas, a presenca das 4-alquil e 4-fenilcumarinas preniladas
também se destaca, as quais usualmente as cadeias prenilicas ciclizam e formam anéis do
tipo furano (NAGEM et al., 1988) e pirano (CRUZ et al., 2001). De fato, em sete
espécies de Kielmeyera, a presenga das 4-alquil e 4-fenilcumarinas € predominante se
comparada a presenca de xantonas (Tabela 2). Os estudos das espécies K. argentea
(CRUZ et al., 1998), K. albopunctata (SCIO et al., 2003), K. reticulata (CRUZ et al.,
2002) e K. rugosa (NOGUEIRA et al., 2009) resultaram no isolamento de 4-alquil e 4-
fenilcumarinas até entdo inéditas (Tabela 2). Observou-se que estes compostos
apresentavam oxidacdes na cadeia acilica (K. argentea, K. reticulata e K. rugosa) ou na
cadeia prenilica (K. elata e K. rugosa). Este fato também € observado em outros géneros
da familia Calophyllaceae, incluindo oxidagdes nas cadeias alquilicas em C-4, como
demonstrado por LEE et al. (2003) em Kayea assamica. Destaca-se ainda que as demais
4-alquil e 4-fenilcumarinas isoladas no género Kielmeyera estao largamente presentes em
espécies dos géneros Mammea, Mesua e Calophyllum, o que corrobora a proximidade

filogenética entre os géneros da familia Calophyllaceae.
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Tabela 2. 4-Alquil e 4-fenilcumarinas isoladas no género Kielmeyera
Espécie Estrutura Local de coleta Referéncia

K. albopunctata

Reserva Florestal de
Linhares, Espirito
Santo, Brasil

SCIO et al., 2003

K. albopunctata

Reserva Florestal de
Linhares, Espirito
Santo, Brasil

SCIO et al., 2003

K. albopunctata

Reserva Florestal de
Linhares, Espirito
Santo, Brasil

SCIO et al., 2003

K. argentea

Lagoa do Abaeté,
Salvador, Bahia,
Brasil

CRUZ et al., 1998

K. argentea

Lagoa do Abaeté,
Salvador, Bahia,
Brasil

CRUZ et al., 1998

K. argentea

Lagoa do Abaeté,
Salvador, Bahia,
Brasil

CRUZ et al., 1998
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Tabela 2. Continuacdo
Espécie Estrutura Local de coleta Referéncia
Lagoa do Abaeté,
K. argentea Salvador, Bahia, CRUZ et al., 1998
Brasil

K. elata IIhéus, Bahia, Brasii GRAMACHO et al., 1999
K. elata I1héus, Bahia, Brasil

GRAMACHO et al., 1999

K. lathrophyton

Parque Nacional da
Chapada
Diamantina, Bahia,
Brasil

CRUZ et al., 2001

K. lathrophyton

Parque Nacional da
Chapada
Diamantina, Bahia,
Brasil

CRUZ et al., 2001

K. lathrophyton

Parque Nacional da
Chapada
Diamantina, Bahia,
Brasil

CRUZ et al., 2001
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Tabela 2. Continuacdo

Espécie

Estrutura

Local de coleta

Referéncia

K. lathrophyton

Parque Nacional da
Chapada
Diamantina, Bahia,
Brasil

CRUZ et al., 2001

K. lathrophyton

Parque Nacional da
Chapada
Diamantina, Bahia,
Brasil

CRUZ et al., 2001

K. lathrophyton

Parque Nacional da
Chapada
Diamantina, Bahia,
Brasil

CRUZ et al., 2001

K. pumila

Ouro Preto, Minas
Gerais, Brasil

NAGEM et al., 1988

K. pumila

Ouro Preto, Minas
Gerais, Brasil

NAGEM et al., 1988

K. pumila

Ouro Preto, Minas
Gerais, Brasil

NAGEM et al., 1988
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Tabela 2. Continuacdo
Espécie Estrutura Local de coleta Referéncia

K. reticulata

Lagoa do Abaeté,

Salvador, Bahia, Brasil

CRUZ et al., 2002

K. reticulata

Lagoa do Abaeté,

Salvador, Bahia, Brasil

CRUZ et al., 2002

K. reticulata

Lagoa do Abaeté,

Salvador, Bahia, Brasil

CRUZ et al., 2002

K. reticulata

Lagoa do Abaeté,

Salvador, Bahia, Brasil

CRUZ et al., 1998

K. reticulata

Lagoa do Abaeté,

Salvador, Bahia, Brasil

CRUZ et al., 1998

K. reticulata

Lagoa do Abaeté,

Salvador, Bahia, Brasil

CRUZ et al., 1998
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Tabela 2. Continuacdo
Espécie Estrutura Local de coleta Referéncia

K. reticulata

Lagoa do Abaeté,

Salvador, Bahia, Brasil

CRUZ et al., 1998

K. reticulata

Lagoa do Abaeté,

Salvador, Bahia, Brasil

CRUZ et al., 1998

Santo. Amaro das Brotas,

NOGUEIRA et al., 2009

K. rugosa Sergipe, Brasil
Santo. Amaro das Brotas,
K. rugosa sereive, Brasi NOGUEIRA ef al., 2009
K. rugosa Santo. Amaro das Brotas, - \6GUEIRA ef al., 2009
Sergipe, Brasil
X
K. rugosa Santo. Amaro das Brotas, - 6 GUEIRA ef al., 2009

Sergipe, Brasil
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Tabela 2. Continuacdo

Espécie Estrutura Local de coleta Referéncia

Santo. Amaro das Brotas,

. . NOGUEIRA et al., 2009
Sergipe, Brasil

K. rugosa

Santo. Amaro das Brotas,

. . NOGUEIRA et al., 2009
Sergipe, Brasil

K. rugosa

1.3.2 A espécie Kielmeyera argentea

A espécie K. argentea é um arbusto que pode alcancgar até 3,0 m de altura, tronco
e ramos acinzentados, apresenta liatex de cor amarelo-alaranjanda nos ramos, folhas
discolores, flores de pétalas brancas enquanto os frutos sdo cdpsulas lenhosas deiscentes
de cor marrom (Figura 3). O florescimento e frutificacdo podem ocorrer durante todo o
ano. A ocorréncia desta espécie restringe-se as regides de dunas e restingas da costa do
Estado da Bahia. (MAIA et al., 2009; SANTOS et al., 2015). Estudo anterior levou ao
isolamento e identificacdo de 4-n-propil e 4-fenilcumarinas a partir do extrato hexanico

do caule de K. argentea (CRUZ et al., 1998).

Figura 3. Flor e frutos de um espécime de Kielmeyera argentea



Introducao 38

1.3.3 A espécie Kielmeyera lathrophyton

A espécie K. lathrophyton é um arbusto que pode atingir at¢ 8 m de altura,
apresenta latex branco a amarelado, inflorescéncias corimbosas em cimeira, sépalas
externas, pétalas brancas e sementes com nucleo seminifero e alas. O florescimento
ocorre no periodo de agosto a marco e a frutificacdo no periodo de abril e janeiro. Tem
ocorréncia nos estados de Goids, Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia e Distrito Federal em
regides de cerrado e campos rupestres (SANTOS et al., 2015). Estudos anteriores
demonstraram principalmente a ocorréncia de xantonas, 4-fenil e alquilcumarinas
(SILVA-NETO, 1998; CRUZ et al., 2001) e mais recentemente, a presenca de derivados
poliprenilados do floroglucinol (ALMEIDA et al., 2011).

Figura 4. Flores e frutos de um espécime de Kielmeyera lathrophyton

1.4 A busca por novas drogas para o tratamento do cincer

Cancer corresponde a um conjunto de mais de cem doengas caracterizadas pelo
crescimento desordenado das células que invadem os tecidos e 6rgdos circunvizinhos,
podendo disseminar-se para outras regides do corpo (WHO, 2014). Os diferentes tipos de
cancer sdo correspondentes aos diferentes tipos de células presente no organismo. Por
exemplo, a pele € formada por diferentes tipos de células; se o cancer inicia-se em tecidos
epiteliais, este € denominado de carcinoma. Por sua vez, caso se inicie em tecidos
conjuntivos como 0sso, musculo ou cartilagem é chamado de sarcoma (INCA, 2015).

O relatério elaborado pela Organizagdao Mundial de Satdde indicou que houve 8,2
milhdes de mortes no mundo devido ao cancer em 2012. Os canceres de pulmao, mama,

colo-retal, estdmago e figado sdo responsdveis por mais de metade destas mortes. O



Introducao 39

aumento populacional e da expectativa de vida levard também a um aumento na
propor¢do e no nimero de casos da doenca. As projecdes indicam que em 2030,
ocorrerdo 12,6 milhdes de mortes provocadas pelo cincer. A estimativa para o Brasil no
biénio 2016-2017 aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos (WHO, 2014;
INCA, 2015).

O tratamento dos diversos tipos de cincer envolve frequentemente o uso de
agentes quimioterdpicos. O paclitaxel ou taxol®, por exemplo, isolado das cascas do
Teixo do Pacifico (Taxus brevifolia) em 1967 tornou-se um dos farmacos mais
promissores no tratamento de diversos tipos de cancer. A obtencdo da droga atualmente
ainda ocorre por meio de semi-sintese em funcdo da complexidade estrutural assim como
do baixo rendimento do taxol obtido a partir das cascas da planta. Cragg e Newman
(2013) indicam que 75% das drogas utilizadas atualmente no tratamento do cancer sao
derivados ou inspirados em produtos naturais.

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) sdo relativamente raros, pois
correspondem a cerca de 2% entre os tumores malignos, porém contribuem de forma
significativa para a mortalidade no mundo. Os gliomas ou glioblastomas sdo o tipo
histolégico mais frequente e representam de 40% a 60% de todos os tumores primarios
do SNC (INCA, 2015). Estes tumores sdo classificados pela Organizacdo Mundial de
Saide como sendo do tipo astrocitoma grau IV. A conduta terapéutica adotada para o
tratamento € multidisciplinar, geralmente consistindo na combinacdo de cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. Atualmente, o uso do quimioterdpico temozolomida
(Temodal®) tem permitido um aumento da sobrevida dos pacientes apesar de sua
eficiéncia nem sempre ser garantida (DEANGELIS, 2001; OMURO et al., 2013).

Neste contexto, justifica-se a busca por novas drogas capazes de agir com maior
eficdcia contra tumores do SNC. A partir de espécies da familia Calophyllaceae, por
exemplo, tem sido isoladas 4-fenil e 4-alquilcumarinas com potencial atividade citotdxica
frente a diversas linhagens de células tumorais. As cumarinas mammea A/BA e mammea
B/BA apresentaram uma inibi¢ao do crescimento celular frente a células da linhagem KB
(carcinoma oral humano) superior a 70% na concentracao de 1 uM (OUAHOUO et al.,
2004). Guilet e colaboradores (2001) também demonstraram a citotoxicidade de 4-n-
propil e 4-fenilcumarinas isoladas de Calophyllum dispar frente a células KB. Em
continuidade ao estudo com esta espécie, verificou-se adicionalmente uma maior
atividade citotoxica das 4-fenilcumarinas que apresentavam adicionalmente um anel

furano (GUILET et al., 2001). Os neoflavonoides mammea A/BA e mammea A/BB
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também apresentaram significativa atividade citotdxica frente as linhagens de células KB
(carcinoma oral humano), P-388 (leucemia), Col-2 (cancer de colén), Lu-1 (cancer de
pulmdo), BCA-1 (cancer de mama). A partir de Kayea assamica, por sua vez, foram
isoladas 4-alquilcumarinas que apresentaram citotoxicidade frente células tumorais
humanas das linhagens Col2 e LNCaP além da linhagem KB (LEE et al., 2003).
Reyes-Chilpa e colaboradores (2004) estudaram, por sua vez, a citotoxidade de 4-
fenil e 4-alquilcumarinas obtidas de Calophyllum brasiliense frente a células tumorais da
linhagem U251 (sistema nervoso central), K562 (linfoma) e PC3 (préstata). As
substincias mammea A/BA e as misturas das cumarinas mammea A/BA + A/BB,
mammea B/BA + B/BB e mammea C/OA + C/OB apresentaram ICs, inferiores a 4,05
UM enquanto que a substancia mammea B/BA ciclo F apresentou um valor superior a 25
uM (Tabela 3). Adicionalmente, Gomez-Verjan e colaboradores (2016) realizaram
andlises toxicogendmicas com as misturas das cumarinas mammea A/BA + A/BB.
Verificou-se que estes compostos atendem a um perfil de seguranca, apoiando a
utilizagcdo destas cumarinas do tipo mammea em estudos pré-clinicos para determinar o

seu potencial farmacéutico.

Tabela 3. Citotoxidade de 4-alquil e 4-fenilcumarinas [ICsp (uM)] frente a células da
linhagem U251de glioblastoma humano. Adaptada de REYES-CHILPA et al. (2004)

Estruturas quimicas I1Cs9 (uM)

0,59 +0,10

mammea A/BA

>25

mammea B/BA ciclo F




Introducao

41

Tabela 3. Continuacdo

Estruturas quimicas ICs9 (uM)

1,92 £0,17
mammea A/BA + A/BB

1,47 +0,10
mammea B/BA + B/BB

1,85 £ 0,30

mammea C/OA + C/OB
94+1,03

mammea B/BA ciclo F + B/BB ciclo F
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2. OBJETIVOS

» Estudar a composi¢do quimica das espécies Kielmeyera argentea e Kielmeyera

lathrophyton;

» Purificar e determinar as estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios;

» Comparar a composi¢do quimica das espécies K. argentea e K. lathrophyton com

as investigacoes realizadas anteriormente no género Kielmeyera,

= Avaliar a citotoxicidade de 4-fenil e 4-alquilcumarinas frente a células da

linhagem U251 de glioblastoma humano.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Coleta e Identificacao do Material Vegetal
Um espécime de Kielmeyera argentea (Calophyllaceae) foi coletado em 04 de

agosto de 2009 nas restingas do Parque Metropolitano do Abaeté em Salvador - Bahia

(Figura 5), identificado pela botanica Prof.* Msc. Maria Lenise S. Guedes (Instituto de

Biologia - UFBA) e registrada no herbario Alexandre Leal Costa, do Instituto de Biologia
da Universidade Federal da Bahia, sob o ndmero 026392.

=

Figura 5. Espécime de K. argentea coletado para o estudo fitoquimico nas restingas do Parque

Metropolitano do Abaeté, Salvador-Bahia

Um espécime de Kielmeyera lathrophyton foi coletada nas proximidades do
Morro do Pai Indcio no municipio de Palmeiras na regido do Parque Nacional da
Chapada Diamantina — Bahia, em 27 de fevereiro de 2009 (Figura 6). A identifica¢do do
mesmo também foi realizada pela botanica Prof*. Msc. Maria Lenise S. Guedes e

registrada no herbério Alexandre Leal Costa sob o numero 35942.

Figura 6. Espécime de K. lathrophyton coletado para o estudo fitoquimico na regido do Morro do

Pai Inicio, Palmeiras, Chapada Diamantina -Bahia
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3.2 Preparacao dos extratos organicos

3.2.1 Extratos organicos das raizes de K. argentea

As raizes do espécime de K. argentea foram lavadas com dgua corrente, secadas
em estufa e em seguida trituradas em um moinho de facas Thomas Wily Laboratory Mill-
Model 4, obtendo-se 9,76 Kg de material moido. O material vegetal pulverizado foi
submetido a trés extragdes sucessivas por maceragao a temperatura ambiente, durando
trés dias cada extracdo, utilizando hexano. Apds a filtracdo e elimina¢do do solvente em
evaporador rotatorio a pressdo reduzida em um banho de 35°C, obteve-se o extrato
hexanico (EH) das raizes de K. argentea (1,57 Kg). Posteriormente, repetiu-se este
mesmo procedimento com a torta residual obtida a partir da extracio com hexano
utilizando como solvente acetato de etila, obtendo-se o extrato em acetato de etila (EAE)
(229 g) (Figura 7). Ambos os extratos apresentaram um aspecto oleoso, sendo o EH de

coloracdo amarela enquanto que o EAE apresentou uma colorag¢do castanha-escura.

Raizes de K. argentea
(9,76 Kg)

1. Maceracdo em hexano
2. Filtragao
3. Evaporacdo do solvente

Extrato hexanico Torta
(1,57Kg)

1. Maceracdo em AcOEt
2. Filtragdo
3. Evaporacdo do solvente

Extrato acetato de etila
(229 g)

Torta

Figura 7. Procedimento experimental para obtencéo do extrato hexanico (EH) e extrato

acetato de etila (EAE) das raizes de K. argentea
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3.2.2 Extrato organico do caule de K. lathrophyton

O extrato do caule de Kielmeyera lathrophyton foi preparado em um trabalho
realizado por Almeida (2013). O material vegetal coletado foi secado a temperatura
ambiente e em seguida triturado em um moinho de facas. O material moido (5,10 Kg) foi
submetido a trés extragdes sucessivas por maceracdo a temperatura ambiente, durando
trés dias cada extracdo, utilizando hexano. Apds a filtracdo e eliminacdo do solvente em
evaporador rotatorio, sob pressdo reduzida a aproximadamente 35°C, obteve-se o extrato
hexanico (EH) do caule de K. lathrophyton (25,64 g) (Figura 8).

O estudo do extrato hexanico foi iniciado por Almeida (2013). Deste modo, o
trabalho atual desenvolveu-se a partir dos estudos das fracoes KLH-03, 04 e 05 obtidas a
partir do fracionamento do extrato hexanico em silica gel usando como fase médvel
hexano, diclorometano, acetato de etila ¢ metanol em ordem crescente de polaridade,
obtendo-se 13 fracdes no total apds andlises por cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC). As fracoes KLH-04 (3,8 g) e KLH-05 (2,5 g) foram em seguida

submetidas a uma rea¢do com diazometano.

Caule de K. lathrophyton
(5,10 Kg)

1. Macera¢@o em hexano
2. Filtragdo
3. Evaporacdo do solvente

Extrato hexanico Torta
(25,64 g)

CC silica gel 60 (70-230 mesh)
Eluentes: Hex/DCM/AcOEt/MeOH

~ Demais fracdes estudadas por
Fragoes KLH-04 ¢ 05 Almeida (2013)

CH,N,

Fracoes KLH-04 e 05
(metiladas)

Figura 8. Procedimento experimental para obten¢éo e fracionamento do extrato hexanico (EH)

do caule de K. lathrophyton e metilagdo das fracdes KLH-03, 04 e 05
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3.3 Metodologia para preparacao do diazometano

O diazometano foi gerado a partir da nitrosometiluréia seguindo a metodologia
descrita por Arndt (1943). A primeira etapa correspondeu a preparagdo da
acetilmetiluréia a partir da acetamida (Figura 9) (AMSTUTZ E MYERS, 1943). A um
béquer de 1000 mL, equipado com agitacdo magnética, contendo 25 g de Brpe 16,78 g de
acetamida, adicionou-se lentamente uma solu¢do de hidréxido de sddio a 38,5% (40 mL)
sob suave aquecimento. ApOs a mistura reacional atingir a efervescéncia, manteve-se o
aquecimento durante trés minutos e em seguida, resfriou-se o sistema em um banho de
gelo por cerca de 2 horas. Apés este periodo, verificou-se a cristalizacdo de um sélido,

realizou-se entdo uma filtracdo a vicuo e secagem ao ar para obten¢do de acetilmetiluréia

(11,6 g, 70% de rendimento).

O B, O 0
2 _—>
)kNHZ e L

NH N
0 O
aq. HCI, A JL NaNo, - )k
SNH NH, N NH,
NO

Figura 9. Preparacdo da nitrosometiluréia a partir da acetamida

Os cristais da acetilmetiluréia foram dissolvidos em uma solugdo de dacido
cloridrico concentrado (12,50 mL) sob aquecimento, mantendo-se o sistema em ebuli¢dao
por um periodo total de 12 minutos. O meio reacional foi diluido adicionando-se dgua
destilada gelada (12,50 mL). A esta solucdo, adicionou-se uma solucdo gelada de NaNO,
a 43% (volume mL) e manteve-se o sistema em banho de gelo por varios minutos até
verificar a precipitacdo do produto. Apods filtracdo a vicuo e secagem ao ar, obteve-se um

solido amarelo pélido, a nitrosometiluréia (9,0 g).
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O
KOH (aq)
\’TIJJ\NHz T CH2N2 + KCNO
NO

Figura 10. Preparacdo do diazometano a partir da nitrosometiluréia em um reator de destilagao

Em um reator similar ao representado na Figura 10, o qual possuia um
condensador lateral para possibilitar um banho de gelo, adicionou-se a nitrosometiluréia,
50,00 mL de éter etilico e uma solugdo aquosa de KOH 50% (50,0 mL) no
compartimento A. A mistura foi submetida a um aquecimento suave utilizando uma fonte
de ar quente, obtendo-se uma solucdo etérea de diazometano (CH;N;). Em seguida,
adicionou-se lentamente esta solu¢do as amostras, solubilizadas em cloroférmio, KLH-04
(3,8 g) e KLH-05 (2,5 g) até ndo perceber-se o desprendimento de gas, indicando excesso

de diazometano.

3.4 Métodos cromatograficos

* Cromatografia de adsorcao em coluna e camada delgada

Nas separagdes cromatograficas em coluna (CC) foram utilizadas gel de silica
flash F60 230 — 400 mesh (40 - 63 um) e 65 —250 mesh (63-200 wm) da marca SiliCycle;
gel de silica 60H (15 pm), gel de silica Si60 (40-63 um), gel de silica 60F 60 — 230 mesh
(63-200 um), gel de silica 230 — 400 mesh (40-63 um) e gel de silica LiChroprep® RP-18
(25-40 um) da marca Merck. Os solventes utilizados foram das marcas Tedia Brazil,
VETEC, CHEMIS e QUIMEX, todos de grau analitico. Nas separa¢gdes cromatograficas
em coluna sob pressdo, utilizou-se nitrogénio gasoso com grau de pureza de 99,99%. A
evaporacao dos solventes presente em extratos e fragdes foi realizada sob pressdao
reduzida utilizando evaporador rotatério da marca BUCHI modelo R-3000 e da marca
Heidolph modelo Laborota 4000.

Na cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) foi utilizado gel de

silica HF,s44366 €nquanto que na cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)
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foi utilizado gel de silica PF,s44366, ambas da marca Merck. As placas cromatograficas
foram preparadas espalhando-se uma suspensdo de silica em 4gua destilada sobre placas
de vidro através de um espalhador mecanico Heidelberg, obtendo-se placas com
espessuras de 0,5 e 1,00 mm (CCDC) e 1,00 mm (CCDP). Todas as placas foram ativadas
em estufaa 100°C  por um periodo minimo de 1h. A revelacdo das placas
cromatogréficas foi realizada pela exposicao a luz ultravioleta nos comprimentos de onda

de 254 e 366 nm, assim como também utilizando vapores de iodo.

* Cromatografia liquida de média pressao

As separacOes cromatograficas de média pressdo foram realizadas no sistema de
cromatografia flash Sepacore® flash X10 da BUCHI equipado com dois médulos para
bombeamento da fase movel modelo C-601, um detector UV-Vis modelo C-640 e um
coletor de fracdes automdtico modelo C-660. Utilizou-se uma coluna de vidro 15/230
empacotada manualmente com silica de fase reversa LiChroprepe RP-18 (25-40 um) da

marca Merck e como eluentes um sistema bindrio 4gua/metanol.

* Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As andlises e separagdes usando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram realizadas em um aparelho SHIMADZU modelo LC-20A Prominence equipado
com um sistema bindrio de bombas modelo LC-20AR, um detector UV-visivel com
arranjo de diodos modelo SPD-M20A e um injetor automdatico modelo SIL-10AF. As
injecdes em modo analitico foram realizadas utilizando o injetor automético enquanto que
em modo semipreparativo através de um injetor manual.

Nas separacdes em escala analitica utilizou-se uma coluna da marca Supelco
Analytical Ascentis® C18 (25 cm x 4,6mm, 5 pm) enquanto que em escala
semipreparativa, utilizou-se uma coluna Supelco Analytical Ascentis® C18 (25 cm x
10mm, 5 pm). Utilizou-se como eluentes MeOH e acetonitrila grau HPLC das marcas
Merck, Baker e Tedia Brazil e 4dgua Milli-Q, os quais foram filtrados através de
membranas de nylon com poros de 0,45 um e desgaseificados por sonicacao durante 15
min. As amostras foram dissolvidas nas fases méveis empregadas e filtradas através de

membranas de teflon com poros de 0,45 pm.
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3.5 Fracionamento do extrato hexinico das raizes de K. argentea

Submeteu-se o extrato hexanico a uma coluna cromatografica a vdcuo empacotada
a seco utilizando como adsorvente gel de silica 65 — 250 mesh (63-200 um) (456 g) e
como eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Este procedimento foi
realizado cinco vezes devido a massa obtida deste extrato (1,57 Kg), a qual impossibilitou
o fracionamento em uma dnica etapa (Figura 11).

Na primeira etapa do fracionamento do extrato hexanico (119 g), obteve-se 14
fracdes de aproximadamente 500 mL cada, denominadas KAH-A1 a Al4. Apéds a
evaporacao dos solventes em evaporador rotatério, todas as fracdes desta coluna foram
submetidas a cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), utilizando como
eluentes misturas de hexano/acetato de etila e hexano/diclorometano em diferentes
propor¢des, sendo que as fragdes similares (A7 até A9) foram agrupadas. Na segunda
etapa, o extrato (138 g) foi submetido a uma CC nas mesmas condicdes anteriores.
Obteve-se 19 fracdes, de aproximadamente 500 mL cada, denominadas KAH-B1 a B19.
Ap6s andlise por CCDC, as fragdes semelhantes foram agrupadas em novas 13 fragdes.
Na terceira etapa, o extrato (126 g) foi submetido novamente a uma CC, obtendo-se 20
fracdes, aproximadamente 500 mL cada, denominadas KAH-C1 a C20, sendo que as
fracdes similares foram agrupadas. Verificou-se também a presenca de um sélido branco
nas fracoes oleosas KAH-C6 e KAH-C7. Na quarta etapa, apés fracionamento do
extrato hexanico (146 g) obteve-se novamente 20 fragdes de aproximadamente 500 mL
cada, denominadas KAH-D1 a D20. Na quinta etapa, seguindo 0s mesmos
procedimentos anteriores, o extrato hexanico (176 g) foi novamente submetido a uma CC

e obteve-se 19 fracdes, 500 mL cada, denominadas EH-E1 a E19.

Extrato hexanico

CC silica gel 65-250 mesh (456 g)
Eluentes: Hex/DCM/AcOEt/MeOH

KAH-A1-14 KAH-BI-19 KAH-C1-20 KAH-D1-20 KAH-E1-19

Figura 11. Fracionamento do extrato hexanico das raizes de K. argentea
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3.5.1 Estudo da fraciao KAH-A6

Submeteu-se a fracio KAH-A6 (547 mg) a uma coluna cromatogréfica utilizando
como adsorvente silica gel 60H, 15 um (30 g) e como eluentes misturas de hexano e
acetato de etila em gradiente. Obteve-se 130 fragcdes, sendo agrupadas as fracdes que
apresentaram perfis cromatograficos semelhantes apds analise por CCDC. Entre estas, as
fracoes KAH-B4 a B23 (365 mg) foram novamente submetidas a uma coluna
cromatogréfica utilizando silica gel 60H, 15 um (38 g) e misturas de hexano e acetato de
etila em gradiente. A partir deste processo, e apos andlise por CCDC, as fragdes KAH-

C18/21 forneceram a substancia S01 (10,6 mg) e as fracdes KAH-C24/27 forneceram a

substancia S02 (5,0 mg) (Figura 12).

KAH-A6
(547 mg)

CC silica gel 60H (30 g)

Gradiente Hex/AcOEt
130 fracdes
I CCDC
Ka-B4/23
Demais fracdes (365 mg)

CC silica gel 60H (38 g) Gradiente Hex/AcOEt

So01
Ka-C18/21 (10,6 mg)

S02
Ka-C24/27 (5,0 mg)

Figura 12. Esquema geral do estudo da fracio KAH-A6



Parte experimental 51

3.5.2 Estudo da fracio KAH-AS

Submeteu-se a fracio KAH- A5 (49,65 g) a uma coluna cromatogréfica utilizando
como adsorvente gel de silica flash 60F, 40-63 um (162 g) e como eluentes misturas de
hexano e acetato de etila em gradiente (Figura 13). Obteve-se nove fracdes da
aproximadamente 500 mL cada, as quais foram analisadas por CCDC, sendo agrupadas
as fracdes que apresentaram perfis cromatograficos semelhantes (Ka-A01 a Ka-A03).

A fracio Ka-A01/03 (1,35 g) foi submetida a uma coluna cromatografica
utilizando silica gel 60F, 63-200 um (65g) e misturas de hexano e acetato de etila em
gradiente, obtendo-se 80 fragdes. Verificou-se que a amostra Ka-B57 correspondia a uma
mistura de um sélido branco e um 6leo amarelado. A partir de uma lavagem a frio
utilizando-se éter de petrdleo, obteve-se o sélido branco, o qual era correspondente a
substancia S03 (8,2 mg). Adicionalmente, verificou-se que o s6lido presente nas fragdes
Ka-B31 a B42 correspondia ao triterpeno friedelina (Figura 118, p. 141). Em
continuidade ao trabalho, submeteu-se a fracio Ka-A05 (27,5 g) a uma coluna
cromatogréfica utilizando como adsorvente gel de silica flash F60, 40-63 um (187 g) e
misturas de hexano e acetato de etila em gradiente, obtendo-se 35 fracdes de
aproximadamente 200 mL cada. As fragdes foram analisadas por CCDC e agrupadas com
base no perfil cromatografico em vinte e cinco fragdes codificadas como Ka-G1 a G25.

A fracdo Ka-G09/10 (533 mg) foi submetida a uma coluna cromatografica
utilizando como adsorvente gel de silica Si60, 40-63 um (65 g) e utilizando como fase
movel novamente hexano/acetato de etila em gradiente. A partir das andlises de CCDC,
agrupou-se as fracdes Ka-I90 a Ka-I130 (300 mg) oriundas deste procedimento, e
submeteu-se esta fracdo novamente a uma coluna cromatografica utilizando gel de silica
Si60, 40-63 um (95 g) usando como fase mével uma mistura de tolueno e cloroférmio em
gradiente. As fracdes Ka-i03 a Ka-il8 foram agrupadas com base no perfil
cromatografico em CCDC. De modo similar a isolamento de S03, esta fracdo
correspondia a um so6lido branco em conjunto com um O6leo de coloragdo amarela.
Repetindo o procedimento realizado, uma lavagem a frio com éter de petréleo permitiu a
obtencdo do sélido branco correspondente a S04 (11,2 mg). Em seguimento aos estudos
com as fracoOes oriundas da coluna G, analisou-se o perfil cromatografico da fragdo Ka-
G18 (836 mg) no sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando uma
coluna de fase reversa C18 e como eluentes uma mistura de metanol/dgua. A partir do

procedimento em escala preparativa, em um sistema isocritico metanol/dgua (93:07) e
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fluxo de 5 mL/min, através de sucessivas injecdes, isolou-se as substancias S0S (5,1 mg)

e S06 (8,2 mg) assim como o do-tocotrienol (Figura 119, p. 141). Adicionalmente, as

Figuras 14 e 15 correspondem aos cromatogramas de S05 e S06.

Demais
fracdes

KAH-A5
(49,65 g)
CC silica gel F60 (162 g)
Gradiente Hex/AcOEt
09 fracdes
CCDC
] | | L |
Ka-A01/03 Ka-A05 Demais fragoes
1,352 2759
cc s?lica gel F60 (65 g) CC silica gel F60 (187 g)
Gradiente Hex/AcOEt Gradiente Hex/AcOEt
] 1
Friedelina S03 25 fragdes
(105,2 mg) Ka-B57 (8,2 mg)
CCDC
| | L | L]
Ka-G09/10 Ka-G18 Demais
(533 mg) (836 mg) fracoes
CC silica gel F60 (65 g) CLAE Cy5 (25 cm x 10mm, 5 pm)
Gradiente Hex/AcOEt MeOH: H,0 (93:07), fluxo 5 mL/min
| | L | L]
s S05 S06 d-tocotrienol
(5,1 mg) (8,2 mg) (42,0 mg)
CCDC
| L |
Ka-190-130 Demais
(300 mg) frag()es
CC silica gel Si60 (95 g)
Gradiente Tolueno/CHCl;
| | 1
S04

Ka-i03/08 (11,2 mg)

Demais fracdes

Figura 13. Esquema geral do estudo da fracio KAH-AS
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Figura 14. Cromatograma obtido por CLAE-DAD e espectro no ultravioleta da substancia S0S.
Coluna C18; fase mével MeOH/H,0 (90:10); fluxo: 1,0 mL/min; deteccdo A = 286 nm
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Figura 15. Cromatograma obtido por CLAE-DAD e espectro no ultravioleta da substancia S06.
Coluna C18; fase mével MeOH/H,0 (90:10); fluxo: 1,0 mL/min; deteccio A = 286 nm
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3.6 Estudos das fracoes KLH-04 e KLH-05 de Kielmeyera lathrophyton

Submeteu-se a fracado KLH-05 (2,5 g) a uma coluna cromatogréfica utilizando
como adsorvente silica gel Si60, 40-63 um (100 g) e como eluentes misturas de hexano e
acetato de etila em gradiente (Figura 16). Obtiveram-se trinta e cinco fra¢des, sendo
agrupadas as fragdes que apresentaram perfis cromatograficos semelhantes apds analise
por CCDC. Entre estas, analisou-se o perfil cromatografico das fracdes KI-E22/25 (213
mg) no sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando uma coluna de fase
reversa C18 e como eluentes uma mistura de metanol/dgua. A partir do procedimento em
escala preparativa, em um sistema isocratico metanol/agua (80:20) e fluxo de 5 mL/min,
através de sucessivas injecdes, isolou-se as substancias S07 (4,4 mg) e S08 (3,1 mg)
(Figura 16), cujos cromatogramas em uma andlise por CLAE utilizando uma coluna
C18, fase movel MeOH/H,O (90:10) e um fluxo de 1,0 mL/min correspondem,
respectivamente, as Figuras 17 e 18. De modo similar, analisou-se o perfil
cromatografico no sistema de CLAE das fragdes KI-E06/08 (252,0 mg), e a partir do
procedimento em escala preparativa, utilizando também um sistema isocratico
metanol/dgua (80:20) durante 0 - 15 min e fluxo de 5 mL/min, através de sucessivas
injecdes, isolou-se a substancia S09 (1,6 mg) (Figuras 16 e 19). A partir da E14/17 (300
mg), utilizando um sistema metanol/dgua (85:15) de 0 a 60 min e metanol (100%) de 60 a
80 min em um fluxo de 5,0 mL/min, obteve-se S11 (1,2 mg). Adicionalmente, a partir da
fracdo KLH-04 (3,8 g), através de uma coluna cromatografica utilizando silica gel F60,
230-400 mesh (110,0 g) como adsorvente e misturas de hexano e diclorometano em
gradiente como fase mdvel, obteve-se a fracdo KI-A10-12 (5,8 mg), e apds purificacio
por cromatografia em camada delgada preparativa, obteve-se S10 (1,0 mg).
Adicionalmente, a partir da fragdo KLLH-04, isolou-se também os triterpenos friedelina
(Figura 118, p. 141) e epifriedelanol (Figura 119, p. 142). (Figura 16). As Figuras 17,
18, 19, 20 e 21 correspondem aos cromatogramas, respectivamente, das amostras S07,

S08, S09, S10 e S11.
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Extrato hexanico

K. lathrophyton

(25,64 g)

CC silica gel 60 (70-230 mesh)
Eluentes: Hex/DCM/AcOEt/MeOH

KLH-05
259

CC silica gel Si60 (100 g)
Gradiente Hex/DCM
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KLH-04
(3.89)
CC silica gel 60 (110 g)
Gradiente Hex/DCM
KI1-A10-12 Friedelina Epi- Den}ais
friedelanol fracdes
(5,8 mg)
CCDP
Tolueno:CHCl; (80:20) KI1-E06/08
(252 mg)
S10
CLAE Cy
(1,0 mg) MeOH: H;O (80:20)

Fluxo 5 mL/min

S09
(1,6 mg)

CLAE Cys
MeOH: H,0 (80:20)

Fluxo 5 mL/min Fluxo 5 mL/min

S07
(3,1 mg)

S08
(4,4 mg)

S11
(1,2 mg)

Figura 16. Esquema geral do estudo das fracdes KLH-04 e 05

PDA Extracted 268nm,4nm|

B St
~.

0 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410
nm

KI-E22/25 E14/17 Dermaic
(213 mg) (300 mg) fragdes
CLAE Cyg

MeOH: H,0 (80:20)

T
10,0

min

Figura 17. Cromatograma obtido por CLAE-DAD e espectro no ultravioleta da substincia S07.

Coluna C18; fase mével MeOH/H,0 (90:10); fluxo: 1,0 mL/min; detec¢do A = 268 nm
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Figura 18. Cromatograma obtido por CLAE-DAD e espectro no ultravioleta da substincia S08.
Coluna C18; fase mével MeOH/H,0 (90:10); fluxo: 1,0 mL/min; detec¢do A = 257 nm
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Figura 19. Cromatograma obtido por CLAE-DAD e espectro no ultravioleta da substancia S09.
Coluna C18; fase mével MeOH/H,0 (90:10); fluxo: 1,0 mL/min; detec¢do A = 259 nm
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Figura 20. Cromatograma obtido por CLAE-DAD e espectro no ultravioleta da amostra S10.
Coluna C18; fase mével MeOH/H,0 (90:10); fluxo: 1,0 mL/min; deteccio A = 254 nm
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Figura 21. Cromatograma obtido por CLAE-DAD e espectro no ultravioleta da substincia S11.
Coluna C18; fase mével MeOH/H,0 (90:10); fluxo: 1,0 mL/min; detec¢do A = 433 nm



Parte experimental 58

3.7 Métodos de caracterizacao

= Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e "°C uni e
bidimensionais foram realizados em um espectrometro Varian Inova 500 de 11,7 Tesla
(operando com frequéncia de 500 MHz para 'H e de 125 MHz para C) no Laboratério
Baiano de Ressonincia Magnética Nuclear (LABAREMN) e nos espectrometros Varian
Inova 500 e Varian Inova 600 de 14,1 Tesla (600 MHz para 'H e de 150 MHz para °C)
do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) no Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM). Os deslocamentos quimicos (d) foram expressos em parte
por milhdo (ppm). Utilizou-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna e
cloroférmio deuterado (CDCls) da marca Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (CIL)®
para solubilizacdo das amostras. Os espectros de RMN de 'H e °C uni e bidimensionais

foram processados usando o software gratuito ACD Labs versao 12.0.
» Rotacao especifica

As medidas de rotacio Opticas foram realizadas em um polarimetro Perkin-Elmer
modelo 343 usando uma microcela de 10 cm. Utilizou-se metanol e cloroférmio (Merck)
para solubiliza¢do das amostras.
= Ponto de fusao

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho digital de ponto de fusdo

da marca Microquimica, modelo MQAPF-301.

3.8 Avaliacao da atividade citotoxica

As substancias S01, S02, S03 e S04, isoladas a partir das raizes de K. argentea
foram avaliadas quanto ao potencial citotdxico in vitro frente a células da linhagem U251

de glioblastoma humano. Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratério de
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Neuroquimica e Biologia Celular (LabNq) do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da
Universidade Federal da Bahia.

A partir das substincias, foram preparadas solucdes estoques de cada amostra
utilizando dimetilsulféxido (DMSO). As células de glioblastoma humano da linhagem
U251 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino (SFB) a
10% e antibidtico (100 Ul/ml de penicilina e 100 pg/ml estreptomicina) e mantidas em
estufa a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO, por 72h. As células foram cultivadas em
placas com 100 mm de didmetro contendo 10 mL de meio trocado a cada dois dias. Todas
as células usadas encontraram-se no maximo na décima passagem, as que atingirem
passagens superiores foram descartadas, a fim de garantir a homogeneidade dos grupos e
maxima reprodutibilidade dos resultados.

Ap6s este periodo, o meio de cultura foi removido, em condi¢des estéreis, e as
células foram tratadas com as amostras. A avaliacdo da atividade citotoxica foi realizada
através do ensaio colorimétrico com base no nivel de reducdo do corante brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil-tetrazolium (MTT). A absorbancia O6ptica de cada
amostra foi medida usando um espectrofotometro BIO-RAD 550PLUS no comprimento
de onda de 492 nm.

Os experimentos foram realizados em triplicatas e os dados foram tratados
estatisticamente. A partir da resolucdo da equacao logaritmica disponivel na biblioteca do
software GraphPadPrism, versdo 5.00 para Windows, obteve-se o valor da concentracao

de cada substancia necessdaria para induzir metade do efeito maximo (ICsp).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Constituintes quimicos isolados

Sucessivos processos cromatograficos do extrato hexadnico das raizes de
Kielmeyera argentea resultaram no isolamento e identificacdo das substancias: mammea
B/BA (S01), mammea B/BA ciclo F (S02), ferruol A (S03), mammea A/BB (S04),
mammea B/AB ciclo D (S05) e mammea B/AA ciclo D (S06), friedelina e d-tocotrienol
(Figura 22). Enquanto que a partir do extrato hexanico do caule de K. lathrophyton,
obtiveram-se as substancias 7-metoxi-2,2-dimetil-6-(2-metilbutanoil)-10-fenil-2H,8H-
benzo[1,2-b:3,4-b'|dipiran-8-ona (S07), 2,4-dihidroxi-3,6-dimetilbenzoato de metila
(S08), 1-hidroxi-7-metoxixantona (S09), 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metilxantona (S10),

1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metilxantona (S11), friedelina e epifriedelanol (Figura 23).

X OH HO™ %o X, OH
X N X
HO (O] HO e o) HO O” "0
O 0 O
S02 S03

(0] OH (e} OH
X
(e} O” ™0 O O” ~0
= =
S04 S05 S06
(e}
= = =
HO

8 — tocotrienol

Friedelina

Figura 22. Estruturas quimicas das substincias isoladas de K. argentea
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Friedelina
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Figura 23. Estruturas quimicas das substancias isoladas de K. lathrophyton
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4.1.1 Determinacao estrutural da substincia S01

Figura 24. Estrutura quimica da substincia S01

A substancia S01 (10,6 mg) foi isolada na forma de um sélido branco, solivel
em cloroférmio, a partir do extrato hexanico das raizes de K. argentea por meio de
sucessivos processos cromatograficos (Figura 12, p. 50). A identificacdo da substancia
foi realizada com base nos dados espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H, "*C, gHSQC e gHMBC.

O espectro de RMN de Be desacoplado (Figura 34, p. 68) apresentou 21 sinais
referentes a substancia S01 e, complementado com os dados obtidos a partir dos
experimentos de RMN de '"H (Figura 31, p. 66) e gHSQC (Figura 35, p. 69), sensivel a
fase, verificou-se que estes sinais correspondiam a cinco grupos metilicos (CH3), quatro
grupos metilénicos (CH;), trés grupos metinicos (CH) e dez carbonos nio-
hidrogenados.

A andlise da regido entre 0 — 2,5 ppm do espectro de RMN de 'H (Figura 32, p.
67) permitiu verificar a presenca de um tripleto em & 1,03 com constante de
acoplamento (J) igual a 7,5Hz ecuja integracdo correspondeu a trés
atomos de hidrogénios (3H). A partir do espectro de gHSQC, observou-se a correlagdo
destes com o sinal em & 13,9 do espectro de RMN de "*C e sendo correspondente a um
grupo metilico. Em continuidade, observou-se um dubleto em 6 1,04 com J = 6,7 Hz e
integragdo correspondente a seis hidrogénios correlacionado ao carbono em d 22,6
caracterizando a presenca de dois grupos metilicos magneticamente equivalentes

e dubletos em 6 1,83 (6 25,9) e 8 1,89 (6 18,1) com J = 0,75 e 1,3 Hz, respectivamente,
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caracterizando outros dois grupos metilicos. Assim como se verificou também a
presenca de um multipleto na regido entre 6 1,62 - 1,69 (6 22,7) correspondente a um
grupo metilénico. Na regido entre 2,5 — 6,0 ppm (Figura 33, p. 67), observou-se
um hepteto em 6 2,28 (6 25,6) com J = 6,7 Hz correspondente a um grupo metinico; um
tripleto em o6 2,93 (6 38,6) com J = 6,7 Hz correspondente a um grupo metilénico;
dubletos em 6 3,17 com J = 6,7 Hz e d 3,50 com J = 7,2 Hz também correspondentes a
grupos metilénicos correlacionados, respectivamente, com os sinais em 6 53,6 e 21,5; e
um tripleto em ¢ 5,24 (6 120,1) com J = 7,2 Hz correspondente a um grupo metinico.
Adicionalmente, observou-se um singleto em 6 6,02 (6 110,2) correspondente a um
grupo metinico; e dois singletos, respectivamente, em & 6,87 (1H) e 6 14,69 (1H), os
quais ndo estdo ligados diretamente a um dtomo de carbono.

Analisando o espetro de RMN de '°C, observou-se sinais na regido entre 100 a
165 ppm, os quais caracterizam a presenga de um anel aromadtico e grupos olefinicos.
Em conjunto com os dados visualizados no espectro de gHSQC, pode-se inferir que o
hidrogénio referente ao singleto em & 14,69 esteja ligado a um heterodtomo como, por
exemplo, um dtomo de oxigénio, sendo assim correspondente a um grupo hidroxilico. A
partir do experimento de gHMBC (Figuras 36 e 37, p. 69 e 70), observou-se que o
hidrogénio correlaciona-se a longa distancia com os carbonos em 6 104,5, 109,6, 156,4,
159,2, e 165,4, os quais podem ser atribuidos a um anel aromadtico; assim como
correlaciona-se também com o carbono em o 206,4. Este sinal pode ser atribuido a um
grupo carbonilico, o qual estaria em uma posicdo vizinha ao grupo hidroxilico no anel
aromdtico e cuja proximidade permite a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio

intramolecular (Figura 25).

HO
O

Figura 25. Estrutura quimica parcial da substancia S01

Informagdes adicionais obtidas a partir do experimento bidimensional
demonstraram também as correlagdes do grupo metilénico em o 3,17 (3 53,6) com o

carbono em o 206,3 e com o grupo metinico em o 2,28 (6 25,6). Este grupo por sua vez
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correlaciona-se com os grupos metilicos correspondentes ao sinal em 6 1,04 (6 22,6).
Deste modo, os dados indicaram a presenca de uma cadeia acilica ligada ao anel

aromdtico: o grupo 3-metil-1-oxobutilico (Figura 26).

53,6

O 22,6

Figura 26. Dados de RMN de "*C (ppm) e estrutura quimica parcial da substancia S01

Em continuidade, observou-se as correlagdes do grupo metilénico em & 3,50 (8
21,5) com o grupo metinico em 6 5,24 (5120,1). Este por sua vez, correlaciona-se com o
carbono nao-hidrogenado em 6 138,5 e os grupos metilicos em 6 1,84 (5 25,9) e 1,89 (o
18,1), caracterizando a presenca de um grupo prenilico (2-metil-but-2-enil). A partir das
correlacdes do grupo metilénico com os sinais em 6 109,6, 159,2 e 165,3, pode-se

concluir que o grupo prenilico estd ligado ao anel aromatico (Figura 27).

18,1

138,5  120,1

259
21,6

Figura 27. Dados de RMN de "°C (ppm) e estrutura quimica parcial da substincia S01

O sinal em o 6,87, referente ao grupo hidroxilico, também estd ligado ao anel
aromatico ao correlacionar-se com os sinais em 6 102,3, 109,6 € 159,2. Deste modo, a
partir das correlacdes a longa distancia observadas, pdde-se propor as localizacdes dos

diferentes grupos ligados ao anel aromatico (Figura 28).

Figura 28. Dados de RMN de "*C (ppm) e estrutura quimica parcial da substancia S01
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Em continuidade as andlises do espectro de gHMBC, observou-se que o
hidrogénio em 9 6,02 (& 110,2) estd correlacionado com os carbonos em o 38,6, 102,3,
158,7 e 159,4. O grupo metilénico cujo deslocamento corresponde a 6 2,93 (5 38,6)
também apresenta correlagdes com os carbonos em o 102,3 e 158,7 além das
correlagdes com o carbono em 6 22,7 e 110,2. O sinal em & 1,65 (6 22,7) correspondente
a outro grupo metilénico, e por sua vez, esta correlacionado com o grupo metilico em o
1,03 (13,9). A partir destas correlagdes, pode-se propor a presenca de uma cadeia n-
propilica ligada ao sistema olefinico (Figura 29).

13,9

386 22,7

102,3 158,7
% X102
WWw

Figura 29. Dados de RMN de "’C (ppm) e estrutura quimica parcial da substancia S01

Ademais, observa-se um dtomo de carbono ndo-hidrogenado com deslocamento
quimico em o 159,4. Pode-se inferir que este carbono esteja oxigenado e corresponda a
um grupo carbonilico, o qual justifica também a desprotecao por efeito de ressonancia
do carbono olefinico localizado em uma posicio P ao grupo carbonilico. O
deslocamento do grupo carbonilico em 6 159.,4, por sua vez, o qual apresenta-se
relativamente blindado para grupos desta natureza, pode ser correspondente a um éster
ciclico, ou seja, uma lactona (Figura 30). A presenca do heterodtomo no anel justifica
também o deslocamento do carbono em 6 156,4, o qual é pertencente ao anel aromético
vizinho. Deste modo, a estrutura da substancia SO01 apresenta um nicleo cumarinico,
proposta esta de acordo com os dados espectroscopicos presentes na literatura (PATRA

et al, 1991) e corresponde a 4-alquilcumarina mammea B/BA (YANG et al., 2005).

Figura 30. Dados de RMN de "*C (ppm) e estrutura quimica parcial da substancia S01
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Figura 33. Ampliacio do espectro de RMN de 'H (regio entre 2,8 - 5,5) da substancia S01
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Tabela 4. Dados de RMN de 'H, °C, HSQC e HMBC da substancia S01*"

N° & '"H [mult; J (Hz); integracdo] & “C/HSQC HMBC (HC)

2 - 159,4 -

3 6,02 (s; 1H) 110,2 38,6; 102,3; 158,7; 159.4
4 - 158,7 -

4a - 102,3 -

5 - 159,2 ;

6 - 109.,6 -

7 - 165,3 -

8 - 104,5 -

8a - 156,4 -

1 2,93 (; 6,7; 2H) 38,6 22,7;102,3; 110,2; 158,7
2’ 1,65 (m; 2H) 22,7 13,9; 38,6; 158,7

3 1,03 (1; 7,5; 3H) 13,9 22,7; 38,6

17 3,50 (d; 7,2; 2H) 21,6 109,6; 120,1; 138,5; 159,2
27 524 (1;7,2; 1H) 120,1 -

3 - 138,5 -

4’ 1,83 (d; 0,75; 3H) 25,9 18,1; 120,1; 138,5

5” 1,89 (d; 1,3; 3H) 18,1 25,8; 120.1; 138,5
1 - 206,4 -
27 3,17 (d; 6,7; 2H) 53,6 22,6; 25,6; 206,4
3 2,28 (hept; 6,7; 1H) 25,6 22,6
4 1,04 (d; 6,7; 3H) 22,6 22,6; 25,6; 53,6
57 1,04 (d; 6,7; 3H) 22,6 22,6; 25,6; 53,6

5-OH 6,87 (s; 1H) - 102,3; 109,6; 159,2
7-OH 14,69 (s; 1H) - 104,5; 109,6; 156,4; 159,2; 165,4; 206,4

“Dados de RMN de acordo com o descrito por YANG et al. (2005).

® Medidas realizadas a 500 MHz ('H) e 125 MHz (*C) em CDCls.



Resultados e discussio 72

4.1.2 Determinacao estrutural da substancia S02

Figura 38. Estrutura quimica da substancia S02

A substancia S02 (5,0 mg), um 6leo amarelo-marrom, soltivel em cloroférmio e
opticamente inativa [oc]zD5 =+ 0,00 (¢ 0,014, CHCl3), foi isolada a partir do extrato
hexanico de K. argentea (Figura 12, p. 50). A identificacdo da substancia foi realizada
com base nos dados de RMN de 'H, °C, gHSQC e gHMBC.

O espectro de RMN de °C desacoplado (Figura 46, p. 78) apresentou 21 sinais
referentes a S02 e, complementado com os dados obtidos a partir dos experimentos
de RMN de 'H (Figura 43, p. 76) ¢ gHSQC (Figura 47, p. 79), verificou-se que estes
sinais correspondiam a cinco grupos metilicos (CH3), quatro grupos metilénicos (CHy),
trés grupos metinicos (CH) e dez carbonos nao-hidrogenados.

Analisando a regido entre 1,0 - 2,0 ppm do espectro de RMN de 'H (Figura 44,
p- 77), observou-se a presenca de um dubleto em & 1,04 com constante de acoplamento
igual a 6,5 Hz e integracdo correspondente a seis atomos de hidrogénio. A partir do
espectro de gHSQC, verificou-se a correlagdo destes hidrogénios com o sinal em & 22,9
no espectro de RMN de C sendo dessa forma correspondente a dois grupos metilicos
magneticamente equivalentes. Em continuidade, observou-se um tripleto em o 1,05 (J =
7,3 Hz; 3H) correlacionado com o carbono em 6 14,2 e singletos em o 1,30 (3H) e 1,41

(3H) correlacionados, respectivamente, com os carbonos em 6 26,3 e 25,0, os quais sao
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correspondentes a grupos metilicos e um multipleto em 6 1,66 (2H) correlacionado com
o carbono em 6 22,9 e correspondente a um grupo metilénico. Na regido entre 2,0 - 5,0
ppm (Figura 45, p. 77), verificou-se um hepteto em & 2,27 (J = 6,5 Hz; 1H)
correlacionado com o carbono em & 25,8 correspondendo a um grupo metinico; um
tripleto em & 2,85 (J = 6,0 Hz; 2H) correlacionado com o carbono em & 37,6
correspondendo a um grupo metilénico; um dubleto em o 3,14 (J = 6,5 Hz; 2H)
correlacionado com o carbono em 6 53,6 e um duplo dubleto em o 3,16 (J=9,5¢ 1,0
Hz; 2H) correlacionado com o carbono em & 26,8, ambos correspondendo a grupos
metilénicos. Assim como um tripleto em 6 4,87 (J = 9,5; 1H) correlacionado com o
sinal em 9 93,0; um singleto ¢ 6,01 (1H) correlacionado com o carbono em 6 109,8,
ambos correspondendo a grupos metinicos; além de um singleto em & 14,20 (1H) nao
correlacionado com qualquer sinal do espectro de RMN de *C.

A partir desta andlise inicial, observou-se uma similaridade entre os dados de
RMN da substancia S02 e a substancia SO01 como, por exemplo, a presenga de um
singleto em 6 6,01 referente ao H-3 do anel cumarinico com substituicdo em C-4 e a
presenca de uma hidroxila fendlica em 6 14,20 caracteristica de uma ligacdo de
hidrogénio intramolecular com um grupo carbonilico. A partir das correlagdes a longa
distancia no espectro de gHMBC (Figuras 48 e 49, p. 79 e 80), observou-se a presenca
de um grupo n-propilico assim como também as correlagdes de C-1' com os sinais em 6
99,6, 109,8 e 157,4 do espectro de RMN de 13C, 0s quais correspondem ao anel

lactonico de uma 4-alquilcumarina (Figura 39).

Figura 39. Dados de RMN de "°C (ppm) e estrutura quimica parcial da substincia S02

O sinal em 6 206,3 no espectro de RMN de Be (Figura 46), caracteristico de
grupos cetdnicos, corrobora a proposta da presenca de um grupo carbonilico, o qual

havia sido sugerido anteriormente para justificar a desblindagem do hidrogénio do
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grupo hidroxilico. Dados obtidos a partir do experimento gHMBC demonstraram as
correlacdes do grupo metilénico em & 3,14 (6 53,6) com o carbono em & 206,3 e com o
grupo metinico em o 2,27 (6 25,8). Este grupo por sua vez estd correlacionado com os
grupos metilicos correspondentes aos sinais em o 1,04 (6 22,9). Deste modo, estes dados
também indicaram a presenca de um grupo 3-metil-1-oxobutil na estrutura da substancia

S02 (Figura 40).

Figura 40. Dados de RMN de "°C (ppm) e estrutura quimica parcial da substancia S02

Adicionalmente, observou-se correlacdes do grupo metilénico em 8 3,16 (3 26,8)
com os atomos de carbono do anel aromatico em o 110,2 e 162,3 assim como
correlagcdes com o grupo metinico em & 4,87 (6 93,0) e o carbono ndo-hidrogenado 6
71,8. Verificou-se também as correlacdes dos grupos metilicos em 6 1,30 (6 26,3) e 1,41
(0 25,0) com estes sinais em 6 71,8 e 93,0. Diferentemente da substancia S01, ndo
verificou-se a presenga de um sistema olefinico neste grupo da substincia S02 assim
como também ndo foi observado o sinal referente a uma hidroxila fenélica em C-5. A
partir destes dados, pode-se propor que o grupo prenilico observado na substancia S01
esteja ciclizado formando um anel do tipo diidrofurano, algo que € relativamente

comum nas estruturas das 4-alquilcumarinas (Figura 41) (GUILET et al., 2001).

Figura 41. Dados de RMN de "°C (ppm) e estrutura quimica parcial da substincia S02
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A partir das correlagdes observadas no espectro de gHMBC do grupo metilénico
em C-3" do anel diidrofurano com os sinais em 6 110,2 e 162,3 e das correlacdes do
hidrogénio do grupo hidroxilico em & 14,20 com os sinais em 6 105,4, 110,2 e 163,3,
pode-se determinar a posicao dos grupos no anel aromético (Figura 42) e confirmar que
a substancia S02 corresponde a 4-alquilcumarina mammea B/BA ciclo F (YANG et al.,
2005). Adicionalmente, pode-se destacar o fato de que S02 ndo apresentou um valor da
rotacao Optica significativo enquanto que Yang et al. (2005) indicaram que a mammea
B/BA ciclo F apresentou um valor de [o] ZDS =%5,2°(c 0,0019, MeOH). Guilet et al.
(2001) e Scio et al. (2003), por sua vez, destacaram que as 4-alquilcumarinas furanicas
usualmente apresentam valores de atividade Optica relativamente baixos. Guilet et al.
(2001) observaram também que os sinais referentes aos hidrogénios do nucleo furanico
no espectro de RMN de 'H da mammea A/AA ciclo F ([a]3> = 0° (¢ 0,06, CHCls))
foram duplicados ao realizar o experimento de RMN wusando o 4cido R-(-)-o-
acetoxifenilacético como agente de solvatacdo quiral, e concluiram assim que o
composto apresentava uma natureza racémica. A partir destes dados, pode-se inferir que
a ciclizacdo da cadeia prenilica em 4-alquilcumarinas furanicas ocorra através de um

processo ndo enzimatico a partir dos correspondentes precursores prenilados.

Figura 42. Dados de RMN de Bc (ppm) e correlagdes 'H-"C (2J cue€ 3JCH) observadas no
experimento de gHMBC da substancia S02
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Figura 43. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da substancia S02
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Figura 44. Ampliacio do espectro de RMN de 'H (regido entre § 1,0 - 1,8) da substancia S02
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Tabela 5. Dados de RMN de 'H, °C, HSQC ¢ HMBC da substncia S02* "

6 'H [mult; J (Hz);

N° integracio] & PC/HSQC HMBC (HC)

2 - 159,7 -

3 6,01 (s, 1H) 109.8 37,6 99,6;159,7

4 - 157,4 -

4a - 99,6 -

5 - 162,3 :

6 - 110,2 -

7 - 163,3 -

8 - 105,4 -

8a - 157,8 -

1 2,85 (1; 6,0; 2H) 37,6 14,2;22,9; 99.6; 109,8; 157,1
2’ 1,66 (m; 2H) 22,9 14,2

3 1,05 (1; 7,3; 3H) 14,2 37,6

27 4,87 (1;9,5; 1H) 93,0 -

3 3,16 (dd; 9,5 ¢ 1,0 Hz; 2H) 26,8 71,8; 93,0; 110,2; 162,3
4 - 71,8 -

57 1,30 (s; 3H) 26,3 25,0; 71,8; 93,0
6’ 1,41 (s; 3H) 25,0 26,3;71,8; 93,0
1> - 206,3 -
27 3,14 (d; 6,5; 2H) 53,6 22,9; 25,8; 206,3
3 2,27 (hept; 6,5; 1H) 25,8 22,9
4 1,04 (d; 6,5; 3H) 22,9 22,9;25,8; 53,6
57 1,04 (d; 6,5; 3H) 22,9 22,9;25.8; 53,6

7-OH 14,20 (s; 1H) - 105,4;110,2; 163,3

“Dados de RMN de acordo com o descrito por YANG et al. (2005).

® Medidas realizadas a 500 MHz ('H) e 125 MHz (*C) em CDCls.
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4.1.3 Determinacao estrutural da substancia S03

Figura 50. Estrutura quimica da substancia S03

A substincia S03 (8,2 mg), um sélido branco, solivel em cloroférmio e
opticamente ativa cujo valor de [0]3° = - 0,20 (c 0,030, MeOH), foi isolada a partir do
extrato hexanico de K. argentea (Figura 13, p. 52). A identificacdo da substancia foi
realizada com base nos dados de RMN de IH, 13C, gHSQC e gHMBC.

O espectro de RMN de °C desacoplado (Figura 56, p. 87) apresentou 23 sinais
referentes a S03 e, complementado com os dados obtidos a partir dos experimentos
de RMN de 'H (Figura 53, p. 85) ¢ gHSQC (Figura 57, p. 88), sensivel a fase,
verificou-se que estes sinais correspondiam a seis grupos metilicos (CHj3), trés grupos
metilénicos (CH,), quatro grupos metinicos (CH) e dez carbonos nao-hidrogenados.

Ao analisar a regido entre 0 — 2,0 ppm do espectro de RMN de 'H (Figura 54,
p- 86), observou-se a presenca de tripletos em 6 0,96 (J =7,5 Hz, 3H) e 6 0,98 (J =7.,5
Hz, 3H), e a partir do espectro gHSQC, verificou-se as correlagdes, respectivamente,
com os sinais em 6 11,8 e 11,7 do espectro de RMN de BC sendo correspondentes a
dois grupos metilicos. Em continuidade, observou-se multipletos em 6 1,44 (1H) e
1,47 (1H) assim como também nas regides entre & 1,71 - 1,76 (1H) e 6 1,90 - 1,93 (1H).
As correlagdes observadas no espectro gHSQC indicaram que estes sinais
correspondiam a grupo metilénicos; sendo que os sinais em 6 1,44 e 6 1,74 estao
correlacionados ao carbono em & 29,7, e os sinais em 6 1,47 € 6 1,90 correlacionam-se

com o carbono em & 27,3. Deste modo, verifica-se que estes hidrogénios sao
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diastereotdpicos, logo ndao sdo magneticamente equivalentes. Observou-se também
singletos em o 1,83 (3H) e 6 1,88 (3H) correlacionados com os carbonos em & 25,9 e 6
18,1 correspondendo a dois grupos metilicos. Na regido entre 3,0 — 5,5 ppm (Figura 55,
p. 86), observou-se a presenca de um multipleto entre 6 3,50 - 3,52 (2H) correlacionado
com o carbono em & 21,7 correspondendo a um grupo metilénico; sextetos em o 3,84 (J
= 6,7 Hz, 1H) e 6 3,93 (J = 6,7 Hz, 1H) correlacionados, respectivamente, com 0s
carbonos em 6 37,4 e 6 47,0; e um tripleto 6 5,23 (J = 7,0 Hz, 1H) correlacionado com o
carbono em ¢ 120,1. Verificou-se também um singleto em o 6,14 (1H) correlacionado
com o carbono em o 107,5; e singletos em & 691 (1H) e 6 14,55 (1H) nao
correlacionados com um atomo de carbono.

A partir desta andlise, observou-se a similaridade entre os dados de RMN da
substancia S03 e a substancia S01 como, por exemplo, a presenca de um singleto em 6
6,14 (0 107,5) referente ao H-3 do anel cumarinico com substituicdio em C-4.
Observando as correlacdes a longa distancia no espectro de gHMBC (Figuras 58 e 59,
p- 88 e 89), verificou-se as correlacdes do H-3 com os sinais em 6 102,3, 160,0 e 164,5
do espectro de RMN de "C, os quais sdo correspondentes ao anel lactdnico. Em
continuidade, observou-se também as correlagdes do sinal em o6 3,84 (6 37,4) com os
carbonos em ¢ 102,3, 107,5 e 164,5 e também com o grupo metilénico em 6 29,7 e os
grupos metilicos em 6 11,8 e 20,0 caracterizando a presenca de uma cadeia sec-butilica

em C-4 (Figura 51).

Figura 51. Dados de RMN de "*C (ppm) e estrutura quimica parcial da substincia S03

Verificou-se a correlacdo do hidrogénio em 6 6,91 com o carbono em 6 102,3,
podendo assim inferir a presenga de um grupo hidroxilico na posi¢dao C-5 do anel

cumarinico sendo que este mesmo grupo correlaciona-se também com os carbonos em 6
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109,9, 159,1 e 165,1. De modo semelhante a estrutura da substiancia S01, observou-se
os sinais caracteristicos de uma cadeia prenilica como, por exemplo, os grupos metilicos
ligados ao carbono olefinico em o 138,5, o tripleto em o 5,23 vizinho ao grupo
metilénico em 6 3,51 (6 21,7). Observou-se também a correlacdo deste grupo metilénico
com os carbonos em & 109,9, 159,1 e 165,0 do anel aromético, podendo dessa forma
inferir a localizacdo da cadeia prenilica em C-6.

Assim como observado nos espectros de RMN de 'H das substancias S01 e S02,
o singleto em o 14,55 pode ser atribuido ao grupo hidroxilico em ligacao de hidrogénio
intramolecular. A partir das correlagdes a longa distdncia com os sinais em & 104,4,
109,9, 159,1 e 165,1, pode-se concluir a localizagdo do grupo hidroxilico em C-7.
Adicionalmente, observou-se a correlagdo também com o carbono em 6 211,0, o qual se
pode inferir pertencer a uma cadeia acilica em C-8. O sinal do grupo metinico em 6 3,93
(0 47,0) também estd correlacionado com o grupo carbonilico assim como com o grupo
metilénico em & 27,3 e com os grupos metilicos em & 11,7 e & 16,7 caracterizando a
presenca de uma cadeia 2-metil-1-oxobutilica (Figura 52). Deste modo, a substincia

S03 corresponde a 4-alquilcumarina ferruol A (GOVINDACHARI et al., 1967).

Figura 52. Dados de RMN de "°C (ppm) e estrutura quimica parcial da substancia S03
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H, °C, HSQC e HMBC da substincia S03"

N° 6 'H [mult; J (Hz); integration] 6 °C HMBC (HC)
2 - 160,0 -
3 6,14 (s; 1H) 107,5 37.4; 102,3; 160,0; 164.,5
4 - 164,5 -
4a - 102,3 -
5 - 159,1 .
6 - 109,9 -
7 - 165,1 -
8 - 104,4 -
8a - 156,2 -
1 3,84 (sext; 6,7; 1H) 37,4 11,8; 20,0; 29,7; 102,3; 107,5; 164.,5
2 }:‘7‘1 EZ }E; 29,7 11,8; 20,0; 37.,4; 164,5
3 0,96 (t;7,5; 3H) 11,8 29,7; 37,4
Y 1,22 (d; 6,7; 3H) 20,0 29,7; 37,4; 164,5
17 3,51 (m; 2H) 21,7 109,9; 120,2; 138,5; 159,1; 165,0
27 523 (t;7,0; 1H) 120,1 18,1;21,7; 25,9
3 - 138,5 -
4’ 1,83 (s; 3H) 25,9 18,1; 120,2; 138,5
57 1,88 (s; 3H) 18,1 25,9; 120,2; 138,5
1 - 211,0 -
27 3,93 (sext; 6,7; 1H) 47,0 11,7; 16,7;27,3; 211,0
3 12‘9‘(7) EZ }E; 27.3 11,7; 16,7; 47,0; 211,0
4 0,98 (t;7,5; 3H) 11,7 27,3, 47,0
57 1,25 (d; 6,7; 3H) 16,7 27,3; 47,0; 211,0
5-OH 6,91 (s, 1H) - 102,3; 109,9; 159,1; 165,1
7-OH 14,55 (s, 1H) - 104,4; 109,9; 159,1; 165,1; 211,0

* Medidas realizadas a 500 MHz ('H) e 125 MHz (**C) em CDCl;.
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4.1.4 Determinacao estrutural da substincia S04

Figura 60. Estrutura quimica da substéncia S04

A substancia S04 (11,2 mg), um sdlido branco, opticamente ativa cujo valor de
[a]Z® = - 0,2 (c 0,039, CHCl,), foi isolada a partir do extrato hexanico das raizes de K.
argentea (Figura 13, p. 52). A identifica¢do da substancia foi realizada com base nos
dados de RMN de 'H, °C, DEPT 135, gHMQC e gHMBC.

O espectro de RMN de "°C desacoplado (Figura 65, p. 96) apresentou 23 sinais
e, complementado com os dados obtidos a partir dos experimentos de RMN de 'H
(Figura 63, p. 94), DEPT 135 (Figura 67, p. 96) ¢ ¢gHMQC (Figura 68, p. 97),
verificou-se que estes sinais correspondiam a quatro grupos metilicos (CH3), dois
grupos metilénicos (CHj), oito grupos metinicos (CH) e onze carbonos nao-
hidrogenados.

Ao analisar a regido entre 0,5 — 2,5 ppm do espectro de RMN de 'H (Figura 64,
p. 95), observou-se a presenga de um tripleto em 6 1,02 (J = 7,4 Hz, 3H). A partir do
espectro de gHMQC, verificou-se a correlacdo deste com o sinal em o 12,0, e
complementado com as informacgdes obtidas através do DEPT 135, estes sinais
correspondem a um grupo metilico. Em continuidade, observou-se um dubleto em 6
1,29 (J = 6,7 Hz, 3H) correlacionado com o carbono em 6 16,8 e correspondente a um
grupo metilico; multipletos em 6 1,50 (1H) e 6 1,94 (1H), ambos correlacionados com o
carbono em 27,4 também correspondente a um grupo metilénico e singletos em 6 1,66

(3H) e 6 1,70 (3H) correlacionados, respectivamente, com os carbonos em 25,9 e 18,1,
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os quais correspondem a grupos metilicos. Na regido entre 3,0 - 5,0 ppm (Figura 65, p.
95), observou-se um dubleto em 6 3,30 (J/ = 6,7 Hz, 2H) correlacionado com o carbono
em 21,8 e correspondente a um grupo metilico; um sexteto em & 3,96 (J = 6,7 Hz, 1H)
correlacionado com o carbono em 47,2 e um tripleto em 6 5,10 (J = 6,7 Hz, 1H), ambos
correspondentes a grupos metinicos. Adicionalmente, verificou-se um singleto em o
6,00 (1H) correlacionado com o carbono em o 112.4; singletos em & 5,94 (1H) e 6
14,56, os quais ndo apresentam correlagdo direta com um atomo de carbono e
multipletos nas regides entre & 7,42 - 7,44 (2H), correlacionado com o carbono em o
127,7, e outro entre 6 7,56 - 7,57 (3H) correlacionado com os carbonos em ¢ 129,8 e
130,3.

De modo similar as substincias S01, S02 e S03, verificou-se sinais
caracteristicos de um nucleo cumarinico como, por exemplo, o singleto em o 6,00
(112,4), o qual pode ser referente ao H-3 do anel lactonico. A partir do espectro de
gHMBC (Figuras 69 e 70, p. 97 e 98), verificou-se as correlacdes deste sinal com os
carbonos em & 100,7, 137,1 e 158,8. Em continuidade, observou-se que os multipletos
em o 7,43 (6 127,7) ¢ 7,56 (6 129,8 e 6 130,3) sdo correspondentes a um grupo fenilico.
A partir das correlagdes a longa distancia entre os hidrogénios do anel aromaético e o H-
3 com o carbono quaternario em 6 137,1, pode-se inferir que o grupo fenilico esteja
localizado em C-4. De modo distinto as substincias anteriores, a substancia S04

corresponde a uma 4-fenilcumarina (neoflavonoide) (Figura 61).

Figura 61. Dados de RMN de Bc (ppm) e correlacdes 'H.-B¢ (2JCH e 3JCH) observadas
no experimento de gHMBC da substancia S04
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N

Em continuidade a andlise das correlacdes a longa distancia, observou-se a
correlacdo do singleto em 6 5,94 com o carbono em 6 100,7; pode-se inferir dessa forma
a presenca de um grupo hidroxilico na posi¢do C-5 do nicleo cumarinico. Verificou-se
também as correlacdes do singleto com os carbonos em 6 112,9 e 157,2. O grupo
metilénico em d 3,30 (21,8) também apresentou correlacdes com os carbonos do anel
aromadtico em 6 112,9, 157,2 e 167,1 assim como apresentou correlagdes com o grupo
metinico em 5,10 (6 121,0) e o carbono em 134,3. O tripleto 6 5,10, por sua vez,
apresentou também correlagcdes com o carbono em 134,3 e os grupos metilicos em o
1,66 (6 25,9) e 0 1,70 (6 18,1), cujos sinais caracterizam a presenca de uma cadeia
prenilica na posi¢ao C-6. O singleto em 6 14,56 (1H), o qual é caracteristico de um
grupo hidroxilico em ligacao de hidrogénio intramolecular, apresentou correlagdes com
os carbonos em 6 104,4, 112,9 e 167,1; e similarmente ao observado em S01 e S03,
pode-se inferir que esteja localizado na posicdo C-7. Na posicdo seguinte, pode-se
propor a presenca da cadeia acilica; a partir das correlacdes do sexteto em 3,97 (47,2)
com o carbono do grupo carbonilico em & 210,7 assim como também com o grupo
metilénico em 6 27,4 e os grupos metilicos ¢ 12,0 e 16,8, pode-se propor que a posi¢ao
C-8 seja ocupada pela cadeia 2-metil-1-oxobutilica (Figura 62). A partir destes dados,
conclui-se que a substincia S04 corresponde ao neoflavonoide mammea A/BB

(GASPAROTTO et al., 2005).

Figura 62. Dados de RMN de Bc (ppm) e correlacdes 'H_Bc (ZJCH e 3JCH) observadas
no experimento de gHMBC da substancia S04
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H, "°C, HSQC e HMBC da substancia S04 °

Ne 6 'H [mult; J (Hz); integracdo] & “C/HMQC HMBC (HC)
2 - 158.8 -
3 6,00 (s; 1H) 112,4 100,7; 137,1; 158,8
4 - 154,3° -
4a - 100,7 -
5 - 157,2 .
6 - 112,9 -
7 - 167,1 -
8 - 104,4 -
8a - 155,9¢ -
r - 137,1 -
2’e@ 7,43 (m; 2H) 127.7 129.8; 130,3
3e’s 7,56 (m; 2H) 129,8 127,7; 130,3; 137,1
4 7,56 (m; 1H) 130,3 127,7; 129,8; 137,1
17 3,30 (d; 6,7; 1H) 21,8 112,9; 121; 134,3; 157,2; 167,1
27 5,10 (1; 6,7; 1H) 121,0 18,1;21,8; 25,9
3’ - 134,3 -
4’ 1,70 (s; 1H) 18,1 25,9; 121,0; 134,3
57 1,66 (s; 1H) 25,9 18,1; 121,0; 134,3
1 - 210,7 -
2°” 3,96 (sext; 6,7, 1H) 47,2 12,0; 16,8; 27,4; 210,7
3 tgg EZ }gi 27,4 12,0; 16,8; 47,2; 210,7
4 1,02 (1; 7,4; 3H) 12,0 274,472
5 1,29 (d; 6,7; 3H) 16,8 27.4;47,2;210,7
5-OH 5,94 (s; 1H) - 100,7; 112,9; 157,2
7-OH 14,56 (s; 1H) - 104,4; 112,9; 167,1

“Dados de RMN de acordo com o descrito por GASPAROTTO et al., 2005).
® Medidas realizadas a 500 MHz (‘H) e 125 MHz (*C) em CDCls.

¢ Sinais podem ser trocados.
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4.1.5 Determinacio estrutural das substancias S05 e S06

S05 So06

Figura 71. Estruturas quimicas das substincias S05 e S06

As substancias S05 (5,1 mg) e S06 (8,2 mg) foram isoladas a partir do extrato
hexanico das raizes de K. argentea (Figura 13, p. 52) na forma de um sdélido branco
soliveis em cloroférmio. A identificagdao das substancias foram realizadas com base nos
dados de RMN de 'H, °C, gHSQC e gHMBC.

Os espectros de RMN de BC das substancias SO05 e S06 (Figuras 72 e 73, p.
101) apresentaram 21 sinais e, complementado com os dados dos experimentos de
RMN de 'H (Figuras 74 e 75, p. 102) e gHSQC (Figuras 76 e 77, p. 103), verificou-se
que estes sinais correspondiam a cinco grupos metilicos (CH3), trés grupos metilénicos
(CH>), quatro grupos metinicos (CH) e dez carbonos ndo-hidrogenados.

Na regido entre 0 - 4,0 ppm do espectro de RMN de 'H de S05 (Figura 78, p.
104), observou-se a presenga de tripletos em 6 0,94 (/ =7,5Hz, 3H)e 0 1,02 (J =74
Hz, 3H). A partir do espectro gHSQC, verificou-se que ambos correspondem a grupos
metilicos correlacionados, respectivamente, com os carbonos em & 11,9 e 14,0.
Adicionalmente, observou-se um dubleto em 6 1,22 (J = 6,7 Hz, 3H) correlacionado
com o carbono em o 16,8 e singletos em 6 1,55 (3H) e 6 1,56 (3H) correlacionados com
o carbono em o 28,1 correspondentes a grupos metilicos. Verificou-se também a
presenca de multipletos correspondentes a grupos metilénicos em & 1,46 (2H) e o 1,65
(2H) correlacionados, respectivamente com os carbonos em d 26,8 e 22,7; um tripleto
em ¢ 2,96 (J = 7,5 Hz, 2H) correlacionado com o carbono em 6 38,5 e um sexteto em o
3,77 (J = 6,7Hz, 1H) correlacionado com o carbono em o 46,7, os quais sao

correspondentes, respectivamente, a um grupo metilénico e um grupo metinico.
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A partir da andlise da mesma regido do espectro de RMN de 'H da substancia
S06 (Figura 79, p. 105), verificou-se um dubleto em o 1,01 (J = 6,7 Hz) cuja integracdo
correspondia a seis dtomos de hidrogénio. A partir do espectro de gHSQC, observou-se
a correlacdo deste sinal com o carbono em 6 22,7 sendo assim correspondentes a dois
grupos metilicos. Observou-se também um tripleto em o 1,02 (J = 7,2 Hz, 3H)
correlacionado com o carbono em o 14,0 e um singleto em 6 1,56 (6H) correlacionado
com o carbono em & 28,1, os quais sdo correspondentes a outros trés grupos metilicos.
Em continuidade, verificou-se um multipleto em 6 1,64 (2H) e outro em 6 2,28 (2H),
ambos correspondentes a grupos metilénicos, apresentando correlacio no espectro
gHSQC, respectivamente, com os carbonos em o 22,7 e d 25,2. De modo idéntico a
substancia S0S, observou-se um tripleto em 0 2,96 (J = 7,5 Hz, 2H) correlacionado com
o carbono em J 38,5 sendo correspondente a um grupo metilénico; além de um dubleto
em o 3,01 (/ =7,0 Hz, 2H) correlacionado com o carbono em 6 53,7 e correspondente a

outro grupo metilénico.
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Figura 78. Ampliacio do espectro de RMN de 'H (regido entre § 0,5 - 4,0) da substincia S05
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Em continuidade, observou-se nos espectros de RMN de '"H de ambas as
substancias, um dubleto em ¢ 5,60 (J = 10,0 Hz, 1H) correlacionado com o carbono em
0 126,2; um singleto em & 5,97 (1H) correlacionado com o carbono em 6 110,3; e outro
dubleto em ¢ 6,86 (J = 10,0 Hz, 1H) correlacionado com o carbono em & 115,7, os quais
sao correspondentes a grupos metinicos. Adicionalmente, observou-se um singleto em o
15,31 para a substancia S05, e em & 15,70 para a substidncia S06, os quais nao
apresentaram correlacdo direta com um dtomo de carbono no espectro de gHSQC.

Eesta andlise permitiu observar a similaridade entre os dados de RMN das
substancias S0S e S06 com a substincia S01 como, por exemplo, a presenca de um
singleto em 0 5,97 (6 110,3) em ambos os espectros. Observando as correlacdes a longa
distancia no espectro de gHMBC (Figuras 82 a 85, p. 108 a 110), verificou-se as
correlagdes deste singleto com os carbonos em 6 103,3, 159,5 e 160,1, para a substancia
S0S, e as correlagdes com os carbonos em o 103,2, 159,5 e 160,0, para a substancia
S06. Deste modo, pode-se inferir que estes sinais sejam correspondentes ao anel
lactonico do sistema cumarinico com substituicio em C-4. Em continuidade, observou-

se as correlagdes do tripleto em o 2,96 (6 38,5) com os carbonos C-3, C-4 e C-4a; e
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também com o grupo metilénico em 1,65 (22,7) e o grupo metilico em 1,02 (14,0). A
partir destes dados, tornou-se possivel confirmar a presenca de uma cadeia n-propilica

em C-4 nas substancias S05 e S06 (Figura 80).

o ~O

Figura 80. Correlagdes 'H_B¢ (ZJCH e’J cn) observadas no experimento de gHMBC
das substancias S05 e S06

A partir das Figuras 82 e 83, observa-se também a correlagcdo a longa distancia
do singleto em o 15,31, para a substancia S0S, e em 6 15,70, para a substancia S06, com
o carbono C-4a, e assim pode-se inferir que estes sinais sejam correspondentes a um
grupo hidroxilico em C-5. De modo similar as estruturas anteriores, a desblindagem do
grupo hidroxilico pode ocorrer em fung¢io de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular
com um grupo carbonilico. De fato, observaram-se as correlagdes, respectivamente,
com os carbonos em 6 211,9, referente a S05 e 6 207,2, referente a S06.

Analisando os espectros de gHMBC (Figura 84)da substincia S0S, observou-se
também as correlagdes do grupo metilico em 6 1,22 (3 16,8), o grupo metilénico em o
1,46 (0 26,8) e o grupo metinico em o 3,77 (6 46,7) com o carbono em 6 211,9; além da
correlagdo do grupo metilico em ¢ 0,94 (6 11,9) com os carbonos em & 26,8 e 46,7. De
modo similar a estrutura S03, observa-se a presenca da cadeia 2-metil-1-oxobutilica,
porém neste caso localizado na posicdo C-6. A andlise do espectro de gHMBC da
substancia S06 (Figura 85), por sua vez, permitiu observar a correlacdo do grupo
metilénico em 3,01 (& 53,7) com o carbono em & 207,2. Ademais, verificou-se as
correlagdes deste grupo metilénico com o grupo metinico em o 2,28 (8 25,2) e os grupos
metilicos em 6 1,01 (6 22,7). De modo similar as substancias S01 e S02, estes dados
indicam entdo a presenca de uma cadeia 3-metil-1-oxobutilica, porém neste caso

localizada em C-6.
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Em continuidade as andlises, observou-se a presenga de dubletos em 6 5,60 (o
126,2) e 6 6,86 (6 115,7) com uma constante de acoplamento igual a 10,0 Hz, o qual
pode ser atribuido a um sistema olefinico com configuracdo Z. Adicionalmente,
verificou-se as correlacdes do sinal em 6 6,86 com os carbonos em & 101,6, 155,1 e
157,6 pertencentes ao anel aromatico do nicleo cumarinico; e as correlagdes do sinal
em 6 5,60 também com o carbono em 6 101,6 e com os grupos metilicos em 6 1,56 (&
28,1) e o carbono ndo-hidrogenado em & 79,6. A desprotecdo deste carbono ndo-
hidrogenado pode ser justificada devido a uma oxigenacdo. De fato, observa-se também
a desprotecdo dos carbonos do anel aromadtico (6 155,1 e 157,6) correlacionados com
este sistema. A partir destes dados, pode-se propor que estes sinais sejam
correspondentes a um anel do tipo pirano. De modo similar a substancia S02, ocorreu
uma cicliza¢do do grupo prenilico, porém neste caso formando o anel pirdnico (Figura
81). Dessa forma, as substancias S05 e S06 correspondem, respectivamente, as 4-
alquilcumarinas mammea B/AB ciclo D e mammea B/AA ciclo D (GRAMACHO et al.,
1999; CRUZ et al., 2001).

Figura 81. Correlacdes 'H- B¢ (2JCH e’J cn) observadas no experimento de gHMBC

das substiancias S05 ¢ S06
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Tabela 8. Dados de RMN de 'H *C, HSQC e HMBC das substancias S05 e S06* "
S05 S06
N°
8'H 8’ HMBC (HC) 3'H 8 °cC HMBC (HC)
2 - 160,1 - - 160,0 -

3 5,97 (s, 1H) 1103 C2; C4; C4a; CI’ 5,97 110,3 C2; C4; C4a; CI’

4 - 159,5 - 159,5 -

4a - 103,3 - 103,3 -

5 - 165,2 - 165,2 -

6 - 106,9 - 107,2 -

7 - 155,1 - 155,1 -

8 - 101,6 - 101,5 -

8a - 157,6 - 157,6 -

r 2,96 (1;7,5;2H) 38,5  C3;C4; Cda; C2’; C3’ 2,96 (;7,5;2H) 38,5 C3; C4; C4a; C2°; C3’

2’ 1,65 (m; 2H) 22,7 Ccr;cy 1,64 (m; 2H) 22,7 Cr; Ccs®

3 1,02 (1, 7,4:3H) 14,0 Cc2;C3 1,02 (1 7,2; 3H) 14,0 c2;C3

17 - 211,9 - - 207,2 -

2”  377(sext; 6,7;1H) 46,7  CI°;C3;C4;C5” 3,01 (d;7.0;2H) 53,7 C17; C37; C4”; C5”

3 1,46 (m; 2H) 26.8 C17; C27; C47; C5” 2,28 (m; 1H) 252 C27; C4”; C57;

4 094 (1;7.5;3H) 11,9 C-27;C-3” 101 (d;6,7;3H) 227 C27; C37; C5”

57 122(d:67;3H) 168 C17;C27; C3” 101 (d;6,7;3H) 22,7 C27; C37; C4”
47  6,86(d;10,0; 1H) 1157 C7; C8; C8a; C6™™ 6,86 (d; 10,0; 1H) 1157 C7; C8; C8a; C6™"
5 560(d;10,0; 1H) 1262  C8,C6";C77:C8 5,60 (d; 10,0; 1H) 1262 C8;C6™"; C777;C8’”
6 - 79,7 - - 79,7 -

777 1,55 (s; 3H) 28,1 C5;C6°7; C8” 1,56 (s; 3H) 28,1 C5;C6°7; C8”

8 1,56 (s; 3H) 28,1 C5;C6°7; C8” 1,56 (s; 3H) 28,1 C5;C6°7; C8”

5-OH 15,31 (s; 1H) - C4a; C5; C6; C7; C1” 15,70 (s; 1H) - C4a; C5; C6; C7; C1”

*Dados de RMN de acordo com GRAMACHO et al. (1999) e CRUZ et al. (2001)
® Medidas realizadas a 500 MHz (‘H) e 125 MHz (*C) em CDCls.
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4.1.6 Determinacao estrutural da substiancia S07

Figura 86. Estrutura quimica da substancia S07

A substancia S07 (3,1 mg) , cristais em forma de agulha, solivel em cloroférmio
e bandas de absor¢do no UV em 213, 268 e 302 nm (Figura 17, p. 55), foi isolada a
partir do extrato hexanico das raizes de K. lathrophyton (Figura 16, p. 55). A
identificacdo da substincia foi realizada com base nos dados de RMN de 'H, "°C e
gHMBC.

O espectro de RMN de "°C desacoplado (Figura 93, p. 117) apresentou 24 sinais
e, complementado com os dados obtidos a partir do experimento de RMN de 'H
(Figura 90, p. 115), prop0s-se que estes sinais correspondiam a cinco grupos metilicos
(CH3), um grupo metilénico (CH,), nove grupos metinicos (CH) e onze carbonos ndo-
hidrogenados.

Na regido entre 0 - 2,0 ppm do espectro de RMN de 'H (Figura 91, p. 116),
observaram-se dois singletos, respectivamente, em o 0,96 (3H) e 6 0,97 (3H); um
tripleto em & 1,00 (/ = 7,5 Hz; 3H); um dubleto em & 1,24 (/ = 7,0 Hz; 3H); e
multipletos na regido entre 6 1,50 - 1,53 (1H) e & 1,85 - 1,92 (1H). Entre ¢ 3,0 - 7,0 ppm
(Figura 92, p. 116), observou-se um sexteto 6 3,05 (J/ = 7,0 Hz, 1H); um singleto em o
3,80 (3H); dubletos em 6 5,49 (J = 10,0 Hz; 1H) e 6 6,44 (J = 10,0 Hz; 1H); e um
singleto em 6 6,05 (1H). Adicionalmente, verificou-se também multipletos na regido
entre 6 7,23 - 7,25 (2H) e entre 6 7,38 € 7,40 (3H).

Os espectros apresentaram sinais caracteristicos de um nucleo cumarinico de

modo similar a substancia S04. A partir do espectro de gHMBC (Figuras 94 e 95, p.
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118 e 119), observaram-se as correlacdes do singleto em & 6,05 com os carbonos 0
105,8, 139,5 e 159,2; assim como também se verificou as correlagdes dos multipletos

em 0 7,24 e 6 7,40 com os carbonosm (Figura 87).

Figura 87. Correlacdes 'H - °C (*Jeye *Jey) observadas no experimento de gHMBC da
substincias S07

Em continuidade, similarmente aos espectros das substancias S05 e S06,
observaram-se os dubletos (6 5,49 e 0 6,44) com J = 10,0 Hz, os quais caracterizam uma
ligacdo olefinica com configuragdo Z; as correlacdes a longa distancia do sinal em o
6,44 com os carbonos do anel aromatico em 6 111,2, 152,5 e 156,1; assim como,
verificou-se também as correlagdes destes dubletos e dos grupos metilicos em 6 0,96 e 6
0,97 com o carbono quaterndrio em & 77,5. A partir destes dados, pode-se propor a
presenca de um anel piranico em S07.

Ademais, pode-se inferir que este grupo esteja localizado nas posi¢des C-5 e C-6
do nucleo cumarinico baseado nos valores dos deslocamentos quimicos dos grupos
metilicos. Cruz et al. (1998) demonstraram, por exemplo, que os grupos metilicos em 4-
fenilcumarinas com anéis piranicos envolvendo os carbonos C-5 e C-6 sdo protegidos
através do efeito anisotrépico provocado pelo grupo fenilico em C-4; enquanto que os
grupos metilicos em anéis piranicos envolvendo os carbonos C-7 e C-8 ndo apresentam
esta blindagem. De fato, observa-se também que os deslocamentos quimicos dos grupos
metilicos em S05 e S06, cuja ciclizagdo envolveu os carbonos C-7 e C-8, e nao

apresentam qualquer efeito de blindagem, correspondem a 6 1,56.
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Cinamoil-O

O-Cinamoil

Figura 88. Deslocamentos quimicos dos grupos metilicos do anel pirdnico em 4-fenilcumarinas

isoladas em K. reticulata (CRUZ el al., 1998). Figura adaptada.

A andlise do espectro de RMN de 'H permitiu observar a presenca de um grupo
metoxilico cujo deslocamento quimico corresponde a 6 3,80, e ao qual podemos inferir
correlacionar ao carbono em 3 64,0. Como a fracio da qual foi isolada a substancia S07
foi submetida a uma reacdo com diazometano (Figura 10, p. 47), podemos inferir que
ocorreu uma reac¢ao de metilacao do grupo hidroxilico usualmente presente em C-7.

Similarmente ao espectro observado em S03 e S0S, observou-se a presenca de
uma cadeia 2-metil-1-oxobutilica caracterizada pela presenca do grupo metinico em 0
3,05 (6 49,2); os hidrogénios diastereotépicos do grupo metilénico correspondentes aos
multipletos em 6 1,51 e 1,88 (& 25,3); e os grupos metilicos referentes ao tripleto em
1,00 (6 11,6) e ao dubleto em 1,24 (5 15,0) (Figura 89). Deste modo, a substancia S07
corresponde a  7-metoxi-2,2-dimetil-6-(2-metilbutanoil)-10-fenil-2H,8H-benzo[ 1,2-
b:3,4-b']dipiran-8-ona (PALMER et al. 1995).

Figura 89. Correlacdes 'H - °C (*Jey e *Jcn) observadas no experimento de gHMBC da
substancia S07
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Tabela 9. Dados de RMN de 'H, "°C e HMBC da substincia S07*°
N° & 'H [mult; J (Hz); integracio] 8 °C HMBC (HC)
2 - 205,8 -
3 6,05 (s; 1H) 114,4 105,8; 139,5; 159,2
4 - 155,0 -
4a - 105.8 -
5 - 152,5 -
6 - 1112 -
7 - 156,1 -
8 - 117,6 ;
8a - 151,6 -
I - 139,5 -
2e6 7,24 (m; 2H) 127,3 127,8
3e’s 7,40 (m; 2H) 1275 127,8; 139,5
Y 7,40 (m; 1H) 127,8 127,8; 139,5
4 6,44 (d; 10,0; 1H) 1159 77,5; 111,2; 152,5; 156,1
57 5,49 (d; 10,0; 1H) 129,2 77,5;111,2
6” - 77,5 -
7 0,96 (s; 3H) 26,9 27,0; 77,5
8” 0,97 (s; 3H) 27,0 26,9; 77,5
1> - 205,8 -
222 3,05 (sext; 7,0; 1H) 49,2 -
3 igé EZ }E; 25,3 49,2
4 1,00 (1; 7.5; 3H) 11,6 25,3; 49,2
57 1,24 (d; 7,0; 3H) 15,0 25,3; 49,2
7-OMe 3,80 (s; 3H) 64,0 156,1

Dados de RMN de acordo com PALMER et al. (1995)
® Medidas realizadas a 500 MHz ('H) e 125 MHz (*C) em CDCls.
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4.1.8 Determinacio estrutural da substancia S08

OH O
o~
HO

Figura 96. Estrutura quimica da substancia S08

A substancia S08 (4,4 mg), um sélido branco, com bandas de absor¢do no UV
em 212, 235, 256 e 288 nm (Figura 18, p. 56), foi isolada a partir do extrato hexanico
do caule de K. lathrophyton (Figura 16, p. 55). A identificacdo desta substancia foi
realizada com base nos dados espectroscépicos de RMN de 'H, *C, gHSQC e gHMBC.

O espectro de "’C desacoplado (Figura 99, p. 124) apresentou dez sinais e,
complementado com as informagdes obtidas a partir dos espectros de RMN de 'H
(Figura 98, 123) de gHSQC (Figura 100, p. 125), verificou-se que estes sinais
correspondiam a trés grupos metilicos (CHs3), um carbono metinico (CH) e seis
carbonos nao-hidrogenados.

A andlise do espectro de RMN de 'H permitiu verificar a presenca de singletos
em 0 2,11, 2,47 e 3,93, cujas integracdes correspondem a trés dtomos de hidrogénios.
Em conjunto com os dados do experimento de gHSQC, pode-se atribuir estes sinais aos
grupos metilicos cujos deslocamentos quimicos dos carbonos sdo, respectivamente, o
7,6, 24,0 e 51,8. Adicionalmente, verificou-se um singleto em & 6,22 cuja integracao
corresponde a um atomo de hidrogénio, e apresentando correlacio direta com o carbono
em o 110,5; além de outro singleto em & 12,03, o qual ndo apresentou correlagdo direta
com um atomo de carbono, e que pode ser atribuido a um grupo hidroxilico em ligagcao
de hidrogénio intramolecular.

Verificando-se os demais dados de °C, cujos deslocamentos correspondem a o
105,2, 108,5, 140,1, 158,0 e 163,1, pode-se inferir a presenca de um anel benzénico
pentasubstituido e dioxigenado. O sinal no espectro de “C em & 172,6 pode ser
atribuido a C-7, um grupo éster ligado ao anel aromadtico. A partir da correlacdao

observada a longa distancia dos hidrogénios em 6 3,92 com o dtomo de carbono em &
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172,6, pode-se deduzir a presenga de um grupo éster metilico. Deste modo, a substancia
S08 corresponde a um derivado do benzoato de metila tendo como substituintes dois
grupos metilicos, dois grupos hidroxilicos € um unico dtomo de hidrogénio ligado
diretamente ao anel aromatico.

A partir do sinal em ¢ 12,03, o qual € caracteristico de um grupo hidroxilico em
ligacdo de hidrogénio intramolecular com um grupo carbonilico, pode-se inferir a
presenca deste grupo hidroxilico em posi¢do orto ao grupo éster. Adicionalmente,
observa-se no espectro de gHMBC (Figuras 101 e 102, p. 125 e 126), as correlagdes a
longa distancia deste hidrogénio com os carbonos em 6 105,2, 108,5, 158,0 e 163,1.
Assim como as correlagdes dos hidrogénios do grupo metilico em o6 2,11 com os
carbonos em 6 108,4, 158,0 e 163,1. Logo, pode-se propor que este grupo metilico
esteja localizado na posi¢do C-3 do anel aromatico. A partir das correlagdes observadas
com o carbono em 6 163,1, e o efeito de blindagem do carbono C-3 ao qual grupo
metilico encontra-se diretamente ligado, pode-se inferir que a posicdo C-4 seja
oxigenada, sendo correspondente a outro grupo hidroxilico, cujo sinal niao € observado
no espectro de RMN de 'H realizado em CDCls. O sinal em & 6,22, correspondente ao
hidrogénio ligado diretamente ao anel aromético, estd correlacionado com os carbonos
em o 105,2, 108,5 e 158,0. Deste modo, pode-se inferir que o hidrogé€nio esteja
localizado em C-5. Logo, o grupo metilico correspondente ao sinal em & 2,47 localiza-
se em C-6, sendo possivel observar as correlacdes a longa distancia com os carbonos em
6 105,2, 110,5 e 140,1; e assim confirmar que S08 corresponde a 2,4-dihidroxi-3,6-
dimetilbenzoato de metila (Lee er al. 2001; Li, W. et al. 2013)

Figura 97. Correlagdes 'H-BC (ZJCHe 3JCH) observadas no experimento de gHMBC da
substancia S08
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Tabela 10. Dados de RMN de 'H, "°C, HSQC e HMBC da substancia S08“"

N°  §'H [mult; J (Hz); integracido] 8" C/HSQC HMBC (HC)

1 - 105,2 -

2 - 163,1 -

3 - 108,5 -

4 - 158,0 -

5 6,22 (s, 1H) 110,5 105,2; 108,5; 158,0

6 - 140,1 -

7 - 172,6 -

7-OCH; 3,93 (s, 3H) 51,8 172,6

2-OH 12,03 (s, 1H) - 105,2; 108,5; 158,0; 163,1
3-CH; 2,11 (s, 3H) 7,6 108,5; 158,0; 163,1
6-CH; 2,47 (s, 3H) 24,1 105,2; 110,5; 140,1

*Dados de acordo com Lee et al. (2001) e Li, W. et al. (2013)

® Medidas realizadas a 500 MHz ('"H) e 125 MHz (**C) em CDCl,.
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4.1.9 Determinacao estrutural da substincia S09

MeO

Figura 103. Estrutura quimica da substancia S09

A substancia S09 (1,6 mg), um sélido amarelo, solivel em cloroférmio e bandas
de absorcdo no UV em 234, 259, 287 e 381 nm (Figura 19, p. 55), foi isolada a partir
do extrato hexanico das raizes de K. lathrophyton (Figura 16, p. 54). A identificacao
desta substancia foi realizada com base nos dados de RMN de IH, gHMBC e
comparacao com os dados da literatura.

O espectro de RMN de 'H (Figuras 107 e 108, p. 131) apresentou um singleto
em 6 3,94 (3H); dubletos em & 6,81 (J = 8,3 Hz, 1H), 8 6,95 (J =8,3 Hz, 1H), 6 7,44 (J
=9,0 Hz, 1H) e § 7,65 (J = 3,1 Hz, 1H); um tripleto em & 7,60 (J = 8,3 Hz, 1H); um
duplo dubleto em & 7,38 (J = 9,0 e 3,1 Hz, 1H) e um singleto em & 12,69 (1H). A
andlise do espectro de gHMBC (Figuras 109 e 110, p. 132 e 133), cujo objetivo
principal é observar as correlacdes Jcy e 3JCH, permitiu verificar também as correlagcoes
do tipo 'Jcy, ou seja, as informaces que seriam obtidas em um experimento de gHSQC.

Os dubletos em o 6,81 e 0 6,95 e o tripleto em & 7,60 apresentam 0s mesmos
valores de constante de acoplamentos, podendo-se inferir que corresponda ao mesmo
sistema aromaético. A partir do espectro de gHMBC, observou-se que o dubleto em o
6,81 (0 109,0) se correlaciona com o carbono em & 160,0; o tripleto em 6 7,60 (6 136,2)
se correlaciona com os carbonos em & 106,8, 156,2 e 160,7; e o dubleto em & 6,95 (6
106,8) correlaciona-se com o carbono em 6 156,2. Pode-se inferir também que o
singleto em & 12,69 seja correspondente a um grupo hidroxilico em ligacdo de
hidrogénio intramolecular, o qual também se encontra ligado ao anel visto que se

correlaciona a longa distdncia com os carbonos em 6 109,0, 110,0 e 160,7. A partir
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destes dados, pode-se propor a presenca de um anel aromadtico trissubstituido como

visualizado na Figura 104.

12,69 (s)

OH

H 6.81 (d, 8,3 Ha)

H 7.60 (t, 8,3 Hz)

H

6,95 (d, 8,3 Hz)

Figura 104. Dados de RMN de 'H e estrutura parcial da substincia S09

Em continuidade, observa-se as correlacdes do dubleto em o 7,44 (6 120,7) com
os carbonos 6 150,7, 155,8; o duplo dubleto em & 7,38 correlacionado com os carbonos
em o0 104,8, 150,7 e 155,8 € o dubleto em o 7,65 correlacionado com os carbonos em 6
125,0, 150,7, 155,8 e 181,7. Com estes dados, pode-se inferir a presenca de outro anel
aromético trissubstituido, porém com o padrdo de substitui¢do distinto. Observou-se
também que o singleto em 6 3,94 estd ligado ao carbono em & 55,6 correspondendo
assim a um grupo metoxilico, e correlacionado a longa distancia com o sinal em 6 155,8

sendo assim um dos grupos ligado ao anel aromatico (Figura 105).

7,65 (d, 3,1 Hz)

H
394 (s) MeO

7,38 (dd, 3,1 e 9,0Hz) H

H

7,44 (d, 9,0 Hz)

Figura 105. Dados de RMN de 'H e estrutura parcial da substancia S09

Em conjunto com os dados observados, verifica-se que o deslocamento quimico

7z

do grupo hidroxilico em ligagdo de hidrogénio intramolecular € caracteristico de



Consideracdes finais 130

xantonas com o respectivo grupo em C-1 (GOTTILIEB et al.,1968; CRUZ et al., 2001).
Adicionalmente, observou-se a correlacdo do hidrogénio em 6 7,65 com o carbono em o
181,7, o qual também ¢é caracteristico do grupo carbonilico em um nucleo xantonico.

Deste modo, pode-se propor que S09 corresponda a 1-hidroxi-7-metoxixantona
ou 1-hidroxi-6-metoxixantona. Porém, caso o grupo metoxilico estivesse em C-6, o
dubleto com constante meta seria mais protegido por efeito de ressondncia dos pares de
elétrons do oxigénio do heterociclo. Ademais, como ja destacado anteriormente,
observou-se a correlagdo deste sinal com o grupo carbonilico em C-9. Comparacdo com
os dados da literatura também permitiram confirmar a estrutura de S09 como sendo a 1-
hidroxi-7-metoxixantona (Figura 106) (WESTERMAN et al., 1977; GUNATILAKA et
al., 1982).

Figura 106. Correlagdes 'H - °C (*Jcy e *Jcy) observadas no experimento de gHMBC da

substiancia S09
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H, "°C e gHMBC da substancia S09*

gHMBC
N°  §'H [mult; J (Hz); integr.]” SC™¢ - - p
Jen Jen € “Jen
1 - 160,7 - .
2 6,81 (d; 8,3; 1H) 109,0 109,0 160,7
3 7,60 (z; 8,3; 1H) 136,2 136,2 106,8; 156,2; 160,7
4 6,95 (d; 8,3; 1H) 106,8 106,8 156,2
4a - 156,2 - _
5 7,44 (d; 9,0; 1H) 120,7 120,7 150,7; 155,8
6 7,38 (dd;9,0e3,1; 1H) 1250 125,0 104.8; 150,7; 155,8
7 - 155.8 - §
8 7,65 (d; 3,1; 1H) 104,8 104,8  129,9; 125,0; 150,7; 155,8; 181,7
8a - 120,9 - .
9 - 181,7 - _
9a - 110,0 - _
10a - 150,7 - _
1-OH 12,69 (s; 1H) - - 109,0; 110,0; 160,9
7-OMe 3,94 (s; 3H) 55,6 55,6 155,8

 Medidas realizadas a 500 MHz ("H) e 125 MHz (**C) em CDCl;.

® Dados de RMN de 'H e '*C de acordo com WESTERMAN et al., 1977; GUNATILAKA et al., 1982

¢ Dados de RMN de "C observados a partir das correlacdes 'Joy presentes no experimento de gHMBC
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4.1.10 Determinacao estrutural das substancias S10 e S11

S10 S11

Figura 111. Estruturas quimicas das substancias S10 e S11

As substancias S10 (1,0 mg) e S11 (1,2 mg) foram isoladas a partir do extrato
hexanico das raizes de K. lathrophyton (Figura 16, p. 55). A identificacdo da substancia
$10 foi realizada com base nos dados de RMN de 'H, gHSQC, gHMBC e comparagio
com os dados da literatura (DIAZ et al., 2010) e a identificacdo da substancia S11 foi
realizada com base nos dados de RMN de 'H e comparacdo com os dados descritos por
SOB et al., (2008).

O espectro de RMN de 'H da substincia S10 (Figura 114, p. 138) apresentou
um singleto em d 2,86 (1H); outros dois singletos, respectivamente, em o 3,88 (3H) e o
3,91 (3H); dubletos em & 6,31 (1H) e & 6,34 (1H) ambos apresentando J = 2,3 Hz;
dubletos em o 6,68 (1H) e 6 6,71 (1H) com J = 2,4 Hz; e um singleto em 13,39 (1H).
Enquanto que o espectro de RMN de 'H da substincia S11 (Figura 115, p. 138)
apresentou singletos em 2,46 (1H) e 6 3,95 (3H); dubletos em 6 6,70 (1H) e & 7,39 (1H)
com J = 2,4 Hz; singletos largos em & 7,10 (1H) e & 7,65 (1H) e outro singleto em 6
12,14 (1H).

A partir destes dados de RMN, pode-se inferir que a estrutura quimica de ambas
as substincias apresentam dois anéis aromadticos tetrassubstituidos e baseado nos
acoplamentos observados (~ 2,0 Hz), os hidrogénios localizam-se em posicdo meta
entre si. De modo similar a substancia S09, verifica-se também a presenca de singletos

relativamente desprotegidos (~ 12 - 13 ppm), os quais sdo caracteristicos de grupos
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hidroxilicos, localizados nas posicoes C-1 e/ou C-8, em ligacdo de hidrogénio
intramolecular com o grupo carbonilico de xantonas.

A Figura 116 (p. 139) apresenta as tunicas correlacdes observadas no espectro
de gHSQC da substancia S10; verifica-se que o singleto em 6 2,86 correlaciona-se com
o carbono em o 23,5 e corresponde a um grupo metilico. Assim como se observa as
correlacdes a longa distancia no espectro de gHMBC (Figura 117, p. 139) deste grupo
com os carbonos em 6 113,1, 115,4 e 143,1, o que indica que o grupo metilico esta
diretamente ligado ao anel aromadtico. Verificou-se também no espectro de gHSQC que
os singletos em 0 3,88 e & 3,91 correlacionam-se, respectivamente, com os carbonos em
0 55,5 e 6 55,6; e a longa distancia, respectivamente, com os carbonos em o 164,4 e o
165,7. Pode-se assim inferir que ambos correspondam a grupos metoxilicos também
ligados ao anel aromatico.

Ademais, em harmonia com a origem biossintética de um dos anéis arométicos
das xantonas, o qual é proveniente da rota do acetato, pode-se propor que paralelamente
ao grupo hidroxilico em C-1, um dos grupos metoxilicos ocuparia a posi¢do C-3 no anel
aromético em S10 e similarmente, observa-se o mesmo padrao para a substancia S11,
podendo-se propor que estejam localizadas nas posicdes C-1 e C-3, respectivamente,

um grupo hidroxilico e um grupo metoxilico (Figura 112).

O OMe

Figura 112. Estrutura quimica parcial das substancias S10 e S11

Em continuidade, reiterando a presenca dos dois singletos na regido de 12 — 14
ppm em S11, pode-se inferir que a posi¢do C-8 na estrutura quimica deste composto
também seja ocupada por um grupo hidroxilico em liga¢do de hidrogénio intramolecular
com o grupo carbonilico. Ademais, baseado no fato dos hidrogénios ligados ao anel

aromdtico estarem em meta entre si, pode-se concluir que o grupo metilico
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correspondente ao singleto em o 2,46 esteja localizado na posicdo C-6. Deste modo, a
substancia S11 corresponde a 1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metilxantona, cujos dados
espectroscopicos estdo de acordo com o relatado por Sob et al. (2008).

Similarmente a substincia S11, observa-se também a presenca do grupo metilico
ligado ao anel aromadtico subsequente na substancia S10 assim como a presenga de outro
grupo metoxilico. Enquanto que na estrutura anterior, a presenga de dois singletos
desprotegidos permitiu facilmente inferir-se que os dois grupos hidroxilicos
encontravam-se em C-1 e C-8; em S10, o grupo metilico e o grupo metoxilico podem
ambos localizar-se nas posicdes C-6 e C-8. Porém, observa-se que o grupo metilico em
S10 (6 2,86) é relativamente mais desprotegido se comparado ao grupo metilico
presente em S11 (& 2,46). Pode-se inferir que em S10, o grupo metilico esteja
localizado em C-8 e este efeito de desprotecdo seja provocado pelo grupo carbonilico
(Figura 113). Comparacdo com os dados espectroscopicos presentes na literatura
confirmam a proposta e a substancia S10 corresponde a 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-

metilxantona (DIAZ et al. 2010).

OH O

S10 S11

Figura 113. Estrutura quimica parcial das substancias S10 e S11
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Tabela 12. Dados de RMN de 'H, HSQC e HMBC da substincia S10 e dados de RMN de 'H da

substincia S11*

S10° S11°
N° o'H (mult.; J(Hz); integ.) HSQC HMBC N° o'H (mult.; J(Hz); integ.)
1 - - - 1 )
2 6,31 (d; 2,3; 1H) 96,8 - 2 6,70 (d; 2,4; 1H)
3 - - - 3 )
4 6,34 (d; 2,3; 1H) 92,2 - 4 7,39 (d; 2,4; 1H)
5 6,68 (d; 2,4; 1H) 98,4 - 5 7,65 (sl; 1H)
6 - - - 6 -
7 6,71 (d; 2,4; 1H) 1154 - 7 7,10 (sl; 1H)
8 - - 8 )
1-OH 13,39 (s) - - 1-OH 12,33 (s)
3-OMe 3,88 (s) 55,5 1644 3-OMe 3,95 (s)
6-OMe 3,91 (s) 55,6 165,7 6-Me 2,46 (s)
8-Me 2,86 (s) 23,5 113,1; 115,4; 143,1  8-OH 12,14 (s)

* Medidas realizadas a 500 MHz ('H) e 125 MHz (**C) em CDCl;.

® Dados espectroscépicos de acordo com DIAZ et al. (2010)

“Dados espectroscépicos de acordo com SOB et al. (2008)
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4.2 Outras substincias isoladas de Kielmeyera argentea e K. lathrophyton

4.2.1 Friedelina

Figura 118. Estrutura quimica da friedelina

PF: 254 - 256 °C. RMN de 'H (500 MHz, CDCL): 5 0,73 (3H; s; H-24); 0,87 (3H; s;
H-25); 0,89 (3H; d; J = 6,5 Hz; H-23); 0,95 (3H; s; H-30); 1,00 (3H; s; H-29); 1,01 (3H;
s; H-26); 1,05 (3H; s; H-27); 1,18 (3H; s; H-28); 1,26 - 1,40 (m); 1,47 - 1,50 (m); 1,67 -
1,77 (m); 1,94 - 1,99 (m); 2,23 - 2,31 (m); 2,37 - 2,41 (m). RMN de “C (125 MHz,
CDCl3): 6 6,8 (C-23); 14,7 (C-24); 18,0 (C-25); 18,3 (C-7); 18,7 (C-27); 20,3 (C-26);
22,3 (C-1); 28,2 (C-20); 30,0 (C-17); 30,5 (C-12); 31,8 (C-30); 32,1 (C-28); 32,4 (C-
15); 32,8 (C-21); 35,0 (C-29); 35,4 (C-19); 35,6 (C-11); 36,0 (C-16); 37,5 (C-9); 38,3
(C-14); 39,3 (C-22); 39,7 (C-13); 41,3 (C-6); 41,5 (C-2); 42,2 (C-5); 42,8 (C-18); 53,1
(C-8); 58,3 (C-4); 59,5 (C-10); 213,2 (C-3). Dados de acordo com Mann et al. (2011).

4.2.2 6-Tocotrienol

Figura 119. Estrutura quimica do d-tocotrienol

RMN de 'H (500 MHz, CDCl): ¢ 6,49 (1H; d; J = 2,8 Hz; H-7); 5,16 (1H; m; H-7");
5,16 (1H; m; H-3") ; 5,16 (1H; m; H-11"); 2,70 (2H; ¢, J = 6,9 Hz; H-4) ; 2,13 (3H; ;8-
CH;); 2,10 (2H; m; H-6"); 2,10 (2H; m; H-2"); 2,10 (2H; m; H-10"; 2,00 (2H; m; H-9")
2,00 (2H; m; H-5"; 1,76 (2H; m; H-3); 1,69 (3H; s; H-4'a); 1,69 (3H; s; H-12'b); 1,62
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(2H; m; H-1"; 1,61 (3H; s; H-8'a); 1,61 (3H; s; H-12'a); 1,27 (3H; 5;2-CH3); 4,64 (1H;
sl; -OH). RMN de C (125 MHz, CDCl;): § 147,7 (C-6); 145,8 (C-8a); 135 (C-4"):;
134,9 (C-8'); 131,2 (C-12"); 127,3 (C-8); 124,3 (C-3"); 124,2 (C-7"); 124,1 (C-11"); 121,1
(C-4a); 115,6 (C-7); 112,5 (C-5); 75,2 (C-2); 39,6 (C-1"); 39,6 (C-5"); 39,6 (C-9"; 31,3
(C-3); 26,7 (C-6"); 26,5 (C-10"); 25,6 (C-12'b); 23,9 (2-CH3); 22,4 (C-4); 22,1 (C-2";
17,6 (C-12'a); 16 (8-CH3); 15,9 (C-4'a); 15,8 (C-8'a). Dados de acordo com Ohnmacht
et al. (2008).

4.2.3 Epifriedelanol

Figura 120. Estrutura quimica do epifriedelanol

PF: 288 - 290 °C. RMN de 'H (500 MHz, CDCls): & 0,86 (3H; s; H-24); 0,93 (3H; J =
7,8 Hz; H-23); 0,94 (3H; s; H-30); 0,97 (3H; s; H-26); 1,00 (3H; s; H-27); 1,00 (3H; s;
H-25); 1,01 (3H; s; H-29); 1,17 (3H; s; H-28); 1,23 - 1,59 (m); 1,74 - 1, 78 (m); 1,90 -
1,93 (m); 3,75 (dd; J = 5,0 e 2,5 Hz). RMN de *C (125 MHz, CDCly): 5 11,6 (C-23);
15,8 (C-1); 16,4 (C-24); 17,6 (C-7); 18,2 (C-27); 18,6 (C-25); 20,1 (C-26); 28,2 (C-20);
30,0 (C-12); 30,6 (C-17); 31,8 (C-15); 32,1 (C-30); 32,4 (C-28); 32,9 (C-21); 35,0 (C-
29); 35,2 (C-2); 35,4 (C-19); 35,6 (C-16); 36,1 (C-11); 37,1 (C-9); 37,9 (C-5); 38,4 (C-
13); 39,3 (C-22); 39,7 (C-14); 41,8 (C-18); 42,9 (C-6); 49,2 (C-4); 53,2 (C-8); 61,4 (C-
10); 72,7 (C-3). Dados de acordo com Kannathasan et al. (2015).
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4.3 Aspectos quimiossistematicos do género Kielmeyera

O género Kielmeyera esté inserido atualmente na familia Calophyllaceae, a qual
foi recém-criada com base em estudos filogenéticos (APG III, 2009). Do ponto de vista
quimico, o género destaca-se pela presenca de xantonas como principais constituintes
(REZENDE, et al. 1973; EL-SEEDI et al., 2009). Porém, anélises recentes do perfil
quimico do género destacam também a presenca de 4-alquil e 4-fenilcumarinas (Tabela
2, p. 32). Sendo ainda que a presencga destes compostos tem sido largamente descritas
nos géneros Mammea, Calophyllum e Mesua, as quais também estdo inseridas na
familia Calophyllaceae.

O presente estudo descreveu pela primeira vez o isolamento e identificagdo das
4-fenil e 4-alquilcumarinas mammea B/BA (S01), mammea B/BA ciclo F (S02), ferruol
A (S03), mammea A/BB (S04) ¢ a 7-metoxi-2,2-dimetil-6-(2-metilbutanoil)-10-fenil-
2H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b'|dipiran-8-ona (S07), o qual corresponde ao derivado
metoxilado de mammea A/BB ciclo D, no género Kielmeyera. Verificou-se também a
presenca das 4-alquilcumarinas mammea B/AB ciclo D (S05) e mammea B/AA ciclo D
(S06) em K. argentea, as quais ja haviam sido relatadas em K. elata (NOGUEIRA et
al., 2009) e K. lathrophyton (CRUZ et al., 2001). Ademais, reitera-se a observagdo que
a ocorréncia destes compostos restringe-se as espécies de Kielmeyera presentes em
regides de restinga e campos rupestres visto que ainda ndo ha relatos da presenca de 4-
alquil e 4-fenilcumarinas em espécies coletadas na regido do Cerrado. A partir dos
resultados obtidos, pode-se corroborar o fato que esta classe possa ser considerada,
juntamente com as xantonas, marcadores quimiossistemdticos do género assim como
também reiterar a proximidade do género Kielmeyera com os demais géneros da familia
Calophyllaceae.

Como discutido anteriormente, as xantonas estdo largamente presentes em
espécies das familias Clusiaceae, Calophyllaceae, Hypericaceae e Gentianaceae. Porém,
a presenca de C-metil xantonas como a 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metilxantona (S10) e
1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metilxantona (S11) verificadas em K. lathrophyton ¢&
relativamente incomum em plantas. Estudos recentes relatam a presenca de C-metil
xantonas como, por exemplo, o isolamento da 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metilxantona
por Diaz et al. (2010) em Vismia baccifera (Hypericaceae) e o isolamento das xantonas

1,3,6-trihidroxi-8-metilxantona € 1,6-dihidroxi-3-metoxi-8-metilxantona por
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Mutanyattaa et al. (2003) em uma cultura de tecidos de Ledebouria graminifolia
(Hyacinthaceae). Os resultados assim obtidos a partir do estudo de K. lathrophyton
contribuem para a ampliacdo do conhecimento da quimica das plantas superiores. A
partir do estudo de K. lathrophyton, verificou-se também a presenca do composto 2,4-
dihidroxi-3,6-dimetilbenzoato de metila (S08), o qual corresponde a um resultado
incomum visto que até entdo ndo havia sido isolado na familia Calophyllaceae assim

como também ha pouco relatos do isolamento deste metabdlito em plantas superiores.

4.4 Atividade citotoxica de 4-alquil e 4-fenilcumarinas isoladas de K. argentea

Ap6s isolamento e identificacdo estrutural, realizou-se a avaliacdo da atividade
citotoxica das substancias S01, S02, S03 e S04 frente a células da linhagem U251 de
glioblastoma humano. Os resultados demonstraram uma reducgdo significativa da
viabilidade celular principalmente com relagdo as células tratadas com concentracdes
iguais ou superiores a 50 uM quando comparadas ao controle tratado apenas com o
veiculo de diluigao, DMSO (0,5 %). A partir da resolucdo da equacdo logaritmica,
obteve-se o valor da concentra¢do de cada substincia necessdria para induzir metade do

efeito maximo (ICsy) (Tabela 13).

Tabela 13. Citotoxicidade das substiancias S01 a S04 [ICsy (uM)] frente a células U251 de

glioblastoma humano

Compostos ICsy (M)
Mammea B/BA (S01) 6,60
Mammea B/BA ciclo F (S02) 52,26
Ferruol A (S03) 37,07
Mammea A/BB (S04) 27,00

Observa-se que a 4-n-propilcumarina mammea B/BA (S01) apresentou um valor
de ICsy correspondente a 6,60 puM. Pequenas diferencas estruturais podem ser

destacadas entre os compostos avaliados como, por exemplo, a ciclizacdo da cadeia
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prenilica em C-6 formando o anel dihidrofurano na substancia mammea B/BA ciclo F
(S02), a qual ndo apresentou uma atividade tao significativa (ICso= 52,26 uM). De fato,
Reyes-Chilpa et al. (2004) ja haviam avaliado a citotoxidade da mammea B/BA ciclo F
(S02) frente a células U251 (Tabela 3, p. 40) e constatado a menor poténcia desta
substancia. A 4-sec-butilcumarina ferruol A (S03) e a 4-fenilcumarina mammea A/BB
(S04), as quais apresentam diferengas estruturais nos grupos localizados em C-4 e na
cadeia acilica em C-8, também ndo apresentaram resultados satisfatorios quando
comparadas a SO01; porém os valores de ICsy ainda assim sdo inferiores quando
comparado ao caso da cadeia prenilica ciclizada. Reyes-Chilpa et al. (2004) avaliaram
também a citotoxidade da 4-fenilcumarina mammea A/BA, a qual apresentou um valor
de ICs significativamente baixo (ICsy = 0,59 uM), a diferenga estrutural comparado a
mammea A/BB resume-se a posi¢do do grupo metilico na cadeia acilica. Ademais, os
resultados das 4-alquil e 4-fenilcumarinas realizados em misturas neste mesmo trabalho
podem corresponder a algum efeito sinérgico justificando os baixos valores de ICsy. A
temozolomida, a qual tem sido utilizada como principal droga no tratamento do
glioblastoma, apresenta um ICsy correspondente a 200 mM. Entretanto a concentragao
do farmaco encontrada no plasma sanguineo em seres humanos corresponde a 100 uM
segundo Spiro (2000, apud Shen et al. 2013). Deste modo, os resultados obtidos a partir
da avaliacdo das 4-alquil e 4-fenilcumarinas em comparacdo com a temozolomida,
ainda que realizados in vitro, podem ser considerados significativos.

Assim como constatado frente a diversas linhagens de células tumorais,
verificou-se que as 4-alquil e 4-fenilcumarinas também apresentam citotoxicidade frente
as células de glioblastoma humano. Face aos resultados obtidos, impulsiona-se a
realizagdo de novos ensaios envolvendo as demais 4-alquil e 4-fenilcumarinas isoladas
de K. argentea e K. lathrophyton (S05, S06 e S07) assim como também uma avaliagdao
da citotoxicidade frente a células normais e da capacidade destas substancias
atravessarem a barreira hematoencefalica. Deste modo, os resultados irdo proporcionar

uma avaliag¢do aprofundada do potencial quimioterdpico das 4-alquil e 4-fenilcumarinas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico do extrato hexanico das raizes de Kielmeyera argentea
resultou no isolamento e identificacdo das substancias mammea B/BA, mammea B/BA
ciclo F, ferruol A, mammea A/BB, mammea B/AB ciclo D, mammea B/AA ciclo D,
friedelina e O&-tocotrienol. Apesar destas substincias ja terem sidos reportados
anteriormente em espécies da familia Calophyllaceae, este trabalho é o primeiro relato
da ocorréncia das 4-alquilcumarinas mammea B/BA, mammea B/BA ciclo F e ferruol A
e da 4-fenilcumarina mammea A/BB no género Kielmeyera. Enquanto que a partir do
estudo do extrato hexanico do caule de K. lathrophyton, obteve-se a 4-alquilcumarina 7-
metoxi-2,2-dimetil-6-(2-metilbutanoil)-10-fenil-2H,8H-benzo[ 1,2-b:3,4-b'|dipiran-8-
ona, as xantonas 1-hidroxi-7-metoxixantona, 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metilxantona,
1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metilxantona, o derivado do acido benzoico 2,4-dihidroxi-3,6-
dimetilbenzoato de metila e os triterpenos friedelina e epifriedelanol. A presenca de C-
metil xantonas e a 2,4-dihidroxi-3,6-dimetilbenzoato de metila sdo relativamente
incomuns em plantas e este trabalho corresponde ao primeiro relato da ocorréncia destes
compostos na familia Calophyllaceae.

Os resultados da avaliagcdo da atividade citotéxica in vitro frente a células U251
de glioblastoma humano demonstraram significativa citotoxicidade da 4-alquilcumarina
mammea B/BA (ICsyp = 6,60 uM) enquanto que as 4-alquilcumarinas mammea B/BA
ciclo F (ICsg = 52,26 uM) e ferruol A (ICsp = 37,07 uM) e a 4-fenilcumarina mammea
A/BB (ICsyp = 27,00 uM) apresentaram citotoxicidade moderada frente as células
tumorais. Face aos resultados obtidos, impulsiona-se a realizagdo de novos ensaios
envolvendo as demais 4-alquil e 4-fenilcumarinas isoladas a partir das espécies K.
argentea e K. lathrophyton frente as células tumorais assim como também envolvendo

células normais.
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