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RESUMO

O presente trabalho descreve o isolamento e a identificacao estrutural de metabdlitos
secundarios do extrato em acetato de etila obtido das raizes da espécie de Kielmeyera
reticulata Mart. (Calophyllaceae), coletada nas restingas do Parque Metropolitano do
Abaeté, Salvador-Bahia. As espécies dessa familia sdo reconhecidas principalmente
como fontes de xantonas, que sdo consideradas seus marcadores
quimiossistematicos. As raizes foram submetidas a extragdo com acetato de etila. O
fracionamento do extrato foi realizado através de cromatografia em coluna de silica
flash sob vacuo, empacotada a seco, com a amostra inserida sdlida, utilizando hexano
e dicloromentano em gradiente crescente de polaridade como sistema eluente e as
substancias foram isoladas através de cromatografia preparativa em silica gel com
hexano e éter etilico como sistema eluente. A identificacdo e determinagcdo ou
elucidacao estrutural das substancias foram realizadas através de métodos
espectroscopicos, tais como Ressonancia Magnética Nuclear unidimensionais ('H e
13C) e bidimensionais (gHMBC e gHSQC). Do extrato foram isoladas e identificadas
as seguintes substancias: trés derivados do floroglucinol, trés bifenilas, uma 4-
alquilcumarina, uma xantona e os esteroides B-sitosterol e estigmasterol. Foram
isoladas e identificadas trés substancias inéditas: um derivado do floroglucinol e duas

bifenilas.

Palavras-chave: Kielmeyera reticulata (Calophyllaceae), derivados do floroglucinol,

bifenilas.



ABSTRACT

This study describes the isolation and structural identification of secondary metabolites
present on the extract in ethyl acetate obtained from the roots of the Kielmeyera
reticulata Mart. (Calophyllaceae) species, collected in the sandbanks of the Parque
Metropolitano do Abaeté, Salvador-Bahia. Species in this family are primarily known
as sources of xanthones, which are considered their chemosystematics markers. The
roots were subjected to extraction with ethyl acetate. The fractionation of the extract
was carried out by vacuum flash silica column chromatography, dry packed, with the
solid sample inserted, using hexane and dichloromethane in increasing order of
polarity as eluent system, and the compounds were isolated by preparative
chromatography on silica gel using hexane and ethyl ether as an eluting system.
Compound identification was performed using spectroscopic methods such as one-
dimensional ("H and '3C) and two-dimensional Nuclear Magnetic Resonance (gHMBC
and gHSQC). The following compounds were isolated and identified from the extract:
three phloroglucinol derivatives, three biphenyls, one 4-alkylcoumarin, one xanthone
and the steroids (-sitosterol and stigmasterol. Three new substances were isolated

and identified: a prenylated derivative of phloroglucinol and two biphenyls.

Keywords: Kielmeyera reticulata (Calophyllaceae), phloroglucinol derivative,
biphenyl.
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INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais tem relevancia socioeconémica muito grande na
qualidade de vida das comunidades de baixa renda, devido a sua alta disponibilidade,
baixa toxicidade, risco minimo de efeitos colaterais e principalmente aos baixos custos

comparados aos medicamentos alopaticos (BESSA et al., 2013).

A utilizagdo das plantas como medicamento € muito antiga e data dos
primérdios da civilizacdo. Apesar do extenso conhecimento que possa existir sobre o
uso das plantas medicinais no Brasil, pouco se sabe sobre quais sdo as espécies
medicinais nativas que sao objeto de uso e comércio significativos, tanto a nivel local
como internacional e sobre o impacto que a atividade comercial esta causando sobre

estes recursos naturais e, finalmente, sobre a populacdo humana (SILVA, 2015).

A avaliacdo de areas do conhecimento, em especial a de Produtos Naturais,
tem sido realizada quase que continuamente nos ultimos 25 anos, tornando-se um
tema recorrente na ciéncia brasileira (BERLINCK et al., 2017; PINTO et al., 2002). A
fitoquimica estuda todos os constituintes quimicos e as propriedades biolégicas dos
vegetais, onde se tem como interesse, as analises fitoquimicas para indicacdo de
metabdlitos secundarios que se encontram na espécie vegetal. Assim, para suprir as
deficiéncias nos estudos de plantas, o governo instituiu a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), objetivando facilitar o acesso aos medicamentos
fitoterapicos, bem como garantir a sustentabilidade da biodiversidade brasileira,
promovendo a valorizagdo do conhecimento tradicional e preservagédo de
comunidades, associada ao desenvolvimento industrial e tecnologico (LIMA et al.,
2013).

O reino vegetal possui centenas de milhares de espécies superiores, das quais
cinco a quinze por cento apresentam atividade farmacolégica conhecida. Cada
espécie pode possuir efeitos terapéuticos distintos, devido a seus compostos
exclusivos (metabdlitos secundarios) (ELKORDY, 2021).

Um dos desafios de trabalhar para a descoberta de novos produtos naturais é
que a espécie a ser estudada nem sempre € de facil acesso e/ou nao produz os
compostos bioativos quando cultivada fora de seu habitat natural, além da dificuldade
em se obter substdncias com a pureza necessaria, sendo que sao realizados
sucessivos processos de fracionamento que levam a uma massa final bem reduzida.

Devido a essa perda de massa, os ensaios biolégicos e elucidagcao estrutural das
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substancias isoladas podem ser muito dificultados, entretanto cada vez mais o avango

da tecnologia permite que esses obstaculos sejam contornados (ATANASOV, 2021).

Os produtos naturais, em geral, oferecem caracteristicas especiais em
comparagao com moléculas sintéticas convencionais, como maior complexidade e
diversidade estrutural, niumero maior de grupos capazes de fazer ligagdes de
hidrogénio, mais atomos de carbonos sp? e oxigénio e maior rigidez molecular. Essas
diferengas frequentemente sao vantajosas farmacologicamente, o que justifica o fato
de que historicamente esses compostos tiveram papel crucial na descoberta de novos
medicamentos. Dessa forma, a descoberta de novos farmacos oriundos de produtos

naturais e derivados apresenta grande potencial (ATANASOQOV, 2021).

Muitas espécies da familia Calophyllaceae apresentam importancia econémica,
fornecendo madeira de boa qualidade para a construgao civil, como algumas espécies
dos géneros Calophyllum, Caraipa e Mesua, com potencial ornamental e
farmacoldgico e alimenticio, como Mammea americana L., amplamente cultivada por
seus frutos comestiveis (SANTOS et al., 2015).

1.1 A FAMILIA CALOPHYLLACEAE E O GENERO Kielmeyera

A familia botanica Calophyllaceae, segregada de Clusiaceae s.l. (Xi et al.,
2012), possui 14 géneros e cerca de 460 espécies em toda sua distribuicdo e
apresenta distribuicdo pantropical (SANTOS et al., 2015; COSTA, 2017). No Brasil
foram registrados 8 géneros e cerca de 80 espécies, desde espécies endémicas
(cerca de 58) a espécies raras (cerca de 13) (SANTOS et al., 2015). Para o estado da
Bahia, foram registradas a ocorréncia de quatro desses oito géneros: Calophyllum (C.
brasiliense), Caraipa (C. densifolia), Mammea (M. americana), com apenas uma
espécie cada, e Kielmeyera, com 18 espécies (K. abdita, K. albopunctata, K. bifaria,
K.coriacea, K. lathrophyton, K. neglecta, K. occhioniana, K. petiolaris, K. rubiflora, K.
rugosa, K. tomentosa, K. elata, K. ferruginosa, K. cuspidata, K. itacarensis, K.
marauensis, K. reticulata, K. argentea) sendo as Ultimas sete espécies restrita ao
estado (SANTOS et al., 2015). Desse modo, o género Kielmeyera torna-se o maior
género da familia Calophyllaceae no Brasil em numero de espécies e, também, pela
ampla distribuicdo no pais, ocorrendo na Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (SANTOS et al., 2015).
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Do ponto de vista fitoquimico, as espécies dessa familia sdo reconhecidas
principalmente como fontes de xantonas, que sdo consideradas seus marcadores
quimiossistematicos, terpenos e esteroides (SOBRAL et al., 2009; CRUZ et al., 2001,
MOREIRA et al., 2002; BENNET et al., 1989; GOTTLIEB & GABRIEL, 1972;
MONACHE et al., 1984).

O género Kielmeyera Mart. & Zucc. esta primordialmente confinado a América
do Sul e estende-se desde o oceano Atlantico ao Pacifico, sendo descrito como um
dos grandes géneros endémicos do Brasil (DANTAS & RIBEIRO, 2010;
SULTANBAWA, 1980). Esse género merece destaque na flora brasileira, pois contém
cerca de 50 espécies (SADDI, 1982 apud BARROS, 2002; DE ALMEIDA, 2013).
Algumas sao frequentes e bem distribuidas, enquanto a grande maioria apresenta
uma distribuicdo mais restrita. A faixa geografica de distribuicio do género
compreende as cinco regides naturais. Entretanto, as regides Norte e Sul apresentam
pouquissimas espécies. Evidéncias geograficas indicam que o endemismo € muito
alto em Kielmeyera, estando as suas espécies macigcamente concentradas no Brasil
central. Somente algumas exibem amplas distribuicdes, como a K. coriacea e K.
rubrifora (GRAMACHO, 1997). O género Kielmeyera ocorre principalmente no
cerrado, sendo facilmente encontrado em Minas Gerais. Contudo, em determinadas
areas, quase foram extintas, devido a exploracdo nao sustentada, sem que houvesse
cultivos ou estudos sobre sua biologia (ARELLO, 1991 apud RIOS, 2007).

Um levantamento bibliografico sobre metabdlitos secundarios de Kielmeyera
revelou o estudo fitoquimico no Brasil de vinte espécies. Sendo oito encontradas na
regidao de Cerrado, principalmente do Planalto Central, e cinco encontradas em
Restingas (SILVA et al., 1968).

As espécies do género Kielmeyera séo conhecidas por apresentarem em sua
composigao substancias como xantonas, 4-alquilcumarinas e 4-fenilcumarinas
(neoflavonoides) (BONESS et al., 2021b; SOBRAL et al., 2009; GRAMACHO et al.,
1999; CRUZ et al., 1998a,b; CRUZ et al., 2001a), além de triterpenos (CORTEZ, 1998;
GOTTLIEB, 1970; LOPES, 1977; NAGEM, 1988).

Das vinte espécies de Kielmeyera estudadas, a K. rosea constituiu a primeira
espécie do género onde ndo foram encontradas xantonas. Lembrando que o estudo
quimico de K. rosea restringiu-se apenas ao extrato benzénico dos caules (SILVA et

al., 1968). Das espécies K. pumila, K. latrophyton, K. elata, K. argentea e K. reticulata
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foram isolados, além de xantonas, diversos neoflavonoides. Também foram isoladas
duas outras classes de metabdlitos secundarios, bifenilas e derivados do floroglucinol,
nas especies K. coriacea, K. reticulata, K. latrophyton e K. cuspidata (CRUZ et al.,
2001; MOREIRA, 2002; DE ALMEIDA et al., 2011; DE ALMEIDA, 2013; BATISTA,
2014; OLIVEIRA et al., 2017; BONESS et al., 2021a).

Muitos dos metabdlitos secundarios encontrados em plantas desse género
apresentam atividades bioldgicas importantes, como por exemplo, inibidor alérgico,
acao broncodilatadora no tratamento da asma, atividade tuberculostatica,
antidepressiva, anti-inflamatoéria e antiviral, que sao atribuidas as xantonas. Pode ser
empregado como moluscicida natural o extrato metandlico bruto do caule de K.
variabilis Mart. Extratos e xantonas de K. coriacea apresentam atividade antifungica,
ansiolitica, antiproliferativa in vitro em cultura de células tumorais humanas e alta
atividade esquistossomicida (REIS, 2010). Substancias isoladas de K. reticulata
apresentaram ac¢ao no Sistema Nervoso Central, Imunolégico e Renal e atividades
antitubercular, antimicrobial, antiviral e agdo anti-inflamatoéria (BATISTA, 2014,
PROENCA, 2015) e inibicdo da enzima monoamino-oxidase (MAO) (OLIVEIRA et al.,
2017; BONESS et al., 2021a).

O género Kielmeyera tem despertado o interesse do grupo de pesquisa
GESNAT (Grupo de Estudos de Substancias Naturais Organicas) desde 1993 por ser
um género com importantes metabdlitos secundarios, por apresentar atividades
biolégicas com potencial farmacéutico e pela possibilidade de encontrar derivados
prenilados do floroglucinol. O estudo das espécies K. latrophyton, K. coriacea, K.
argentea, K. cuspidata e K. reticulata resultou em trabalhos de iniciagao cientifica
(BONESS, 2013; SANTOS JR, 2014; BATISTA, 2014), dissertacbes de mestrado
(SILVA-NETO, 1998; SOUZA, 1999; REIS, 2010), teses de doutorado (DE ALMEIDA,
2013; SOUZA, 2015; e artigos (CRUZ et al., 1998a; CRUZ et al., 1998b; CRUZ et al.,
2001a; MOREIRA et al., 2002; SOBRAL et al., 2009; DE ALMEIDA et al., 2011;
BONESS et al., 2021a, BONESS et al., 2021b).
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1.2 KIELMEYERAS ESTUDADAS PELO GRUPO GESNAT E AS PRINCIPAIS SUBSTANCIAS ISOLADAS
Abaixo serdo apresentadas as espécies estudadas pelo grupo e as férmulas estruturais das substancias isoladas.

1.2.1 Kielmeyera lathrophyton

4-alquilcumarinas

(SILVA-NETO, 1998) (DE ALMEIDA, 2013) (SOUSA, 2005)

Neoflavonoides

(SILVA-NETO, 1998) (DE ALMEIDA, 2013) (SOUSA, 2005)

Tocotrienol Triterpenos

= COOH
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Bifenilas
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Derivados do floroglucinol
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1.2.2 Kielmeyera coriacea

Xantonas
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(SOUSA, 1999)
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Bifenilas Tocotrienol
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HO
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(SOUSA, 1999) (SOUSA, 1999; SANTOS JR, 2014)
Neoflavonoides

(REIS, 2010)

Derivados do floroglucinol Triterpenos
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1.2.3 Kielmeyera argentea

Neoflavonoides

co

(SANTOS, 2005)

HO
(BONESS, 2013)
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4-alquilcumarinas

(SANTOS, 2005)
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1.2.4 Kielmeyera cuspidata

Xantonas
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Derivados do floroglucinol

H,CO

H,CO

(DE ALMEIDA, 2013)

H,CO
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1.2.5 Kielmeyera reticulata

Neoflavonoides

31

(MOREIRA, 2002)

(BATISTA, 2014)
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Derivados do floroglucinol
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Em 2014 também foram isolados derivados prenilados do floroglucinol da
espécie K. reticulata (BATISTA, 2014) e esse fato aumentou o interesse por continuar

o estudo fitoquimico com essa espécie.

1.3 A ESPECIE Kielmeyera reticulata

A espécie K. reticulata (Figura 1, p.33) € um arbusto que pode atingir até quatro
metros de altura, as suas folhas sdo coriaceas (folhas espessas, consistentes, rigidas
mas flexiveis, como couro), os botdes de flores sdo esverdeados, as flores sao
brancas, vistosas e os frutos sdo marrons. Esta planta se desenvolve em solo arenoso
e € resistente a diversos fatores climaticos (SULTANBAWA, 1980). Endémica da
Bahia, ocorre de forma disjunta em restingas e campos rupestres, onde € pouco
frequente. Nas restingas, € eventualmente encontrada em simpatria com a espécie K.

argentea, com a qual pode ser confundida (Figura 2, p.34) (SANTOS et al., 2015).

N 2 &i
Figura 1 - K. reticulata: A - folhas e inflorescéncia; B — fruto
Fonte: Grupo de Estudo de Substéncias Naturais Organicas — GESNAT
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Reino: Plantae = i 2 — &
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santo, vaza-matéria.

Figura 2 - Mapa da regido endémica de K. reticulata
Fonte: adaptado de SANTOS et al., 2015.

Em um estudo ja realizado com os extratos hexanico e metandlico do caule
dessa espécie foram isoladas 19 substancias, sendo oito delas inéditas, apresentando
uma diversidade de 4-propil e 4-fenilcumarinas, além de uma xantona, B-sitosterol,
friedelina e friedelinol, a e B-amirinas, taraxerol e &-tocotrienol (MOREIRA, 2002;
CRUZ et al., 2002). Em outro estudo realizado com o extrato hexanico das raizes
dessa espécie foram isoladas 9 substancias, sendo trés delas inéditas, apresentando
duas substancias derivadas do floroglucinol (inéditas), duas 4-fenilcumarinas, uma
bifenila (inédita), uma xantona além de 6&-tocotrienol, (-sitosterol e estigmasterol
(BATISTA, 2014).

A espécie K. reticulata objeto de estudo deste trabalho foi coletada em um

importante ecossistema da regido metropolitana de Salvador, a restinga.

1.4 RESTINGA

A Restinga € um ecossistema de importancia ambiental, econémica e turistica
para a sociedade, especialmente por abrigar espécies de pelo menos trés
ecossistemas distintos (Floresta Ombrdfila, Caatinga e Cerrado) (DAMICO, 2017). E
um depdsito de areia emerso que fecha ou tende a fechar uma reentrancia da costa.
Apresenta uma formagédo vegetal tipica de terrenos arenosos, composta por

comunidades vegetais bem diversas. As espécies de plantas apresentam uma
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gradativa variagao de seu porte, sendo que mais proximo a praia ocorrem especies
mais baixas e conforme desloca-se para o interior, as espécies vao adquirindo
maiores portes (MENEZES et al., 2012).

Os ecossistemas de restinga se caracterizam por apresentar solos arenosos,
pobres em matéria organica, com baixa capacidade de reter agua e nutrientes. A
principal fonte de nutrientes, dada a proximidade do mar, € a maresia presente na
atmosfera. As espécies vegetais apresentam adaptacdes que visam diminuir as taxas
de transpiracao, por um lado, e aumentar a captacdo de agua, por outro. Assim, sao
comuns espécies com superficie foliar reduzida, as vezes revoluta, com cuticula
espessa, muitas vezes com camada adicional de cera e grande desenvolvimento do
sistema radicular (MALIARENKO, 1996).

A composicao floristica das comunidades de restinga no litoral brasileiro,
principalmente das regides sul e sudeste, foi tratada em diversos estudos, mas no
litoral nordestino ha poucas informacdes. As primeiras informagdes sobre a flora das
dunas de Abaeté, disponiveis na literatura, sdo da década de 40 e 50. Posteriormente,
na década de 90, foram identificadas 410 espécies vegetais pertencentes a 283
géneros de 88 familias. Esses trabalhos revelaram a elevada diversidade taxonémica
e 0 humero expressivo de espécies endémicas da flora fanerogamica das dunas de
Abaeté quando comparadas as informacdes levantadas em ecossistemas similares
de restinga no Brasil (OLIVEIRA & PEREIRA, 2020; VIANA; SILVA & KLEINERT,
2006).

Em 1987, foi criada a Area de Protegdo Ambiental Lagoas e Dunas do Abaeté,
com o objetivo de preservar os ativos da geodiversidade e controlar a ocupacéo na
area, mais especificamente as dunas e lagoas do Abaeté. A APA Lagoas e Dunas do
Abaeté é uma unidade de conservacgao (UC) cuja gestdo compete ao Instituto do Meio
Ambiente e Recursos Hidricos — INEMA. Esta localizada na porgao extrema nordeste
de Salvador. Estao inseridos na APA dois parques: Parque Metropolitano Lagoas e
Dunas do Abaeté (administrado pelo INEMA) e Parque das Dunas (administrado pela
Universidade Livre das Dunas e Restinga de Salvador — UNIDUNAS) (Figura 3, p.36).
A vegetagdo nessa area €, essencialmente, de restinga, apresentando estrato
herbaceo, arbustivo e arbéreo. Esse tipo de vegetacéao € de forte instabilidade, devido
ao tipo de substrato ao qual esta relacionada. Os sedimentos que formam as dunas

estdo constantemente sob acéo de fatores erosivos, o que dificulta a manutencéao e
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expansao das restingas. A APA Lagoas e Dunas do Abaeté faz parte da Reserva da
Biosfera da Mata Atlantica — BMA, que inclui todos os tipos de formacodes florestais e
outros ecossistemas terrestres e marinhos que compéem o Dominio Mata Atlantica,
bem como os principais remanescentes florestais e a maioria das unidades de
conservacao da Mata Atlantica (OLIVEIRA & PEREIRA, 2020).

DELIMITAGOES
APA Lagoas e Dunas do Abaeté

Parque das Dunas

o |
=)
)
=]
™~
\n
@ |

8569000

Sistema de Coordenadas Planas

Datum SIRGAS 2000 UTM Zone 245
Fontes:

Lei Municipal 3551/85 (1985)
Decreto Estadual 351/87 (1987)
Decreto Municipal 22507/11 (2011)

570000 571000 572000 573000 574000 Google Earth (2017)

Figura 3 - Localizagao e situagdo da APA Lagoas e Dunas do Abaeté e seus parques municipais
Fonte: OLIVEIRA & PEREIRA, 2020.

8568000

A regido norte do litoral baiano possui uma das mais belas paisagens do pais.
Por ser o ultimo reduto de Restinga no Municipio de Salvador, a APA Lagoas e Dunas
do Abaeté esta protegida legalmente. No entanto, o processo de ocupagao urbana e
especulagcdo imobiliaria ao longo da area costeira sdo os principais conflitos
ambientais apontados pelo INEMA em 2017 (OLIVEIRA & PEREIRA, 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

» Realizar o estudo quimico das raizes da espécie Kielmeyera reticulata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Estudar a composi¢ao quimica, em termos de metabdlitos secundarios, do

extrato em acetato de etila das raizes da espécie vegetal Kielmeyera reticulata;

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

secundarios;

= Contribuir para o conhecimento quimico e biolégico do género Kielmeyera.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTOS UTILIZADOS

- Nas separagdes dos constituintes quimicos por cromatografia em coluna, os
adsorventes utilizados foram: silica gel 60 (63-200 um), silica gel “flash” (40-63 um),

silica gel 60H (15um) e 6xido de aluminio ativo, Merck.

- As cromatografias em camada delgada comparativa (CCDC) e preparativa
(CCDP) foram efetuadas utilizando-se respectivamente, silica gel GF2s4 e silica gel
PF2s4+366 da Merck. As espessuras das camadas de adsorvente foram de 0,25 mm
para as placas comparativas e de 1,00 mm para as preparativas. As placas para
CCDC foram preparadas manualmente, enquanto que as placas para CCDP foram
preparadas utilizando-se o espalhador HEIDELBERG. Foram utilizadas placas de
vidrode 2,5 X 7,0cm, 5,0 X 20,0 cm e 20,0 X 20,0 cm.

- Apds secagem ao ar livre, todas as placas foram ativadas em estufa a 100 °C

por um periodo de tempo compreendido entre 30 a 60 minutos.

- Como reveladores para CCDC e CCDP foram utilizados a visualizagdo com
luz ultravioleta (comprimento de onda 254 e 366 nm) e vapores de iodo, sendo este

ultimo utilizado apenas para CCDC.

- Apdés a eluicdo da placa de CCDP, as recuperagdes das amostras
impregnadas na silica foram efetuadas através de extragdes utilizando solventes
organicos (cloroférmio e/ou metanol) seguidas de filtracbes a vacuo, em filtros de

placa porosa.

- Foram utilizados solventes P.A. das marcas Merck, Grupo Quimica, VETEC,
QUIMEX, CRQ, ACS.

- O critério de pureza adotado para as substancias foi a presenga de uma unica
mancha em CCDC, variando-se o sistema de solventes e analise espectrométrica de

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H).

- As evaporacgdes dos solventes presentes nos extratos e nas fragdes de coluna
foram feitas sob pressao reduzida, usando-se evaporadores rotatérios das marcas
BUCHI e Fisatom.

- Os espectros de RMN de 'H, 3C, gHSQC e gHMBC foram adquiridos no

equipamento Varian Inova 500 de 11,7 Tesla (500 MHz para a frequéncia do
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hidrogénio e 125 MHz para a do carbono), equipado com sondas direta e indireta de
5 mm e indireta de 3 mm, e a temperatura de 300 K, utilizando-se cloroférmio
deuterado como solvente para quase todas as amostras, tendo como referéncia

interna o tetrametilsilano (TMS).

3.2 COLETA E IDENTIFICACAO DA ESPECIE

O espécime de Kielmeyera reticulata foi coletado nas restingas do Parque
Metropolitano do Abaeté (Figura 4, p.39), Salvador-Bahia, pela equipe do GESNAT

coordenada pelo Prof. Dr. Frederico G. Cruz.

A identificagédo botéanica foi realizada pela Prof? Dr® Maria Lenise S. Guedes e
a exsicata esta catalogada sob o n°® 82698 (Figura 5, p.40), no herbario “Alexandre
Leal Costa”, do Instituto de Biologia da UFBA.

De todo o material coletado, as raizes foram separadas e submetidas a

secagem em temperatura ambiente durante o periodo de uma semana.

e

Figura 4 - Fotografia da restinga do Parque Metropolitano do Abaeté
Fonte: MOREIRA, 2002.
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Figura 5 - Exsicata da espécie vegetal Kielmeyera reticulata
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3.3 OBTENGAO DOS EXTRATOS

A raiz da K. reticulata foi triturada em moinho obtendo-se 1,06 kg de material,
que foi submetido a extragdo com hexano. Foram feitas trés extracdes sucessivas.
Apos a filtragem, o material foi concentrado sob pressao reduzida a aproximadamente
50 °C, utilizando um evaporador rotativo, obtendo-se 62,36 g (5,88%) de extrato

conforme esquema proposto (BATISTA, 2014) (Figura 6, p.41).

A torta obtida depois da extragdo com hexano, foi adicionado acetato de etila e
repetiu-se o procedimento anteriormente descrito. O extrato obtido foi concentrado
sob pressao reduzida a aproximadamente 50 °C, utilizando um evaporador rotativo,
obtendo-se 33,129 (3,12%) (BATISTA, 2014) (Figura 6, p.41).

1. Maceragdo em hexano (3x)
2. Filtragdo
3. Evaporacao solvente

1. Maceragdo em acetato de etila(3x)
2. Filtragdo
3. Evaporacao solvente

Extrato em
Acetato de Etila
33.12

[ 9) Descarte

Figura 6 - Esquema do procedimento experimental para obtengao dos extratos hexanico e em acetato
de etila de Kielmeyera reticulata
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3.4 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO EXTRATO ACETATO

O extrato acetato (33,12 g) foi fracionado através de cromatografia em coluna
filtrante de silica flash 200-500um (35-70 mesh), utilizando como fase mével o sistema
hexano/diclorometano em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 13
fracbes de 1L. Na Tabela 1 (p.42) sdo apresentadas as fragcbes obtidas do

fracionamento do extrato em acetato com as suas respectivas massas.

Tabela 1 - Massas das fragdes agrupadas, obtidas da coluna cromatografica do extrato em acetato

Cédigo Massa (g) Eluente Substéncias isoladas

EAKR 1 0,22 Hexano/diclorometano 8:2 KR 1

EAKR 2 1,68 Hexano/diclorometano 7:3 KR 1

EAKR 3 1,37 Hexano/diclorometano 7:3 KR 1

EAKR 4 0,17 Hexano/diclorometano 1:1 KR 1

EAKR 5 1,96 Hexano/diclorometano 1:1 KR 1

EAKR 6 0,70 Hexano/diclorometano 2.8 KR 1, KR 2, KR 3, KR 5, KR 6, KR 7,
KR9 e KR10

EAKR 7 0,29 Hexano/diclorometano 2:8 KR 6, KR9e KR10

EAKR 8 0,19 Hexano/diclorometano 2:8 N&o trabalhada

EAKR 9 0,32 Diclorometano KR 4

EAKR 10 0,16 Diclorometano N&o trabalhada

EAKR 11 4,69 Acetato de etila KR 8

EAKR 12 0,42 Acetato de etila N&o trabalhada

EAKR 13 1,94 Metanol N&o trabalhada

3.4.1 Estudo das fragcoes EAKR 1 a EAKR 5

As cinco primeiras fragdes (EAKR 1 a EAKR 5) da coluna filtrante continham
somente uma substancia que foi identificada como a substancia KR 1, sendo que em
uma destas fracdes a substancia foi isolada de forma pura e nas outras fracdes a

substancia estava aproximadamente pura.

3.4.2 Estudo da fragao EAKR 6

A fragdo EAKR 6 (695,7 mg) foi submetida a cromatografia em coluna,
utilizando como adsorvente silica flash 40-63um (230-400 mesh), e como fase movel
misturas de hexano/diclorometano em gradiente de polaridade crescente. Foram

coletadas 65 fragdes, que apos analise por CCDC, foram reunidas em 6 grupos (
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Tabela 2, p.43). A fragao EAKR 6/2 (29,8 mg) e a fragdo EAKR 6/3 (101,9 mg)

foram selecionadas para posterior fracionamento, apés a analise de seu espectro de

RMN de 'H.

Tabela 2 - Fragdes obtidas da CC de EAKR 6

Caédigo

Fracoes reunidas Massa (mg)

EAKR 6/1
EAKR 6/2
EAKR 6/3
EAKR 6/4
EAKR 6/5

1-11
12-23
24-41
42-48
49-65

54,1
29,8
101,9
144,2
22,7

Constituintes da fracao EAKR 6/2

A fracao EAKR 6/2 (29,8mg) foi submetida a um novo fracionamento através

de CCDP em silica gel de 60 PF eluida uma vez com sistema Hexano/Eter etilico (2:1),

sendo recolhidas 6 subfracbes (Tabela 3, p.43).

Tabela 3 - Fracdes obtidas da CCDP de EAKC 6/2

Cadigo Massa (mg)
EAKR 6/2-A 2,5
EAKR 6/2-B 0,2
EAKR 6/2-C 1,2
EAKR 6/2-D 7,9 (KR 1 e KR 3)
EAKR 6/2-E 4,5
EAKR 6/2-F 3,2 (KR 7)

A subfragdo EAKR 6/2-D foi identificada como uma mistura das substancias KR
1 e KR 3. A subfracdo EAKR 6/2-F foi identificada como sendo a substancia KR 7.

Constituintes da fracao EAKR 6/3

A fracdo EAKR 6/3 foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando como

adsorvente silica flash 40-63um (230-400 mesh), e como fase mdvel misturas de

hexano/éter etilico em gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 21 fragdes,

que apo6s analise por CCDC, foram reunidas em 4 grupos (Tabela 4, p.44).
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Tabela 4 - Fragbes obtidas da CC de EAKR 6/3

Caédigo Fragoes reunidas Massa (mg)
EAKR 6/3/1 1-3 50,2
EAKR 6/3/2 4-10 30,1
EAKR 6/3/3 11-20 10,5
EAKR 6/3/4 21 8,1

A subfragdo EAKR 6/3/1 (50,2mg) foi submetida a um novo fracionamento
através de CCDP em silica gel de 60 PF eluida uma vez com sistema Hexano/Eter

etilico (2:1), sendo recolhidas 6 subfracdes (Tabela 5, p.44).

Tabela 5 - Fracdes obtidas da CCDP de EARC 6/3/1

Codigo Massa (mg)
EAKR 6/3/1-A 6,1 (KR 7)
EAKR 6/3/1-B 3,7 (KR 1 e KR 3)
EAKR 6/3/1-C 7,6
EAKR 6/3/1-D 21,6 (KR 7)
EAKR 6/3/1-E 1,4

A subfragdo EAKR 6/3/1-A e EAKR 6/3/1D foram identificadas como a
substancia KR 7. A subfracdo EAKR 6/3/1-B foi identificada como uma mistura das
substancias KR 1 e KR 3.

A subfragdo EAKR 6/3/2 (30,1mg) foi submetida a um novo fracionamento
através de CCDP em silica gel de 60 PF eluida uma vez com sistema Hexano/Eter
etilico (2:1), sendo recolhidas 8 subfragcbes (Tabela 6, p.44).

Tabela 6 - Fracdes obtidas da CCDP de EAKR 6/3/2

Cédigo Massa (mg)
EAKR 6/3/2-A 3,1
EAKR 6/3/2-B 2,0 (KR 2)
EAKR 6/3/2-C 1,4
EAKR 6/3/2-D 4,6
EAKR 6/3/2-E 22,4
EAKR 6/3/2-F 9,1
EAKR 6/3/2-G 3,7 (KR 7)

EAKR 6/3/2-H 0,3
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A subfracdo EAKR 6/3/2-B foi identificada como a substancia KR 2 e a
subfracido EAKR 6/3/2-G foi identificada como a substancia KR 7.

Constituintes da fragao EAKR 6/4

A fracdo EAKR 6/4 (144,2 mg) foi submetida a um novo fracionamento
cromatografia em coluna, utilizando como adsorvente silica flash 40-63um (230-400
mesh), e como fase movel misturas de hexano/éter etilico em gradiente de polaridade

crescente, sendo recolhidas 10 subfracdes (Tabela 7, p.45).

Tabela 7 - Fracdes obtidas da CC de EAKC 6/4

Caédigo Massa (mg)
EAKR 6/4/1 4.4
EAKR 6/4/2 4,3
EAKR 6/4/3 21,2
EAKR 6/4/4 51,9
EAKR 6/4/5 11,6
EAKR 6/4/6 7,8 (KR 5)
EAKR 6/4/7 27,7
EAKR 6/4/8 24,9
EAKR 6/4/9 12,2

EAKR 6/4/10 24 1

A subfracdo EAKR 6/4/6 foi identificada como a substancia KR 5.

A subfracao EAKR 6/4/3 (21,2 mg) foi submetida a um novo fracionamento
através de CCDP em silica gel de 60 PF eluida uma vez com sistema Hexano/Eter

etilico (2:1), sendo recolhidas 10 subfracbes (Tabela 8, p.45).

Tabela 8 - Fracgdes obtidas da CCDP de EAKC 6/4/3

Cadigo Massa (mg)
EAKR 6/4/3-A 1,6
EAKR 6/4/3-B 0,6
EAKR 6/4/3-C 6,2 (KR9 e KR10)
EAKR 6/4/3-D 4,2

EAKR 6/4/3-E 4,4 (KR 5)
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A subfracido EAKR 6/4/3-C foi identificada como as substancias KR 9 e KR 10
e a subfracao EAKR 6/4/3-E foi identificada como a substancia KR 5.

3.4.3 Estudo da fragcao EAKR 7

A fracdo EAKR 7 (289,4 mg) foi submetida a cromatografia em coluna,
utilizando como adsorvente silica flash 40-63um (230-400 mesh), eluida com
gradiente de misturas de hexano/diclorometano em gradiente de polaridade
crescente. Foram coletadas 50 fragdes, que foram reunidas em 14 grupos apos
analise por CCDC (Tabela 9, p.46). A fragdo EAKR 7/10 (70,8 mg) foi selecionada
para purificacdo, tendo como base seu comportamento em CCDC e seu espectro de
RMN de "H.

Tabela 9 - Fragbes obtidas da CC de EAKR 9

Cédigo Fragoes reunidas Massa (mg)
EAKR7/1 1-7 24,2
EAKR7/2 8-14 8,5
EAKR?7/3 15-21 4,5
EAKR7/4 22-23 3,3
EAKR7/5 24-34 3,6
EAKR?7/6 35 4,1
EAKR7/7 36 43,8
EAKR?7/8 37 4,0
EAKR7/9 38 57
EAKR7/10 39-42 70,8
EAKR7/11 39-42 (insoluvel DCM) 7,2
EAKR7/12 44-47 50
EAKR7/13 48-50 4.6

Constituintes da fracao EAKR 7/10

A subfragdo EAKR 7/10 (70,8mg) foi submetida a um novo fracionamento
através de CCDP em silica gel de 60 PF eluida duas vezes com sistema

Hexano/Cloroférmio (1:3), sendo recolhidas 04 subfragbes (Tabela 10, p.47).
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Tabela 10 - Fracbes obtidas da CCDP de EAKC 7/10

Caédigo

Massa (mg)

EAKR 7/10-A
EAKR 7/10-B
EAKR 7/10-C
EAKR 7/10-D
EAKR 7/10-E

3,8
3,5 (KR 6)
54,7

6,5 (KR 9 e KR 10)

2,3

A subfragdo EAKR 7/10-B foi identificada como a substidncia KR 6 com
impureza. A analise espectrométrica de RMN de 'H da subfracdo EAKR 7/10-D levou
a identificacao das substancias KR 9 e KR 10. A subfragdo EAKR 7/10-E indicou que

a mesma era constituida de material de natureza graxa.

3.4.4 Estudo da fracao EAKR 9

Constituintes da fragao EAKR 9

A fracdo EAKR 9 (324,3 mg) foi submetida a cromatografia em coluna,

utilizando como adsorvente silica flash 40-63um (230-400 mesh), e como fase movel

misturas de hexano/diclorometano em gradiente de polaridade crescente. Foram

coletadas 45 fragbes, que apos analise por CCDC, foram reunidas em 8 grupos

(Tabela 11, p.47).

Tabela 11 - Fragdes obtidas da CC de EAKR 9

Caddigo Fracoes reunidas Massa (mg)
EAKR 9/1 1-20 4.8
EAKR 9/2 21-25 19,8
EAKR 9/3 26-29 5,7
EAKR 9/4 30-37 64,9
EAKR 9/5 38-40 68,5
EAKR 9/6 41-43 15,4
EAKR 9/7 44 91,5 (KR 4)
EAKR 9/8 45 27,0

A subfracido EAKR 9/7 foi identificada como a substancia KR 4.
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3.4.5 Estudo da fragao EAKR 11

A fragdo EAKR 11 (4,69 mg) foi submetida a cromatografia em coluna,
utilizando como adsorvente silica flash 35-70um (200-500 mesh). O empacotamento
da coluna foi feito com hexano/acetato de etila com proporg¢ao 7:3 e como fase mével
misturas de hexano/acetato de etila e metanol em gradiente de polaridade crescente.
Foram coletadas 20 fracdes, que apo6s analise por CCDC, foram reunidas em 10
grupos (Tabela 12, p.48). A fracdo EAKR 11/3 (2,9 mg) foi selecionada para posterior

fracionamento.

Tabela 12 - Fracbes obtidas da CC de EAKR 11

Cédigo Fragdes reunidas Massa (g)
EAKR 11/1 1 0,1350
EAKR 11/2 2 0,7224
EAKR 11/3 3-9 2,9423
EAKR 11/4 10-11 0,0508
EAKR 11/5 12-14 0,0566
EAKR 11/6 15 0,0327
EAKR 11/7 16 0,0290
EAKR 11/8 17 0,0281
EAKR 11/9 18 0,5092
EAKR 11/10 19-20 0,0360

Constituintes da fragao EAKR 11/3

A amostra EAKR 11/3 foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando
como adsorvente silica flash 40-60 ym (230-400 mesh) e como fase mével misturas
de hexano/diclorometano, diclorometano/acetato de etila, acetato de etila/metanol,
300 mL de metanol e aproximadamente 15 mL de &cido férmico. Foram coletadas 8
fragbes (Tabela 13, p.49).
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Tabela 13 — Fragdes obtidas da CC da EAKR 11/3

CcODIGO MASSA (mg)
EAKR 11/3/1 386,5
EAKR 11/3/2 260,4
EAKR 11/3/3 430,6
EAKR 11/3/4 312,2
EAKR 11/3/5 274,0
EAKR 11/3/6 190,2
EAKR 11/3/7 319,1
EAKR 11/3/8 678,3

Constituintes da fragao EAKR 11/3/3

A fracdo EAKR 11/3/3 (430,6 mg) foi submetida a um novo fracionamento CC
de silica flash 40-60 um (230-400 mesh) e eluida em gradiente de cloroférmio/metanol.

Ao final do fracionamento, 8 fragdes foram obtidas (Tabela 14, p.49).

Tabela 14 — Fracées obtidas da CC da EAKR 11/3/3

CcODIGO MASSA (mg)
EAKR 11/3/3/1 32,50
EAKR 11/3/3/2 20,00
EAKR 11/3/3/3 5,80
EAKR 11/3/3/4 259,00
EAKR 11/3/3/5 63,40
EAKR 11/3/3/6 33,50
EAKR 11/3/3/7 49,30
EAKR 11/3/3/8 185,30

Constituintes da fracao EAKR 11/3/3/6

A fracdo EAKR 11/3/3/6 (33,5mg) foi submetida a um novo fracionamento
através de CCDP com gel de silica HF254+366 e eluida duas vezes no sistema de
solvente hexano/acetato de etila com proporgao 7:3. Ao final, 6 fracdes foram obtidas
(Tabela 15, p.50).
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Tabela 15 — Fragdes obtidas da CCDP da EAKR 11/3/3/6

CcODIGO MASSA (mg)
EAKR 11/3/3/6/A 20,4
EAKR 11/3/3/6/B 4,2
EAKR 11/3/3/6/C 3,8 (KR 8)
EAKR 11/3/3/6/D 2,8
EAKR 11/3/3/6/E 1,8
EAKR 11/3/3/6/F 3,3

A subfracdo EAKR 11/3/3/6/C foi identificada como a substancia KR 8.

Constituintes da fragao EAKR 11/3/3/7

A fragdo EAKR 11/3/3/7 (49,3mg) foi submetida a um novo fracionamento
através de CCDP com de gel de silica HF254+366 e eluida duas vezes no sistema de
solvente hexano/acetato de etila com proporgao 7:3. Ao final, 4 fragdes foram obtidas
(Tabela 16, p.50).

Tabela 16 - Fracbes da CCDP da EAKR 11/3/3/7

CcODIGO MASSA (mg)
EAKR 11/3/7/7/A 33,8
EAKR 11/3/7/7/B 4,8 (KR 8)
EAKR 11/3/7/7/C 3,8
EAKR 11/3/7/7/D 3,9

A subfracao fragdo EAKR 11/3/7/7/B foi identificada como a substancia KR 8.

O fluxograma e as massas das substéancias isoladas do extrato em acetato de

etila encontram-se reunidas na Figura 7 (p.52) e na Tabela 17 (p.51).
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Tabela 17 - Massas das substancias isoladas das fra¢des estudadas do extrato em acetato de etila

Substancia Massa (mg)
KR 1 5,4
KR 2 2,0
KR1e KR 3 11,6
KR 4 91,5
KR 5 12,2
KR 6 3,5
KR 7 34,6
KR 8 8,6

KR 9 e KR 10 12,7
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Figura 7 - Fluxograma do isolamento das substancias do extrato em acetato de etila de Kielmeyera reticulata
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4 METAB()LITQS SECUNDARIOS OBTIDOS DO EXTRATO EM ACETATO DE
ETILA DAS RAIZES DE Kielmeyera reticulata

Do extrato em estudo, foram isoladas e identificadas substancias pertencentes
a cinco classes de metabdlitos secundarios. Sado eles: derivados prenilados do

floroglucinol, bifenilas, 4-alquilcumarinas, xantonas e esteroides.

4.1 DERIVADOS PRENILADOS DO FLOROGLUCINOL

Os derivados do floroglucinol sdo compostos produzidos, ao menos em parte,
pela via do acetato, onde uma unidade iniciadora se condensa com trés unidades de
malonil-CoA, dando origem a uma cadeia policetidica que sofre condensacgao
originando o 1,3,5-tri-hidréxi-benzeno com um substituinte acilado (SANTOS JR,
2017; DEWICK, 2009; SCHMIDT e BEERHUES, 1997, YANG, GROSSMAN e XU,
2018). O padrao de oxigenagdes alternadas no floroglucinol & facilmente reconhecivel
nas varias classes de metabdlitos que se originam dele (Figura 8, p.53), como
flavonoides, xantonas, derivados biciclicos poliprenilados, entre outros:

R SCoA

\ﬂ/ +3X malonylCoA
¢ o
(e}
Ol

jos

o)
R
o H
OoH ¢ o)
fon
/HO OH
l

OH

/

xantona

HO (@)
” O
OH 8 acilfloroglucinol

Figura 8 - Exemplos de derivados do floroglucinol
Fonte: Adaptado de SANTOS JR, 2017; DEWICK, 2009; SCHMIDT e BEERHUES, 1997; YANG, GROSSMAN e
XU, 2018.

flavonéide

Em alguns acilfloroglucindis, a oxidagdo de um grupo hidroxila posicionado em

orto ou para em relagéo ao substituinte acilico pode ocorrer seguida da adigdo de um
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novo grupo ao anel, até entdo aromatico, resultando em um derivado ndo aromatico

(Figura 9, p.54) (VEROTTA, 2002; GOESE et al., 1999):

0 Q

a
M o @M
ColS o] SCoh

OH Q

HO OH
A‘AUPP /RK/\DPP
OH o
S
HO OH

Figura 9 — Exemplo de formagao de derivado ndo aromatico do floroglucinol
Fonte: adaptado de GOESE et al., 1999 e VEROTTA, 2002.
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A presenca de derivados poliprenilados do floroglucinol no género Kielmeyera
foi inicialmente relatada por Silva Neto em 1998 apud de ALMEIDA (2011), ao
observar sinais bastante desblindados, entre & 18-19 no espectro de RMN de 'H de
um extrato hexanico de K. lathrophyton. Savikin-Fodulovié e colaboradores (2003)
relatam que a ocorréncia desses sinais desblindados ¢ tipica de ligagao de hidrogénio
enolica em B-dicetonas. Em dois trabalhos com extratos hexanicos de K. lathrophyton
e K. coriacea coletados na Chapada Diamantina/Bahia foram isoladas e identificadas
mais cinco substancias dessa classe (SOUSA, 2005; DE ALMEIDA, et al., 2011).

4.2 BIFENILAS

As bifenilas sdo compostos cujo esqueleto basico consiste em um anel
aromatico ligado diretamente a outro. A sintese comercialmente viavel desse tipo de
composto foi desenvolvida em 1929 pelo borbulhamento de benzeno através de
chumbo derretido. Materiais a base de bifenilas policloradas foram utilizadas como
retardadores de chamas, fluidos de transferéncia de calor, plastificantes, além de
outras aplicagcdes durante muitas décadas até que foram proibidos em 1979, depois
que varios pesquisadores relataram o impacto ambiental negativo desses materiais
(ERICKSON e KALEY, 2011).

Em 1970, Campbell e colaboradores reportaram pela primeira vez o isolamento
de bifenilas a partir de um organismo, a saber a Myrica nagi. No inicio da década de
1980 mais trabalhos relatam o isolamento de bifenilas como produtos naturais, Chen,
Lee e Lin isolaram duas bifenilas de sassafras de Taiwan em 1983, Eliz e
colaboradores isolaram uma bifenila do liquen Psoroma contortum e Khan e Shoeb
isolaram duas bifenilas do extrato etandlico de Rhyivchosza sua veolens, também em
1984.

Na década de 1990, mais alguns desses compostos foram isolados de
Monniwa sylvatica (BASHIR et al., 1991; BASHIR et al., 1992), de Eurycoma longifolia
(MORITA et al., 1992) e, em 1995, Kokubun e Harborne realizaram um levantamento
de fitoalexinas presentes em cento e trinta espécies vegetais, onde a inoculagao
fungica induziu a produgdo da aucuparina e dois derivados oxigenados, o que
evidencia a atividade antimicrobiana dessas bifenilas. A partir de entdo uma grande

variedade de bifenilas vém sendo isoladas, principalmente de espécies vegetais.
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Essa classe de composto se origina biologicamente pela condensagao de uma
unidade de benzoil-CoA com trés unidades de malonil-CoA, seguida de uma

condensagao catalisada por uma enzima bifenil-sintase, onde é liberado gas

ot
O

Y

carbonico (Figura 10).
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Bifenil sintase

- CO,
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Hidroxilase OH
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o] O-metil-transferase
(OH)n

3
\ //\(OMe)n

_ Figura 10 - Biossintese de bifenilas
Fonte: adaptado de HUTTNER et al., 2010 e de LIU, RAETH, BEUERLE e BEERHUES, 2007.
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4.3 4-ALQUILCUMARINAS

Sao metabdlitos secundarios que possuem um esqueleto basico contendo 15
atomos de carbono em um arranjo C6-C3 (Figura 11), possuem oxigenagao nas
posicdes 5 e 7 e podem ser descritos como 4-alquilcumarinas, porque possuem o0
esqueleto cumarinico e um grupo alquila ligado ao C-4, sendo essa substituigdo o que
os diferenciam dos neoflavonoides (OLIVEIRA et al., 2014). As 4-alquilcumarinas
isoladas do género Mammea apresentaram consideraveis propriedades inseticida,
bactericida e inibiram o crescimento das células do Sarcoma 180 (FINNEGAN et al.,
1972).

(O) (R)
pireno-cumarina linear

(0) (@) (6]

©) (R)
pireno-cumarina angular pireno cumarina angular

Figura 11 - Esqueleto basico das 4-alquilcumarinas onde (R) € um grupo alquila



58
Resultados e Discusséao

4.4 XANTONAS

As xantonas sao metabdlitos secundarios comumente encontrados em plantas
superiores pertencentes as familias Clusiaceae, Gentianaceae, Moraceae e
Polygalaceae, em fungos e em liquens (SULTANBAWA, 1980; OLLIS, 1970). Suas
propriedades farmacoldgicas tém despertado grande interesse no meio cientifico
(CRUZ et al., 2001; MOREIRA et al., 2002; CARDONA et al., 1990).

O termo xantona designa o composto quimico dibenzo-y-pirona, esqueleto
basico formado por treze atomos de carbono em um arranjo Ce-C1-Ce. Ligados a esse
esqueleto basico encontram-se substituintes oxigenados (hidroxila, metoxila e
metilenodioxi) e residuos isoprenoides ou poliisoprenoides (Figura 12)
(SULTANBAWA, 1980; OLLIS, 1970). O sistema de numeracgao é baseado em xanten-
9-ona como o esqueleto basico (GOTTLIEB, 1968), e nos casos onde somente o anel
B €& oxigenado os numeros menores sao usados, a exceg¢ao das discussdes
biossintéticas (BENNETT & LEE, 1989).

Figura 12 - Esqueleto béasico das xantonas

A natureza simétrica do nucleo da xantona em plantas necessita que os
carbonos estejam numerados de acordo com uma convengao biossintética. Os
carbonos 1-4 s&o atribuidos ao anel A derivado do acetato, e os carbonos 5-8 ao anel
B derivado do chiquimato (Figura 13, p.59) (BENNETT & LEE, 1989).
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Figura 13 - Biossintese de xantonas

Ensaios farmacoldgicos com xantonas naturais mostraram diferentes
atividades, como anti-inflamatéria, antileucémica, antitumoral, anti-hepatotdxica,
antiulcerogénica, antiviral (herpes), antifungica, inibidor alérgico, acéao
broncodilatadora no tratamento da asma e atividade tuberculostatica (PIMENTA et al.,
2016; SULTANBAWA, 1980), estimulante do miocardio e do sistema nervoso central,
hipertensora, antimicrobiana, analgésica, bactericida e imunossupressora, o que
evidencia o potencial desses metabdlitos especiais como agentes medicinais
(PIMENTA et al., 2016; BENNET & LEE, 1989).
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4.5 ESTEROIDES

Os esteroides sdao compostos tetraciclicos (quatro anéis) de alta massa
molecular e formam uma grande classe de compostos soluveis em gordura. Todos os
esteroides apresentam em comum uma estrutura quimica basica de 17 atomos de
carbono denominada ciclopentanoperidrofenantreno: um nucleo ciclico semelhante ao
nucleo do fenantreno (anéis A, B e C), que sao ligados a um anel ciclopentano (D)
(Figura 14, p.60) (HARPER, 2002).

Figura 14 - Sistema de anéis dos esteroides

Os esteroides possuem esqueletos que contém de 27 a 29 atomos. Apresentam
cadeias laterais de metilas que ocorrem tipicamente nas posicbes 10 e 13
(constituindo um atomo de C-19 e C-18). Geralmente, a posicdo 17 do anel D
encontra-se substituida por uma cadeia lateral que pode conter de 7 a 10 atomos de
carbono e, geralmente, nos que sado encontrados em planta, a posicédo 3 do anel A
pode estar substituida por grupos funcionais, como por exemplo: -OH e C=0
(DEWICK, 2009; MANN, 1994).
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5 ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DO EXTRATO EM ACETATO DE ETILA DAS RAIZES DE Kielmeyera reticulata.

KR 4

KR 6

KR 8

KR 9

KR 10

61



62
Resultados e Discussao

6 DADOS FiSICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Kielmeyera
reticulata

Substancia KR 1

Formula molecular: C2sHzsOs

Aspecto fisico: 6leo amarelo esverdeado.

RMN de 'H [500 MHz, CDCls, 6 (ppm)]: Figura 15-
Figura 18, p.68-69; Tabela 18, p.67.

RMN de '3C [125 MHz, CDCls, & (ppm)): Figura 19-

Figura 20, p.70-70

Substancia KR 2

Formula molecular: C3oH3405

Aspecto fisico: 6leo amarelo esverdeado.

RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura 21-
Figura 23, p.74-75; Tabela 19, p.73.

RMN de ®C [125 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura 24,
p.75; Tabela 19, p.73.

RMN de gHMBC [500 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura
25-Figura 27, p.76-77.

Substancias KR 3

Foérmula molecular: C27H3605

Aspecto fisico: 6leo amarelo esverdeado.

RMN de 'H [500 MHz, CDCls, 6 (ppm)]: Figura 28-
Figura 31, p.80-81. Tabela 20, p.79.
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Substancia KR 4

Formula molecular: C13H1203

Aspecto fisico: 6leo castanho

RMN de 'H [500 MHz, CDCls, 6 (ppm)]: Figura 32-
Figura 34, p.84-85; Tabela 21, p.83.

RMN de C [125 MHz, CDCls, 6 (ppm)]: Figura
35, p.85; Tabela 21, p.83.

RMN de gHMBC e gHSQC [500 MHz, CDCls, &
(ppm)]: Figura 36-Figura 38, p.86-87.

Substancia KR 5

Foérmula molecular: C14H1403

Aspecto fisico: 6leo castanho

RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura 39-
Figura 40, p.91; Tabela 22, p.90.

RMN de '3C [125 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura
41, p.92; Tabela 22, p.90.

RMN de gHMBC e gHSQC [500 MHz, CDCls, 6
(ppm)]: Figura 42-Figura 45, p.92-93.

Substancia KR 6

Formula molecular: C14H1403

Aspecto fisico: 6leo castanho

RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura
46-Figura 47, p.96; Tabela 23, p.95.

RMN de "*C [125 MHz, CDCls, 6 (ppm)]: Figura

48, p.97; Tabela 23, p.95.
RMN de gHMBC e gHSQC [500 MHz, CDCls,
0 (ppm)]: Figura 49-Figura 52, p.97-98.
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Substancia KR 7

Aspecto fisico: Sdlido amarelo

Formula molecular: C23H2505

RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura 53-Figura
55, p.104-105, Tabela 24, p.103.

RMN de '3C: [125 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura 56, p.105,

Tabela 24, p.103.

RMN de gHMBC e gHSQC [500 MHz, CDCls, 6 (ppm)]:
Figura 57-Figura 61, p.106-107.

0 OH Substancia KR 8
Aspecto fisico: Sdlido amarelo
HO /
Formula molecular: C1gH160s
RMN de 'H [500 MHz, CDClIs, & (ppm)l:
o OH Figura 62-Figura 63, p.111; Tabela 25,

p.110.

RMN de "3C: [125 MHz, CDCls, & (ppm)]:
Figura 64, p.112; Tabela 25, p.110.
RMN de gHMBC e gHSQC [500 MHz,
CDCls, 6 (ppm)]: Figura 65-Figura 69,
p.112-114.

Substancias KR9 e KR 10

Aspecto fisico: cristal branco

Formulas moleculares: C29Hs00 e C29H480

RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)]: Figura 70, p.116.
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7 IDEN'I:IFICA(}AO E/OU DETERMINAGAO ESTRUTURAL DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

7.1 DERIVADOS DE FLOROGLUCINOL

7.1.1 Identificacao da substancia KR 1

A substancia KR 1 (5,4 g) foi isolada das cinco primeiras fragdes da coluna
filtrante (EAKR 1 a EAKR 5). Essa substancia € majoritaria e representa 16,4%
do extrato. Foi isolada como um oleo amarelo-esverdeado, soluvel em

cloroférmio.

A partir dos dados obtidos no espectro de RMN de 'H (Figura 15-Figura
18, p.68-69) (Tabela 18, p.67) e da comparagao com os dados da literatura pode-
se propor a estrutura da substédncia KR 1 (BATISTA, 2014; BONESS et al.,
2021a).

O singleto em 6 18,80, integrando para um hidrogénio, é evidéncia da
presenga de um hidrogénio fazendo ligagcao de hidrogénio intramolecular e junto
com o singleto em & 5,82, que também integra para um hidrogénio atribuido a
hidrogénio olefinico alfa-carbonilico, sinalizam que o composto pode pertencer a

classe das cumarinas ou derivados.
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O multipleto em & 4,76, integrando para dois hidrogénios, pode ser
atribuido aos hidrogénios olefinicos de dois grupos prenilicos equivalentes, o que
€ corroborado pela presenga de um grupo de sinais por volta de 6 1,55, que
integram para doze hidrogénios e podem ser atribuidos a quatro grupos metilicos

vizinhos a uma ligagao dupla.

A presencga de dois dubletos em 6 0,95 e 6 1,04, ambos com integral para
seis hidrogénios, somada a presenga de dois nonetos em 6 2,19 e &0 1,75,
integrando para um hidrogénio cada e, finalmente, dois dubletos em 6 2,79 e &

3,00 cada, podem ser atribuidas a dois substituintes isobutilicos na estrutura.

O espectro de RMN **C apresenta vinte e um sinais (Figura 19-Figura 20,
p.70-70). Na regido entre 516 e 630 ha seis sinais que foram atribuidos aos

carbonos metilicos nas posi¢des 3’, 4”7, 5” e 4 e aos carbonos metinicos nas

LRE]

posicdes 2’ e 3. Na regiao entre 6 35 e 6 65 ha quatro sinais, os sinais em &
62,2 e 6 49,1 foram atribuidos aos carbonos alfa carbonilicos nas posicoes 6 e
2, respectivamente, enquanto os sinais em 6 44,4 e 6 38,5 foram atribuidos aos

carbonos, vizinhos a ligagdes duplas, nas posi¢coes 1’ e 1” respectivamente.

Ainda no espectro de RMN '*C, a regiao entre 6 115 e 6 136 apresenta
cinco sinais, que foram atribuidos aos carbonos sp? nao oxigenados nas
posicoes 3, 4a, 8, 2” e 3”. A regido entre 6 155 e 6 170 apresenta trés sinais, o
sinal em & 158,2 foi atribuido ao carbono da carbonila da fungao éster na posicéo
2, o sinal em & 159,9 foi atribuido ao carbono na posi¢cao quatro que apesar de
nao ser oxigenado € desprotegido pela carbonila na posigao 2 por ressonancia,
e o sinal em ¢ 168,2 foi atribuido ao carbono sp? oxigenado na posigéo 8a. Por
fim, na regido acima de 6 170, estao presentes trés sinais, que foram atribuidos

aos carbonos carbonilicos nas posigdes 5 e 1
7.

e ao carbono endlico na posi¢ao

Com base nessas informagdes a estrutura proposta foi a da kielmeyerone
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Tabela 18 - Dados de RMN de 'H (500 MHz, CDCls, 6 ppm) da substancia KR 1 e de valores
da literatura (BONESS et al., 2021a) (500 MHz, CDCIs, 6 ppm)

Substancia KR1

BONESS et al., 2021a

H* 5°C H 51C
2 - 158,2 - 158,2
5,82 (s, 1H) 109,8 (CH) 5,82 (s, 1H) 109,9 (CH)
4 - 159,9 - 159,9
4a - 107,6 - 107,7
5 - 194,5 - 194,5
6 - 62,2 - 62,2
7 - 199,9 - 199,9
8 - 105,6 - 105,7
8a - 168,2 - 168,3
1’ 2,79 (d, 6,7, 2H) 44,4 (CHo) 2,79 (d, 7,1, 2H) 44,5 (CHy)
2’ 1,75 (n, 6,7, 1H) 27,7 (CH) 1,76 (n, 6,7, 1H) 27,8 (CH)
34 0,95 (d, 6,7, 6H) 22,4 (CHa) 0,95 (d, 6,4, 6H) 22,4 (CHa)
17 2,70 (m, 4H) 38,5 (CH2) 2,68 (dd, 8,1/13,8, 2H) 38,6 (CH2)
2,71 (dd, 7,7/13,8, 2H)
2” 4,76 (m, 2H) 117,2 (CH) 4,76 (brt, 6,7, 1H) 117,2
3” - 135,9 - 136,0
4 1,55 (s, 6H) 17,8 (CHa) 1,55 (br s, 6H) 25.8 (CHa)
5 1,55 (s, 6H) 25,7 (CH3) 1,55 (br s, 6H) 25,8 (CHa)
1 - 200,0 - 200,1
27 3,00 (d, 6,7, 2H) 49,1 (CHz) 3,01 (d, 7,1, 2H) 49.2 (CH2)
3 219(n, 6,7, 1H) 27,2 (CH) 2,19 (n, 6,7, 1H) 27,2 (CH)
4[5 1,04 (d, 6,7, 6H) 22,4 (CH3) 1,05 (d, 6,7, 6H) 22,5 (CHa)
177 18,80 (s, OH) - 18,79 (s, OH) -

*deslocamento quimico em ppm (multiplicidade, valor de J em Herz e integral reativa).
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7.1.2 Identificagao da substancia KR 2

A substancia KR 2 (2,0 mg) foi isolada da fragdo EAKR 6 como um éleo

amarelo esverdeado.

A analise dos espectros uni e bidimensionais de RMN permitiu a elucidacao
estrutural da substancia KR 2. O espectro de RMN de "H (Figura 21-Figura 23,
p.74-75) (Tabela 19, p.73) apresenta um sinal em & 18,85, que integra para um
hidrogénio, caracteristico de hidrogénio em ligagao de hidrogénio intramolecular
nessa classe de compostos, além disso um conjunto de sinais em torno de &
7,40, integrando para trés hidrogénios, e outro em torno de & 7,16, integrando
para dois hidrogénios, evidenciam a presengca de um anel aromatico
monossubstituido. O sinal em & 5,95 também é caracteristico de hidrogénio
ligado a carbono sp? alfa carbonilico, muito comum em cumarinas,

neoflavonoides e cromenonas.

Ainda no espectro de RMN de 'H, o sinal em 6 3,05 (d; J= 6,7 Hz; 2H) pode
ser atribuido aos hidrogénios de um grupo metilénico alfa carbonilico e vizinho a
um grupo metinico, o sinal em 6 2,24 (noneto; J = 6,7 Hz; 1H) é atribuido a um
grupo metinico ligado a duas metilas e um grupo metilénico e o sinal em 6 1,08

(d; J = 607 Hz; 6H) pode ser atribuido aos hidrogénios de duas metilas
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equivalentes ligadas ao mesmo grupo metinico. Esse conjunto de sinais sinaliza

a presenga do fragmento estrutural 3-metilbutan-1-ona.

O sinal em 6 4,84 (t; J = 7,3 Hz; 2H) pode ser atribuido a dois hidrogénios
olefinicos equivalentes vizinhos a um grupo metilénico, o sinal em & 2,66
(multipleto; 4H) se atribui a dois grupos metilénicos equivalentes vizinhos a uma
ligacéo dupla e os sinais 6 1,61 (s; 6H) e & 1,56 (s; 6H) sdo atribuidos a duas
metilas equivalentes ligadas a um carbono olefinico cada. Esse conjunto de
sinais nos leva a propor a presenga de dois grupos prenilicos equivalentes, ou

seja, geminados no mesmo carbono.

Diante disso duas possibilidades se mostram igualmente coerentes:

O isbmero contendo o grupo 3-metilbutan-1-ona na posi¢cao oito (Il)
(mesucalophylloidin) foi isolado por Tanjung e colaboradores (2018), e por
comparacao de dados de RMN pode-se inferir que ele ndo é o composto isolado
neste trabalho (Tabela 19, p.73).

Além disso, a correlagao observada no espectro de gHMBC (Figura 25-
Figura 27, p.76-77), entre os sinais de hidrogénio em & 5,95 e 6 18,85 com o
mesmo carbono em 6 105,4 e a correlagao entre os sinais de hidrogénio em &
3,05 e 6 18,85 com 0 mesmo carbono em 6 199,7 corroboram a proposta de que
o grupo 3-metilbutan-1-ona esta ligado a posicéo seis e os grupos prenilicos

estdo geminados na posigao oito.
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Tabela 19 - Dados de RMN de 'H e gHMBC da substancia KR 2 [500 MHz, CDCls, & ppm] e
mesucalophylloidin (TANJUNG, M., et al., 2018) (400 MHz, CDCl3, 6 ppm).

KR 2 mesucalophylloidin

Posigao 6™ 6 3C gHMBC o™ o C
2 - 157,7 - - 159,5
3 5,95 (s, 1H) 110,7 157,7; 105,5; 138,4; 6,12 (s, 1H) 115,0
4 - 158,2 - 156,3
4a - 105,5 - 115,2
18,85 (s, OH) 199,7 105,5; 200,9; - 203,2

- 107,2 - 54,2

- 192,6 - 194,5

8 - 62,2 - 113,4
8a - 167,7 - 169,0
1 - 138,4 - 137,3
2'/6’ 7,16 (m, 2H) 126,7 7,22 (m) 127,0
31415 7,40 (m, 3H) 127,9 7,42 (m) 128,2
1” - 200,9 - 205,6
2” 3,05 (d, 6,7, 2H) 48,9 200,9; 22,6; 27,4 2,90 (d, 7.8) 48,5
3” 2,24 (n, 6,7, 1H) 274 2,07 (m) 26,3
4”/5” 1,08 (d, 6,7, 6H) 22,6 48,9 0,91 (d, 6.8) 22,7
17 2,66 (m, 4H) 38,0 117,4 2,86 (d, 6.9) 37,2
2” 4,84 (t, 7,7, 2H) 117,4 4,78 (tm, 7.2) 116,6
3” - 135,9 - 136,6
4” 1,61 (s, 6H) 25,9 17,9; 117,4; 135,9 1,56 (s) 26,0
5 1,56 (s, 6H) 17,9 25,9;117,4; 135,9 1,55 (s) 18,0

*deslocamento quimico em ppm (multiplicidade, valor de J em Herz e integral reativa).
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7.1.3 Identificagao da substancia KR 3

4'" 5!"

KR 3

A substancia KR 3 foi identificada em mistura com a substancia KR 1 (11,6
mg) da fragcdo EAKR 6 na forma de um sélido amorfo amarelo esverdeado e sua
identificagéo foi feita com base nos dados de RMN de '"H e comparagao com
literatura (BONESS et al., 2021a).

No espectro de RMN de 'H (Figura 28-Figura 31, p.80-81) (Tabela 20, p.79)
os sinais em 6 18,80 e 0 18,79 sado evidéncia da presenca de dois derivados do
floroglucinol, classe com compostos que podem apresentar grupos hidroxila
fazendo forte ligagdo de hidrogénio intramolecular e possuem sinais nessa
regido caracteristica (DE ALMEIDA et al., 2011), isso é corroborado pelos sinais
em 6 5,89 e 6 5,83, que foram atribuidos a hidrogénios olefinicos alfa
carbonilicos, o0 que sugere que esses derivados possuem esqueleto do tipo
cumarinico. O singleto intenso em & 1,56, atribuido a grupos metilicos
equivalentes, somado aos multipletos em 6 4,76 e em & 2,70, atribuidos a
hidrogénios olefinicos e grupos metilénicos de prenila, respectivamente, sao
praticamente coincidentes nos dois compostos majoritarios na amostra, o que €

indicio de duas estruturas bastante similares.

Ainda no espectro de RMN de "H, o tripleto em & 1,01 e o dubleto em &

0,95 é o que melhor diferencia uma estrutura da outra, além dos ja mencionados
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sinaisem 0 18,80 e 618,79 e em 0 5,89 e § 5,83. A partir das integrais € coerente

atribuir os sinais em 6 18,80, 6 5,83 e 6 0,95, que possuem maior area, ao

composto majoritario que foi identificado como a substancia KR 1 e os sinais em

0 18,79, 6 5,89 e 6 1,01, que possuem menor area, ao segundo composto que

foi chamado de substancia KR 3.

Assim, a partir da analise destes dados e da comparacéo com a literatura

(BONESS et al., 2021a), a substancia KR 3 foi identificada como a Kielmeyerone

B.

Tabela 20 - Dados de RMN de 'H (500 MHz, CDCls, ppm) da substancia KR 3 em mistura com
a substancia KR 1 comparados aos valores da literatura (BONESS et al., 2021a) (500 MHz,
CDCls, 6 ppm)

Substancia KR 1

Kielmeyerone A

Substancia KR 3

Kielmeyerone B

7-OH
1,

415"
o
3

45

5,83 (s)
18,80 (s)
2,79 (d, 7,0, 2H)
1,76 (m, 1H)
0,95 (d, 6,7)

2,70 (m, 2H)

4,76 (m, 1H)
1,56 (s, 12H)
3,00 (d, 7,0, 2H)
2,19 (m, 1H)
1,04 (d, 6,7, 6H)

5,82 (s)
18,79 (s)
2,79 (d, 7,1, 2H)
1,76 (n, 6,7, 1H)
0,95 (d, 6,4, 6H)
2,68 (dd, 8,1;13,8, 1H)
2,71 (dd, 7,7;13,8, 1H)
4,76 (1, 6,7, 1H)
1,55 (sl, 12H)
3,01 (d, 7,1, 2H)
2,19 (n, 6,7, 1H)
1,05 (d, 6,7, 6H)

5,89 (s)
18,70 (s)
2,90 (t, 7,7, 2H)
Sobreposto*

1,01 (t, 7,3, 3H)

2,70 (m, 2H)

4,76 (m, 1H)
1,56 (s, 12H)
2,99 (d, 6,7, 2H)
2,19 (m, 1H)
1,04 (d, 6,7, 6H)

5,89 (s)
18,79 (s)
2,89 (t,7,7, 2H)
1,53 (m, 2H)

1,01 (t, 7,4, 3H)
2,68 (dd, 8,0;13,5, 1H)
2,71 (dd, 7,4;13,5, 1H)
4,77 (tq, 1,3;7,4, 1H)

1,56 (br s, 12H)

3,01 (d, 7,1, 2H)

2,19 (n, 6,8, 1H)

1,04 (d, 6,7, 6H)

*deslocamento quimico em ppm (multiplicidade, valor de J em Herz e integral reativa).
**Alguns sinais foram sobrepostos, mas € possivel propor a presencga deles observando o

espectro.
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7.2 BIFENILAS

7.2.1 Identificagdo da substancia KR 4

A substancia KR 4 (91,5 mg) é uma substancia inédita e foi isolada da
fracdo EAKR 9 na forma de um dleo castanho e sua identificagao foi feita com
base nos dados de RMN de 'H e comparagéo entre esses dados e os de um

composto similar relatado na literatura, a aucuparina (HUTTNER et al., 2010).

O espectro de RMN de "H (Figura 32-Figura 34, p.84-85) (Tabela 21, p.83)
da substancia KR 4 apresentou sinais na regidao dos hidrogénios de anel
aromatico onde foi observado a presenca de um dubleto em 6 7,52 (2H; d; J =
8,2), um tripleto em 6 7,40 (2H; t; J=7,9) e um tripletoem 6 7,32 (1H; d; J=7,9).
Estes dados indicaram a presenca de um anel aromatico monossubstituido e
foram atribuidos aos hidrogénios H-2’ e H-6’, H-3' e H-5', e H-4’. Apresentou
ainda um singleto em &6 6,77 (2H; s) que foi atribuido a dois hidrogénios

equivalentes de anel aromatico tetrassubstituido:

O =
s 3 3

Nesse espectro de RMN de 'H ainda foi verificado o singleto em & 3,93
com integral para trés hidrogénios, caracteristicos de grupo metoxilico, além de
um singleto largo atribuido a uma hidroxila em 6 5,37 que foram definidos como

sendo os substituintes do anel aromatico tetrassubstituido.
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O espectro de RMN de "*C (Figura 35, p.85) apresentou nove sinais de
carbono, um em 6 61,2, atribuido ao carbono do grupo metoxilico e oito sinais
entre 6 100 e & 150, atribuidos aos carbonos do esqueleto bifenilico, cuja simetria
causa equivaléncias em algumas posicdes. As posi¢cdes dos substituintes dos
anéis aromaticos foram confirmadas com os experimentos de RMN

bidimensionais (Figura 36-Figura 38, p.86-87).

A substancia KR 4 é uma bifenila inédita, seus dados de RMN de "H e '3C
sdo descritos na Tabela 21 (p.83) e comparados com os da aucuparina, uma
bifenila com o0 mesmo padrao de oxigenagao e, logo, com a mesma simetria. A

similaridade dos deslocamentos quimicos confirma a estrutura proposta para a
substancia KR 4.

OH O—-—
OH O——
KR 4 Aucuparina

Tabela 21 - Dados de RMN de 'H (500 MHz, CDCls, 6 ppm) da substancia KR 4 da aucuparina
(HUTTNER et al., 2010) (600 MHz, CDCls, 6 ppm)

Substancia KR 4 Aucuparina

6'H dC gHMBC 6'H 4'C
1 - 138,1 - 132,9
2/6 6,77 (s, 2H) 107,0 134,0; 140,3; 149,0 6,80 104,1
3/5 - 149,0 - 147,3
4 - 134,0 - 134,4
1’ - 140,3 - 141,5
2’6’ 7,52 (d,8,2,2H) 126,8 127,2 7,54 126,9
3'/5 7,40 (t, 8,2, 2H) 128,6 7,40 128,7
4 7,32 (t, 8,2, 1H) 127,2 7,32 126,9

1 3,93 (s, 3H) 61,2 134,0 5,55 (OH) -
17117 5,37 (sl, 20H) - 3,96 56,4

*deslocamento quimico em ppm (multiplicidade, valor de J em Herz e integral reativa).



84
Resultados e Discussao

Tamara_1F9_44_1H_220519.esp &
N~ [se]
o<
23
317
T o N
R
NN~
T
N~
@
n
\ L J\ ape LA »

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
Chemical Shift (ppm)
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7.2.2 Identificagado da substancia KR 5

A substancia KR 5 (12,2 mg) é uma bifenila inédita, sem relatos na
literatura, e também presente no extrato hexanico da espécie (BATISTA, 2014),
isolada da fragado EAKR 6 na forma de um o6leo castanho e sua identificagcéo foi
feita com base nos dados de RMN uni e bidimensionais, além de comparacao
dos dados obtidos com os de um composto similar relatado na literatura, a
aucuparina (HUTTNER et al., 2010).

O espectro de RMN de "H (Figura 39-Figura 40, p.91) apresenta um dubleto
em 0 7,56, integrando para dos hidrogénios, um tripleto em & 7,43, integrando
para dois hidrogénios, e um tripleto em & 7,34, integrando para um hidrogénio,
que indicam a presenca de um anel aromatico monossubstituido. Além disso,
dois dubletos também na regido de hidrogénios aromaticos, um em 6 6,70 e outro
em 0 6,86, integrando para um hidrogénio cada e com constante de acoplamento
igual a 1,9 Hz, sédo evidéncia da presenga de outro anel aromatico cujas unicas

posicoes hidrogenadas estdo em meta uma em relagdo a outra.

Ainda no espectro de RMN de 'H, dois singletos em & 3,95 e 6 3,94,
integrando para trés hidrogénios cada, sao atribuidos aos hidrogénios de dois
grupos metoxilicos e um singleto em 6 5,86, integrando para um hidrogénio, pode
ser atribuido a um grupo hidroxila. Dessa forma, € coerente propor uma estrutura
bifenilica com as posi¢des trés, quatro e cinco substituidas, o grupo hidroxila néo
pode estar na posigao quatro, pois isso levaria a equivaléncia por simetria nas
posicdes dois e seis e nas posigdes trés e cinco, equivaléncia essa que nao €

confirmada com os dados de RMN.
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No espectro de RMN de "*C (Figura 41, p.92) é possivel observar doze
sinais intensos, o que ratifica a estrutura proposta, os Unicos sinais que nao estao
na regido dos aromaticos sdo os que estdo em & 55,9 e 6 61,1, que foram
atribuidos aos carbonos dos grupos metoxilicos. Os dois sinais mais intensos
correspondem aos carbonos equivalentes da estrutura, em 6 127,0 e 6 128,7
foram atribuidos as posi¢cdes 2’ e 6’ e as posicdes 3’ e 5, respectivamente. Os
sinais de intensidade intermediaria foram atribuidos as posi¢des hidrogenadas e

0S menos intensos as posi¢cdes nao hidrogenadas.

Com ajuda dos experimentos de RMN bidimensionais (Figura 42-Figura
45, p.92-93) foi possivel completar a atribuicdo adequada de cada posigao. No
gHMBC, a correlagdo entre o sinal de hidrogénio em & 3,94 com o sinal de
carbono em & 135,0 permitiu atribuir esse sinal de hidrogénio a metoxila na
posicao quatro, uma vez que, essa posi¢cao € a mais protegida por estar em orto
com dois grupos oxigenados e, de fato, esse sinal de carbono tem o menor
deslocamento entre os carbonos oxigenados. A correlagdo entre o sinal de
hidrogénio em & 5,86 com os sinais de carbono em 6 149,4 e 6 106,9 permitiu
atribuir esses sinais aos carbonos das posi¢gdes cinco e seis, respectivamente.
Foi possivel observar correlagdes entre o sinal de hidrogénio em 6 3,95 e o sinal
de carbono em & 152,4, referentes ao grupo metoxilico da posicéo trés e outras

correlagdes que confirmaram a estrutura proposta.

A substancia KR 5 é uma bifenila inédita na literatura, seus dados de RMN
de 'H e '3C sé&o descritos na (Tabela 22, p.90) e comparados aos da aucuparina,
uma bifenila com o mesmo padrdo de oxigenacdo. A similaridade dos

deslocamentos quimicos confirma a estrutura proposta para a substancia KR 5.
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OCH,!

KR 5 Aucuparina

Tabela 22 - Dados de RMN de "H (500 MHz, CDCls, & ppm) da substancia KR 5 e da aucuparina
(HUTTNER et al., 2010) (600 MHz, CDCls, & ppm)

Substancia KR 5 Aucuparina

6'H 6 °C gHMBC &'H 51C
1 - 140,9** - 132,9
106,9; 135,0; 137,6; 6,80 (d, 1H) 104,1

2 6,70 (d, 1,9, 1H) 103,3

140,9; 152,4

- 152,4 - 147,3
- 135,0 - 134,4
- 149,4 106,9; 135,0; 149,4 - 141,5
103,3; 135,0; 140,9; 6,80 (d, 1H) 126,9

6 6,86 (d, 1,9, 1H) 106,9

149,4
1’ - 137,6** - 141,5
2’/6’ 7,56 (d, 7,3, 2H) 127,0 127,3; 137,6 7,54 (d, 2H) 126,9
3'/5’ 7,43 (t, 7,3, 2H) 128,7 140,9 7,40 (t, 2H) 128,7
4 7,34 (t,7,3, 1H) 127,3 7,32 (t, 1H) 126,9
1” 5,86 (s, 1H) (OH) - 3,96 (s, 3H) 56,4
1”7 3,94 (s, 3H) 61,1 152,4 5,55 (OH) -

177 3,95 (s, 3H) 55,9 135,0 3,96 (s, 3H) 56,4

*deslocamento quimico em ppm (multiplicidade, valor de J em Herz e integral reativa).
**QOs sinais podem estar trocados
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7.2.3 Identificagdo da substancia KR 6

o1

A substéncia KR 6 (3,5 mg) foi isolada da fragdo EAKR 7 como um oleo
castanho e sua identificagéo foi feita com base nos dados de RMN de 'H, "*C,
gHSQC e gHMBC, além de comparagao com dados disponiveis na literatura
(Tabela 23, p.95) (DALL'ACQUA et al., 2002).

O espectro de RMN de 'H (Figura 46-Figura 47, p.96) apresenta trés sinais,
em 6 2,90, 6 2,98 e 6 8,04, que podem ser atribuidos a dimetilformamida
contaminante na amostra, segundo Gottlieb e colaboradores (1997), além de um
sinal relativamente intenso em 6 1,26 que indica a presenga de acidos graxos
também como contaminantes, esses sinais foram entdo desconsiderados na
elucidagao estrutural. Ainda no espectro de RMN de 'H, um singleto em 6 3,85
com integral para seis hidrogénios € atribuido a duas metoxilas equivalentes e,
junto com o dubleto em 6 6,69 que integra para dois hidrogénios e o tripleto em
6 6,44 que integra para um hidrogénio, é evidéncia da presengca de um anel
aromatico do tipo 1,3,5 tri-substituido, onde dois dos substituintes sdo metoxilas,

qgue se tornam equivalentes pela simetria.

Os sinais em 6 7,47 e 6 6,90, ambos dubletos que integram para dois
hidrogénios cada, sdo caracteristicos de hidrogénios em anel aromatico para
dissubstituido, assim & coerente propor que a substancia KR 6 é uma bifenila
simétrica, onde um dos anéis é 2,4-dissubstituido e o outro é 1,3,5-trissubstituido
com dois dos substituintes idénticos. Essa proposta € coerente com a 3,5-
dimetoxi-bifenila-4’-ol, substéncia que ja foi isolada por DALL'ACQUA e
colaboradores em 2002. Os dados de RMN foram comparados e a semelhanga
confirma que sdo o mesmo composto. O sinal da hidroxila na posi¢céo 4’ nao foi

detectado, nem mesmo nos dados descritos na literatura.



95
Resultados e Discussao

No espectro de RMN **C (Figura 48, p.97), exceto os sinais em torno de 6
30, atribuidos a impurezas, nove sinais de carbono se destacam, cujos
deslocamentos equivalem aos encontrados na literatura, menos o sinal em &
105,0, que pode ser atribuido aos carbonos C2 e C6 e que nao foi detectado por
DALL'ACQUA e colaboradores em 2002.

No espectro gHMBC (Figura 49-Figura 50, p.97-98), a correlagao entre o
sinal de hidrogénio em & 3,85 e o sinal de carbono em & 161,0 permitiu a
confirmagao da atribuicdo dos carbonos nas posicdes trés e cinco que, sendo
equivalentes, originam um sinal mais intenso no espectro de RMN de **C. Ainda
no espectro de gHMBC, a correlagéo entre os sinais em 6 6,90 e em 0 7,47,
atribuidos aos hidrogénios das posi¢des dois linha, trés linha, cinco linha e seis
linha, com o mesmo sinal de carbono em & 155,3 permitiu atribuir esse sinal ao
carbono da posigao quatro linha, unico carbono oxigenado no mesmo anel que
os referidos hidrogénios. Ainda se observaram algumas correlagbes que

confirmavam o que se havia proposto para a estrutura da bifenila.

O—-

L)

O

o

Tabela 23 - Dados de RMN (500 MHz, CDCls, 6 ppm) das substancias KR 6 comparados aos
valores da literatura (DALL'ACQUA et al., 2002) (300 MHz, CDCls, & (ppm)

Substancia KR 6 DALL'ACQUA et al., 2002

6'H 513C gHMBC 6'H 5 1C

1 - 143,0 - 143,4
2/6 6,68 (d, 1,9, 2H) 105,0 98,7; 133,9; 161,0; 6,67 ND

3/5 - 161,0 - 161,4
4 6,44 (t,1,9, 1H) 98,7 105,0; 161,0; 6,42 99,1

1 - 133,9 - 1343

2’/6’ 7,47 (d, 8,5, 2H) 128,4 143,0; 155,3; 7,42 128,8

3'/5’ 6,90 (d, 8,5, 2H) 115,5 133,9; 155,3; 6,88 115,9

4 - 155,3 - 155,8
1” 3,85 (s, 6H) 55,4 161,0; 3,90 55,8

*deslocamento quimico em ppm (multiplicidade, valor de J em Herz e integral reativa).
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7.3 4-ALQUILCUMARINA

7.3.1 Identificagao da substancia KR 7

A substancia KR 7 (34,5 mgq) foi isolada da fragcdo EAKR 6 na forma de
solido amarelo e sua identificagéo foi feita com base nos dados de RMN de 'H e
de "3C, além da comparagdo com dados disponiveis na literatura (GARAZD et
al., 2003).

O espectro de RMN de 'H (Figura 53-Figura 55, p.104-105) (Tabela 24,
p.103) da substancia KR 7 apresentou um singleto em & 14,53 (1H, s). A
interpretacdo desse dado sugeriu a presenga de um hidrogénio hidroxilico e o
fato desse sinal apresentar um valor alto de deslocamento quimico sugeriu que
esse hidrogénio esta participando de uma ligagao de hidrogénio intramolecular
com um atomo de oxigénio carbonilico, evidenciando um grupo hidroxilico
quelado. Nao foram observados sinais na regidao dos hidrogénios de anel
aromatico. Além disso, o espectro apresentou um par de dubletos em 6 6,75 (1H;
d; J=10,3 Hz) e 6 5,58 (1H; d; J = 9,9 Hz) relativo a dois hidrogénios olefinicos
em configuracgao cis, além de um singleto em & 1,55 (6H; s) indicando a presenca
de dois grupos metilicos ligados a um carbono nao-hidrogenado. A comparagéao
desse conjunto de dados permitiu deduzir que esse conjunto de sinais
corresponde aos hidrogénios do grupo 2,2-dimetilpirano. O espectro apresentou

ainda um singleto em 6 5,95 (1H, s), relativo a outro hidrogénio olefinico.
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Este espectro mostrou também um dubleto em & 3,16 (2H; d; J = 6,7 Hz)
relativo a dois hidrogénios metilénicos a-carbonilicos. Um hepteto em 6 2,29 (1H;
hept; J = 6,7 Hz) relativo a um hidrogénio metinico. Outro dubleto em & 1,04 (6H;
d; J = 6,7 Hz) relativo a seis hidrogénios, sugerindo a presenca de dois grupos
metilicos ligados a um grupo metinico. Apds a analise desses dados foi possivel
propor a existéncia de uma cadeia acilica na molécula, como a que esta

delineada abaixo:

Foi observado um dubleto em 6 2,80 (2H; d; J = 7,0 Hz) relativo a dois
hidrogénios metilénicos. Um hepteto em & 2,01 (1H; hept; J = 6,7 Hz) relativo a
um hidrogénio metinico. Outro dubleto em 6 0,99 (6H; s; J = 6,7 Hz) indicando a
presenca de dois grupos metilicos ligados a um carbono metinico. Apés a analise
desses dados foi possivel propor a existéncia de uma cadeia acilica na molécula,

como a que esta delineada abaixo:

No espectro de RMN de '3C totalmente desacoplado (Figura 56, p.105)
(Tabela 24, p.103) foi possivel distinguir um total de 23 sinais. O espectro de
RMN de '3C foi coerente com a atribuigdo proposta de todos os grupos

observados no espectro de RMN de "H.

Este espectro apresentou sinais em & 206,5, caracteristicos de carbono
carbonilico de cetona, & 53,85 que corresponde a um carbono metilénico a-
carbonilico, & 25,8 que corresponde a um carbono metinico, & 22,9 que

corresponde a dois carbonos metilicos, que confirmaram a presenca da cadeia
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acilica. Apresentou também um sinal em & 80,0, correspondente a um carbono
ndo hidrogenado, ligado a um atomo de oxigénio, sinal em & 28,5 atribuidos a
dois grupos metilicos geminados na molécula, e sinais em 6 126,6 e 6 116,3
correspondentes a dois carbonos olefinicos, que confirmaram a presenca do

anel 2,2-dimetilpirano.

Os sinais em 6 163,0, 6 157,3 e 6 156,5 foram atribuidos a trés carbonos
aromaticos oxigenados e os sinais em 6 106,0, 6 104,4 e 6 102,7 foram
atribuidos a trés carbonos aromaticos quaternarios nao oxigenados, sendo que
cada um deles esta entre dois carbonos oxigenados. Esses dados indicaram a
presenga de outro anel aromatico totalmente substituido e trioxigenado, como o

que esta delineado abaixo:

(0) ©)

©)

Os sinais em 6 158,9 atribuido a um carbono carbonilico de uma lactona
conjugada, em 6 111,8 atribuido a um carbono olefinico a-carbonilico, e em &
156,9 correspondente a um carbono olefinico ndo-hidrogenado e a auséncia de
sinais caracteristicos de carbono aromatico permitiu sugerir que a substancia KR
7 é uma 4-alquilcumarina. De acordo com dados da literatura pode se
estabelecer de forma inequivoca a estrutura de 4-alquilcumarinas. O espectro de
RMN de '3C dessas substancias apresentam sinais de C-2, C-3 e C-4 nas
regides 6 159-162, 6 109-113 e & 155-157 ppm respectivamente, e espectros de
RMN de "H normalmente tém um singleto relativo a um hidrogénio na posigao H-
3 no intervalo de 6 5,70-6,15 ppm, devido a presenca de um substituinte prenila
na posicao C-4 do anel cumarinico, que é confirmado pela presenca de dois
dubletos e um hepteto na regido de 2,9-0,8 ppm (GARAZD et al., 2003). Estes
sinais caracteristicos foram observados para esta substancia, o que nos permitiu
identificar a sua estrutura e posicionar os grupos na molécula.

O sinal do hidrogénio em & 14,53 foi atribuido a um grupo hidroxilico,

quelado com um atomo de oxigénio carbonilico, que pode ser posicionado nos
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carbonos C-5 ou C-7, devido ao padrao de oxigenacgao do anel cumarinico. Logo,

foi possivel propor as duas possibilidades abaixo:

ou
I |

A analise dos espectros bidimensionais permitiu descartar a proposta
estrutural Il. O espectro de gHSQC (Figura 59-Figura 61, p.107) permitiu a
atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbono hidrogenados, e, no
espectro de gHMBC (Figura 57-Figura 58, p.106) as correlagdes entre os sinais
de hidrogénio em & 14,53 e em 6 6,74 com o mesmo sinal de carbono em &
163,05 confirmam que o hidrogénio que faz ligagao de hidrogénio intramolecular
e um hidrogénio olefinico do anel 2,2-dimetilpirano estdo a poucas ligacbes de

distancia entre si, 0 que sé é possivel se a hidroxila estiver na posigéo 7 e o anel
o)

s

nas posicdes 6 e 5.

0]
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Além disso, as correlagdes entre o sinal de hidrogénio em 6 2,80 e os
sinais de carbono em 6 22,3, 6 27,7, 6 111,8, 6 156,9 e 6 102,7 confirmam a
presenca do grupo isobutilico na posicéo 4, as correlagdes entre o sinal de
hidrogénio em & 1,54 e os sinais de carbono em & 79,7 e 6 126,3 confirmam a
proposta do anel 2,2-dimetilpirano e as correlagdes entre o sinal de hidrogénio
em 0 3,15 e os sinais de carbono em & 206,2, 6 25,6 e 6 22,6 confirmam a cadeia

acilica presente na posigao 8.

Tabela 24 - Dados de RMN de 'H das substancias KR 7 [500 MHz, CDCls]

Posigio 6'H 6 3C gHMBC
2 - 158,7
3 5,95, 1H, s 111,8 46,1; 102,6; 158,7
4 - 156,9
4a - 102,7
5 - 156,6
6 - 104,4*
7 14,53 (s, 1H, (OH)) 163,0 163,0
8 - 106,0**
8a - 157,3
1 2,80 (d, 7,0, 2H) 46,1 22,3; 27,7, 102,7; 111,8;
156,9
2 2,01 (hept, 6.7, 1H) 27,7
3 0,99 (d, 6.7, 3H) 22,3 27.7; 46,1
4 0,99 (d, 6.7, 3H) 22,3 27,7; 46,1
2" - 79,7
3 5,58 (d, 9.9, 1H) 126,3
4” 6,75 (d, 10.3, 1H) 115,9 156,5; 163,0
5 1,55 (s, 3H) 28,2 79,7; 126,3
6" 1,55 (s, 3H) 28,2 79,7: 123,3
17 - 206,2
2" 3,16 (d, 6.7, 2H) 53,6 22,6; 25,6; 206,2
3 2,29 (hept, 6.7, 1H) 25,6
4" 1,04 (d, 6.7, 3H) 22,6 25,6; 53,6
5" 1,04 (d, 6.7, 3H) 22,6 25,6: 53,6

*deslocamento quimico em ppm (multiplicidade, valor de J em Herz e integral reativa).
**QOs sinais podem estar trocados
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7.4 XANTONA

7.4.1 Identificagao da substancia KR 8

A substancia KR 8 (4,8 mg) foi isolada da fragdo EAKR 11 na forma de
um O6leo amarelo-esverdeado, soluvel em cloroférmio e metanol e sua
identificagao foi feita com base nos dados de RMN de 'H e de '3C e, além da
comparagao com dados disponiveis na literatura (CORTEZ et al., 1998; SOUSA,
2005).

O espectro de RMN de 'H (Figura 62-Figura 63, p.111) da substancia KR
8 apresentou um singleto 6 13,26 integrando para um hidrogénio, evidenciando
um grupo hidroxilico em ligagao de hidrogénio intramolecular com um atomo de
oxigénio carbonilico, caracteristico de xantonas com hidroxila na posi¢ao C-1 ou
C-8 (SOUZA, 2005).

Os dados de RMN (Tabela 25, p.110) foram comparados com os da
literatura (CORTEZ et al., 1998) e as semelhancas confirmam a proposta de
estrutura. Os dois singletos, um em 6 1,78 e 6 1,85 e integrando para trés
hidrogénios cada, séo atribuidos a dois grupos metilicos e, somados ao dubleto
em 0 3,48, integrando para dois hidrogénios e o multipleto em & 5,30, € evidéncia

da presenga de um grupo prenilico ligado ao esqueleto da xantona.

Ainda no espectro de RMN de 'H, na regido dos aromaticos, podem ser
observados um dubleto em 6 7,60, um dubleto em & 7,34 e um duplo dubleto em
0 7,25, integrando para um hidrogénio cada, evidenciam a presenga de um anel

aromatico 1,2,4 trissubstituido. Um singleto em & 6,39, integrando para um
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hidrogénio, pode ser atribuido a um hidrogénio aromatico em um anel

pentassubstituido.

Com base nessas informacdes € coerente propor que, no esqueleto da
xantona, um dos anéis aromaticos € pentassubstituido, e este pode ser o que
apresenta oxidagdes alternadas muito comuns nessa classe de substancia, e
outro anel aromatico é do tipo 1,2,4 trissubstituido. O espectro de RMN de *C
(Figura 64, p.112) apresenta dezoito sinais, que se assemelha com a estrutura

proposta, e os bidimensionais confirmam a posi¢cao dos substituintes.

No espectro de gHMBC (Figura 65-Figura 67, p.112-113), a correlagao
entre o sinal em & 3,48, atribuido aos hidrogénios do grupo metilénico presente
na prenila, e o sinal em & 160,3, atribuido ao carbono oxigenado na posi¢éo um,
confirmam a proposta de que a prenila esta ligada a posi¢cao dois. Ainda nesse
espectro, a correlagao do sinal em & 7,60, atribuido ao hidrogénio na posigao
oito que por ser coplanar com a carbonila é o mais desprotegido, com o sinal em
0 150,6, permitiu atribuir esse ultimo sinal ao carbono na posi¢ao sete. Outras

correlagdes observadas também confirmaram a estrutura proposta.
0 OH 9
HO '/_\
|_/ 0] | OH

A substancia KR 8 é uma xantona conhecida e ja foi anteriormente isolada
da espécie Kielmeyera coriacea (CORTEZ et al., 1998; SOUSA, 2005).
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Tabela 25 - Dados de RMN [500 MHz, CDCIz, é (ppm)] da substancia KR 8 e da literatura
(CORTEZ et al., 1998) [200 MHz, Acetona-d6, 6 (ppm)]

Substancia KR 8 CORTEZ et al., 1998

5'H 51C gHMBC 5'H 51C
1 13,20 (s, 1H, OH) 160,3 13,26 (s, 1H, OH) 160,1
2 - 108,6 - 110,2
3 ND (OH) 162,6 9,40 (s, 1H, OH) 163,2
4 6,39 (s, 1H) 94,1 103,4; 108,1; 156,1 6,49 (s, 1H) 93,3
4a - 156,1 - 155,7
5 7,34 (d, 9,2, 1H) 119,0 121,9; 151,9 7,42 (d, 8,8, 1H) 118,3
4b - 151,9 - 149,6
7,25(dd, 2,9;9,2, 1H)  123,8 7,32 (dd, 9,0;2,8, 1H) 122,4
ND (OH) 150,6 9,40 (OH) 153,5
7,60 (d, 2,9, 1H) 109,3 123,8; 150,6 7,58 (d, 2,8, 1H) 108,8
8a - 108,6 - 120,9
9 - 180,5 - 180,3
%a - 103,4 - 102,6
1’ 3,48 (d, 7,3, 2H) 21,4 121,9;136,1;160.,3: 3,48 (d, 7,4, 1H) 21,2
162,6
2’ 5,30 (m, 1H) 121,1 5,28 (t, 7,4, 1H) 123,9
3 - 136,1 - 131,4
& 1,85 (s, 3H) 17,9 25,7; 121,9; 136,1 1,65 (s, 3H) 17,8
5’ 1,78 (s, 3H) 25,8 17,9; 121,9; 136,1 1,79 (s, 3H) 25,7

*deslocamento quimico em ppm (multiplicidade, valor de J em Herz e integral reativa).
ND - Nao detectado
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7.5 ESTEROIDES

7.5.1 Identificagdo das substancias KR 9 E KR 10

As substancias KR 9 e KR 10 (12,7 mg) foram isoladas em mistura nas
fragdes EAKR 6 e EAKR 7 como um sélido cristalino branco, PF 126,5 °C.

O espectro de RMN de 'H (Figura 70, p.116) da mistura de B-sitosterol e
estigmasterol apresentou como sinais mais caracteristicos singletos em 6 0,69 e
0 1,02 correspondentes aos hidrogénios metilicos dos anéis, dubletos em 6 0,85
e 0 0,93 e um tripleto em 6 0,83 correspondentes aos hidrogénios metilicos da
cadeia lateral, um multipleto em & 3,53 que corresponde a um hidrogénio
carbindlico e um dubleto em 6 5,36 que corresponde a um hidrogénio olefinico.
Apresentou também dois multipletos entre 6 5,00 e 5,05 e 6 5,14 e 5,19

correspondentes aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral do estigmasterol.

Os compostos B-sitosterol e estigmasterol possuem estruturas quimicas
muito semelhantes, excetuando apenas uma insaturagao entre os carbonos 22
e 23, exclusiva do estigmasterol. Portanto, a presenca do S-sitosterol na mistura
foi identificada pelos valores de integragao dos sinais olefinicos. Como a integral
do sinal em & 5,36 foi diferente e maior que os sinais entre § 5,00 € 5,05 e 6§ 5,14

e 5,19, o B-sitosterol foi confirmado na mistura.

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

esteroides S-sitosterol e estigmasterol.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho conduziu ao isolamento e a identificacédo de dez
substancias naturais pertencentes a cinco tipos de metabdlitos secundarios

diferentes no extrato em acetato de etila das raizes da Kielmeyera reticulata.

Foram identificadas dez substancias, sendo trés derivados prenilados do
floroglucinol, trés bifenilas, uma 4-alquilcumaria, uma xantona e dois esteroides.
Das dez substancias isoladas, trés delas ndo tinham relatos na literatura e sdo,

portanto, compostos naturais inéditos.

O derivado prenilado do floroglucinol KR 1 é a substancia majoritaria e
representa 16,3% do extrato. Essa grande quantidade aumentou a dificuldade
do isolamento das outras substancias. Todas as outras nove substancias

representam apenas 0,5% do extrato.

Das substancias identificadas, sete delas foram isoladas através de
cromatografia em camada delgada preparativa. O sistema eluente hexano/éter
etilico se mostrou bem eficiente na separagcdo dos compostos através da

cromatografia preparativa.

A presencga dos derivados prenilados do floroglucinol e das bifenilas ndo
€ comum na familia Calophyllaceae, a qual o género Kielmeyera esta agora
subordinado, pois, nesta familia, € comum a presenca de xantonas, 4-fenil e 4-

alquilcumarinas.

Todos esses fatos incentivam ainda mais a continuidade dos estudos com
as especies do género Kielmeyera, que ocorrem nas restingas e em outras

regides do Brasil.
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