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RESUMO

O presente trabalho relata a investigacdo fitoquimica da espécie Kielmeyera
cuspidata, pertencente a familia Clusiaceae. Este ¢ o primeiro estudo fitoquimico desta
espécie. A coleta do material — caule e folhas — foi feita na regido da Chapada Diamantina no
municipio de Andarai, estado da Bahia. Do extrato hexanico e da fase diclorometano do
extrato metandlico do caule da K. cuspidata foram obtidas dez substancias. Sendo que no
extrato hexanico foi identificado uma mistura de esteroides (acetato de sitosterol e acetato de
estigmasterol). J& na fase diclorometano foi identificada uma mistura de triterpenos (o-
amirina e [-amirina) e seis xantonas. Na determinacdo estrutural das substancias isoladas,
foram utilizados métodos espectrométricos usuais; UV, RMN e espectro de massas,
juntamente com compara¢do dos dados descritos na literatura. Foram realizados também

testes de atividade antimicrobiana nos extratos trabalhados.

Palavras-chave: Kielmeyera, Clusiaceae, xantona, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The present work describes the phytochemical investigation Kielmeyera cuspidata
that belongs to the family Clusiaceae. This species was studied chemically for the first time.
Many species of Clusiaceae family are known to possess mainly xanthones that exhibit some
important bioactivities. The hexane and methanolic extract were obtained by percolation of
the dried e powdered trunk wood and leaf of this species. The hexane and methanolic extracts
were subjected to a chromatographic column on silica gel eluted whit mixtures of hexane and
ethyl acetate in order of increasing polarity, furnishing the following compounds: six
xanthones, two triterpenes and two steroid. These compounds were identified by comparison

with literature data, and their spectroscopic properties.

Keywords: Kielmeyera, Clusiaceae, xanthone, antimicrobianas activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Este trabalho relata o estudo quimico da espécie Kie/meyera cuspidata, pertencente a
familia Clusiaceae. Por apresentar-se como o primeiro estudo referente a espécie, vem
acrescentar um conhecimento a respeito da composi¢ao quimica desse género.

Os estudos referentes ao género Kielmeyera demonstraram uma freqliéncia de
algumas classes de substancias quimicas, dentre elas estdo os neoflavondides e as xantonas.
Sendo as xantonas, o metabolito secundario mais largamente encontrado no mesmo.
Substancias isoladas do género foram submetidas a ensaios bioldgicos e algumas destas
apresentaram atividade biologica tais como antimicrobiana (CORTEZ et al., 1998),
antioxidante (FINNEGAN, et al., 1972; SUNDARAM, et al., 1983; IINUMA, et al., 1996),
anti-tumoral (ABOU-SHOER et al., 1988; DALLACQUA et al., 2002), dentre outras.
Portanto, o estudo dessa espécie torna possivel o isolamento de substincias que poderiam
apresentar uma dessas atividades.

A espécie estudada foi coletada na regido da Chapada Diamantina — Bahia, em uma
area de campo rupestre, sendo que a primeira espécie estudada deste género da regido da
Chapada foi a Kielmeyera lathrophyton. Outras espécies do género Kielmeyera estudadas
foram coletadas em habitat diferentes como: restinga, cerrado e floresta umida, os dados

obtidos foram comparados com os resultados alcangados no presente trabalho.

1.2 OBJETIVOS

Estudar a composicdo quimica, em termos de metabodlitos secundarios, da espécie
vegetal Kielmeyera cuspidata que ocorre na Chapada Diamantina, Bahia. Purificar e

determinar as estruturas desses metabolitos .



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

Estabelecer a atividade antimicrobiana dos extratos.

1.3 ASPECTO GERAL DA FAMILIA CLUSIACEAE E DO GENERO
KIELMEYERA

A familia Clusiaceae engloba aproximadamente 1000 espécies em 30 géneros
distribuidas nas zonas tropicais e temperadas (SOUZA, et al., 2005). No Brasil estdo
presentes aproximadamente 18 géneros e 150 espécies, com ampla distribuicdo (SOUZA, et
al., 2005). Sdo preferencialmente plantas lenhosas, arbdreas ou arbustivas e inclui algumas
herbaceas. Suas flores sdo em geral vistosas, apresentando-se isoladas ou reunidas em
inflorescéncia (JOLY, 1983). Ja o género Kielmeyera ¢ endémico da América do Sul. As
espécies do género sdo compostas de arbustos localizados em habitat de campo cerrado,
campo rupestre ou restinga. Em geral, os talos dos arbustos das espécies apresentam-se
espessos € com latex branco. Ja as suas folhas sdo grandes e muitas vezes coridceas (JOLY,
1983).

O grupo de pesquisa GESNAT (Grupo de Estudos de Substiancias Naturais
Organicas) tem-se dedicado nos ultimos dez anos ao estudo de espécies da familia Clusiaceae
entre outras. Dentre as espécies do género Kielmeyera estudadas, duas foram descobertas nas
dunas de areia do Parque Metropolitano do Abaeté e foram objetos de duas dissertacdes de
mestrado. Do caule destas duas espécies, K. reticulata e K. argentea, foram isoladas,
predominantemente, 4-fenilcumarinas e 4-n-propilcumarinas, contudo, uma unica xantona em
pequena quantidade foi encontrada em K. reticulata (MOREIRA, 1999, SANTOS, 2004).
Outras duas K. lathrophyton e K. coriacea foram coletadas na Chapada Diamantina e também
foram objetos de duas dissertagdes de mestrado e uma tese de doutorado. Da K. lathrophyton
foram isoladas xantonas, 4-fenil e 4-alquil cumarinas (NETO, 1998) assim como, uma
bifenila inédita (SOUSA, 2005). Ja na K. coriaceae foram isoladas xantonas e derivados do
fluoroglucinol, cuja ocorréncia no género Kielmeyera nunca foi relatada anteriormente

(SOUSA, 2005). De outras espécies deste género coletadas no cerrado ao redor de Belo



Horizonte, MG, foram isoladas, predominantemente xantonas (FERREIRA et al., 1972,
GOTTLIEB et al., 1970 e 1977, NAGEM et al., 1988, LOPES et al., 1977) que sdo
consideradas como marcadoras quimiossistematicos da familia Clusiaceae (BENNETT &
LEE, 1989). Com base nestes estudos pode-se perceber a variagdo no perfil quimico das
espécies do género Kielmeyera com a mudanca de habitat. Dados mostram que as espécies
Kielmeyera coletadas no cerrado produzem principalmente xantonas, as coletadas em campo
rupestre produzem cumarinas e xantonas, ja as coletadas na restinga, cumarinas (SOUSA,

2005).

1.4 CLASSIFICACAO DAS XANTONAS E SUA BIOSSINTESE

As xantonas sdo encontradas principalmente em plantas superiores, especialmente
naquelas pertencentes as familias Gentianaceae e Clusiaceae (PERES, et al., 2000). Espécies
de outras familias de plantas superiores também produzem xantonas, como Caryophyllaceae,
Gesneriaceae, Iridaceae, Loganiaceae, Lytraceae e Polypodiaceae. Em fungos e liquens
também foram relatados a presenca de xantonas; como por exemplo, nas espécies Aspergillus
versicolor e Diploshistes sp. (PERES, et al., 2000).

A classificacdo das xantonas ocorre em quatro grupos principais: oxigenadas
simples, glicosiladas, preniladas e xantonoligndides (BENNETT & LEE, 1989). A Tabela 1
(p. 12) apresenta algumas substancias das classes de xantonas mencionadas anteriormente. As
classes das xantonas oxigenadas simples sdo subdivididas em seis grupos de acordo com o
grau de oxigenacao, portanto podem ser do tipo; mono, di, tri, tetra, penta ou hexaoxigenadas,
sendo que a maioria das xantonas isoladas nas espécies do género Kielmeyera € pertencente a

classe das oxigenadas simples (BENNETT & LEE, 1989).



Tabela 1: Exemplos de substancias dos principais grupos de xantonas.
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OCH;

o} OH

GlyO. l I

HO O

Xantona simples
2-hidroxi-3,4-dimetoxixantona

Xantona glicosilada
1,6-di-hidroxixantona-7-O-glicosideo

0]

OCH,
OH

OCH;

Xantonoligndide
kielcorina B

Xantona prenilada
4,8-di (3-metilbut-2-enil)-1,3,5-
trihidroxixantona

O primeiro relato na literatura de proposta da biossintese da xantonas em Clusiaceae
foi reportado por Bennet e Lee (1989). A dibenzo-y-pirona ou xantona corresponde ao nucleo
base de uma grande familia de substancias. Em geral, o padrdo de oxigena¢do das xantonas de
plantas superiores sugere uma biossintese envolvendo a rota mista do chiquimato-acetato

(BENNETT & LEE, 1989). No caminho misto chiquimato-acetato, as benzofenonas

hidroxiladas sdo vistas como precursoras de xantonas.

O acido benzoico que provém da rota do chiquimato € o precursor do intermediério
benzofenonico (EL-MAWLA, et al., 2001) (Figura 1, p. 13), sendo que o acido benzdico pode
ser obtido de duas formas: pela via do 4cido cinamico, intermediario da rota do chiquimato ou

ser obtido diretamente do proprio chiquimato sem passar pela fenilalanina (EL-MAWLA, et

al., 2001).
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Figura 1: Representagao simplificada da biossintese das xantonas a partir do acido benzobico.

Os estudos de culturas de células em duas espécies de plantas, Centaurium erythraea
(Gentianaceae) e Hypericum androsaemum (Hypericaceae) serviu como material de partida
para verificar a participacdo do acido benzdico na biossintese das xantonas. Utilizou-se para o
estudo acido benzodico, acido cindmico e acido 3-hidroxibenzodico radioativos na cultura das
c¢lulas das plantas pesquisadas. Na Hypericum androsaemum observou-se a incorporagao do
acido cindmico como substancia procedente do 4cido benzodico, incorporagdo esta confirmada
com o aumento da atividade da enzima fenilalaninaliase que catalisa a reacdo de eliminagao
do ion NH;" na fenilalanina para produzir dcido cindmico (EL-MAWLA, et al., 2001) (Figura
2, p. 14). Em contraponto, na cultura de células da Centaurium erythraea a incorporagao
exclusiva do acido 3-hidroxibenzodico na formacado da 1-hidroxi-3,5,6,7-tetrametoxixantona,
sugeriu que o mesmo ¢ obtido diretamente do chiquimato, portanto, derivou de um caminho
independente da fenilalanina (BEERHUES, 1996; SCHIMIDT & BEERHUES, 1997). A
partir deste estudo, pode-se notar e comprovar a participacdo do acido benzdico como

precursor na biossintese de xantonas.
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Figura 2: Representacao da produgdo do 4cido cinamico a partir da fenilalanina.

Analisando os dois caminhos (Figura 3, p. 15) percebe-se que a 2,3°.4,6-
tetrahidroxibenzofenona e a enzima responsavel por sua conversao isoladas das culturas de
células de C. erythraea ¢ H. androsaemum ird atuar de maneira distinta. Na C. erythraea a
2,3’,4,6-tetrahidroxibenzofenona que juntamente com a enzima xantonasintase, responsavel
pela ciclizacdo da 2,3’,4,6-tetrahidroxibenzofenona, ¢ convertida em 1,3,5-trihidroxixantona
(Figura 1, p. 12). JA& na H. androsaemum a benzofenona ¢ convertida na 1,3,7-
trihidroxixantona (SCHIMIDT & BEERHUES, 1997) (Figura 3, p. 15). Portanto, a 2,3°,4,6-
tetrahidroxibenzofenona, mostra-se como um importante intermedidrio na biossintese das

xantonas em plantas superiores (BEERHUES, 1996).
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Figura 3: Biossintese de xantonas em células de C. erythraea e H. androsaemum.



1.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE XANTONAS NA FAMILIA
CLUSIACEAE

O estudo das plantas mobiliza hoje milhares de engenheiros agronomos, bidlogos,
quimicos, botanicos, farmacéuticos, bioquimicos ¢ médicos de todos os continentes. Anos e
muito dinheiro sdo gastos em pesquisas para identificar principios ativos e atividades
bioldgicas. Borris (1996), em um de seus artigos propde que ocorram no planeta cerca de
250.000 a 500.000 espécies de plantas. Porém, estima-se que apenas 25% a 50% dos farmacos
utilizados sdo derivados de substancias isoladas de plantas (COWAN, 1999).

As plantas medicinais sdo os principais componentes da medicina tradicional. A
utilizacdo de plantas para o tratamento de doencas que acometem os seres humanos ¢ uma
pratica milenar e que ainda hoje aparece como o principal recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos. Por outro lado, a medicina utiliza antibidticos para reduzir a
incidéncia de muitas doencas infecciosas (ALVES, 2001). Entretanto, muitas enfermidades
permanecem nao resolvidas, ocasionando o aparecimento de bactérias mutantes resistentes.
Um exemplo seria a Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (SAMR), uma espécie de
bactéria que vem causando infec¢des hospitalares no mundo inteiro (ICHIYAMA et al., 1991;
YASUNAKA & KONO, 1999; TAKEDA et al., 2000, citados por YASUNAKA et al., 2005).
Yasunaka e colaboradores, em 2005, relataram que nos ultimos anos, o SAMR, vem gerando
uma série de problemas, justamente devido a sua resisténcia a numerosos grupos de
antibioticos ja testados (KHAN et al., 1980; SAMY et al., 1997; ESSAWI & SROUR, 2000,
citado por YASUNAKA et al., 2005).

A literatura relata que as xantonas vém sendo alvo de estudos como uma importante
classe de compostos organicos com grande potencial bioldgico e/ou farmacologico,
mostrando-se eficazes como inibidores de alergias e asma (JONES et al., 1977); bem como
apresentando  atividade  antiinflamatéria  (LIN et al, 1996a), antimalérica
(LIKHITWITAYAWUID et al., 1998), anti-cancer (LIN et al., 1996b), anti-tumoral e
citotoxica (ABOU-SHOER et al., 1988; DALLACQUA et al., 2002), mediadoras da proteina
C Kinase (SARAIVA et al., 2002), bactericida (CORTEZ, et al, 1998) e fungicida
(MOREAU et al., 2002). Também foram encontrados efeitos de xantonas contra o virus HIV
(DHARMARATNE et al., 2002), agentes antihipertensivos e/ou anti-trombéticos (LIN et al.,
1996b) e inibidora dos tipos A e B da monoamino-oxidase (BEERHUES & BERGER, 1994).



Do extrato diclorometano de folhas e caule da espécie Kielmeyera coriacea foram
isoladas xantonas que exibiram atividade antifingica contra o fitopatogeno Cladosporium
cucumerinum, € enquanto xantonas preniladas inibiram o crescimento de Candida albicans
(CORTEZ, et al., 1998). Muitas espécies da familia Clusiaecae contém xantonas preniladas
que possuem propriedades antimicrobianas (CORTEZ et al., 1998). Ja a Kielmeyera variabilis
conhecida como “malva-do-campo”, ¢ tradicionalmente usada na medicina popular para tratar
de algumas doencas, incluindo schistosomose, leishmaniose, malaria, infec¢cdes fungicas e
bacterianas (ALVES, 2001). linuma e colaboradores em 1996 reportaram que xantonas da
familia Clusiaceae possuem atividade antimicrobiana contra SAMR. Alguns pesquisadores
destacaram a atividade antimicrobiana a partir dos extratos obtidos das plantas sugerindo
assim, a capacidade inibitoria das futuras substincias isoladas dos mesmos. O extrato em
acetona das folhas da Calophyllum brasiliensis e o extrato em metanol das sementes da
Mammea americana apresentaram-se ativos contra as bacérias Escherichia coli ¢
Staphylococcus aureus (YASUNAKA, et al., 2005) ja o extrato em etanol do caule da
Garcinia  mangostana  mostrou-se  ativo  contra o  Staphylococcus  aureus
(VORAVUTHIKUNCHAI & KITPIPIT, 2005).

A Tabela 2 (p. 18) evidéncia a atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus de cinco xantonas isoladas das espécies Calophyllum brasiliensis
(YASUNAKA, et al., 2005) e Kielmeyera variabilis (PINHEIRO, et al., 2003) pertencentes a
familia Clusiaceae. Com base nos valores de concentracdo inibitdéria minima apresentada,
pode-se observar que as substancias jacareubina, isolada da C. brasiliensis ¢ a 1,3,5,6-
tetrahidroxi-2-prenilxantona, isoladas da C. brasiliensis e Kielmeyera variabilis exibiram alta
atividade contra (SAMR) e moderada contra Escherichia coli. As outras substincias,
kielcorina e 1,3,6,7-tetrahidroxi-2-prenilxantona isoladas da K. variabilis apresentaram
atividade moderada contra E. coli e S. aureus, com excecao da 6-desoxijacareubina, isolada
da C. brasiliensis, que se mostrou inativa contra os dois microorganismos. Com base nestes
dados pode-se afirmar que algumas xantonas exibem atividade bioldgica como previsto na

literatura (FINNEGAN, et al., 1972; SUNDARAM, et al., 1983; INUMA, et al., 1996).



Tabela 2: Atividade antimicrobiana e estruturas de xantonas isoladas das espécies
Calophyllum brasiliensi e Kielmeyera variabilis.

Substancia Planta CIM? (ug/mL)

Nome cientifico E. coli

C. brasiliensis 128 4

C. brasiliensis >512  >512

K. variabilis >100 >100

OMe

kielcorina

OH

>
O C. brasiliensis 128 2

OH

[o}

O

1,3,5,6-tetrahidroxi-2-prenilxantona

o OH

/
K. variabilis > 100 6,25

HO' OH

OH

1,3,5,6-tetrahidroxi-2-prenilxantona

o OH

HO.

i

K. variabilis > 100 100

HO' [&) OH

1,3,6,7-tetrahidroxi-2-prenilxantona

* Concentragdo inibitoria minima.
CIM < 64 pg/mL exibe alta atividade, 128 — 512 pg/mL exibe moderada atividade
e > 1024 pg/mL nao exibe atividade.



2 PARTE EXPERIMENRAL

2.1 INSTRUMENTOS, MATERIAIS E METODOS

. Os solventes utilizados durante o processo da pesquisa foram: ACS, CRQ,
GRUPO QUIMICA, QUIMEX, MERCK e VETEC.

o As partes utilizadas da planta, caule e folhas, foram moidas depois de secas no
moinho THOMAS WILEY LABORATORY MILL-MODEL 4.

o Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro da VARIAN (GEMINI
2000) com operagdo a 300 MHz para 'H e 75 MHz para C. Os solventes utilizados nas
amostras foram: acetona, cloroformio e dimetilsulféxido, todos deuterados e¢ tendo como
referéncia interna o tetrametil-silano (TMS).

o A evaporacao dos solventes presentes nos extratos e fragdes foi realizada com
o auxilio de evaporador rotativo da marca BUCHI 461 (sob pressio reduzida).

o Nos fracionamentos feitos por meio de cromatografia em coluna foram
utilizados silica gel 60 (0,063-0,200 mm), silica gel 60 (0,040-0,063 mm) e silica gel 60 H (15
pum) todas da marca MERCK.

o As placas (10x5 cm) utilizadas na cromatografia de camada delgada
comparativa (CCDC) foram preparadas utilizando silica gel GFjs4. As placas foram
preparadas manualmente utilizando suspensdo em agua destilada. As placas utilizadas na
cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP) foram preparadas utilizando silica gel
PFs41366. Para placas (20x20 cm) foi utilizado o espalhador HEIDELBERG, para a obtengao
de placas de 1mm de espessura. Todas as placas — CCDC e CCDP — foram ativadas em estufa
a 100°C por aproximadamente 1 hora.

o Para as revelagdes cromatograficas das placas - CCDC e CCDP - foram
utilizadas a visualizagdo com ultravioleta de 254 e 356 nm e vapores de iodo, sendo que o
ultimo apenas para as placas de CCDC. As substancias separadas através de CCDP foram

extraidas com acetona e cloroformio, seguido de filtracao a vacuo.



2.2 COLETA DO MATERIAL

A Kielmeyera cuspidata foi coletada pelo Grupo GESNAT sob a orientagdao do Prof.
Dr. Frederico Guaré Cruz no dia 10 de maio de 2003 em uma area de campo rupestre na
regido da Chapada Diamantina no municipio de Andarai — Bahia. A Prof®. Maria Lenise Silva
Guedes do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia, curadora do herbario
“Alexandre Leal Costa”, identificou e catalogou a espécie sob o registro ALCB — 061902
(Figura 4).

Figura 4: Foto da excicata da espécie Kielmeyera cuspidata.



2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

O material coletado — folhas e caule — foi deixado em temperatura ambiente por
alguns dias para desidratar. Ao término deste periodo, as folhas e o caule foram separados e
moidos em moinho.

O caule triturado da planta (3,87 Kg) e as folhas (209,32 g) foram submetidos a
extracdes com solventes organicos, primeiramente com hexano e depois com metanol. As
extragdes foram realizadas pela imersdo do material triturado em solvente por trés dias com a
filtragem do mesmo ao fim deste periodo e sua concentragdo em evaporador rotativo (o
procedimento foi repetido trés vezes). Foram obtidos assim, os extratos em hexano da folha
(2,18 g) a do caule (46,51 g) e o extrato em metanol (30,14 g) do caule (Figura 5-6, p. 22-23).
Sendo que apenas os extratos em hexano e em metanol do caule foram trabalhados.

O extrato em metanol (30,14 g) foi particionado, dissolvendo o extrato em uma
solugdo metanol-agua 60%. A solucdo obtida foi submetida a extragdes sucessivas com
diclorometano (4x120 mL) e acetato de etila (4x120 mL). As fases obtidas foram
concentradas em evaporador rotatdrio, obtendo-se a fase diclorometano (8,70 g) e fase acetato

de etila (2,14 g) (Figura 5, p.22).
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Figura 5: Procedimento experimental para obtengao dos extratos organicos do caule da
Kielmeyera cuspidata.
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Figura 6: Procedimento experimental para obtengdo do extrato organicos das folhas da
Kielmeyera cuspidata.

2.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM HEXANO

O extrato em hexano (46,71 g) foi fracionado por meio de cromatografia em coluna
de silica gel 60 (0,063-0,200 mm) empacotada a seco. Utilizou-se como fase mdvel o sistema
hexano e acetona em gradiente crescente de polaridade. Desta coluna foram obtidas 24
fracOes. As fracdes foram submetidas a CCDC. Analisando os resultados da CCDC, foram

reunidas as fracdes 19 a 22 (13,02 g) para iniciar os estudos (Figura 7, p. 25).

2.4.1 Estudo da Fracgéo 19-22 (coluna C-1)

A fragdo 19-22 (13,02 g) obtida na coluna inicial foi analisada por RMN 'H ¢ a
mesma apresentou sinais na regido alifaticos e sinais entre 18 e 20 ppm. A fracdo foi
submetida a uma CC em silica gel 60 (60-200 mm) denominada C-1. Utilizou-se como fase
moével hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 26
fracdes. As fragdes obtidas foram submetidas a CCDC. Ao analisar as fragdes nas placas de
CCDC observou-se que as mesmas apresentavam-se na forma de uma cauda proxima ao

ponto de aplicagdo da amostra e ndo foi obtido nenhum sistema de eluente satisfatorio para a



separacdo dos componentes. Apds exame de espectros de RMN 'H todas as fracdes exibiram
sinais de hidrogénio alifaticos e algumas fragdes exibiram além dos sinais na regido de
alifaticos sinais entre 18 a 20 ppm, sugerindo assim a presenca de grupos hidroxilicos em
ligagdo de hidrogénio. Com base nesses resultados tentou-se diminuir a polaridade exibida
pelas referidas fragdes. Realizou-se uma reagdo de metilagdo com a finalidade de diminuir a
polaridade dos grupos hidroxilicos, os quais ao reagirem com diazometano formariam grupos
metoxilicos. A analise do espectro de RMN 'H do produto da reagdo, mostrou que os sinais
em torno de 18 ppm ndo desapareceram, indicando assim que os grupos hidroxilicos presente
nas amostras ndo possuiam a acidez suficiente para a reacdo. Realizou-se entdo, a reacao de
acetilacao desses grupos (Figura 7, p. 25) utilizando anidrido acético/piridina como reagentes.

A fragdo selecionada para as reacdes de metilagdo e acetilacdo foi a 27-29C-1 (897,9 mg).

2.4.2 Estudo da Fracgdo 27-29/C-1

A fragdo 27-29/C-1 (897,9 mg), foi submetida a uma reac¢do de acetilagdo. Foram
utilizados os reagentes anidridos acéticos e piridina. Apds a acetilagdo, a amostra foi
submetida 8 CCDC ¢ RMN 'H, os quais evidenciaram incorporagio de grupos acetatos. Fez-
se entdo a coluna C-3 (1,17 g) uma CC empacotada com silica gel 60 (0,040-0,063 mm) e
eluida com hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade. Obtiveram-se 43
fragdes, reunidas em 18 fragdes quando submetidas a CCDC. Sendo que desta coluna o

agrupamento 10-11/C-1-ac, representa a mistura das substancias Kcusp 01 e Kcusp 02 (17,5

mg).
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Figura 7: Fracionamento do extrato hexanico da K.cuspidata.



2.5 FRACIONAMENTO DA FASE DICLOROMETANO DO EXTRATO EM
METANOL

A fase diclorometano (8,70 g) foi fracionada por meio de uma coluna de silica gel 60
e empacotada a seco, utilizando o sistema hexano e acetato de etila em gradiente crescente de
polaridade.

Foram obtidas 22 fragdes, que ap6s analise por CCDC foram agrupadas nas seguintes
fragoes: A7 e A8 (808,9 mg) e Al2 a A15 (739,0 mg). Ambas foram submetidas a uma CC
preparativa em silica gel 60, sendo respectivamente as colunas B e F.

As fracoes A4 e o agrupamento Al0-11, quando recristalizadas em acetona
forneceram, respectivamente as substancias Kcusp 03 e Kcusp 04 em mistura (33,9 mg) e a
substancia Kcusp 08 (14,5 mg) (Figura 10, p. 30).

A fragdo A9 (494,7 mg) foi analisada por CCDC e RMN 'H e fracionada em uma CC
em silica gel 60, denominada E (Figura 9, p. 29).

As demais fragdes ndo foram trabalhadas por apresentarem-se em mistura € em

quantidade insuficiente para posteriores fracionamentos.

2.5.1 Estudo da Fracao A7-A8 (Coluna B)

A fracao A7-A8 (808,9 mg) obtida a partir de A, foi submetida a uma CC em silica
gel 60, utilizando o sistema hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade.
Foram obtidas 19 fragdes, as quais foram examinadas com CCDC (Figura 8, p. 27).

A fragdo B10 (28,1 mg) foi aplicada em placas para CCDP, eluidas dez vezes com
hexano/diclorometano (8:2). Uma das subfragdes foi identificada como Kcusp 07 (3,0 mg).

Com base no comportamento das fragdes B12 (69,1 mg), B13 (59,4 mg) e B14 (87,2
mg) em CCDC ¢ RMN 'H, reuniu-se as mesmas, que posteriormente foi submetida a uma CC,
denominada C. O mesmo procedimento foi feito com a fragdo B15 (158,1 mg), apds analise
de CCDC e RMN lH, foi fracionada em CC, denominada D.

As fragdes restantes da coluna B ndo foram trabalhadas por apresentarem-se em

mistura e em quantidade insuficiente para posteriores fracionamentos.
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Figura 8: Fracionamento da fase diclorometano na fragdo A7-8.

2.5.2 Estudo da Fragao B12-14 (Coluna C)

A fragdo B12-14 (215 mg), obtida da coluna B, foi submetida a uma CC de silica gel
60, utilizando o sistema hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade o que
resultou em 116 fragdes. Agrupadas em 9 fragdes apds monitoramento por CCDC (Figura 8,
p-27).

Por apresentarem comportamento semelhante ao serem analisadas em CCDC, as
fragdes C53-62 (26,3 mg) e C63-76 (52,0 mg) foram agrupadas.

A fragdo C53-62 (26,3 mg) foi submetida a CCDP, eluida doze vezes em um sistema
éter de petroleo/diclorometano (8:2). Uma das subfragdes foi identificada como Kcusp 06
(1,8 mg).

A fracdo C63-76 (52,0 mg) também foi submetida a CCDP, eluida trés vezes em
sistema hexano/acetona (8:2). Uma das subfragdes foi identificada como Kcusp 04 (5,8 mg).

Sendo que a substancia Kcusp 04, ja havia sido isolada em fragdes trabalhadas anteriormente.



As fragdes restantes foram analisadas em CCDC, contudo por apresentarem-se em

mistura e em quantidade insuficiente para posteriores fracionamentos nao foram trabalhadas.

2.5.3 Estudo da Fracgéo B15 (Coluna D)

Procedeu-se o fracionamento da B15 (158,1 mg) em CC de silica gel 60, em
gradiente crescente de polaridade de hexano e acetato de etila. Foram obtidas 154 fragdes que
apos analise em CCDC foram agrupadas em 12 fragdes (Figura 8, p.27).

A fracdo D76-108 foi analisada por CCDC e apresentou-se como uma mancha unica.
A anélise da mesma por RMN 'H permitiu identificar a substdncia Kcusp 05 (17,3 mg).

As demais fragdes resultantes de E ndo foram trabalhadas por apresentarem-se em

mistura e em quantidade insuficiente para posteriores fracionamentos nao foram trabalhadas.

2.5.4 Estudo da Fracdo A9 (Coluna E)

A fracdo A9 (494,7 mg), proveniente da coluna A, foi fracionada em CC em silica
gel 60 em gradiente crescente de polaridade de hexano e acetato de etila resultando em 28
fragdes que quando submetidas a CCDC foram agrupadas em 15 fragdes (Figura 9, p.29).

A fragdo E15 foi analisada por CCDC e apresentou-se como uma mancha unica. A
analise da mesma por RMN 'H permitiu identificar a substdncia Kcusp 05 (20,2 mg) ja
isolada anteriormente.

A fragdo E18 (28,2 mg) foi submetida a CCDP, eluida cinco vezes em sistema éter
de petroleo/diclorometano (8:2), sendo que de uma das subfragdes foi identificada a
substancia Kcusp 09 (4,0 mg).

As fragdes restantes da coluna foram analisadas em CCDC, contudo por
apresentarem-se em mistura e em quantidade insuficiente para posteriores fracionamentos nao

foram trabalhadas.



Fragao A9

494,7 mg

Coluna E

(gradiente hexano/AcOet)

Silica gel 60

28 fragdes

Fracao E15 Fracao E18
23,5mg 28,2 mg
CCDP

Kcusp 05 éter de petroleo/DCM
20,2 mg 8:2)

Kcusp 09
4,0 m

Figura 9: Fracionamento da fase diclorometano na fragao A9.

2.5.5 Estudo da Fracdo A12-15 (Coluna F)

A coluna F, proveniente da fragdo Al12-15 (739,0 mg), foi fracionada numa CC sob
pressdo de N, empacotada com silica 60 H eluida com hexano e diclorometano em gradiente
crescente de polaridade, foram recolhidas 144 fracdes. Apos andlise em CCDC foram
agrupadas em 30 fragdes (Figura 10, p. 30).

A fracdo F70-94 (12,2 mg) foi analisada por CCDC e apresentou-se como uma
mancha Gnica. A anélise da mesma por RMN 'H permitiu identificar a substincia kcusp 10

(12,2 mg).



Fase diclorometano
87¢g

22 fracbes

Coluna A (gradiente hexano/AcOet)
Silica gel 60

Fragdo A4
33,9 mg

Adigdo
de acetona

Fracao A10-11

Fracao A12-15

Kcusp 03 e Kcusp 0
33,9 mg

14,5 mg 23,5 mg
Adigao Coluna F
de acetona (gradiente hexano/DCM)
Silica gel 60 H
‘D Kcusp 08 114 fragdes
14,5 mg Fracao F70-94
13,2 mg

Kcusp 10
12,2 mg

Figura 10: Fracionamento da fase diclorometano nas fragcdes A4, A10-11 e A12-15.



2.7 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios biologicos foram realizados no Laboratério de Bioensaios com o extrato
em hexano e a fase diclorometano do extrato em metanol no teste de Bioautografia. Ja no teste

de Concentragdo inibitdria minima (CIM) apenas a fase diclorometano foi testada.

2.7.1 Bioautografia

O teste de Bioautografia foi realizado segundo SAXENA e colaboradores (1995)
com algumas modificacdes. Em placas de CCD em silica gel G60 F,s4 alumina (6x6 cm)
aplicou-se 50 pg das amostras de extrato em hexano e da fase diclorometano. Em seguidas, as
placas foram eluidas em um sistema acetato de etila e hexano (8:2). Apos a eluigdo, as placas
de CCD foram expostas no fluxo laminar sob radiagao UV por 30 minutos.

As placas de CCD foram acondicionadas dentro de placas de Petri e verteu-se o meio
de cultura apropriado (caldo agar nutriente). Apds solidificagdo do meio de cultura,
adicionou-se 200ul de suspensdo do microrganismo (Bacillus subtilis ATCC 6633,
Micrococus lutus ATCC 10240, Sthaphylococcus aureus ATCC 6538, Streptococcus mutans
ATCC 5175, Escherichia coli ATCC 94863, Salmonela choleraesuis ATCC 14028,
Aspergillus niger ATCC 16404).

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 hs (bactérias) e a 26 °C por 72 hs (fungos).

2.7.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

O teste de microdiluicdo, CIM, foi realizado segundo Bicalho e colaboradores
(2003). Foram adicionados 100 pL do meio de cultura apropriado em cada pogo da placa de

Elisa. Em seguida, verteu-se 100 uL da solucdo estoque da amostra, fase diclorometano, que



se encontrava a uma concentragao de 2000 u.mL'l. Posteriormente, foram realizadas dilui¢oes
seriadas, transferindo-se 100 pL. de um pogo para outro. Depois foram acrescentados 100 pL
de suspensio de microrganismo (10® células.mL™"; Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococus
lutus ATCC 10240, Sthaphylococcus aureus ATCC 6538, Streptococcus mutans ATCC 5175,
Escherichia coli ATCC 94863, Salmonela choleraesuis ATCC 14028, Pseudomonas
aeruginosa). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 hs.

O controle positivo utilizado foi cloranfenicol e o negativo foi uma solu¢do aquosa
de DMSO (20 %). As amostras foram testadas nas concentragdes de 500 a 3,9 pg.mL™'. A

leitura do CIM foi realizado visualmente.



2.7 REACOES QUIMICAS REALIZADAS

2.7.1 Reacdo de Metilagdo

Foram dissolvidos 2,15 g de p-toluilsulfonilmetil-nitrozamida em 30 mL de éter
etilico. Adicionou-se 10 mL de uma solugdo 4% de hidroxido de sodio em etanol. A mistura
reacional foi entdo vertida num reator de vidro, acoplado a um condensador. O reator
contendo a mistura reacional foi aquecido e a solucdo etérea do diazometano formada apoés a
condensacao foi coletada diretamente no frasco contendo a amostra. Na tabela 3 esta a fragao

que foi submetida a reacdo de metilacao.

Tabela 3: Amostra metilada.

Amostra Massa Massa ap0s metilagédo
27-29-C1  897,9 mg 867,3 mg

2.7.2 Reacdo de Acetilacéo

Foram utilizados dois procedimentos para a reacdo de acetilagdo. No primeiro
procedimento a amostra foi dissolvida em piridina e em seguida adicionou-se do anidrido
acético. A mistura reacional foi deixada em repouso a temperatura ambiente por um periodo
de 36 horas. O produto da reagao foi vertido em gelo triturado e homogeneizado até completa
hidrolise do anidrido acético. A extragdo do produto foi efetuada com cloroféormio (3x25 mL)
em funil de separa¢do. A fase cloroformio foi lavada sucessivamente com solugdo de acido
cloridrico 5% (3x25 mL) e em seguida com uma solu¢do de bicarbonato de sodio 5% (3x25
mL). A amostra foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente organico foi evaporado a

pressdo reduzida.



No segundo procedimento adicionou-se DMAP a solugdo que havia a amostra
dissolvida em piridina e anidrido acético. A mistura reacional foi deixada em repouso a
temperatura ambiente por um periodo de 24 horas. As demais etapas da reagdo foram
procedidas como no primeiro procedimento. Na tabela 4 esta a fracdo que foi submetida a

reagao de acetilacao.

Tabela 4;: Amostra acetilada.

Amostra Massa Massa ap06s metilacao

27-29-C1  867,3 mg 1,17 g




3 ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA KIELMEYERA
CUSPIDATA
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3.1 DADOS FISICOS ESPECTROSCOPICOS DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS DA KIELMEYERA CUSPIDATA

Kcusp 01

3-O-acetil-sitosterol ( C31H5,0;)
PM =456,76

. So6lido marron

. RMN 'H. (Fig.

. RMN "C. (Fig.

Kcusp 02
3-O-acetil-estigmasterol ( C31Hs500;)
PM = 454,74

° Sé6lido marron

. RMN 'H:
. RMN Bc:

Kcusp 03
a-amirina ( C3oHs00 )
PM = 426,73

° Solido branco

. RMN 'H:
. RMN 3C:

Kcusp 04
B-amirina ( C3oHsoO )
PM = 426,73

) Sélido branco

. RMN 'H:
. RMN 3C:



Kcusp 05

1,6-diidroxi-3,5-dimetoxixantona ( C15sH1206 )
PM = 288,26

o Soélido amarelo ouro

. RMN 'H:

. RMN “C:

Kcusp 07

2,3-metilenodioxixantona ( C14Hsg04 )
PM = 240,22

. Soélido amarelo

. RMN 'H:

Kcusp 08
4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona ( C14Hsg0s )
PM = 256,22

o Soélido amarelo palha o

. RMN 'H:

. RMN “C:

Kcusp 09

Estruturas propostas ( C15sH1207) oH 0 oH
PM = 305,26 ‘ O
. Soélido amarelo MeO o

. RMN 'H: OMe OMe
. RMN “C:



Kcusp 10

3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona ( C15H120s )
PM =272,26

. Soélido amarelo

. RMN 'H:

. RMN “C:



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

4.1.1 Esteréides

4.1.1.1 Identificagdo Estrutural das Substancias Kcusp 01 e Kcusp 02

26

CH,CO0
3-O-acetil-sitosterol
(Kcusp 01)
29
21 2, 2
23 25
27
19 11
1
15
5 7
CH,CO0

3-O-acetil-estigmasterol
(Kcusp 02)




As substancias Kcusp 01 e Kcusp 02 que se apresentaram em mistura, foram
obtidas do extrato em hexano do caule da K. cuspidata apds acetilagdo. A identificacao destas
substancias foi estabelecida através da andlise dos dados espectroscopicos adquiridos em
RMN 'H e RMN "*C e comparados com os dados obtidos na literatura (RICCA & NICOTRA,
1978; GRECA, et al., 1990; CARVALHO, 1996; SOUSA, 1999).

O espectro de RMN 'H (Figura 11, p. 41) exibiu um dubleto largo em & 5,37 ¢ um
multipleto entre 6 5,01-5,19 atribuidos a hidrogénios olefinicos. Apresentou outro multipleto
entre ¢ 4,55-4,68 tipico de hidrogénio ligado a carbono adjacente a um grupo éster, um
singleto em ¢ 2,03 relativo a hidrogénio metoxilico, além de um acimulo de sinais
superpostos entre ¢ 0,69-1,02 que correspondem a grupos metilicos (CARVALHO et al.,
1998). A partir da analise dos sinais foi possivel sugerir a presenca de derivados acetilados
dos esterodides sitosterol e estigmasterol. Contudo ¢ importante ressaltar que as substincias
mostram-se na forma de éster de esterdide devido a acetilagdo a qual a fragdo foi submetida.

No espectro de RMN "°C (Figura 12, p. 41) observou-se os sinais de carbonos
olefinicos em ¢ 122,6 (CH), ¢ 139,6 (C), &6138,6 (CH) e ¢ 129,3 (C) confirmando a
identificacao dos esteroides sitosterol e estigmasterol. Ja o sinal 6 170,5 (C) foi atribuido ao
carbono da carbonila (ABREU, et al., 2001), além da presenc¢a dos sinais em ¢ 74,0 (CH) e &
21,4 que confirmaram a presenca dos derivados acetilados destes esterdides. Os demais sinais
correspondem a carbonos coincidentes para os dois esterdides, uma vez que estruturalmente

sdo muito parecidos, sendo observado diferenca apenas nos deslocamentos dos carbonos C-

20, C-22, C23 e C-24 (Tabela 5, p. 40).



Tabela 5: Dados de RMN °C das substancias 3-O-acetil-sitosterol Kcusp 01) e
3-O-acetil-estigmasterol (Kcusp 02) comparado com dados da
literatura (SOUSA, 1999) [J (ppm)].

3-O-acetil-sitosterol 3-O-acetil-estigmasterol

Posicdes Kcusp01?® (SOUSA,1999)% Kcusp02?  (SOUSA, 1999)

1 37,0 37,0 37,0 37,0
2 29,7 27,8 29,7 27,8
3 74,0 74,0 74,0 74,0
4 38,1 38,1 38,1 38,1
5) 139,6 139,6 139,6 139,6
6 122,6 122,6 122,6 122,6
7 31,9 31,8 31,9 31,8
8 31,9 31,8 31,9 31,8
9 50,0 50,0 50,0 50,0
10 36,6 37,0 36,6 37,0
11 21,0 21,2 21,0 21,2
12 39,7 39,7 39,7 39,7
13 42,2 423 42,2 423
14 56,7 56,7 56,7 56,7
15 24,3 24,4 24,3 24,4
16 28,2 28,2 28,2 284
17 56,0 56,0 56,0 56,0
18 12,0 12,0 12,0 12,0
19 19,3 19,3 19,3 19,3
20 36,1 36,2 40,5 40,5
21 18,8 18,8 21,2 21,2
22 33,9 33,9 138,6 138,3
23 26,1 26,1 129,3 129,3
24 45,9 45,8 51,2 51,2
25 29,2 29,1 29,2 29,1
26 19,8 19,8 19,8 19,8
27 19,0 19,0 19,0 19,0
28 23,1 23,1 25,3 254
29 11,2 11,8 12,2 12,2
C=0 170,5 170,5 170,5 170,5
HsC 214 214 214 214

* Solvente utilizado na analise CDCls



7 5 5 a a 2

Figura 11: Espectro de RMN 'H da mistura de 3-O-acetil-sitosterol e 3-O-acetil-estigmasterol
[300 MHz, 6 (ppm), CDCls].
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Figura 12: Espectro de RMN "°C da mistura de 3-O-acetil-sitosterol e 3-O-acetil-estigmasterol
[75 MHz, 6 (ppm), CDCls].



4.1.2 Triterpenos

4.1.2.1 Identificacdo Estrutural das Substancias Kcusp 03 e Kcusp 04

30

24 23
o-amirina B-amirina
(Kcusp 03) (Kcusp 04)

As substancias Kcusp 03 e Kcusp 04, que se apresentaram em mistura, foram
obtidas do extrato em hexano do caule da K. cuspidata. A identificacdo destas substancias foi
estabelecida através da analise dos dados espectroscopicos adquiridos em RMN 'H e RMN
Bce comparados com os valores obtidos na literatura (OLEA, 1990; MOREIRA, 1999).

O espectro de RMN 'H (Figura 13, p. 45) demonstrou a presenca de dois tripletos em
05,19 e 6 5,13 correspondentes a hidrogénios olefinicos, um multipleto entre ¢ 3,58-3,67
relativo a hidrogénio carbindlico. Além dos sinais entre 6 0,76-1,26 que sdo atribuidos a
hidrogénios metilicos.

O espectro de RMN °C (Figura 14, p. 45) exibiu sinais principalmente na regido
entre 0 23-60 que poderiam indicar a presenca de uma mistura de triterpenos. Com os
deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos foi possivel a identificacao dos triterpenos
presentes na mistura (OLEA, 1990). Os sinais em 6 124,7 (CH/C-12) e 6 139,8 (C/C-13) sao
caracteristicos do esqueleto ursanico. Ja os sinais em 6 122,0 (CH/C-12) e ¢ 145,4 (C/C-12)
sdo caracteristicos do esqueleto oleananico. Além destes deslocamentos quimicos, o sinal &
79,3 foi atribuido a carbono carbinélico (C-3) com configuracao B hidroxilada (JUNGES, et
al., 2000).



Com base nos dados discutidos anteriormente e da analise completa das informagdes
espectrais e posterior comparagdo com os dados registrados na literatura (OLEA, 1990,
MOREIRA, 1999), conferiu-se as estruturas das substancias Kcusp 03 e Kcusp 04 como

sendo respectivamente, a-amirina e -amirina (Tabela 6, p. 44).



Tabela 6: Dados de RMN °C das substdncias o-amirina (Kcusp 03) e B-
amirina (Kcusp 04) comparado com os dados da literatura (OLEA,

1990) [8 (ppm)].

~-amirina Aamirina

Posicdes Kcusp 03% (OLEA,1990)® Kcusp 04? (OLEA,1990)°

1 39,0 38,7 38,9 38,5
2 27,5 27,2 27,2 27,0
3 79,3 78,8 79,3 78,9
4 39,1 38,7 38,1 38,7
5 55,5 55,2 55,5 55,1
6 18,6 18,3 18,6 19,6
7 33,2 32,9 32,9 32,3
8 40,3 40,0 40,0 38,6
9 48,0 47,7 47,9 46,8
10 37,2 36,9 37,4 36,6
11 23,6 23,3 22,9 23,6
12 124,7 124,3 122,0 121,6
13 139,8 139,3 145,4 145,2
14 42,3 42,0 42,3 41,9
15 29,0 28,7 28,6 27,1
16 26,9 26,6 26,4 26,1
17 33,6 33,7 33,6 32,6
18 59,3 58,9 47,9 47,3
19 39,8 39,6 47,5 46,8
20 39,9 39,6 31,3 31,0
21 31,5 31,2 34,9 34,7
22 41,8 41,5 37,4 37,0
23 284 28,1 28,6 26,6
24 15,8 * 15,6 15,7 21,2
25 15,9 * 15,6 15,7 15,1
26 17,1 16,8 17,1 16,8
27 23,5 23,3 26,4 25,7
28 28,3 28,1 28,3 28,8
29 17,7 17,4 32,9 33,2
30 21,6 21,3 23,8 23,6

* Solvente utilizado na analise CDCls.
* indica que na mesma coluna os valores podem ser trocados.
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Figura 13: Espectro de RMN 'H da mistura de a-amirina e -amirina [300 MHz, & (ppm),
CDCls].
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Figura 14: Espectro de RMN "°C da mistura de o-amirina e B-amirina [75 MHz, & (ppm),
CDCls].



4.1.3 Xantonas

As substancias Kcusp 05 (p. 47), Kcusp 07 (p. 53), Kcusp 08 (p. 58), Kcusp 09
(p.63) e Kcusp 10 (p. 66) pertencem a classe de substancia conhecida como xantonas. As
xantonas sao metabolitos secundarios que possuem um esqueleto basico formado por treze
atomos de carbono em um arranjo C¢-C;-Cs (SULTANBAWA, 1980). Ao esqueleto
xantonico podem ser encontrados substituintes oxigenados na forma de grupos hidroxilicos,
metoxilicos e ou metilenodioxilico, além de unidades de isoprenos (SULTANBAWA, 1980)
A presenca destes substituintes interferem nos deslocamentos quimicos gerando prote¢ao ou
desprotecdo. Portanto, as atribui¢des dos deslocamentos de carbono do ntcleo xanténico sem
substituicio (CASTELAO, et al., 1977) (Figura 15, p. 46) servem como base para a

interpretacdo e identificag¢@o estrutural das xantonas descritas neste trabalho.

121,5 ppm
176,2 ppm
126,4 ppm
o] /
1
8a 8b
7 9 — 123,5 ppm

— 134,1 ppm

4b 4a 3
5 Y K‘
& 117,2 ppm

155,3 ppm

Figura 15: Esqueleto xantonico e deslocamentos quimicos de carbono.



4.1.3.1 Identificagdo Estrutural da Substancia Kcusp 05

1,6-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona
(Kcup 05)

O espectro de RMN 'H da substancia Kcusp 05 (Figura 18, p. 51) apresentou um
singleto largo em o 12,95 um singleto largo com integrac¢do relativa para um hidrogénio,
sugerindo a presenga de um grupo hidroxilico em ligacdo de hidrogénio com um grupo
carbonilico. Os sinais em 04,10 e 6 3,89 também se apresentaram na forma de singleto ambos
com integragdo para trés hidrogénios, indicando a presenga de dois grupos metoxilicos. Neste
espectro foram observados ainda sinais caracteristicos de hidrogénio aromatico em 6 6,98 (d,
1H) e 67,92 (d, 1H), acoplados em orto com J = 8,6 Hz ¢ 6 6,47 (d, 1H) e 6 6,35 (d, 1H),
acoplados em meta com J= 2,1 Hz. Os referidos desdobramentos e deslocamentos estdo na
expansao da Figura 19 (p. 51).

O espectro de RMN '°C (Figura 20, p. 52) confirmou a presenca de um grupo
carbonilico de esqueleto xantonico exibindo deslocamento ¢ 180,1. A desprotecao foi
atribuida ao grupo hidroxilico, no C-1 em ligagdo de hidrogénio com a carbonila do anel
(ABDEL-LATEFF, et al., 2003). Os sinais em 0 166,4, 6 163,6, 6157,2, 6154,5, 6149,7 ¢ &
133,7foram atribuidos a carbonos oxigenados do anel aromatico (Tabela 7, p. 50). Ja os sinais
0 60,7 e 0 56,0 confirmaram a existéncia de dois grupos metoxilicos na estrutura da
substancia. Os deslocamentos observados para os grupos metoxillicos indicaram que um dos
grupos se encontrava em ambiente de impedimento estérico (GOTTLIEB & NAGEM, 1977).
Os sinais 0 97,2 e 093,0 foram atribuidos aos carbonos C-2 e C-4, respectivamente, uma vez
que os mesmos exibiram uma prote¢do devido a presenga de grupos oxigenados ligados a

carbonos do anel em posi¢ao orto/para.



Com base nos dados espectroscopicos de RMN 'H e RMN °C, pode-se propor duas
estruturas, (A) e (B) (Figura 16).

MeO

(A) (B)

1,3-dihidroxi-5,6-dimetoxixantona 1,6-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona

Figura 16: Alternativas estruturais da substancia Kcusp 05.

Analisando as duas estruturas propostas, (A) e (B), e comparando-as com dados
relatados na literatura (GIL, et al., 1988; WOLFENDER, et al., 1991; SOUSA, 2005).
Percebeu-se que os valores de deslocamentos quimicos dos carbonos das estruturas propostas,
(A”) (GIL, et al, 1988) e (B’) (WOLFENDER, et al., 1991), sdo concordantes com excecao do
C-8a (Figura 17).

(A”) (B’)

Figura 17: Deslocamento quimico de carbono das estruturas propostas para Kcusp 05.



Examinando simultaneamente estes dados e os confrontando com os obtidos na
substancia Kcusp 05 (Tabela 7, p. 50), pode-se confirmar que a estrutura (B) corresponde a
feicdo estrutural da substancia isolada, ja que a proposta (A) exibiu C-8a em ¢ 109,6 (GIL, et
al, 1988). Os deslocamentos quimicos restantes foram atribuidos a partir dos valores
encontrados na literatura (WOLFENDER, et al., 1991) e estdo expostos na Tabela 7 (p. 50).

A substancia Kcusp 05 corresponde a uma xantona com um padrao de oxigenagao
1,3,5,6, dificil de ser encontrada na natureza, assim como o 1,3,7 (WOLFENDER, et al.,
1991). A 1,6-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona ja foi isolada anteriormente na Kielmeyera elata

(OLIVEIRA, et al., 1999) e K. lathropyton (SOUSA, 2005).



Tabela 7: Dados de RMN 'H ¢ RMN °C da substancia 1,6-dihidroxi-3,5-
dimetoxixantona (Kcusp 05) comparada com a literatura
(WOLFENDER, et al., 1991; SOUSA, 2005) [0 (ppm); multiplicidade
(m); J (Hz); integracao].

1.6-dihidroxi-3.5-dimetoxixantona
Posicdes Kcusp 05 (WOLFENDER, et al., 1991; SOUSA, 2005) °
3¢ 14 Be 14
1 163,6 --- 162,5 ---
2 97,2 647 d 2,1 IH 978 6,37 d 2,4 1H
3 166,4 -—- 166,0 -
4 93,0 635d 21 1H 927 6,48 d 2,4 1H
4a 157,2 --- 157,1 -
4b 149,7 --- 145,2 -—-
5 133,7 --- 134,5 -—-
6 154,5 -—- 156,9 -
7 1150 698 d 8,6 1H 1142 7,00 d 9,0 1H
8 121,9 792 d 8,6 1H 120,7 7,94 d 9,0 1H
8a 112,5 --- 112,9 -
8b 103,3 --- 102,3 -—-
9 180,1 --- 179,4 -
OH-1 -—- 12,95 s 1H -—- 12,95 s 1H
H;CO-3 55,8 4,10 s 3H 56,0 391 s 3H
H;CO-5 61,9 3,89 5 3H 60,7 4,13 s 3H

#Solvente utilizado na analise CDCls.
®Solvente utilizado na analise DMSO-de.



|
" N Y v *{W

ot e I I '
.—.—T--—.—.—-fvw—.—r—-,ﬁ——ﬁvf1-——.—,—...—.—,.—-— ———-—,—rw—;ﬁ»—é—.—-.—v—é——.—lr—v
13 1z 11

Figura 18: Espectro de RMN 'H da substancia 1,6-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona [300 MHz,
& (ppm), CDCl3].
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Figura 19: Expansdo do espectro de RMN 'H da substancia 1,6-dihidroxi-3,5-
dimetoxixantona [300 MHz, ¢ (ppm), CDCls].



|
OISR g v— L

e

180 160 130 120 100 80 B0 a0 20

Figura 20: Espectro de RMN BC da substancia 1,6-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona [75 MHz,



4.1.3.2 Identificagdo Estrutural da Substancia Kcusp 07

O
1
8a 8b 0]
7
10
4b 3
o 4a O

2,3-metilenodioxixantona
(Kcusp 07)

O espectro de RMN 'H da substancia Kcusp 07 (Tabela 8, p.55, Figura 21-22, p.56-
57) mostrou um singleto em o6 6,12 com integragdo para dois hidrogénios, confirmando a
existéncia do grupo metilenodioxilico. O exame da regido de hidrogénio aromatico no
espectro revelou sinais em ¢ 7,47 (dl, 8,4 Hz, 1H), 67,71 (m, 1H), 67,38 (¢, 9,8 Hz, IH) ¢ &
8,33 (dd, 8,1Hz e 1,8 Hz, 1H) indicaram a existéncia de um anel aromatico com quatro
hidrogénios em carbonos adjacentes. Ainda na regido de hidrogénios aromaticos, a presenga
de dois singletos em 0 7,67 e 6 6,92, com integracdo para um hidrogénio cada, indicaram a
presenga de outro anel aromatico com dissubstituigio. E importante ressaltar que a substancia
Kcusp 07 foi obtida com impurezas

Como Kcusp 07 se tratava de uma substancia ja descrita na literatura (CRUZ, et al.,
2001) e de simples identificacdo utilizou-se apenas os dados espectroscopicos do RMN 'H
para confirmar a feicdo estrutural da substancia isolada. A Tabela 08 (p. 55) mostra os
deslocamentos quimicos obtidos, assim como, os valores encontrados na literatura (CRUZ, et
al.,2001).

Fazendo as distribui¢des dos hidrogénios no anel xantonico, t€ém-se: 6 7,67 (s, 1H) e
0 8,33 (dd, 8,1Hz e 1,8 Hz, 1H), que foram atribuidos aos hidrogénios nas posi¢des 1 ¢ 8
respectivamente, os deslocamentos quimicos apresentaram uma desprote¢do porque oS
mesmos se encontram em posi¢ao orto a carbonila. Ja o sinal em 66,92 (s, 1H) foi atribuido
ao hidrogénio ligado ao C-4. A protecdo experimentada por este hidrogénio nesta posi¢ao
indicou a existéncia de fungdes oxigenadas em posicdo orto a ele. Os deslocamentos quimicos

restantes foram atribuidos a partir dos valores encontrados na literatura (CRUZ, et al., 2001).



A substancia Kcusp 07 tratava-se de uma xantona ja descrita na literatura, inclusive
em algumas espécies de Kielmeyera, como a K. lathrophyton (CRUZ, et al., 2001) e K.
reticulata (CRUZ, et al., 1998), ambas estudadas pelo grupo GESNAT.



Tabela 8: Dados de RMN 'H da substancia 2,3-metilenodioxixantona
(Kcusp 07) comparada com a literatura (CRUZ, et al., 2001),

[0 (ppm); multiplicidade (m); J (Hz); integragao].

2.3-metilenodioxixantona

Posicdes Kcusp 07 @ (CRUZ, etal., 2001) @
4 H

1 7,67 s 1H 7,64 s 1H
2
3
4 6,92 s 1H 6,89 s 1H
da --- ---
4b -—- -—-
5 7,47 dl 8,4 1H 7,44 dd 8,0 1H
6 7,71 m 1H 7,68 td 8,0/1,5 1H
7 7,38 ¢t/ 9,8 1H 7,36 td 8,0/0,9 1H
8 8,33 dd 8,1/1,8 1H 8,31 dd 8,0/1,5 1H
8a - -
8b -—- -—-
9 - -

10 6,12 s 2H 6,12 s 2H

4 Solvente utilizado na analise CDCls.
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Figura 21: Espectro de RMN 'H da substincia 2,3-metilenodioxixantona [300 MHz, & (ppm),
CDCls].
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Figura 22: Expansio do espectro de RMN 'H da substancia 2,3-metilenodioxixantona [300

MHz, 6 (ppm), CDCls].



4.1.3.3 Identificagao Estrutural da Substancia Kcusp 08

4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona
(Kcusp 08)

O espectro de RMN 'H da substancia Kcusp 08 (Figura 24-25, p. 61-62) apresentou
sinais correspondentes ao da substancia Kcusp 07 (p. 53) com exceg¢do para o singleto largo
em ¢ 10,5 com integracao relativa para um hidrogénio, que desapareceu apos a adicao de agua
deuterada. Confirmando assim, a presenca de um hidrogénio hidroxilico.

O espectro de RMN '°C (Figura 26, p. 62) apresentou quatorze sinais. O sinal em &
174,9 evidenciou a presenga do grupo carbonilico de xantona com as posicdes 1 e 8 sem
substituintes (OLIVEIRA, 1996). O sinal ¢ 93,8 indicou a presenca de carbono aromatico
com substituintes oxigenados nos carbonos em posi¢des orto/para. Ja os carbonos aromaticos
em 01304, 6 141,0, 6 145,0, 6 146,1 e 6 155,8 foram atribuidos a carbonos oxigenados do
anel. Com base nos dados espectroscopicos de hidrogénio e carbono, pode-se propor para a
substancia apenas uma estrutura, sendo que a mesma foi comparada com a 2,3-
metilenodioxixantona (CRUZ, et al., 2001) (Figura 23, p. 59).

Analisando a estrutura proposta e comparando-a com dados relatados na literatura
(CRUZ, et al., 2001) pode-se inferir que o grupo hidroxilico observado no espectro de RMN
'H (Figura 22, p. 60) apenas poderia assumir a posicdo 4, ja que os deslocamentos quimicos
ndo sugeriram a formagdo de ligacdo de hidrogénio (ABDEL-LATEFF, et al., 2003). Além
disso, o carbono que sustenta o grupo hidroxilico, apresentou-se desprotegido, confirmando
sua ligacdo com um grupo oxigenado (Figura 23). Percebeu-se também, que os valores de
deslocamentos quimicos dos carbonos das estruturas sdo concordantes, com excecdo dos
carbonos no anel (A) do esqueleto xantonico (Figura 23). Esta diferenca nos deslocamentos

quimicos ocorre devido a presenca do grupo hidroxilico, que gera um efeito fortemente



ativante nas posic¢oes orto/para. Examinando simultaneamente estes dados e os confrontando
com os obtidos na substancia Kcusp 08 (Tabela 09, p. 60), pode-se confirmar que a estrutura
(A) corresponde a feigdo estrutural da substancia isolada. Os deslocamentos quimicos
restantes foram atribuidos a partir dos valores encontrados na literatura (CRUZ, et al., 2001) e

estdo expostos na Tabela 09 (p. 60).

1166ppm 121,1 ppm

103,4 ppm 93,8 ppm
145 ,3 ppm (V 145,0 ppm

§ 102,4 ppm
8b o e
> 102,4 > 10
ppm
§ 3¢ 130,4ppm
153,6 ppm ) U
153,7 ppm 146,1 ppm 141,0 ppm
97,9 ppm
2,3-metilenodioxixantona Estrutura proposta (A)

Figura 23: Deslocamentos quimicos de carbono da 2,3-metilenodioxixantona das estrururas
propostas para a Kcusp 08.

A substancia 4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona, Kcusp 08, ja havia sido relatada
anteriormente na espécie Kielmeyera, na K. speciosa (OLIVEIRA, et al., 1966), K. corymbosa
(GOTTLIEB, et al., 1966), K. coriaceae (GOTTLIEB, et al., 1966) e K. rubriflora
(GOTTLIEB, et al., 1971).



Tabela9: Dados de RMN 'H ¢ RMN "C da substancia 4-hidroxi-2,3-
metilenodioxixantona (Kcusp 08) comparada com a literatura
(CRUZ, et al, 2001) [0 (ppm); multiplicidade (m); J (Hz);

integracao].

4-hidroxi-2.3-metilenodioxixantona

Posicoes Kcusp 08 °
13

(CRUZ, et al., 2001)

C H 3¢ H
1 93,8 701 s 1H 103,4 7,64 s 1H
2 145,0 145.3
3 130,4 153,6
4 141,0 97,9 6,89 s 1H
4a 146,1 153,7
4b 155,2 156,0
5 1187 7,62 dl 8,7 1H 117,6 7,44 d 8,0 1H
6 1354 742 1 10,0 1H 1340 7,68 td 8,0/1,5 1H
7 1249 7,79 ¢ 10,0/2,1 1H 124,0 7,36 ¢ 8,0 1H
8 126,5 8,10 dl 7,8 1TH  126,8 8,31 dd 8,0/1,5 1H
8a 121,1 121.,5
8b 116,6 116,6
9 174,9 175,7
10 103,2 6,10 s 2H 102,4 6,12 s 2H

?Solvente utilizado na analise CDCls.
bSolvente utilizado na anélise DMSO-dg.
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Figura 24: Espectro de RMN 'H da substancia 4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona [300 MHz,
o (ppm), DMSO-dg.].
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Figura 25: Expansdo do espectro de RMN 'H da substancia 4-hidroxi-2,3-
metilenodioxixantona [300 MHz, 6 (ppm), DMSO-dg.].

180 160 140 120 100 an 60

SRR S S A

Figura 26: Espectro de RMN "°C da substéncia 4-hidroxi-2,3-metilenodioxixantona [75 MHz,
o (ppm), DMSO-dg.].



4.1.3.4 Propostas Estruturais da Substancia Kcusp 09

OMe

1,6,8-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona 1,6,8-trihidroxi-4,5-dimetoxixantona

O espectro de RMN 'H da substancia Kcusp 09 (Figura 30, p.) apresentou dois
singletos em 0 11,81 e 012,12, ambos com integracao relativa para um hidrogénio, sugerindo
a presenca de dois grupos hidroxilicos em ligagdo de hidrogénio com um grupo carbonilico.
Os sinais em ¢ 3,90 ¢ ¢ 3,91 também se apresentaram na forma de singleto ambos com
integragdo para trés hidrogénios, indicando a presenca de dois grupos metoxilicos. Neste
espectro foram observados ainda sinais caracteristicos de hidrogénio aromatico em 6 6,32 (s,
1H), 6 7,04 (d, 1H) e 6 7,51 (d, 1H). Sendo que os sinais em ¢ 6 7,04 ¢ 6 7,51 exibiam
acoplamentos em orfo com 9,0 Hz. Os referidos desdobramentos e deslocamentos estao na
expansao da Figura 30 (p. ). A amostra da substancia Kcusp 09 apresentou impurezas.

O espectro de RMN °C (Figura 31, p. ) exibiu apenas cinco sinais, sendo que os
sinais de carbonos ndo hidrogenados nao foram observados, devido a pequena quantidade de
amostra (4,0 mg). Foram observados sinais em 6 98,9, 6 106,6, 6 122,6, 657,4, 61,7 (Tabela
10, p. 66). Ja os sinais 0 57,4 ¢ 6 61,7 confirmaram a existéncia de dois grupos metoxilicos na
estrutura da substancia. Os deslocamentos observados para os grupos metoxillicos indicaram
que um dos grupos se encontrava em ambiente de impedimento estérico (GOTTLIEB &
NAGEM, 1977). Pode-se observar nos espectros de carbono

Com base nos dados espectroscopicos de RMN 'H ¢ RMN "°C, pode-se propor
quatro estruturas, (A), (B), (C), e (D) (Figura 27, p. 64).
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Figura 27: Alternativas estruturais da substancia Kcusp 09.

Com base nas propostas dos regioisomeros ¢ comparando-as com dados relatados na
literatura (GIL, et al., 1991)( Figura 28), percebeu-se que o anel xantonico com o sinal do C-2
em & 98,9 corresponde ao valor obtido no espectro de °C da substancia Kcusp 09. A partir
desta conclusdo, as estruturas propostas (A) e (C) podem ser eliminadas ficando apenas os

regioisomeros (B) e (D).

OMe OMe

(A) (B’)

Figura 28: Deslocamento quimico de carbono das estruturas propostas para Kcusp 09.



Analisando, portanto, as estruturas propostas, (B) e (D), e as comparando-as com a
literatura (ASTHANA, et al., 1991) (Figura 29), notou-se que os valores dos deslocamentos
de carbono das duas estruturas, (C’) e (D’), sdo parecidos e, por conseguinte, ndo se pode

afirmar com certeza qual das duas estruturas corresponderia a substancia Kcusp 09.

OMe
— 109,76 ppm

— 122,0 ppm

g N\ 108,4 ppm

OMe

() (D)

Figura 29: Deslocamento quimico de carbono das estruturas propostas para Kcusp 09.



Tabela 10: Dados de RMN 'H ¢ RMN *C da substincia Kcusp 05 [& (ppm);
multiplicidade (m); J (Hz); integracao].

Kcuspb 09 @
Posi(;f)es 1,163,8-trihidroxi-2,15-dimetoxixantona 1,163,8-trihidroxi-4,15-dimetoxixantona
C H C H

1 % —e % e

2 * 106,6 7,50 d 9,0 1H

3 122,6 7,03 d 9,0 1H 122,6 7,03 d 9,0

4 106,6 7,50 d 9,0 1H * ---

43. % . %k .

4b % e % e

5 % e % e

6 * o * —

7 98,5 6,32 s 1H * 6,32 s 1H

8 * — * —

8a * *

8b * *

o % — * —
OH-1 * 12,12 s 1H * 12,12 s 1H
OH-8 * 11,81 s 1H * 11,81 s 1H
H3CO 61,7 391 s 3H 61,7 391 s 3H
H3CO 57,4 3,90 s 3H 57,4 390 s 3H

?Solvente utilizado na analise Acetona-ds.
* Sinal ndo observado
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Figura 30: Espectro de RMN 'H da substéncia Kcusp 09 [300 MHz, § (ppm), Acetona-dg].
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Figura 31: Espectro de RMN "*C da substancia Kcusp 09 [75 MHz, & (ppm), Acetona-de.].
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Figura 26: Espectro de RMN "*C da substancia Kcusp 06 [75 MHz, & (ppm), CDCLs3.].




4.1.3.5 Identificagao Estrutural da Substancia Kcusp 10

OMe

3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona
(Kcusp 10)

O espectro de RMN 'H da substancia Kcusp 10 (Figura 27, p. 66) apresentou dois
singletos em o0 3,97 e J 4,05, ambos com integracdo para trés hidrogénios, indicando a
presenca de dois grupos metoxilicos. Um singleto em 6 6,03, cuja integragdo correspondeu a
um hidrogénio, o qual desapareceu apos a adicdo de agua deuterada. Este sinal foi entdo
atribuido a um hidrogénio hidroxilico. O exame da regido de hidrogénios aromaticos no
espectro, revelou sinais em 6 7,53 (dd, 8,7 Hz e 1,7 Hz, 1H), 67,67 ( dt, 8,7 Hz, 6,5 Hz e 1,4
Hz, 1H), 67,34 (t/, 10 Hz, 1H) e 68,29 ( d/, 8,0 Hz ¢ 1,7 Hz, 1H) evidenciaram a existéncia
de um anel aromatico com quatro 4tomos de hidrogénio vicinais. J& o singleto em o6 7,47
assinalou a presenca de outro anel aromatico trissubstituido (Figura 28, p. 66).

A analise do espectro de RMN "°C (Figura 29, p. 67) evidenciou a presenca de um
grupo carbonilico de xantona devido ao sinal em & 175,7(CASTELAO, et al., 1977). J4 os
sinais o 100,4, 6 117,7, 6 133,7, 6 123,5 ¢ 6 126,1 confirmaram a existéncia de um anel
aromatico sem substituintes. No entanto, os sinais dos carbonos aromaticos em o 145,5, 6
134,8, 6 146,2 e 6 155,6 apresentaram-se desprotegidos, assinalando a existéncia de carbonos
oxigenados.

Os dois grupos metoxilicos que foram observados no espectro de RMN 'H (Figura
27, p. 66) exibiram deslocamentos quimicos em J 56,1 ¢ J 61,2. Sendo que o grupo
metoxilico em ¢ 61,2 encontrava-se em ambiente de impedimento estérico (GOTTLIEB &

NAGEM, 1977; CASTELAO, et al., 1977).



Com base nos dados espectroscopicos de hidrogénio e carbono, pode-se propor para

a substancia Kcusp 10, duas estruturas, (A) e (B) (Figura 25).

OMe OMe

OMe

(A) (B)

34-hidroxi-2,3-dimetoxixantona  3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona

Figura 32: Alternativas estruturais da substancia Kcusp 10.

Analisando as duas estruturas propostas, (A) e (B), e comparando-as com dados
relatados na literatura (CASTELAO, et al., 1977; MINAMI, et al., 1993; KIJJOA, et al.,
2000; KATO, et al., 2004; SOUSA, 2005), percebeu-se que os valores de deslocamentos
quimicos dos carbonos das estruturas propostas, (A’) e (B’), s3o concordantes, com exce¢ao

dos carbonos do anel A do esqueleto xantonico (Figura 26) (CASTELAO, et al., 1977).

116,7 ppm 111,6 ppm

( 95,5 ppm ( 99,8 ppm
Q 149,8 ppm 0 146,7 ppm

OMe OMe

Figura 33: Alternativas estruturais da substancia Kcusp 10, com os deslocamentos quimicos
de carbono.



Esta diferenca nos valores de deslocamentos quimicos das estruturas dos
regioisomeros (A’) em ;C-4a, C-3 e C-1 e em (B’) em; C-2, C-4 ¢ C-8b, ocorrem devido ao
efeito fortemente ativante do grupo hidroxilico nas posi¢des orto/para (GOTTLIEB &
NAGEM, 1977; CASTELAO, et al., 1977). Examinando simultaneamente estes dados e os
confrontando com os obtidos na substancia Kcusp 10 (Tabela 10, p. 65), pode-se confirmar
que a estrutura (B) corresponde a feigdo estrutural da substancia isolada, uma vez que a
mesma exibiu para o C-1 sinal 6 100,4 ¢ o C-8b em o 113,6. Os dados espectroscopicos
completo encontram-se na Tabela 10 (p.65).

A substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona trata-se de uma xantona ja descrita na
literatura, inclusive em algumas espécies de Kielmeyera, como a K. lathrophyton (SOUSA,
2005) estudada pelo grupo GESNAT, K .rubriflora (GOTTLIEB et al., 1971), K .speciosa
(OLIVEIRA et al., 1968) e K. coriacea (PIMENTA et al., 1964).



Tabela 11: Dados de RMN 'H e¢ RMN C da substancia 3-hidroxi-2,4-
dimetoxixantona (Kusp 10) comparada com dados da literatura
(CASTELAO, et al, 1977; SOUSA, 2005) [§ (ppm); multiplicidade (m); J
(Hz); integracao].

3-hidroxi-2.4-dimetoxixantona

Posicdes Kcusp 10 (CASTELAO, et al, 1977; SOUSA, 2005) &
1SC 1H 13C 1H
1 100,4 7,47 s 1H 99.8 7,54 s 1H
2 145,5 - 146,7 -
3 145.9 - 149,1 -
4 134,8 - 135,0 -
4da 146,2 - 146,1 -
4b 155,6 - 155,1 -
5 117,7 7,53 dl 84 1H 117,8 7,58 d 8,4 1H
6 133,7 7,67 dt 8,9/6,5/1,4 1H 134,0 7,72 dt 8,4/6,9/1,8 1H
7 123.5 7,34 ¢ 10,0 1H 123,7 7,41 dt 8,4/6,9/1,2 1H
8 126,1 8,29 dd 8,0/1,7 1H 125,6 8,35 dd 7,8/1,2 1H
8a 121,0 -—- 120,7 -
8b 113,6 -—- 111,6 -
9 175,7 -— 174,1 -
OH-3 - 6,03 s 1H - -—
H;CO-2 56,1 397 s 3H 55,8 4,03 s 3H
H;CO-4 61,2 4,05 s 3H 60,8 4,13 s 3H

? Solvente utilizado na analise CDCl;.
®Solvente utilizado na anélise DMSO-dg.
¢ Solvente utilizado na analise CDCl; + gotas de DMSO-dg.
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Figura 34: Espectro de RMN 'H da substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona [300 MHz, &
(ppm), CDCl; + gotas de DMSO-dg].
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Figura 35: Espectro de RMN 'H da substincia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona [300 MHz, &
(ppm), CDCl; + gotas de DMSO-dg].
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Figura 36: Espectro de RMN "°C da substancia 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona [75MHz, &
(ppm), CDCl; + gotas de DMSO-dg].



4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS.

Os bioensaios foram realizados com o extrato em hexano e a fase DCM do caule da
K .cuspidata. A CIM foi realizada apenas com a fase DCM.

Inicialmente foi realizada a bioautografia como avaliagdo qualitativa do potencial das
amostras frente a inibi¢do dos microrganismos. Oito microrganismos foram testados, sendo
quatro bactérias gram (+) (B. subtilis, S. aureus, M. luteus e S. mutans), duas gram (-) (E. coli
e S. choleraesuis) e um fungo (A4. niger).

Analisando a Tabela 11, pode-se perceber que o extrato em hexano apresentou
atividade contra as bactérias gram (+), B. subtilis, S. aureus e S. mutans. Ja a fase
diclorometano, apresentou atividade apenas contra S. aureus. A atividade antimicrobiana no
extrato em hexano pode estar associada ao sinal de hidrogénio 6 18-20. Esse sinal pode estar
relacionado a derivado de fluoroglucinol, isolado pela primeira vez na K. coriaceae (SOUSA,

2005)

Tabela 12: Resultado da bioautografia dos extratos em hexano e da fase diclorometano.

Microrganismo Extrato Fase
em hexano diclorometano
Bacillus subtilis ATCC 6633 + -
Sthaphylococcus aureus ATCC 6538 + +
Micrococcus luteus ATCC 10240 - -
Streptococcus mutans ATCC 5175 + -

Escherichia coli ATCC 94863 - -
Salmonella choleraesuis ATCC 14028
Aspergillus niger ATCC 16404 - -

No teste de sensibilidade a antibidticos CIM, a fase diclorometano foi submetida a
atividade antimicrobiana para os microrganismos, B. subtilis, S. aureus, S. mutans, M. lutus,
E. coli, P. aeruginosa, S. choleraesuis.

A fase diclorometano foi seletiva para as bactérias gram (+), apresentando baixos
valores de concentracao da amostra. Verifica-se na Tabela 2, que a amostra analisada mostrou
um potencial efeito inibitério contra M. lutus exibindo uma concentragio de 7,8 pg.mL’

frente a 3,9 ug.mL™' do cloranfenicol, antibiético utilizado como controle positivo.



Tabela 13: Resultado da Concentragao Inibitoria Minima da fase diclorometano.

Microrganismo Fase diclorometano  Cloranfenicol
(ug.mL™) (ug.mL™)
Bacillus subtilis ATCC 6633 15,6 3,9
Sthaphylococcus aureus ATCC 6538 31,2 7,8
Streptococcus mutans ATCC 5175 31,2 39
Micrococcus luteus ATCC 10240 7,8 39
Escherichia coli ATCC 94863 > 500 3.9
Pseudomonas aeruginosa > 500 62,2

Salmonela choleraesuis ATCC 14028 > 500 39




6 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho apresentado descreve o primeiro estudo fitoquimico do caule da
espécie Kielmeyera cuspidata (Clusiaceae). Espécie esta, que foi coletada na Chapada
Diamantina, em uma regido de campo rupestre. O recente trabalho resultou na identificagdo
de dez substancias, sendo uma mistura de esterdides (3-o-acetil-sistosterol e 3-o-acetil-
estigmasterol) e de triterpenos (o € B-amirina), assim como o isolamentos de seis xantonas
(1,6-diidroxi-3,5-dimetoxixantona, 2,3-metilenodioxixantona, 4-hidroxi-2,3-
metilenodioxixantona, 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona). Sendo que as substancias
identificadas sdo comumente encontradas no género Kielmeyera.

Houve também a realizacdo de ensaios biologicos com os extratos — hexanico,
metanolico, fase diclorometano e fase acetato de etila (ambas provenientes da particdo do
extrato metanolico) — os quais

Apenas algumas fracdes da fase diclorometano foram estudadas, ficando ainda as
demais fragdes além do extrato da fase acetato de etila. O extrato hexanico também pode ser
melhor analisado uma vez que o mesmo apresenta sinais em 18 ppm e 19 ppm, provavelmente
de grupos hidroxilicos (presente em enonas ou fenois) em ligagao de hidrogénio. Os mesmos
sinais foram observados na Kielmeyera lathrophyton e Kielmeyera coriacea (ambas coletadas
na Chapada Diamantina). Em recente defesa de tese , a investigagdo quimica do extrato
hexanico do caule da Kielmeyera coriacea resultou na obtengdo de duas substancias, as quais,
apo6s analise dos espectros de RMN uni e bidimensionais sugeriram tratar-se de derivadas do
floroglucinol, contudo os dados ndo foram suficientes para a total elucidagdo das estruturas
(SOUSA, 2005). A presenca desta classe de substancia pode ser observada devida presenca

dos sinais em 18 ppm e 19 ppm.
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