UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS
NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS

PgPNSB

CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO DE Krameria tomentosa
A.St.-Hil. (KRAMERIACEAE)

RODRIGO SILVA DE ANDRADE

JOAO PESSOA-PB
2020



RODRIGO SILVA DE ANDRADE

CONTRIBUIGAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO DE Krameria tomentosa
A.St.-Hil. (KRAMERIACEAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal da
Paraiba, em cumprimento as exigéncias
para obtencdo do titulo de mestre em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.
Area de concentracgao:
Farmacoquimica.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Marcelo Sobral da Silva

JOAO PESSOA - PB
2020



Catalogagdc na publicagéo
Segic de Catalogagioc e Classificagée

R6%96c Rodrigo Silwa de Andrade.

Contribuigio ao conhecimento fitoguimico de Krameria
tomentosa A.S5t.-Hil. (Krameriaceae) / Rodrigo Silwva de
Andrade. - Joao Pessoca, 2020.

147 £. = il.

Orientagdo: Marcelo Scbral Da Silva.
Dissertagic (Mestrado) - UFPB/CCE.

1. Krameria tomentosa. Z. Krameriaceae. 3. Lignoides.
4, Neolignanas. I. Da S5ilva, Marcelo Scbral. II. Titulo.

UFPE/BC




RODRIGO SILVA DE ANDRADE

CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO DE Krameria tomentosa

Aprovado em 10/02/2020.

A.St.-Hil. (KRAMERIACEAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal da
Paraiba, em cumprimento as exigéncias
para obtencdo do titulo de mestre em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.
Area de concentragao:
Farmacoquimica.

BANCA EXAMINADORA

q

Prof. Dr. Mgrcelo Sobral da Silva
(Universidade Federal da Paraiba)
Orientador

L. HL0R0

Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho
(Universidade Federal da Paraiba)
Examinador interno

Profa. Dra. Renata Mendonca Araljo

(Universidade Federal do Rio Grande do Norte)

Examinadora externa



AGRADECIMENTOS

A Deus, por tudo que ele me deu e por sempre estar presente nos momentos
mais dificeis.

Aos meus pais, Maria das Gracas e José Carlos, por tudo que fizeram e
fazem por mim, pela educacdo que me deram, por abdicarem de muita coisa para
me dar uma vida que eles nao tiveram, e por me incentivar a estudar, pois sem isso
eu jamais teria chegado até aqui.

Aos meus irmaos, Isaias e Luciana, pelo apoio, carinho, incentivo e amizade
gue sempre tiveram comigo.

A minha Madrinha, Virginia (Tia Fia), pelo seu amor incondicional e por
sempre acreditar em mim, além de ser uma segunda mae para mim.

A minha prima Telma, por sempre me apoiar € me incentivar nos estudos.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Marcelo Sobral, por ter me orientado neste
trabalho, pelos ensinamentos diarios e toda ajuda.

Ao Prof. Dr. Josean Fechine Tavares, pela sua ajuda fundamental neste
trabalho, pelos ensinamentos diarios e também por me ensinar a ser uma pessoa
mais justa e humilde, qualidades que admiro muito nele.

A toda equipe que faz parte do Laboratdrio Multiusuério de Caracterizagéo e
Andlises (Equipe SFCB), Ana Rita, Gabriela, Ranna, Pedro, Jociano, Arthur, Laisla,
Natan, César, Edileuza, Joanda, Juliana, Marcio, Thallison, Yuri, Lucas, Nikole,
Emilly, Rose, Vicente, Madalena e Thiago pela boa convivéncia e por toda ajuda nos
experimentos e nas corre¢des dos trabalhos.

A Kaio Aragdo Sales, por toda ajuda desde a iniciacdo cientifica até o
mestrado, um amigo que sempre esteve pronto para me ajudar e dar conselhos néo
importa a ocasiao.

A Anderson Angel, por ser essa pessoa de grande coracdo sempre disposta a
ajudar qualquer pessoa, pelos seus ensinamentos e amizade.

A Diego lgor, por toda ajuda, amizade e cumplicidade, sempre presente
durante essa jornada, sempre disposto a me ajudar em tudo.

A Indyra Figueiredo, por estar sempre ao meu lado, por sempre me escutar
guando precisei, por sempre me dar conselhos, por sempre me ajudar sem nem
pensar e por eu ter a certeza que eu sempre poderei contar com ela pra o que eu

precisar.



A minha turma de mestrado, pela amizade, ajuda e pelos momentos de
descontracdo. Em especial ao pessoal da Farmacoquimica, Natalia, Marina, Ana
Rita, Ranna, Thallison, Natan e Gabriela. Torco muito pelo sucesso de cada um.

Aos técnicos e funcionarios do Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM), Junior, Evandro, Marcelo, Socrates, Nonato, Rose e Carol
por toda amizade e ensinamentos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQq),
pelo apoio financeiro durante os dois anos de mestrado.

A Universidade Federal da Paraiba, instituicdo responsavel pela minha
formacéao profissional desde a graduacgao.

Ao Centro de Ciéncias da Saude (CCS), ao Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) e ao Programa de Pds-graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB), pelo apoio fisico e institucional.

A todos que, de maneira direta ou indireta, contribuiram para a producao
deste trabalho.

Muito Obrigado!

Rodrigo Silva de Andrade



RESUMO

ANDRADE, R. S. Contribuicdo ao conhecimento fitoquimico de Krameria
tomentosa A.St.-Hil. (Krameriaceae). Jodo Pessoa, 2020. 147p. Dissertacdo de
Mestrado - Programa de Pds-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos. Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba.

A familia Krameriaceae é composta por um unico género, Krameria Loef., o qual
possui 18 espécies distribuidas principalmente em regides tropicais da América do
Norte, Central e do Sul. Dentre essas, a espécie Krameria tomentosa A. St.-Hil, é
conhecida popularmente como “carrapicho”, sendo amplamente distribuida no
Nordeste brasileiro e utilizada na medicina popular para o tratamento da diarreia e
Ulceras, além da prevencao de hemorragias gengivais e vaginais. Estudos anteriores
com esta espécie evidenciaram a presenca de neolignanas de interesse
farmacoldgico. Além disso, K. tomentosa ja foi avaliada quanto a sua toxicidade, e a
nor-neolignana isolada desta espécie, a 2-(2'-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-5-(E)-
propenilbenzofurano apresentou efeito vasorrelaxante em aorta de rato, destacando
a espécie como promissora para a continuidade dos estudos. Portanto, optou-se
neste trabalho, continuar o estudo de K. tomentosa, de modo a ampliar o seu
conhecimento fitoquimico e possibilitar a realizacdo de estudos farmacoldgicos das
substancias obtidas. Para isso, as raizes de K. tomentosa foram coletadas no
municipio de Santa Rita-PB, e foram submetidas a processos de secagem,
pulverizacdo, extracdo, particAo e cromatografia para isolamento dos seus
constituintes quimicos. As substancias isoladas foram identificadas através de
métodos espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear de *H e *C uni e
bidimensionais, infravermelho, espectrometria de massa e por comparagcbes com a
literatura. O presente estudo resultou no isolamento e identificagdo de oito
substancias e duas misturas. Sendo, uma mistura dos epimeros do multifidol
glicosideo e uma mistura do (-)-siringaresinol e p-hidroxi-benzaldeido, relatados pela
primeira vez na familia Krameriaceae, além da substancias (2S,3S,4R,16E)-2-[(2'R)-
2’-hidroxinonadecanoilamino]-heneicosadec-16-en-1,3,4-triol e 2,4-bis(2-fenilpropan-
2-il) fenol, isoladas pela primeira vez na familia Krameriaceae; a neolignana (2R,3R)-
2,3-diidro-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-metil-(E)-propenilbenzofurano e o polimero
ciclico kramecina, relatados pela primeira vez nesta espécie. Além destas, foram re-
isoladas as substancias ottomentosa, sobralina, 2-(2'-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-5-
(E)-propenilbenzofurano e 2-(2’,4’-diidroxifenil)-5-(E) propenilbenzofurano. Assim,
este trabalho contribuiu com o conhecimento quimiotaxonbmico da familia
Krameriaceae e da espécie Krameria tomentosa, além de fornecer substancias para
investigacdes dos seus potenciais farmacolégicos.

Palavras-chave: Krameria tomentosa. Krameriaceae. Lignoides. Neolignanas.



ABSTRACT

ANDRADE, R. S. Contribution to the phytochemical knowledge of Krameria
tomentosa A.St.-Hil. (Krameriaceae). Jodo Pessoa, 2020. 147p. Master's Thesis -
Postgraduate Program in Natural and Bioactive Synthetic Products. Health Sciences
Center, Federal University of Paraiba.

The Krameriaceae family is composed of a single genus, Krameria Loef., which has
18 species distributed mainly in tropical regions of North, Central and South America.
Among these, Krameria tomentosa A. St.-Hil, popularly known as “carrapicho” being
widely in northeastern Brazil, and used in folk medicine to treat diarrhea and ulcers,
in adidtion to preventing of gingival and vaginal hemorrhages. Previous studies with
this species have shown the presence of neo-lignans of pharmacological interest.
Furthermore, K. tomentosa has already been evaluated for its toxicity, and the
isolated norneolignan of this species, the 2-(2'-hydroxy-4',6'-dimethoxyphenyl)-5-(E)-
propenylbenzofuran had an vasorelaxant effect in the rat aorta, highlighting this
species as promising for the continuity of its studies. Therefore, in this work, it was
decided to continue the study of K. tomentosa, in order to expand its phytochemical
knowledge and enable the realization of pharmacological studies of the substances
obtained. For this, the roots of K. tomentosa were collected in the municipality of
Santa Rita-PB, then were sequentially dried and pulverized and subjected to
extraction processes, partition and chromatography techniques to isolate their
chemical constituents. The isolated substances were identified by spectroscopic
methods such as infrared, *H and *3C uni and bidimensional nuclear magnetic
resonance, mass spectrometry and by comparisons with the literature. The present
study resulted in the isolation and identification of eight substances and two mixtures.
Being, a mixture of epimers from multifidol glucoside and a mixture of (-)-
syringaresinol and p-hydroxy-benzaldehyde that were first reported in the
Krameriaceae family, in addition to theses, the compounds (2S,3S,4R,16E)-2-[(2'R)-
2'-hydroxynonadecanoylamino]-heneicosadec-16-en-1,3,4-triol and 2,4-bis(2-
phenylpropan-2-yl)phenol, were isolated for the first time in the Krameriaceae family;
and still the neo-lignan (2R,3R)-2,3-dihydro-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-
methyl-(E)-propenylbenzofuran and the cyclic polymer kramecine, were first reported
in this species. In addition, ottomentosa, sobraline, 2-(2'-hydroxy-4',6'-
dimethoxyphenyl)-5-(E)-propenylbenzofuran and 2-(2',4'-dihydroxyphenyl)-5-(E)-
propenylbenzofuran were re-isolated in this species. Thereby, this work contributed
to the chemotaxonomic knowledge of the Krameriaceae family and to the species
Krameria tomentosa, in addition to providing substances for carrying out studies
about their pharmacological activities.

Keywords: Krameria tomentosa. Krameriaceae. Lignoids. Neolignans.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, os seres humanos utilizam produtos naturais como as
plantas, microorganismos e organismos marinhos para o tratamento de suas
enfermidades. Segundo registros, o uso de plantas pelos humanos como remédios
foi datado pela primeira vez ha pelo menos 60 mil anos, demonstrando que 0s
produtos naturais sdo a base para o tratamento das doencas humanas
(FABRICANT; FARNSWORTH, 2001; SHI et al, 2010; JAMSHIDI-KIA;
LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).

As plantas medicinais, de modo geral, sdo bem aceitas pela populacéo e sao
relatados poucos efeitos adversos importantes quanto ao seu uso. Tanto €, que 0s
medicamentos a base de plantas medicinais cresceram bastante em popularidade
nos ultimos anos ao redor do mundo (NASRI, 2016). Newman e Cragg (2016)
relataram que a maior parte dos medicamentos utilizados sdo produtos naturais ou
derivados destes, constatando que € indiscutivel a sua importancia na sociedade
moderna.

O termo planta medicinal refere-se a uma variedade de plantas que tem
propriedades medicinais. Estas constitutem uma fonte repleta de compostos que
podem ser usados para o desenvolvimento de novos farmacos (HASSAN, 2012).
Estes compostos sdo conhecidos como metabdlitos secundarios, e 0s principais
representates deles séo: lignoides, flavonoides, alcaloides, esteroides, terpenoides,
saponinas, taninos, acidos fendlicos, cumarinas, entre outros (AGATA et al., 2010;
NOVAES et al., 2013).

O Brasil esta situado em uma posicdo privilegiada quando se trata de
produtos naturais, pois, a biodiversidade deste pais € a mais completa do planeta,
possuindo cerca de 170 a 210 mil espécies, aproximadamente 13% do total no
mundo, e dentre estas, as plantas estdo representadas por 34.916 espécies das
quais 19.187 sao endémicas (LEWINSOHN; PRADO, 2005; COSTA; PERALTA,
2015; PRADO et al., 2015). Além disso, no Brasil existe um vasto uso popular de
plantas medicinais para o tratamento de doencas, contudo, na maioria das vezes, €
feito de forma empirica e sem critérios de qualidade, colocando em risco a eficacia e
seguranca terapéutica (BATISTA; VALENCA, 2012). Portanto, € evidente a
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necessidade de se realizar estudos a respeito de produtos naturais utilizados com
fins medicinais objetivando garantir sua melhor eficacia.

Neste contexto, a quimica de produtos naturais, a qual € a subarea mais
antiga da quimica organica (HENDRICKSON, 1965; TORSSELL, 1983), esta no seu
apice, tendo em vista que diversas abordagens estdo sendo utilizadas na pesquisa
devido a virtude de sua historia de expanséo nas areas de interdisciplinaridade com
a farmacologia, microbiologia, bioquimica, etnofarmacologia e medicina, visando a
descoberta de novas moléculas bioativas para serem utilizadas como farmacos ou
modelos para novos farmacos (BERLINCK et al., 2017).

Com a utilizacdo da quimica de produtos naturais, pode-se chegar ao mais
eficaz processo de extracdo e preparo além da regulacdo de doses dos produtos
naturais utilizados na medicina popular, de modo a aperfeicoar o uso destes
melhorando a eficicia e diminuindo a sua toxicidade, tendo em vista que esses dois
parametros sao 0s principais pontos a serem aprimorados na medicina tradicional.
Em seguida, comprovar cientificamente o uso popular e desenvolver medicamentos
a base destes produtos, gerando ndo apenas beneficios para a populacdo como
também lucro para a industria farmacéutica (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015).

A industria farmacéutica possui grandes interesses econdmicos sobre 0s
produtos naturais, tendo em vista que mais de 95% da biodiversidade mundial néo
foi avaliada quanto a suas propriedades biolégicas (MISHRA; TIWARI 2011).
Historicamente, os investimentos na pesquisa de produtos naturais trouxeram
excelentes resultados, tendo em vista que a cada ano os produtos fitoterapicos
movimentam cerca de 60 bilhdes de dolares ao redor do mundo, com uma taxa de
crescimento estimada entre 5 a 15% por ano. Essa crescente deve-se a maior
acessibilidade a estes produtos, pois para algumas pessoas, as drogas sintéticas
causam maiores efeitos prejudiciais e sdo mais caras em comparagado com produtos
a base de plantas medicinais, ainda que, por serem de origem natural, estes néo
estejam isentos de efeitos colaterais (NAOGHARE; SONG, 2010; DAVID;
WOLFENDER; DIAS, 2015).

A espécie Krameria tomentosa vem sendo estudada pelos pesquisadores do
Programa de Pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
(PPgPNSB), e nela ja foram identificados varios constituintes quimicos,
principalmente da classe dos lignoides (SILVA, et al., 2001; MADEIRO et al., 2012).
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Além disso, K. tomentosa ja foi avaliada quanto a sua toxicidade, e a nor-
neolignana isolada desta espécie, a 2-(2'-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-5-(E)-
propenilbenzofurano apresentou efeito vasorrelaxante em aorta de rato (CASTRO et
al.,, 2006; SANTOS, 2016), destacando a espécie como promissora para a
continuidade dos estudos.

Portanto, devido a importancia dos estudos fitoquimicos, optou-se neste
trabalho, continuar o estudo da espécie Krameria tomentosa, de modo a ampliar o
conhecimento sobre a mesma, buscando identificar substancias quimicas com o
intuito de descobrir possiveis novos farmacos, contribuindo com o conhecimento

quimico da sua familia e ampliando o trabalho ja desenvolvido no PPgPNSB.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento fitoquimico da familia Krameriaceae através

do estudo das raizes da espécie Krameria tomentosa A.St.-Hil.

2.2 Objetivos especificos

e |solar, purificar, identificar e/ou elucidar as estruturas quimicas dos constituintes
quimicos das raizes de Krameria tomentosa por meio de métodos
cromatograficos e espectroscopicos;

e Contribuir com o conhecimento quimico da espécie em estudo e da familia
Krameriaceae;

e Disponibilizar extratos, fracdes e substancias isoladas para realizacdo de

ensaios farmacoldgicos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracdes sobre a familia Krameriaceae e o género Krameria

A familia Krameriaceae € composta por um unico género, Krameria Loefl., o
qual possui 18 espécies, distribuidas nas regides da América do Norte, Central e do
Sul, e algumas nas regides ocidentais da india, e que crescem principalmente em
solos aridos e semiaridos (SIMPSON, 2007) (Figura 1). A maior parte das espécies
ocorre desde o sudoeste dos EUA até o leste do México, e no Brasil séo relatadas a
presenca de cinco espécies distribuidas ao longo dos estados do Norte, Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste, sempre em regides abaixo de 1500 m de altitude
(SIMPSON et al., 2004; SIMPSON, 2015).

Figura 1 - Mapa de distribuicdo geografica da familia Krameriaceae representada pelas
areas em amarelo.

o i ——
i _'“; ' 3 ;._ : _ ke o~ - el
Fonte: https://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Krameria

O género Krameria foi descrito por Loefling em 1758. Atualmente, de acordo
com estudos moleculares, foi constatado que Krameria € o Unico membro da familia
Krameriaceae, a qual esta incluinda na ordem Zygophylalles (SOLTIS et al., 2000;
SIMPSON et al., 2004; ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 2009). Porém, este

género ja foi enquadrado na familia Polygalaceae (JUSSIEU, 1789), depois em
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Fabaceae (TAUBERT, 1892) e por fim, s6 em 1959 que foi sugerido na familia
Krameriaceae (HUTCHINSON, 1959; CRONQUIST, 1988).

As espécies deste género, em sua maioria, sdo arbustos ou subarbustos de
0,5 até 1,5 m de altura, com excessao de Krameria cytisoides que pode chegar até 6
m de altura (SIMPSON, 1989; CARLQUIST, 2005). Possuem folhas verdes ou
castanhas, alternadas, espiraladas ou lanceoladas, suas flores sdo zigomorfas e o
calice possui 4 sépalas e corola geralmente com cinco pétalas dimorficas, seu fruto
€ do tipo ovoide, globoso cordiforme e possui espinhos lisos, longos ou curtos, ou
providos de gloquideos, com ou sem tricomas (FERNANDES et al., 2014).

A maioria de suas espécies sao conhecidas popularmente como “ratanha” ou
“carrapicho” e sdo muito conhecidas pelo seu poder adstringente, sendo utilizadas
na medicina tradicional para tratamento de problemas intestinais, menstruais, como
antisséptico bucal e para alguns tipos de cancer (SIMPSON, 1991; BRAGA, 2001;
SIMPSON, 2007). Suas espécies podem ser consideradas hemiparasitas e todas
elas sao polinizadas exclusivamente por abelhas fémeas do género Centris (Apidae)
(SIMPSON, 2007; GIANNINI et al., 2011). Essa especifidade pode estar relacionada
aos Oleos produzidos por suas glandulas florais (SIMPSON, 1989).

Do ponto de vista fitoquimico, ja foram isoladas diversas substancias neste
género (Quadro 1) e (Figura 2), onde se destacam os lignoides (neo-lignoides e
nor-neo lignoides) e taninos condensados (SIMPSON, 2007). Ainda foi relatada a
presenca de terpenos, esteroides e flavonoides (RAMIREZ-CISNEROS et al., 2012a;
SCHOLZ; RIMPLER, 1988; RAMIREZ-CISNEROS et al., 2012b).
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Quadro 1 - Algumas substancias isoladas em espécies do género Krameria.

Espécie Parte da Substancia isolada Referéncia
Planta
K. interior Raiz DOMINGUEZ et al., 1990
K. triandra BAUMGARTNER et al., 2011
HO OH

Meso-3,3’-didemetoxinectandrina B
K. lanceolata Raiz HO ACHENBACH et al., 1989
K. grayi OH ACHENBACH et al., 1995

X
H,CO
(E)-4-(2-hidroxi-2-(2-metoxi-5-(prop-1-en-1-il)fenil-propil-
fenol
K. cystisoides | Raiz 0 ACHENBACH et al., 1987a
K. interior DOMINGUEZ et al., 1990
K. lanceolata ACHENBACH et al., 1989
K. parvifolia OH 7 ACHENBACH et al., 1996
K. triandra ARONE et al., 1988
HO

Eritro-1-(4-hidroxifenil)-2-[4-(E)-propenilfenoxil]-propan-1-ol
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K. parvifolia Raiz HO ACHENBACH et al., 1996

HsCO
Zapotecol
K. Raiz \ ACHENBACH et al., 1987b
ramosissima
o)
H,CO OH

Rataniaphenol |

K. parvifolia Raiz ACHENBACH et al., 1996
K. interior ACHENBACH et al., 1990

HO OCH,4
4-(5-(3-hidroxipropil)-benzofuran-2-il)-3-metoxifenol
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K. cystisoides | Raiz ACHENBACH et al., 1987a
K. grayi ACHENBACH et al., 1995
K. sonarae DOMINGUEZ et al., 1992
OCHj
Licarina A
K. triandra Raiz OH SCHOLZ; RIMPLER, 1989

OH

OH

Epicatechin-(48,8)-4B-benzylthioepicatechin
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K. pauciflora Raiz RAMIREZ-CISNEROS et al.,
2012a
Cyclomargenol (1) R = OH
Cyclomargenol-3-O-B-cafeoil ester (2) R = CgHgO4
K. pauciflora Raiz RAMIREZ-CISNEROS et al,,

B-sitosterol

2012b
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K. pauciflora Raiz OH RAMIREZ-CISNEROS et al,
2012b
OH
Catequina
K. pauciflora Raiz OH CISNEROS et al., 2012b
OH
HO (0] \\\\\
o R
:/I/////OH

OH

Epicatequina (1) R=H
Epigalocatequina (2) R= OH

Fonte: Prépria do autor.
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3.2 Consideracdes sobre a espécie Krameria tomentosa A. St.-Hil.

A espécie Krameria tomentosa, conhecida popularmente como “carrapicho” é
nativa do continente Sul-Americano e ocorre no Brasil, Venezuela e Colémbia
(Figura 2), sendo encontrada principalmente em solos arenosos (SIMPSON, 1989;
AGRA et al., 2008; RAMIREZ et al., 2019). E amplamente distribuida no territorio
brasileiro, podendo ser encontrada nas regifes Norte, Centro-Oeste, Sudeste e no
Nordeste, onde ocorre em todos estados (SIMPSON, 2015).

Figura 2 - Mapa de distribuicdo geogréafica da espécie Krameria tomentosa representada
pelas &reas em amarelo.

Fonte: https://www.discoverlife.org/mp/20m~?kind=Krameria+tomentosa

Fernandes et al. (2014) descrevem Krameria tomentosa (Figura 3) como um
subarbusto ou arbusto ereto, medindo até 1,5 m de altura com ramos tomentosos.
Folhas lanceoladas a oblongas, peciolo de 3-8 mm de comprimento; lamina
esverdeada, apice mucronado, tomentosa em ambas as faces. Flores vinaceas a
roxas, pedicelo articulado com 4-5 mm de comprimento, bractéolas inseridas acima
da base do pedicelo lineares, 3—-4 x 0,5-1 mm; sépalas obovais, tomentosas na face
abaxial, 7,1-8,5 x ca. 5 mm; pétalas adaxiais 6—7 mm comprimento, estreito-
oblanceoladas, conatas, apice agudo, as abaxiais 3,5-4 x 1,8-2,5 mm, oblongas;
estames 4, didinamos, filetes do par maior 4,6-5,5 mm compr., filetes do par menor
3-4,3 mm compr.; gineceu 5-5,5 mm compr., ovario tomentoso, com espinhos,

estilete 2,1-3 mm compr. Frutos globosos, 4,4-5,5 mm diam. (excluindo espinhos),
32



FUNDAMENTACAO TEORICA

pubescentes, mais de 50 espinhos de 2-4,8 mm compr., densamente distribuidos,
com gloquideos do apice até a por¢cdo mediana.

Figura 3 - Krameria tomentosa A. St.-Hil.

puza,Francisco V.

Souza,Frane

A) Planta inteira B) Flores e Folhas
Fonte: http://faunaefloradorn.blogspot.com/2017/06/carrapicho-de-cavalo-krameria-tomentosa.html

As raizes desta espécie sdo utilizadas na medicina popular na forma de
decocto como antidiarreico e topicamente contra Ulceras vaginais (AGRA et al.,
2008). Quanto aos estudos farmacologicos, ja foi feita a avaliacdo de sua toxicidade
sobre o sistema reprodutor de ratos e ratas (SANTOS, 2016), potencial antioxidante,
antimicrobiano e antineoplasico (MELO, 2018), e o efeito vasorrelaxante da nor-
neolignana isolada desta espécie, a 2-(2-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-5-(E)-
propenilbenzofurano em aorta de rato (CASTRO et al., 2006).

Em relacdo aos estudos fitoquimicos desta espécie, foram realizados apenas
dois estudos, um por Silva et al. (2001) no qual foi possivel isolar e elucidar uma
trinorlignana inédita na literatura, além da identificagdo de outras quatro neolignanas.
O outro estudo, realizado por Madeiro et al. (2012) resultou no isolamento e
elucidacéo de cinco neolignanas, duas delas com estruturas inéditas na literatura. As

substancias identificadas nestes estudos podem ser vistas nas figuras 4 e 5.
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Figura 4 - Substancias isoladas na espécie Krameria tomentosa (SILVA et al., 2001).
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Figura 5 - Substancias isoladas na espécie Krameria tomentosa (MADEIRO et al., 2012).

° x

AN HsCO

(1) Ottomentosa

H;CO

Ry

o

(3)R=H; R2=0H

_ X _ OCH;
R, (9R=CH;R2=H Ho

(3) Eupomatenoide 6
(4) Dihidrocaritidina OCH,
(5) 2-(2',4’-dihidroxifenil)5-(E)-propenilbenzofurano
Fonte: Adaptado de Madeiro et al. (2012).
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3.3 Consideracdes gerais sobre os constituintes quimicos isolados de
Krameria tomentosa A. St.-Hil.

3.3.1 Consideracdes sobre compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam uma ou
mais hidroxilas ligadas a um anel benzénico. Os fenois podem apresentar-se na sua
forma simples, que sdo aqueles que possuem apenas uma hidroxila ligada a um
anel aromatico ou em sua forma mais complexa, quando possuem multiplos anéis
aromaticos com uma ou mais de uma hidroxila ligada a esses. Geralmente sdo mais
acidos que os alcoois tradicionais, sendo oxidados mais rapidamente, justificando
assim sua Otima capacidade de doar H® para estabilizar espécies reativas de
oxigénios (ARCHELA; ANTONIA, 2013; FOTI; AMORATI, 2016).

Mais de 8000 compostos fendlicos ja foram identificados em plantas, estando
disponiveis principalmente em frutas citricas, frutas vermelhas, legumes, vegetais e
outras plantas. De modo geral, eles atuam como metabdlitos secundarios para
protecdo contra luz ultravioleta, insetos, virus e bactérias. Desta forma, entende-se
gue sua producdo pode ser aumentada caso a planta encontre-se em um ambiente
repleto de predadores e patdgenos ou que gere algum tipo de estresse para a
mesma (ANGELO; JORGE, 2007; DAI; MUMPER, 2010; HELENO et al., 2015).

Os compostos fendlicos, em sua maioria, sdo oriundos das rotas
biossintéticas do &cido chiquimico e via mista. Os principais compostos fendlicos
presentes em plantas sdo os &cidos fendlicos (a&cidos hidroxibenzoicos,
hidroxicinamicos e seus derivados), flavonoides, cumarinas, taninos, lignoides e
seus derivados (DAI; MUMPER, 2010; ALUDATT et al., 2017; HELENO et al.,
2015). No quadro 2, podem ser vistos as principais classes de compostos fendlicos

relatadas na literatura.
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Quadro 2 - Principais classes de compostos fendlicos.

Esqueleto carbdnico basico Classe

Ce Fendis simples

Ce-C Acidos Fendlicos

Cs-Co Acetofenonas e acidos fenilaceticos
Ce-C3 Fenilpropanoides, cumarinas e cromonas
Cs-Cy Naftoquinonas

Cs-C-Cs Xantonas

Cs-Co-Cs Estilbenos e antraquinonas
Cs-C3-Cs Flavonoides

(C6-C3)2 Lignoides

(C6-C3)n Ligninas

(C6-C)n Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-Co)n Taninos Condensados

Fonte: Adaptado de Simdes et al. (2007).

Varios efeitos benéficos a saude tém sido atribuidos aos compostos fendlicos,
logo, varios pesquisadores tém direcionado suas atencfes aos estudos bioldgicos e
farmacoldgicos destes compostos (VICENTE, et al., 2014; SCHERER; GODOQY,
2014). Dentre estes efeitos, destacam-se: atividade antioxidante, antimicrobiana,
cardiovascular, citotéxica e de prevencdo ao Alzheimer (COLE et al.,, 2005;
RASMUSSEN et al., 2005; RADOJKOVIC et al., 2016; KOCKA et al., 2018;
ONITSUKA et al., 2019). Demonstrando que além das suas tradicionais atividades
como antioxidante, os compostos fendlicos possuem varias outras acdes
farmacoldgicas especificas no tratamento e prevencdo de doencas, solidificando a

importancia destes na pesquisa e desenvolvimento de farmacos e medicamentos.

3.3.2 Consideracg0des sobre lignoides

Os lignoides sdo uma classe de metabdlitos secundéarios oriundos do
acoplamento oxidativo de duas unidades fenilpropanicas (Ce-C3),, onde “n” é
limitado a poucas unidades (PAN et al., 2009; BARBOSA-FILHO, 2017). Essa classe

encontra-se amplamente distribuida no reino vegetal, apresentando importantes
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propriedades biol6gicas no desenvolvimento dos vegetais, e também como fonte
para o desenvolvimento de farmacos e medicamentos (BARBOSA-FILHO, 2017). Os
lignoides podem ser subdividos em 6 grupos: Lighanas, Neolignhanas, Alolighanas,
Norlignanas, Oligolignoides e Heterolignoides. Na literatura ja foram descritos
mais de 1000 lignoides, e desse total, 80% correspondem as lignanas e
neolignanas, constituindo os mais importantes dessa classe (TEPONNO; KUSARI,
SPITELLER, 2016; BARBOSA-FILHO, 2017).

Os lignoides séo originados a partir dos fenilpropanoides, e estes sao
oriundos da via do acido chiquimico. A biossintese dos fenilpropanoides (Figura 6)
ocorre a partir dos aminoécidos L-fenilalanina e/ou L-tirosina. A biossintese a partir
da L-tirosina é restrita a plantas da familia Poaceae, que possuem a enzima
especifica para transforma-la em acido p-cumarinico (DEWICK, 2009).

De modo geral, ocorre uma desaminacdo da L-fenilalanina catalisada pela
enzima fenilalanina amoénia-liase (FAL) formando o acido cindmico, que sofre uma
hidroxilagdo por uma enzima do citocromo P450 chamada cinamato 4-hidroxilase
para formar o acido p-cumarinico. Em seguida, ocorre uma série de reagfes de
hidroxilacdo e metilacdo seguindo um padrdo de substituicdo tipico da rota do
chiquimato, para formar os seguintes metabdlitos: acidos caféico, ferdulico,
5-hidroxiferdlico e sinapinico, bem como seus respectivos &lcoois, para que a partir
do acoplamento oxidativo destes, sejam formados os lignoides (DEWICK, 2009;
TEPONNO; KUSARI; SPITELLER, 20186).
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Figura 6 - Rota biossintetica dos fenilpropanoides.
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As lignanas e neolignanas podem ser diferenciadas quanto a sua origem.
Quando duas unidades Cs-C3 estao ligadas pela ligagéo entre os carbonos C-8 e C-
8’ 0 composto € chamado de lignana, enquanto que as neolignanas sao aqueles que
tém padrdes de acoplamento diferentes dessa ligacdo C-8 e C-8' (PAN et al., 2009).
Embora o seu esqueleto basico seja constituido por duas unidades fenilpropanicas,
as lignanas apresentam uma enorme variagao estrutural originada de vérios padrées
de ligacdo dessas unidades, e de acordo com isso podem ser classificadas em 8
tipos (Figura 7). J4 as neoligananas consistem em 15 tipos (Figura 8), que até o
momento, nem todas receberam a sua nomenclatura oficial (PAN et al., 2009;
TEPONNO; KUSARI; SPITELLER, 2016; PEREIRA, 2017).

Os lignoides apresentam funcdes de defesa para a planta contra predadores
e patégenos (PAN et al., 2009), além possuir varias atividades farmacologicas
significativas, como atividade antitumoral, anti-inflamatéria, antiparasitéaria,
imunossupressora, cardiovascular, antioxidante e antiviral (LEE; XIAO, 2003;
YAMAUCHI et al., 2004; LUIZE et al., 2006; ZHANG et al., 2008; GUTIERREZ et al.,
2012; CUI et al.,, 2013;). Essa ampla quantidade de efeitos farmacoldgicos,
combinados com a sua vasta diversidade estrutural, desencadearam Varios
trabalhos sintéticos que se baseiam em esqueletos de lignoides, visando a obtencéo
de novos farmacos (PAN et al., 2009).
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Figura 7 - Esqueletos carbbnicos de lignanas.
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Fonte: Adaptado de TEPONNO; KUSARI; SPITELLER (2016) e PEREIRA (2017).
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Figura 8 - Esqueletos carbbnicos de neolighanas.
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Fonte: Adaptado de TEPONNO; KUSARI; SPITELLER (2016) e PEREIRA (2017).
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3.3.3 Consideracfes sobre peroxidos e peréxidos ciclicos

Por definicdo, perdéxidos sdo compostos quimicos que possuem ligacdo O-O
na molécula (ARCURI, 1999). A maioria dos perdxidos sédo foto e termicamente
instaveis pelo fato de sua ligacdo O-O ser muito fraca e facilmente rompida por
metais ou bases. Em contrapartida, os peroxidos ciclicos, sdo altamente estaveis e
mesmo sobre condi¢cdes extremas ndo sao degradados. Um bom exemplo disso € o
perdxido ciclico artemisina (Figura 9), que pode ser fervida ou tratada com uma base
forte sem degradacéo da sua fungéo peréxido (RYDEN, 2010).

Na natureza ja foram isolados mais de 600 peroxidos sendo a maioria
ciclicos, pelo fato destes serem mais estaveis que os aciclicos. A maior parte dos
perdxidos ciclicos da natureza foram isolados de plantas e organismos marinhos.
Em plantas, a maioria ocorre na familia Asteraceae, ja em esponjas marinhas, séo
muito frequentes no género Plakortis e Plakinastrella. A presenca das funcbes
tipicas de peréxidos ndo é restrita a apenas um grupo de produtos naturais, ou seja,
ocorre em esqueletos de varias classes de metabdlitos secundarios, como
terpenoides, policetideos, fendlicos e alcaloides (DEMBITSKY; GLORIOZOVA;
POROIKOV, 2007; RYDEN, 2010; YONG et al., 2011). Alguns tipos de peroxidos
ciclicos podem ser vistos na Figura 9.

Na literatura é relatado que os peréxidos ciclicos possuem varios efeitos
biol6gicos como atividade antimalérica, citotoxica, antifungica e anti-inflamatoria
(YONG et al.,, 2011). Onde a gue mais se destaca € a excelente atividade
antimalarica da artemisina, constituindo um dos farmacos mais potentes disponiveis
no mercado e servindo como um composto modelo para a identificacdo e

desenvolvimento de novos farmacos com esta atividade (RYDEN, 2010).
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Figura 9 - Exemplos de peroéxidos ciclicos.
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3.3.4 Consideracfes sobre ceramidas

As ceramidas (Figura 10) sdo um grupo estruturalmente complexo e
heterogénico de esfingolipidios resultantes da condensacédo de uma base esfingoide
(esfingolipidios mais simples) e um acido graxo de cadeia longa através de uma
ligagdo amidica (NAFISI; MAIBACH, 2017). Essa condensacdo das bases
esfingoides pode levar a formagéo de varios tipos de ceramidas, sendo conhecidas
até o momento cerca de 200 em mamiferos (HANNUN; OBEID, 2011). As ceramidas
possuem diversas fungfes fisioldégicas, como precursora de outros esfingolipidios

mais complexos, mensageira celular, e ainda como molécula reguladora em
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processos inflamatorios, de angiogénese, neurodegeneracdo e morte celular
(NIXON, 2009; LI; BECKER; ZHANG, 2010; STANCEVIC; KOLESNICK, 2010;
MARKHAM et al., 2013).

Figura 10 - Estrutura basica de uma ceramida.
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/
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. \H/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
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Fonte: FREDI; TINOCO, 2015.

As ceramidas recebem sua nomenclatura a partir de qual tipo de base
esfingoide é combinada com o tipo de &cido graxo. Por exemplo, como na figura
acima, uma esfingosina combinada com um acido graxo com 20 &tomos de carbono
em sua cadeira principal deve ser nomeada como d18:1-20:0 [N-(eicosanoil)-esfing-
4-enina] (CHESTER, 1998). E permitido utilizar as nomenclaturas simplificadas
baseadas na nomenclatura convencional das bases esfingoides e dos &cidos
graxos. Dessa forma, a ceramida d18:1-20:0 [N-(eicosanoil)-esfing-4-enina] pode ser
chamada de N-palmitoil-esfingosina ou apenas esfingoceramida, enquanto as
ceramidas que possuem uma esfinganina podem ser chamadas de diidroceramidas
(FREDI; TINOCO, 2015).

A biossintese das ceramidas (Figura 11) tem origem semelhante a maior
parte dos esfingolipidios, que se inicia a partir da condensacdo da serina com o
palmitoil-CoA, através da acao da serina palmitoil-CoA transferase (SPT), formando
a 3-ceto-esfinganina que é reduzida pela acdo da 3-ceto-esfinganina redutase e
transforma-se em esfinganina, esta por sua vez, é a base para a formacéao de todos
os outros esfingolipidios (MARKHAN et al., 2013). As ceramidas sdo formadas a
partir da esfinganina, a qual sofre uma acilacdo pela enzima diidroceramida sintase
(CerS), formando a diidroceramida, que em seguida, é convertida em ceramida
através da acdo de uma desaturase (HANNUN; OBEID, 2011; FREDI; TINOCO,
2015).
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Figura 11 - Biossintese basica das ceramidas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais e equipamentos utilizados

A andlise, o fracionamento, o isolamento e a purificacdo dos constituintes
quimicos ocorreram por meio das técnicas de cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), cromatografia em coluna (CC) por exclusdo de tamanho,
cromatografia liquida de média pressdo (CLMP) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Para a realizagdo da CCDA, utilizou-se placas de silica gel 60 (PF254 ART
7749) da Merck®, na espessura de 0,25 mm, e para o sistema eluente, foram
utilizados solventes organicos como hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. As revelacfes
das substancias nas placas de silica gel foram executadas pela exposicao das
cromatoplacas a lampada de irradiacédo ultravioleta (UV) sob dois comprimentos de
onda (254 e 366 nm).

Para realizacdo da cromatografia em coluna por exclusdo de tamanho,
utilizou-se como fase estacionaria sephadex LH-20 da Merck® e como fase mével
metanol P.A.

A CLMP foi realizada utilizando um cromatégrafo BUCHI® com um sistema de
bomba e injetor de solventes e como fase estacionaria utilizou-se silica gel
(SiliaFlash® - F60 SiliCycle®, 40-63 pm, 230-400 mesh) e como eluentes foram
utilizados hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol puros ou em misturas
binarias. O fluxo utilizado em todas as andlises foi de 10 mL/min.

A CLAE em escala analitica foi realizada utillizando um aparelho
cromatografico da marca Shimadzu Prominence®, equipado por uma coluna de fase
reversa C-18 da marca Kromasil® modelo 100-5-C18 conectada a uma pré-coluna
C18, controlador de sistema modelo CBM-20A, bomba LC-20AT, injetor automatico
SIL-20A4t e detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A. Como fase mével foi
utilizada agua Milli-Q acidificada com acido formico (0,1%) e metanol grau HPLC. O
fluxo empregado para as analises foi de 0,6 mL/min, o volume de injecao foi de 20 pl

e as amostras foram preparadas na concentragcédo de 1 mg/mL.
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A CLAE em escala preparativa foi realizada utilizando um aparelho
cromatografico Shimadzu Prominence®, composto por controlador de sistema SLC-
10A vp, duas bombas LC-6AD, injetor manual e detector DAD SPD-M10A. Neste
aparelhou utilizou-se uma coluna de fase reversa C18 da marca YMC® modelo YMC-
Actus Triart C18. Como fase movel foi utilizada agua Milli-Q acidificada com &cido
férmico (0,1%) e metanol grau HPLC. O fluxo empregado para as analises foi de 8,0
mL/min e os volumes de injecédo foram de 100 e 200 pl.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H, *3C e bidimensionais,
foram obtidos em espectrometro da marca VARIAN-NMR-SYSTEM® e BRUKER®,
operando a 500 e 400 MHz respectivamente, localizados no Laboratério Multiusuéario
de Caracterizacdo e Analise (LMCA), da UFPB.

Os espectros de massas das substancias foram obtidos utilizando
espectrometros de massas de alta e baixa resolucdo da marca BRUKER®, modelo
micro TOF Il e lon-Trap AmazonX, respectivamente.

Os espectros em infravermelho foram obtidos utilizando um espectrofotémetro
da marca Shimadzu Prominence® FT-IR, modelo IR Prestige-21 IR Affinity-1 FTIR-
8400S.

Os procedimentos em cavitacao ultrassonica (ultrassom) foram realizados em
uma lavadora ultrassénica da marca Eco-sonics®, modelo Q13L/37 A.

As analises de rotacdo Optica foram determinadas em um polarimetro JASCO
P-2000, em cloroférmio para Kt-1 e metanol para Kt-4, e mediu-se o angulo de
desvio da luz polarizada, expressando o resultado em rotacao Optica ([a]p), calculado

por meio da formula:

[a]p® = rotacdo em graus x 100
comprimento da cubeta (cm) x concentragéo (g/100 mL)

4.2 Material vegetal

4.2.1 Coleta e identificagdao do material vegetal

As raizes da espécie Krameria tomentosa foram coletadas no municipio de
Santa Rita, estado da Paraiba, em junho de 2014. A identificacdo botanica do

material vegetal foi realizada pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra. Uma exsicata
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desta espécie encontra-se depositada no Herbéario Prof. Lauro Pires Xavier do
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN / UFPB) sob o cédigo 3271.
O estudo esta registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio

Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o numero A837A80.

4.2.2 Processamento do material vegetal e obtencdo do extrato etandlico bruto

(EEB) das raizes de Krameria tomentosa

As raizes de Krameria tomentosa foram pesadas e desidratadas em estufa
com ar circulante a temperatura média de 40°C durante 72 horas, em seguida foram
submetidas a um processo de pulverizacdo em moinho mecanico, obtendo-se 2,2 kg
do p6 da planta. O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a maceracéo
com etanol (EtOH) a 95% em um recipiente de aco inoxidavel, durante 72 horas.
Este processo foi repetido por trés vezes, obtendo-se uma solucdo extrativa. A
solucdo extrativa foi filtrada e em seguida concentrada em rotaevaporador sob
pressao reduzida a uma temperatura média de 40°C, para obter 380,0 g do extrato
etandlico bruto (EEB) (Esquema 1).

4.3 Fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB)

Uma parte do EEB (50 g) foi submetida a um desengorduramento com
hexano em agitador mecéanico durante 30 min (Esquema 1), com finalidade de
extrair os componentes mais apolares. Em seguida, o material foi filtrado e
separado. O filtrado hexanico foi concentrado em rotaevaporador sob presséo
reduzida a uma temperatura média de 40°C, obtendo-se 1,24 g da por¢do solivel
em hexano, codificada como fracdo hexanica (Fr. Hex) e 48,76 g do EEB
desengordurado.

O EEB resultante da filtragem foi solubilizado em uma solu¢cdo de MeOH:H,O
(500 ml, 7:3 v/v) obtendo-se uma solugéo hidroalcoolica, a qual foi submetida a uma
cromatografia liquido-liguido em uma ampola de separacéo utilizando os solventes
hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol em ordem crescente de
polaridade, e assim obtendo-se as solugbes extrativas referentes a cada solvente,

que foram tratadas com sulfato de sddio anidro para retirar o excesso de agua e em
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seguida filtradas. Apés isso, estas solugdes foram concentradas em rotaevaporador

sob pressdo reduzida a uma temperatura média de 40°C, fornecendo: 2,2 g da

segunda fase hexanica (Hex); 2,39 g da fase diclorometano (DCM); 7,9 g da fase

acetato de etila (AcOEt) e 20,5 g da fase n-butandlica (n-BuOH). (Esquema 1).

Esquema 1 - Obtencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB) das raizes de
Krameria tomentosa.

Raizes secas e pulverizadas

(2200 g)

Maceragao
EtOH 95% - 72 hp=
Rotaevaporacédo 40°C

EEB
(380 g)

EEB
(50 9)

Desengorduramento com
hexano

Filtracdo

EEB desengordurado
(48,76 g)

Fracédo soltvel em
hexano (Fr. Hex)

(1,24 9)

Solubilizagdo em 500 ml de
MeOH:H,O (7:3) e cromatografia =

liquido-liquido
| | | l
Fase Hex Fase DCM Fase AcOEt Fase n-BuOH
(2,29) (2,39 9) (799 (20,59)
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4.4 Processamento da fase diclorometano por cromatografia liquida de média
pressao (CLMP)

Uma aliquota de 2 g da fase diclorometano foi submetida a uma cromatografia
liquida de média pressdo (CLMP) utilizando cromatégrafo da BUCHI® e como fase
estacionéria silica gel (SiliaFlash® F60, 40-63 pm (230-400 mesh) em uma coluna
de vidro cilindrica de tamanho compativel com a quantidade de amostra utilizada.
Como eluentes foram utilizados os solventes hexano, cloroférmio (CHCI3), ACOEt
e MeOH em sistema gradiente e isocratico variando de acordo com o decorrer da
corrida. O fluxo da fase movel foi de 10 mL/min, sendo coletadas 14 fracbes de 125
mL cada, denominadas KTDO01-14, que foram concentradas em rotaevaporador sob
pressdo reduzida a uma temperatura média de 40°C. (Tabela 1).

As fragdes KTD-01, KTD-02 e KTD-06 foram encaminhadas para analise em
RMN de 'H e apresentaram sinais caracteristicos de neo-lignanas, logo, foram
selecionadas para serem submetidas a analise em cromatografia liquida de alta

eficiéncia, objetivando o isolamento e purificacdo dos compostos contidos nelas.

Tabela 1 - Dados do processamento cromatografico da fase diclorometano de K. tomentosa
em CLMP.

Sistema eluente

Fracoes

Hexano 8:2 CHCl;

KTD-01 (20,0 mg)

Hexano 6:4 CHCI;

KTD-02 (47,4mg)

Hexano 4:6 CHCI;

KTD-03 (330,6 mg)

Hexano 2:8 CHCl;

KTD-04 (64,0 mg)

CHCl,

KTD-05 (108,1 mg)

CHCI;8:2 AcOEt

KTD-06 (580,0 mg)

CHCI; 6:4 AcOEt

KTD-07 (486,5 mg)

CHCI; 4:6 AcOEt

KTD-08 (182,5 mg)

CHCI; 2:8 AcOEt

KTD-09 (112,2 mg)

AcOEt

KTD-10 (31,5 mg)

AcOEt 9:1 MeOH

KTD-11 (17,2 mg)

AcOEt 5:5 MeOH

KTD-12 (23,1 mg)

AcOEt 3:7 MeOH

KTD-13 (41,1 mg)

MeOH

KTD-14 (52,2 mg)
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4.4.1 Processamento das fracbes KTD-01, KTD-02 e KTD-06 por cromatografia
liquida de alta eficiéncia

As fracOes foram analisadas individualmente por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em escala analitica, de modo a desenvolver métodos eficientes e
em seguida transpor esses métodos para CLAE em escala preparativa para realizar
o isolamento dos compostos presentes nestas fracdes. Para realizar as analises por
CLAE em escala analitica, as amostras foram preparadas em uma solucdo de 1
mg/mL da amostra em metanol grau HPLC, que foi filtrada em seguida. A fase mével
das corridas, consistiram em um sistema gradiente dos eluentes agua milli-Q
acidificada e MeOH variando as proporcfes para cada método de analise.

A fracdo KTD-01 foi submetida a uma CLAE em escala analitica onde a fase
mavel consistiu em um sistema gradiente dos eluentes agua milli-Q acidificada (0,1%
acido formico) (bomba A) e MeOH (bomba B), onde a concentracdo de MeOH variou
inicialmente de 70% a 100% em um tempo de 100 min com fluxo de 0,6 mL/min e
leitura em 254 nm. Este método foi transposto para escala preparativa alterando
apenas o volume de injecdo (200 pl) e o fluxo da fase mével (8,0 mL/min).

20 mg da amostra foi solubilizada em MeOH grau HPLC, centrifugada a
15.000 rpm durante 5 min a 20°C, e posteriormente filtrada. Em seguida, foi
submetida a CLAE em escala preparativa, resultando na separacdo de 7 picos
principais, que foram coletados e concentrados em rotaevaporador sob pressao
reduzida a uma temperatura média de 40°C e que estao representados pelos seus
respectivos tempos de retencdo, podendo serem vistos na Figura 12. O pico com
tempo de retencdo de 82,095 min foi codificado como Kt-1, e o pico com tempo de
retencdo de 88,217 min foi codificado como Kt-2 e foram submetidos a analise por
RMN.

51



MATERIAIS E METODOS

Figura 12 - Cromatograma da fracdo KTD-01 obtido por CLAE-DAD preparativo em 254 nm.
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Fonte: Prépia do autor.

A fracdo KTD-02 foi submetida a uma CLAE em escala analitica onde a fase
movel consistiu em um sistema gradiente dos eluentes agua milli-Q acidificada (0,1%
acido formico) (bomba A) e MeOH (bomba B), onde a concentracdo de MeOH variou
inicialmente de 65% a 100% em um tempo de 85 min com fluxo de 0,6 mL/min e
leitura em 254 nm. Este método foi transposto para escala preparativa alterando
apenas o volume de injecéo (200 pl) e o fluxo da fase movel (8,0 mL/min).

Uma aliquota de 47 mg foi solubilizada em MeOH grau HPLC, centrifugada a
15.000 rpm durante 5 min a 20°C, e posteriormente filtrada. Em seguida, foi
submetida a CLAE em escala preparativa, resultando na separacdo de 7 picos
principais, que foram coletados e concentrados em rotaevaporador sob pressao
reduzida a uma temperatura média de 40°C e que estao representados pelos seus
respectivos tempos de retencdo, podendo serem vistos na Figura 13. O pico com
tempo de retencdo de 67,655 min foi codificado como Kt-3 e foi submetido a anélise
por RMN.
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Figura 13 - Cromatograma da fracdo KTD-02 obtido por CLAE-DAD preparativo em 254 nm.
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Fonte: Prépia do autor.

A fracdo KTD-06, como as outras, também foi submetida a uma CLAE em
escala analitica onde a fase mdvel consistiu em um sistema gradiente dos eluentes
agua milli-Q acidificada (0,1% acido formico) (bomba A) e MeOH (bomba B), onde a
concentracdo de MeOH variou inicialmente de 65% a 100% em um tempo de 60 min
com fluxo de 0,6 mL/min e leitura em 254 nm. Este método foi transposto para
escala preparativa alterando apenas o volume de injecéo (200 ul) e o fluxo da fase
movel (8,0 mL/min).

Uma aliquota de 350 mg foi solubilizada em MeOH grau HPLC, centrifugada a
15.000 rpm durante 5 min a 20°C, e posteriormente filtrada. Em seguida, foi
submetida a CLAE em escala preparativa, resultando na separacdo de 8 picos
principais, que foram coletados e concentrados em rotaevaporador sob pressao
reduzida a uma temperatura média de 40°C e que estdo representados pelos seus
respectivos tempos de retencdo, podendo serem vistos na Figura 14. O pico com
tempo de retengdo de 9,03 min foi codificado como Kt-4, o pico com tempo de
retencdo de 16,057 min foi codificado como Kt-5 e o pico com tempo de retencéo de

31,216 min foi codificado como Kt-6 e foram submetidos a andlise por RMN.
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Figura 14 - Cromatograma da fracdo KTD-06 obtido por CLAE-DAD preparativo em 254 nm.
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Fonte: Prépia do autor.

4.4.2 Processamento da fracdo KTD-07 por cromatografia liquida de média presséo

A fragcdo KTD-07 (450 mg) foi submetida a uma cromatografia liquida de

média pressdo (CLMP) utilizando cromatdografo da BUCHI® e como fase

estacionaria silica gel (SiliaFlash®- F60, 40-63 pum (230-400 mesh) em uma coluna

de vidro cilindrica de tamanho compativel com a quantidade de amostra utilizada.

Como eluentes foram utilizados os solventes hexano, CHCI;, AcOEt e MeOH em

sistema gradiente e isocratico variando de acordo com o decorrer da corrida. O fluxo

da fase moével foi de 10 mL/min, sendo coletadas 43 fracdes de 50 mL cada, que

foram concentradas em rotaevaporador sob pressdo reduzida a uma temperatura

média de 40°C e analisadas por CCDA e agrupadas de acordo com a similaridade

em 15 fracOes (Tabela 2 e Esquema 2). Destas fracoes, a fragcdo 13 precipitou-se

como um p6 amorfo branco quando em contato com o solvente acetona, em

seguida, retirou-se o sobrenadante e a fragdo 13 foi codificada como Kt-7 e

submetida a analise por RMN.
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Tabela 2 - Dados do processamento da fracdo KTD-07 em CLMP.

Sistema eluente Fracbes
CHCl; 01-02
CHCI; 9:1 AcOEt 03-06
CHCI;8:2 AcOEt 07-09
CHCI; 7:3 AcOEt 10-13
CHCI; 6:4 AcOEt 14-16
CHCI; 5:5 AcOEt 17-20
CHCl; 3:7 AcOEt 21-24
AcOEt 25-28
AcOEt 9:1 MeOH 29-32
AcOEt 7:3 MeOH 33-34
AcOEt 5:5 MeOH 35-38
AcOEt 4:6 MeOH 39-41
AcOEt 3:7 MeOH 42-43
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Esquema 2 - Fracionamento cromatografico da fragdo KTD-07 em CLMP.

KTD-07
(486,5 mg)

KTD-07
(450 mg)

CHCI;:AcOEt - AcCOEt:MeOH

CLMP

43 fragbes

CCDA ==

15 fracbes

01-02

03-06

07-09

10-12

13 (}.<t-7)!

14-15 ‘

16-17 18-20

21-24

25-27

28-31

32-34

35-36 \

37-40 \

41-43 \
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4.5 Processamento cromatogréfico da fase acetato de etila

A fase acetato de etila (4 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna por
exclusdo de tamanho utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria, e como
fase movel foi utilizado os solventes metanol e cloroférmio. Foram coletadas 14
fragcbes de 100 ml cada, que foram concentradas em rotaevaporador sob pressao
reduzida a uma temperatura média de 40°C e analisadas por CCDA, em seguida,
foram reunidas de acordo com seus fatores de retencdo em 8 fracdes (Tabela 3 e
Esquema 3). A fracdo 01 apresentou-se com carater oleoso, diferente das demais,
assim, foi encaminhada para analise em RMN de 'H e selecionada para analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia, objetivando o isolamento e purificacdo dos

compostos contidos nela.

Tabela 3 - Dados do processamento cromatografico da fase acetato de etila.

Sistema eluente Fracbes
MeOH 01
MeOH 02
MeOH 03
MeOH 04
MeOH 05
MeOH 06
MeOH 07
MeOH 08
MeOH 09
MeOH 10
MeOH 11
MeOH 12
MeOH 7:3 CHCl; 13
MeOH 1:1 CHCls 14
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Esquema 3 - Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila.

Fase AcOEt
(7.99)

Fase AcOEt
(49)

Sephadex-LH20
MeOH/ MeOH:CHCl,

14 fracbes

CCDA

8 fracbes

01

02

03-05

06-07

08-09

10-11

12

13-14
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4.5.1 Processamento da fracdo 01 da fase acetato de etila por cromatografia liquida

de alta eficiéncia

A fracdo KTAO-01 foi submetida a uma CLAE em escala analitica onde a fase
movel consistiu em um sistema gradiente dos eluentes agua milli-Q acidificada (0,1%
acido formico) (bomba A) e MeOH (bomba B), onde a concentracdo de MeOH variou
inicialmente de 20% a 100% em um tempo de 110 min com fluxo de 0,6 mL/min e
leitura em 254 nm. Este método foi transposto para escala preparativa alterando
apenas o volume de injecdo (200 pl) e o fluxo da fase mavel (8,0 mL/min).

Uma aliquota de 310 mg foi solubilizada em MeOH grau HPLC, centrifugada a
15.000 rpm durante 5 min a 20°C, e posteriormente filtrada. Em seguida, foi
submetida a CLAE em escala preparativa, resultando na separacdo de 9 picos
principais, que foram coletados e concentrados em rotaevaporador sob presséo
reduzida a uma temperatura média de 40°C e que estdo representados pelos seus
respectivos tempos de retencdo, podendo serem vistos na figura 15. O pico com
tempo de retengéo de 43,910 min foi codificado como Kt-8, e o pico com tempo de
retencdo de 97,182 min foi codificado como Kt-9 e foram submetidos a anélise por
RMN.

Figura 15 - Cromatograma da fracdo 01 da fase acetato de etila, obtido por CLAE-DAD

preparativo em 254 nm.
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4.6 Processamento da fase n-butandlica

A fase n-butandlica foi submetida a uma andlise preliminar por RMN de *H, na
qgual se destacaram no espectro, sinais de uma substancia majoritaria. Dessa forma,
850 mg da fase foi submetida a uma extracdo por ultrassom utilizando solvente
MeOH puro. A solucdo obtida, foi concentrada em rotaevaporador sob presséo
reduzida a uma temperatura média de 40°C, fornecendo 105 mg de um pé marrom

escuro que foi codificado como Kt-10 e encaminhado para analise por RMN.

4.7 Caracterizagao estrutural dos compostos isolados

A identificacdo ou elucidacéo estrutural das substancias isoladas foram feitas
através da andlise dos espectros de RMN de 'H e *C, com técnicas uni e
bidimensionais (HMBC, HMQC e COSY). As amostras para andlise foram
preparadas utilizando solventes deuterados da marca Cambridge Isotope
Laboratories: Cloroférmio deuterado (CDCls), Acetona deuterada (CD3COCDs3),
piridina deuterada (CsDsN) e Metanol deuterado (CD30D).

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm)
e as constantes de acoplamento (J) em Hz, referenciados para 0s sinais
caracteristicos de 'H e *C dos solventes utilizados. Para os espectros de *H em
CDCl3 (64 7,24 ppm); CD3COCD3 (04 2,05 ppm); CsDsN (84 7,58 ppm); DMSO-ds (04
2,50 ppm) e CDsOD (34 3,31 ppm). Para os espectros de RMN de *°C, os
deslocamentos quimicos foram referenciados em CDClz (8¢ 77,160 ppm);
CD3COCD3 (8¢ 206,260 ppm); CsDsN (8¢ 135,910 ppm); DMSO-dg (8¢ 39,520 ppm)
e CD30D (6¢ 49,0 ppm).

Os espectros em infravermelho (4000 a 400 cm™), foram obtidos com
frequéncia medida em cm™, feitos em pastilha de KBr, utilizando-se de 1 a 3 mg da
amostra.

Os espectros de massas das substancias foram feitos a partir da dilugdo das
amostras em metanol ou acetonitrila grau HPLC. As amostras foram analisadas

utilizando a técnica de lonizagéo por Eletrospray (ESI) no modo positivo ou negativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Determinacéao estrutural de Kt-1

A substancia codificada como Kt-1 foi isolada na forma de um o6leo incolor,
pesando 2,1 mg. Seu espectro de massas de alta resolu¢do obtido por ESI-MS no
modo positivo (Figura 17), mostrou o pico da molécula protonada em m/z 281,1526
[M+H]" compativel com a formula molecular C19H,;0- (calc. 281,1536).

No espectro de RMN de *3C - BB (125 MHz, CDsCOCDs) (Figuras 18, 19 e
20), observou-se a presenca de 17 sinais correspondentes a 19 atomos de carbono.
Estes sinais foram atribuidos a 5 carbonos ndo hidrogenados, sendo 2 oxigenados,
11 a carbonos metinicos, 2 carbonos metilicos e 1 carbono oximetilico. Os sinais em
O0c 93,1 (C-2), 45,9 (C-3) e em 18,1 (Me-3) sao sinais caracteristicos de um
esqueleto de uma neolignana do tipo diidrobenzofuranica (ACHENBACH et al.,
1987a). Foi possivel sugerir também a presenca de um radical propenil, devido a
presenca dos sinais em ¢ 131,8 (C-8), 123,00 (C-9) e 18,40 (Me-10).

Essas absorcdes caracteristicas também foram observadas no espectro de
RMN de 'H (500 MHz, CD;COCD3) (Figura 21) e em suas expansdes (Figuras 22,
23 e 24), no qual foi verificada a presenca dos sinais em 6y 5,13 (d, J = 8,5 Hz), 3,40
-3,34 (m) e 1,39 (d, J = 7,0 Hz) atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-2, H-3
e aos hidrogénios da Me-3. A presenca do grupo propenil foi fortalecida apos
observar as absor¢ées em &4 6,39 (dd, J = 16; 2,0 Hz), 6,16 (dqg, J = 15,5; 6,5 Hz) e
1,82 (dd, J = 6,5; 2,0 Hz) referentes aos hidrogénios H-8, H-9 e H-10,
respectivamente. Ainda no espectro de RMN de 'H, foi visto na regido
caracteristica de hidrogénios em sistema aromatico dois duplo dubletos com integral
para 2 hidrogénios cada, acoplando orto e meta entre si em 6y 7,39 (J = 2,5; 6,5 Hz)
e 6,96 (J = 2,0; 6,5 Hz) referentes aos hidrogénios H-2'/6’ e H-3’/5’, compativeis com
um sistema AA'BB’. Além disso, os sinais em &y 7,24 (sl), 7,15 (dd, J =8,0; 1,5 Hz) e
6,71 (d, J = 8,0 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-4, H-6 e H-7. Observou-se
ainda, um singleto em &y 3,80 com integral para 3 hidrogénios, referente a uma
metoxila, inferindo que a substancia em questdo possui apenas um substituinte

oxigenado.
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Esses assinalamentos e os demais foram confirmados através da andlise do
mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura 25) e em suas expansdes (Figuras
26 e 27) e na tabela 4.

A posicdo da metoxila foi confirmada apds analise do mapa de contornos
heteronuclear HMBC (Figura 28) e em suas expansodes (Figura 29 e 30), no qual foi
observada uma correlacdo entre os hidrogénios metoxilicos (64 3,80) a trés ligacdes
(®J) com o carbono C-4’ (5¢ 160,6). Em adicéo, foi evidenciada a correlagéo entre os
hidrogénios H-5 e H-2° (34 7,39) a duas (%) e trés ligacdes (°J) com C-4,
respectivamente, permitindo distinguir os carbonos C-4’ e C7a (8¢ 159,3). As demais
correlagdes estdo compiladas na tabela 4.

Na analise de rotacdo 6ptica, a substancia Kt-1 apresentou rotacéo especifica
positiva no valor de ([a]p + 21°), mostrando que se trata do isdmero 2R,3R. Na
literatura é relatado a existéncia dos isbmeros 2R, 3R e 2S, 3S para esse tipo de
neolignana (ACHENBACH et al., 1987a; SAWASDEE; CHAOWASKU;
LIKHITWITAYAWUID, 2010).

Assim, apds compilacdo e analise dos dados espectrais e comparacdo com
os dados descritos na literatura (ACHENBACH et al., 1991), foi possivel identificar a
substancia Kt-1 como sendo (2R,3R)-2,3-diidro-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-metil-5-

(E)-propenilbenzofurano, relatada pela primeira vez na espécie Krameria tomentosa.

Figura 16 - Estrutura quimica de Kt-1.

H,CO

(2R,3R)-2,3-diidro-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-metil-5-(E)-propenilbenzofurano
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Tabela 4 - Dados de RMN de Kt-1 (J em Hz e & em ppm, 500 e 125 MHz para ‘H e **C,
respectivamente, em CD3;COCD3;) comparados com dados da literatura (ACHENBACH et al.,

1991).
Kt-1 Referéncia”
Posicao HMQC HMBC
Oy (Mmult, J = Hz) Oc Oc X O Oy (mult, J = Hz) Oc
2 5,13 (d, 1H; 8,5) 93,1 Me-3 5,10 (d; 1H; 9,0) 93,2
3 3,40-3,34 (m, 1H) 45,9 Me-3 3,36 (m, 1H) 46,0
3a - 133,7 Me-3 - 133,9
4 7,24 (sl, 1H) 121,7 - 7,0-7,2(m, 2H)  121,8
5 - 132,0 H-7 - 132,1
6 7,15 (dd, 1H; 8,0; 1,5)  127,1 - 7,0-72(m, 2H)  127,1
7 6,71 (d, 1H; 8,0) 109,6 - 6,69 (d, 1H; 8,0)  109,7
7a - 159,3 H-4, H-6 - 1594
8 6,39 (dd, 1H; 16,0; 131,8 Me-10 6,35 (d, 1H; 16,0) 131,9
2,0
9 6,16 (dg, 1H 13,0; 6,5)  123,0 Me-10 5,9-6,2 (m, 1H)  123,1
10 1,82 (dd, 3H; 6,5; 2,0) 18,4 - 1,82 (dI, 3H; 5,0) 18,4
1 - 133,4 H-3’, H-5’ - 133,5
2/6°  7,39(dd, 2H;6,5;2,5) 1284 H-6’ 7,38 (d, 2H) 128,4
3/5 6,96 (dd, 2H; 6,5; 2,5) 1146 - 6,95 (d, 2H) 114,8
q - 160,6 H-2’, H6, OCH; - 160,8
OCHg-4 3,80 (s, 3H) 55,5 - 3,81 (s) 55,6
Me-3 1,39 (d, 3H; 7,0) 18,1 - 1,39 (s) 18,3

'Obtido em 90 e 22,5 MHz para 'H e °C, respectivamente, em CD3COCDs;.

Kt-1.
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Figura 17 - Espectro de massas de alta resolucdo (ESI+) de Kt-1.
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Figura 19 - Expansao do Espectro de RMN de **C (125 MHz, CD;COCD;) de Kt-1.
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Figura 20 - Expansdo do Espectro de RMN de **C (125 MHz, CD;COCD;) de Kt-1.
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Figura 21 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CD;COCD,) de Kt-1.
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Figura 23 - Expansé&o do espectro de RMN de *H (500 MHz, CD;COCD;) de Kt-1.
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Figura 25 - Espectro de RMN - HMQC (500 e 125 MHz, CD;COCD,) de Kt-1.
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Figura 27 - Expanséo do Espectro de RMN - HMQC (500 e 125 MHz, CD3;COCDs) de Kt-1.
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Figura 29 - Expanséo do Espectro de RMN - HMBC (500 e 125 MHz, CD3;COCDs) de Kt-1.

@0

T
80 79 78 77 76 15

74

7170
12 (ppm)

T T
69 68

T T T T T T
67 66 65 64 63 62 6.1

r80

100

r110

120

r130

r140

150

160

r170

180

fi (ppm)

Figura 30 - Expanséo do Espectro de RMN - HMBC (500 e 125 MHz, CD3;COCD:s) de Kt-1.

| h n

T
3.5

T
3.0

5
12 (ppm)

T
1.0

r150

f1 (ppm)

70



RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2 Determinacao estrutural de Kt-2

A substancia codificada como Kt-2 foi isolada na forma de um dleo incolor,
pesando 2,4 mg.

No espectro de RMN de *3C - BB (125 MHz, CDCls) (Figura 32) e em suas
expansOes (figuras 33 e 34), foi possivel verificar a presenca de 17 sinais
correspondentes a 19 atomos de carbono. Estes sinais foram atribuidos a 5
carbonos nado hidrogenados, sendo 3 oxigenados, 11 carbonos metinicos, 2
carbonos metilicos e 1 carbono oximetilico. Tais sinais foram semelhantes aos
encontrados em Kt-1, dessa forma, aliado aos relatos da grande presenca de neo-
lignanas na familia (ACHENBACH et al., 1987a; DOMINGUEZ., 1992), pode-se
sugerir que Kt-2 poderia pertencer a esta classe de metabdlito secundario. Foi
possivel sugerir também a presenca de dois radicais propenila, devido a presenca
dos sinais em 8¢ 130,4 (C-7’), 124,7 (C-8’) e 18,6 (C-9’), assim como 0s sinais em &¢
130,0 (C-7), 1245 (C-8) e 18,5 (C-9) que caracterizaram a segunda unidade
propenila.

Essa proposta foi sustentada apds verificar os sinais no espectro de RMN de
'H (500 MHz, CDCls) (Figura 35) e em suas expansoes (Figuras 36, 37 e 38), em dy
6,36 (H-7’), 6,14 (H-8), 1,85 (H-9) e dy 6,27 (H-7), 6,04 (H-8), 1,81 (H-9)
caracterizando os hidrogénios das duas unidades propenilas. Foi verificada também
a presenca de um sistema AA’'BB’ devido a presenga de dois duplo dubletos com
integral para 2 hidrogénios cada na regido de sistema aromatico em &y 7,24 (J = 2,0;
7,0 Hz) e 6,86 (J = 2,5; 7,0 Hz) referentes aos hidrogénios H-2'/6’ e H-3'/5
respectivamente. Ainda, na regido de hidrogénios aromaticos, observou-se a
presencédo de um duplo dubleto em &y 7,04 (H-6) (J = 2,0 e 8,5 Hz) acoplando com
os dubletos em &y 6,90 (H-5) (J = 8,5 Hz) e 646,95 (H-2) (J = 2,5 Hz) caracteristicos
de um sistema ABX.

Assim, de acordo com estes dados, pode-se sugerir que Kt-2 possui um
esqueleto de uma 3-4’-oxineolignana (TEPONNO; KUSARI; SPITELLER, 2016), com
a presenca de um substituinte metoxilo, o qual foi assinalado devido a presenca dos
sinais em &y 3,80 (s) com integral para 3 hidrogénios e em &¢c 56,3 (OCHj3). Os
demais deslocamentos quimicos de RMN de *H e *3C de Kt-2 podem ser vistos na
tabela 5.
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Desta forma, ap6s anélise dos dados de RMN de 'H e **C e comparacéo com
os dados descritos na literatura (MADEIRO et al., 2012), foi possivel identificar a
substancia Kt-2 como sendo 1,1’-(E)-propenil-4-metoxi-3,4’-oxineolignana ou
ottomentosa. Esta substancia ja foi relatada anteriormente nesta espécie (MADEIRO

et al., 2012), porém, ainda ndo foi testada farmacologicamente.

Figura 31 - Estrutura quimica de Kt-2.

Ottomentosa.
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Tabela 5 - Dados de RMN de Kt-2 (J em Hz e 8 em ppm, 500 e 125 MHz para ‘H e **C,
respectivamente, em CDCI;) comparados com dados da literatura (MADEIRO et al., 2012).

Kt-2 Referéncia’
Posicéao
Oy (Mmult, J = Hz) Oc Oy (mult, J = Hz) Oc

1 - 131,8 - 132,6

2 6,95 (d, 1H; 2,5) 118,1 6,95 (d, 1H; 2,5) 117,9

3 - 1454 - 145,2

4 - 150,4 - 150,3

5 6,90 (d, 1H; 8,5) 112,9 6,89 (d, 1H; 8,5) 112,8

6 7,04 (dd, 1H; 2,0; 8,5) 122,4 7,04 (dd, 1H; 2,5; 8,5) 122,2

7 6,27 (dd, 1H; 1,5; 15,5) 130,0 6,25 (dd, 1H; 1,5; 16) 129,9

8 6,04 (dg, 1H; 6,5; 15,5) 124,5 6,00 (dg, 1H; 6,5; 16) 124,3

9 1,81 (dd, 3H; 2,0; 6,5) 18,5 1,80 (dd, 3H; 1,5; 6,5) 18,3

1 - 132,7 - 132,6
2'/6’ 7,24 (dd, 2H; 2,0; 8,0) 127,0 7,23 (d, 2H; 9,0) 126,9
3'/5 6,86 (dd, 2H; 2,5; 7,0) 117,5 6,85 (d, 2H; 9,0) 117,3
4 - 156,9 - 156,8

7 6,36 (dd, 1H; 1,5; 16) 130,4 6,33 (dd, 1H; 1,5; 16) 130,3

8 6,14 (dg, 1H; 7,0; 16) 124,7 6,10 (dg, 1H; 6,5; 16)  124,5

9 1,85 (dd, 3H; 2,0; 7,0) 18,6 1,83 (dd, 3H; 1,5; 6,5) 18,4
OCH;-4 3,80 (s, 3H) 56,3 3,80 (s, 3H) 56,1

'Obtido em 500 e 125 MHz para ‘H e °C, respectivamente, em CDCl.
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Figura 32 - Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCl,) de Kt-2.
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Figura 36 - Expansé&o do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de Kt-2.
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Figura 38 - Expanséo do espectro de RMN de “H (500 MHz, CDCl5) de Kt-2.
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5.3 Determinacao estrutural de Kt-3

A substancia codificada como Kt-3 foi isolada na forma de cristais incolores,
pesando 10,3 mg.

No espectro de RMN de *C - APT (125 MHz, CDCls) (Figura 40) e em suas
expansoes (figuras 41 e 42), observou-se a presenca de 19 sinais correspondentes
a 19 atomos de carbono. Através de seus deslocamentos quimicos, pode-se atribuir
estes sinais a 8 carbonos ndo hidrogenados, sendo 5 oxigenados, 8 a carbonos
metinicos, 1 carbono metilico e 2 carbonos oximetilicos. Os sinais observados em &¢
152,0 e 105,8, sao sinais norteadores que caracterizam o esqueleto basico de uma
neolignana do tipo nor-benzofuranica (ACHENBACH et al., 1987b; DOMINGUEZ.,
1992), os quais foram atribuidos respectivamente aos carbonos C-2 e C-3, levando a
sugerir que Kt-3 poderia possuir este tipo de esqueleto. Essa hipbtese € sustentada
pela auséncia do sinal referente a metila em &¢c 9,40 da posicdo 3 (Me-3) que é
caracteristica das neolignanas do tipo benzofuranica tradicionais (ACHENBACH et
al., 1987a).

Essa proposta foi fortalecida ao analisar o espectro de RMN de *H (500 MHz,
CDCl3) (Figura 43) e suas expansoes (Figuras 44, 45 e 46), e verificar a auséncia do
singleto em &y 2,40, referente a Me-3 e perceber a presenca do sinal em &y 7,13 (d,
J = 1,0 Hz) que foi atribuido ao hidrogénio H-3, sinal este, norteador para
identificacdo de neolignanas do tipo nor-benzofuranica (ACHENBACH et al., 1987a,
1987hb). A presenca dos sinais em &4 6,51 (dd, J = 2,0; 16 Hz), 6,26 (dq, J =7,0; 15,5
Hz) e 1,92 (dd, J = 1,5; 6,5 Hz), referente aos hidrogénios H-8, H-9 e H-10,
respectivamente, caracterizaram o0s hidrogénios da unidade propenila. Também
foram observados deslocamentos quimicos em &y 7,50 (d, J = 1,5 Hz), 7,28 (dd, J =
1,5; 8,5 Hz) e 7,40 (dI, J = 8,5 Hz) os quais foram atribuidos aos hidrogénios H-4, H-
6 e H-7 respectivamente, sinais estes, caracteristicos de um sistema ABX de
neolignanas do tipo nor-benzofuranica (ACHENBACH et al., 1987b; ACHENBACH et
al., 1991).

Ainda no espectro de RMN de 'H, foram observados dois dubletos com
integral para 1 hidrogénio cada acoplando meta entre si em &y 6,24 (J = 2,5 Hz) e
6,16 (J = 2,5 Hz), que foram atribuidos aos hidrogénios H-5’ e H-3’ respectivamente,

referentes ao anel A da substancia, sugerindo que este seria um anel
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tetrasubstituido. Notou-se ainda, a presenca de um singleto em &y 8,32 com integral
para 1 hidrogénio, que foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila. Os demais
deslocamentos quimicos de RMN de *H e *3C de Kt-3 podem ser vistos na tabela 6.

Ap6s anélise dos dados de RMN de 'H e *C e comparacéo com os dados
descritos na literatura (SILVA et al., 2001; ACHENBACH et al., 1987b), foi possivel
identificar a substancia Kt-3 como sendo a nor-neolignana 2-(2'-hidroxi-4',6'-
dimetoxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano. O isolamento desta substancia ja foi
relatado em Krameria ramosissima (ACHENBACH, 1987b) bem como em Krameria
tomentosa (SILVA et al., 2001).

Figura 39 - Estrutura quimica de Kt-3.

H,CO

2-(2'-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano.
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Tabela 6 - Dados de RMN de Kt-3 (J em Hz e & em ppm, 500 e 125 MHz para ‘H e **C,
respectivamente, em CDCIs;) comparados com dados da literatura (SILVA et al., 2001).

Kt-3 Referéncia’
Posicéao
Oy (Mmult, J = Hz) Oc Oy (mult, J = Hz) Oc
2 - 152,0 - 151,8
3 7,13 (d, 1H; 1,0) 105,8 7,10 (d, 1H; 0,8) 105,5
3a - 129,1 - 128,9
4 7,50 (d, 1H; 1,5) 117,9 7,47 (d, 1H; 1,4) 117,7
5 - 133,8 - 133,6
6 7,28 (dd, 1H; 1,5; 8,5) 122,2 7,25 (d, 1H; 1,4) 122,0
7 7,40 (dI, 1H; 1,5; 8,5) 110,5 7,36 (d, 1H; 8,5) 110,3
7a - 151,9 - 151,7
8 6,51 (dd, 1H; 2,0; 16) 131,2 6,47 (dd, 1H; 1,5; 14,6) 131,0
9 6,26 (dg, 1H; 7,0; 15,5) 124,8 6,19 (dg, 1H; 6,6; 14,6) 1246
10 1,92 (dd, 3H; 1,5; 6,5) 18,6 - 18,5
1 - 99,3 - 99,0
2 - 156,8 - 156,6
3 6,16 (d, 1H; 2,5) 94,4 6,12 (d, 1H; 2,3) 94,7
4 - 161,8 - 161,5
5 6,24 (d, 1H; 2,5) 92,0 6,21 (d, 1H; 2,3) 91,9
6’ - 158,8 - 158,6
OCH;-6’ 3,91 (s, 3H) 55,5 3,86 (s) 55,3
OCHz-4’ 3,83 (s, 3H) 55,9 3,79 (s) 55,6
OH 8,32 (s, 1H) - 8,36 (s) -

'Obtido em 500 e 125 MHz para 'H e °C, respectivamente, em CDCls.
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Figura 40 - Espectro de RMN de **C - APT (125 MHz, CDCls) de Kt-3.
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Figura 42 - Expansao do espectro de RMN de *C - APT (125 MHz, CDCls) de Kt-3.
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500 MHz, CDCl3) de Kit-3.
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Figura 46 - Expansé&o do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de Kt-3.
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5.4 Determinacdao estrutural de Kt-4

A substancia codificada como Kt-4 foi isolada na forma de um 6leo marrom,
pesando 18,5 mg. A analise dos seus dados espectrais permitiu identifica-la como
uma mistura de duas substancias, agora denominadas como Kt-4a e Kt-4b.

A andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDs;OD) (Figura 48) e em
suas expansodes (Figuras 49 e 50) permitiu a observacéo dos sinais em 6y 4,72 (d, J
= 4,0 Hz), 3,16 (m), 3,90 (dd, J = 3,6 e 9,2 Hz) e 4,29 (dd, J = 6,8 e 8,8 Hz),
caracteristicos de uma unidade furofuranica (MONTHONG et al., 2011) e que foram
atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-7, H-8, H-9a e H-9b de Kt-4a. O
espectro de correlacdo homonuclear (COSY) (figuras 54 e 55) confirmaram essas
atribuicdes, pois pode-se observar a correlacao entre os hidrogénios H-7 e H-8, além
da correlacdo entre H-8 e H-9a/H9b, desta forma, pode-se inferir que Kt-4a seja uma
lignana do tipo furofuranica. Ainda, foi observado um singleto em &y 3,87 com
integral para 6 hidrogénios, que foi atribuido aos hidrogénios das metoxilas das
posicoes 3 e 5. Notou-se um singleto em &y 6,66 com integral para 2 hidrogénios
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que foi atribuido aos hidrogénios H-2 e H-6 de uma das unidades fenilpropanicas
(Ce6C3), sugerindo um plano de simetria para a molécula Kt-4a.

A substracdo dos sinais do espectro de RMN de 'H referentes a Kt-4a,
permitiu o assinalamento dos sinais referentes a substancia Kt-4b, onde, foi
observado a presenca de sinais na regido de hidrogénios aromaticos em &y 7,78 (d,
J=28,4) e 692 (d, J = 8,8) com integral para 2 hidrogénios cada, tipicos de um
sistema aromatico p-substituido e que foram atribuidos respectivamente aos
hidrogénios H-2/6 e H3/5. Também foi observado a presenca de um singleto em
9,76 com integral para 1 hidrogénio, caracteristico de hidrogénio de aldeido (PAVIA
et al., 2015).

No espectro de RMN de *C - BB (125 MHz, CDsOD) (Figura 51) e em suas
expansoes (figuras 52 e 53), observou-se a presenca de 13 sinais, dos quais, 8
foram atribuidos aos carbonos da substancia Kt4-a, cada um correspondendo a dois
carbonos devido a simetria da molécula e que foram assinalados em comparacao
com os dados da literatura. Os demais sinais foram atribuidos a Kt4-b, podendo
assinalar como 3 carbonos ndo hidrogenados, sendo 2 oxigenados e mais 2
carbonos metinicos, referentes aos sinais observados em &¢ 192,9, 165,3, 133,1,
130,2 e 116,9, que foram atribuidos respectivamente aos carbonos C-7, C-4, C-2/6,
C-1 e C-3/5, podendo inferir que Kt-1b se trata de um anel aromatico dissubstituido.
Esses assinalamentos e os demais foram confirmados através da andlise do
espectro de correlacdo heteronuclear HMQC (Figura 56) e podem ser vistos nas
tabelas 7 e 8.

A analise do espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 57) e em
suas expansdes (Figura 58 e 59) permitiu identificar a correlacdo entre o hidrogénio
H-7 de Kt-4b (84 9,76) a duas ligacdes (°J) com C-1 (8¢ 130,2), confirmando a
posicdo do grupo aldeido. Ainda, observou-se as correlacées entre os hidrogénios
H-3/5 (54 6,92) e H-2/6" (5 7,78) a duas (3J) e trés ligacdes (*J) com C-4 (d¢ 165,3),
respectivamente. Além disso, ndo foi observada nenhuma correlacdo entre os sinais
referentes a Kt-4a e Kt-4b mostrando que Kt-4b n&o estaria inserida nesta outra
substancia.

Os sinais de HMBC referentes a Kt-4a permitiram identificar as correlacbes
entre o hidrogénio H-2 (&4 6,66) com os carbonos C-1 (6¢ 133,4), C-3 (6¢ 149,3), C-4
(6c 136,2), C-6 (Oc 104,5) e C-7 (¢ 87,6) juntamente com as correlagbes de H-7
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(4,72) com os carbonos C-8 (8¢ 55,5) e C-9 (6¢c 72,7), confirmando a unidade
furofuranica. As demais correlacdes podem ser vistas nas tabelas 7 e 8.

Ainda, foi feito o espectro de massas de alta resolucédo obtido por ESI no
modo negativo (Figura 60), para confirmar a massa da substancia Kt-4a, onde foi
observado o pico da molécula desprotonada em m/z 417,1547 [M-H] compativel
com a formula molecular C»,H250g (calc. 417,1541).

Na analise de rotacdo Optica, a substancia Kt-4a apresentou rotacao
especifica negativa no valor de ([a]p - 21,8°). Sugerindo tratar-se da série de
lignanas furofuranicas (-) (AGRAWAL; THAKUR, 1985).

Assim, apds compilacdo e analise dos dados espectrais e comparagcao com
os dados descritos na literatura (HILTUNEN; PAKKANEN; ALVILA, 2006; KIM et al.,
2002), foi possivel identificar a substancia Kt-4 como uma mistura da lignana (-)-
Siringaresinol (Kt4-a) e o composto p-hidroxi-benzaldeido (Kt-4b). O (-)-

Siringaresinol est4 sendo relatado pela primeira vez na familia Krameriaceae.
Figura 47 - Estrutura quimica de Kt-4a e Kt-4b.

OCH,

OCHj
(-)-Siringaresinol p-hidroxi-benzaldeido
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Tabela 7 - Dados de RMN de Kt-4a (J em Hz e & em ppm, 400 e 125 MHz para 'H e *3C, respectivamente, em CD;OD) comparados com
dados da literatura (HILTUNEN; PAKKANEN; ALVILA, 2006).

HMQC CosyY Referéncia®
Posic&o 5 5., mult. (J em Hz) 23 3] HxH 5 Sy, mult.
111’ 133,4 - H-2/H-2’ - 132,1
22’ 104,5 6,66 (s, 2H) i H-6/H-6'; H-7/H-T’ 102,8 6,59 (s, 2H)
3/3 149,3 - H-2/H-2’ OCHs;4 147,2 -
4/4 136,2 - - H-2/H-2’; H-6/H-6 134,4 -
5/5’ 149,3 - H-6/H-6’ OCHs;4 147,2 -
6/6’ 104,5 6,66 (s, 2H) - H-2/H-2’; H-7/H-7 102,8 6,59 (s, 2H)
77 87,6 4,72 (d, 2H; 4,0) - H-2/H-2"; H-6/H-6"; H-8 86,1 4,73 (d, 2H; 4,4)
8/8’ 55,5 3,16 (m, 2H) H-7/H7’; H9-/HY’ HO/H H-7; H-93/° 54,3 3,10 (m, 2H)
9/9’ 72,7 H-9% (3,90 dd, 2H; 3,6;9,2) - H-7/HT H-8; H-9%/° 71,8 H-9a (3,91 dd, 2H; 3,6;9,2)
H_gb (4’29 dd, 2H, 6,8,8,8) H-9b (4,29 dd, ZH, 6,8,8,8)
OCHs-3/5 56,8 3,87 (s, 6H) - - 56,4 3,91 (s, 6H)
OCH,;-3'/5 56,8 3,87 (s, 6H) - - 56,4 3,91 (s, 6H)
OH-4 : - - - - 5,49 (s, 1H)
OH-4’ : - - - - 5,49 (s, 1H)

'Obtido em 400 e 100 MHz para ‘H e *°C, respectivamente,

em CDCls.
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Tabela 8 - Dados de RMN de Kt-4b (J em Hz e & em ppm, 400 e 125 MHz para *H e C,

respectivamente, em CDsOD) comparados com dados da literatura (KIM et al., 2002).

Kt-4b Referéncia’
Posicio HMQC HMBC

Oy (Mmult, J = Hz) Oc Oc X Oy Oy (mult, J = Hz) Oc
1 - 130,2 H-7, H-3, H-5 - 130,3
2/6 7,78 (d, 2H; 8,4) 133,1 H-7 7,79 (d, 1H; 8,7) 1328
3/5 6,92 (d, 2H; 8,8) 116,9 - 7,0(d, 1H;87) 116,6
4 - 165,3  H-2, H-3 H-6, H-5 - 163,8
7 9,76 (s, 1H) 192,9 H-2, H-6 9,84 (s, 1H) 191,0

OH - - - 9,40 (sl, 1H) -

'Obtido em CD3COCDs.

Kt-4b.
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Figura 48 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) de Kt-4.

€eTe
TET'E
6ET'E
LPT'E
GST'E
6ST'E
pise’
G98'E
€L8'E
/88'E

Ly
L't

J

£59°9~.
0069~
72697

T9LL~,
&l

L5L°6—

)

=20'T

509
et

=60T

=107

=p1°C
=£0'C

60T

=00'T

3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

10.0

Figura 49 - Expansé&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) de Kt-4.

£59°9—

0069~
6’9"

1944~
[4 N

L5L°6—

\JTQN

FplC

ot

00T

9.8 9.6 9.4 9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 82 8.0 7.8 7.6 7.4 72 7.0 6.8 6.6 6.4
f1 (ppm)

10.0

89



RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 50 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) de Kt-4.
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Figura 52 - Expansdo do espectro de RMN de *C (125 MHz, CD;0D) de Kt-4.
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Figura 54 - Espectro de RMN - COSY *H-'H (500 MHz, CD;0D) de Kt-4.
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Figura 56 - Espectro de RMN - HMQC (500 e 125 MHz, CD;0D) de Kt-4.
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Figura 58 - Expanséo do espectro de RMN - HMBC (500 e 125 MHz, CDs0D) de Kt-4.
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Figura 60 - Espectro de massas de alta resolucao (ESI-) de Kt-4.
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5.5 Determinacao estrutural de Kt-5

A substancia codificada como Kt-5 foi isolada na forma de um pé branco,
pesando 9,2 mg.

No espectro de RMN de *C - BB (125 MHz, DMSO-ds) (Figura 62) e em suas
expansodes (Figuras 63 e 64), observou-se a presenca de 17 sinais correspondentes
a 17 atomos de carbono. Através de seus deslocamentos quimicos, pode-se atribuir
estes sinais a 9 carbonos ndo hidrogenados, 6 carbonos metinicos e 2 carbonos
oximetilicos. Os valores observados neste espectro foram semelhantes aos
encontrados em Kit-3, sugerindo que Kt-5 possui um esqueleto do tipo nor-
benzofuranico. Contudo, a auséncia dos sinais referentes a unidade propenila, que
aparecem normalmente em &c ~130,4, 124,7 e 18,6, levaram a sugerir que Kt-5
seja uma neolignana do tipo tri-nor-benzofuranica (SILVA et al., 2001; MADEIRO et
al., 2012). Ainda, foi observado um sinal em &¢c 167,8, que foi atribuido a uma
carbonila acida, na posicdo C-8, onde normalmente € inserida a unidade propenila
das neolighanas benzofuranicas.

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg¢) (Figura 65) e suas
expansoes (Figuras 66 e 67), pode-se observar a presenca dos sinais em &y 8,23 (d,
J=15Hz),7,87 (dd,J=1,5;85Hz) e 7,60 (d, J = 8,5 Hz) os quais foram atribuidos
aos hidrogénios H-4, H-6 e H-7 respectivamente, referentes a um sistema ABX do
anel B de neolignanas do tipo nor-benzofuranica (ACHENBACH et al., 1987b;
ACHENBACH et al., 1991). Ainda, foi observado um sinal em &4 6,91 (d, J = 0,5 Hz)
referente hidrogénio H-3. Além disso, observou-se dois singletos em &y 3,76 e 3,73
referentes as metoxilas da posicdo C-4’ e C-6’, respectivamente. Os demais
deslocamentos quimicos de RMN de *H e *3C de Kt-5 podem ser vistos na tabela 9.

Assim, apés andlise dos dados de RMN de *H e *3C e comparacdo com os
dados descritos na literatura (MADEIRO et al., 2012), foi possivel identificar a
substancia Kt-5 como sendo a tri-nor-neolignana, 5-acido-2-(2’-hidroxi-4’-6’-
dimetoxifenil)-benzofuranico ou sobralina. Esta substancia ja foi relatada
anteriormente nesta espécie (MADEIRO et al., 2012), porém, ainda néo foi testada

farmacologicamente.
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Figura 61 - Estrutura quimica de Kt-5.

Sobralina.

Tabela 9 - Dados de RMN de Kt-5 (J em Hz e 8 em ppm, 500 e 125 MHz para 'H e **C,
respectivamente, em DMSO-ds) comparados com dados da literatura (MADEIRO et al.,

2012).
Kt-5 Referéncia’
Posicéo
Oy (Mmult, J = Hz) Oc Oy (mult, J = Hz) Oc
2 - 152,2 - 153,5
3 6,91 (d, 1H; 0,5) 106,9 7,03 (d, 1H; 0,5) 107,5
3a - 130,1 - 130,1
4 8,23 (d, 1H; 1,5) 122,4 8,31 (d, 1H; 1,7) 123,6
5 - 128,9 - 126,3
6 7,87 (dd, 1H; 1,5; 8,5) 125,0 7,97 (dd, 1H; 1,7; 8,5) 126,1
7 7,60 (d, 1H; 8,5) 110,6 7,57 (d, 1H; 8,5) 1114
7a - 156,2 - 157,5
8 - 167,8 - 168,1
1 - 99,5 - 100,6
2 - 158,0 - 158,6
3 6,18 (d, 1H; 2,5) 93,8 6,23 (d, 1H; 2,5) 95,1
4 - 161,9 - 163,4
5 6,19 (d, 1H; 2,5) 90,1 6,24 (d, 1H; 2,5) 91,6
6’ - 159,7 - 160,8
OCHs-4’ 3,73 (s, 3H) 55,2 3,81 (s) 55,7
OCHj-6’ 3,76 (s, 3H) 55,8 3,83 (s) 56,2
OH - - - -

"Obtido em 500 e 125 MHz para 'H e °C, respectivamente, em CD;COCDs;.
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Figura 62 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg) de Kt-5.
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Figura 64 - Expansé&o do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) de Kt-5.
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Figura 66 - Expansédo

do

espectro de RMN de **C (125 MHz, DMSO-ds) d
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5.6 Determinacao estrutural de Kt-6

A substéncia codificada como Kt-6 foi isolada na forma de cristais incolores
pesando 1,8 mg.

No espectro de RMN de **C - BB (125 MHz, CD3COCDs) (Figura 69) e em
sua expansao (Figura 70), observou-se a presenca de 17 sinais correspondentes a
17 atomos de carbono, que foram atribuidos a 7 carbonos nao hidrogenados, sendo
4 oxigenados, 9 a carbonos metinicos e 1 carbono metilico. Este espectro
apresentou semelhanca com o de Kt-3, levando a sugerir que Kt-6 possua um
esqueleto do tipo nor-benzofuranico. Além disso, a auséncia dos sinais em &¢ 55,5 e
55,9 referentes aos grupos metoxilos de Kt-3, levaram a sugerir que Kt-6 ndo possua
esse tipo de substituinte, mas sim, grupamentos hidroxilas no anel A.

Essa proposta foi fortalecida ao analisar o espectro de RMN de *H (500 MHz,
CD3COCDs3) (Figura 71) e suas expansOes (Figuras 72, 73 e 74), e perceber a
auséncia dos sinais em oy 3,91 (s) e 3,83 (s), referentes aos hidrogénios dos grupos
metoxilos de Kt-3. Sustentando essa proposta, foi observado a presenca de dois
singletos com integral de 1 hidrogénio cada em oy 9,22 e 8,64, os quais foram
atribuidos as hidroxilas da posicao 4’ e 2’. Ainda, foi observado um sinal em &y 7,21
(d, J = 1,0 Hz) referente ao hidrogénio H-3 e os sinais em &4 1,87 (dd, J=1,5€e 6,5
Hz), 6,28 (dg, J = 6,5 Hz e 13,0 Hz) e 6,49 (d, J = 2,0 Hz) caracteristicos dos
hidrogénios H-10, H-9 e H-8 respectivamente, da unidade propenila. Os demais
deslocamentos quimicos de RMN de *H e *3C de Kt-6 podem ser vistos na tabela 10.

Ap6s andlise dos dados de RMN de *H e *C e comparacéo com os dados
descritos na literatura (MADEIRO et al., 2012), foi possivel identificar a substancia
Kt-6 como sendo a nor-neolignana 2-(2’,4’-diidroxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano.
Esta substancia ja foi relatada anteriormente em Krameria tomentosa (MADEIRO et
al.,, 2012) e em outras espécies do género Krameria (ACHENBACH, 1987b;
DOMINGUEZ et al., 1990).
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Figura 68 - Estrutura quimica de Kt-6.

2-(2’,4’-diidroxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano

Tabela 10 - Dados de RMN de Kt-6 (J em Hz e 5 em ppm, 500 e 125 MHz para 'H e °C,
respectivamente, em CD3;COCD;3) comparados com dados da literatura (MADEIRO et al.,

2012).
Kt-6 Referéncia®
Posicao

Oy (Mmult, J = Hz) Oc Oy (mult, J = Hz) Oc
2 - 154,8 - 154,8
3 7,21 (d, 1H; 1,0) 104,0 7,20 (d, 1H; 1,0) 104,0
3a - 132,3 - 131,3
4 7,54 (d, 1H; 1,5) 118,5 7,52 (d, 1H; 1,0) 1185
5 - 133,9 - 133,9
6 7,29 (dd, 1H; 2,0; 8,5) 122,5 7,26 (dd, 1H; 1,5; 8,5) 122,5
7 7,41 (d, 1H; 8,5) 111,1 7,39 (d, 1H; 8,5) 110,3
7a - 153,7 - 153,7
8 6,49 (d, 1H; 2,0) 132,3 6,47 (d, 1H; 1,5) 132,3
9 6,28 (dg, 1H; 6,5; 13,0) 124,4 6,23 (dg, 1H; 6,5; 13,0) 124,4
10 1,87 (dd, 3H; 1,5; 6,5) 18,6 - 18,5
1 - 110,9 - 110,6
2 - 156,8 - 156,8
3 6,58 (d, 1H; 2,0) 103,9 6,57 (d, 1H; 2,0) 103,9
4 - 159,8 - 159,8
5’ 6,53 (dd, 1H; 2,0; 8,5) 108,4 6,50 (dd, 1H; 2,0; 8,5) 108,4
6’ 7,77 (d, 1H; 8,5) 128,4 7,76 (d, 1H; 8,5) 128,6

OH-2’ 8,64 (s, 1H) - 8,88 (s, 1H) -

OH-4’ 9,22 (s, 1H) - - -

'Obtido em 500 e 125 MHz para 'H e °C, respectivamente, em CD;COCDs.
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Figura 69 - Espectro de RMN de *C (125 MHz, CD;COCD;) de Kt-6.

LS 8T—

SZ6°€0T
YEOHOT
TLEBOT~.
726°0TT
e/
9£5°8TT—
£6bTZT—
riacash
05+'82T7
Z0ETET
968°€ET

L1L°€ST
mmm.wmﬁw
758951~
segest!

AGZOAZ

U o0T

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

210

f1 (ppm)

Figura 70 - Expansdo do espectro de RMN de **C (125 MHz, CD;COCD;) de Kt-6.

ST6'E0T~,
yE0'H0T

CLEBOT—

226'0TT~,
TTITITT

9ES'8TT—

£6v'TZT—
T —

0St'82T—

€0ECET—
968EET—

LTL°E5T
£E€8'FST-
768'95T~

LEB'6ST—

98

102

106

110

114

118

122

126

130

134

138

142

146

150

154

158

162

f1 (ppm)

103



RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 71 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CD;COCD,) de Kt-6.
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Figura 73 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;COCD;) de Kt-6.
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5.7 Determinacao estrutural de Kt-7

A substancia codificada como Kt-7 foi isolada na forma de um p6 amorfo
branco, pesando 5,1 mg.

No espectro de RMN de **C - BB (100 MHz, CsDsN) (Figura 76) e em suas
expansOes (Figuras 77 e 78), observou-se a presenca de uma série de sinais na
regido entre &c 32,5 e 23,3 para carbonos metilénicos, além do sinal em &¢c 14,6
tipico de metila terminal, sinais estes, sugestivos de uma longa cadeia alquila,
comum em &cidos graxos (GUNSTONE et al., 1977). Ainda, foi observado a
presenca dos sinais em d¢ 175,7, caracteristico de uma carbonila de amida e em &¢
53,4, tipico de um carbono métinico nitrogenado (PAVIA et al., 2015), que foram
atribuidos aos carbonos C-1' e C-2, respectivamente. Assim, estas absorc¢des,
levaram a sugerir que esta substancia poderia tratar-se de uma ceramida (HANNUN;
OBEID, 2011). Além disso, foram observados os sinais em &c 131,2 e 131,1
caracteristicos de carbonos olefinicos e que foram atribuidos aos carbonos C-16 e
C-17, respectivamente. Observou-se ainda, sinais em &¢ 62,4, 77,2, 73,4 e 72,9
referentes a 1 carbono oximetilénico e 3 carbonos oximetinicos, que foram atribuidos
aos carbonos C-1, C-3, C-4 e C-2’, respectivamente, sugerindo a presenga de
hidroxilas nestas posic¢oes.

Esta proposta foi fortalecida ap6s andlise do espectro de RMN de *H (400
MHz, CsDsN) (Figura 79) e em suas expansdes (Figuras 80, 81 e 82), no qual foram
observados os sinais em 6y 7,64 (dl, J = 4,4 Hz), 6,72 (dl, 2H; J =6,0) € 6,24 (dI, J =
5,6 Hz) atribuidos respectivamente aos hidrogénios dos grupos hidroxilos nas
posi¢des C-2’, C-1, C-3 e C-4. Ainda, foi observado um dubleto em &4 8,61 (J = 9,2),
referente ao hidrogénio do grupo amida, e um multipleto em &4 5,15, que foi atribuido
ao hidrogénio da posicao H-2, sinais caracteristicos de ceramidas (HANNUN;
OBEID, 2011). Os sinais em 84 5,59 (td, J = 15,2; 6,0) e 5,52 (id, J = 15,2; 6,0),
foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-16 e H-17, respectivamente. Ainda, foi
observado a presenca de um dubleto largo, bastante intenso, referente aos
hidrogénios de duas cadeias alifaticas de uma ceramida, e também foi visto um
tripleto em &4 0,89 (6H, J = 6,4) que foi atribuido a os hidrogénios das metilas
terminais em H-21 e H-19’. Os demais deslocamentos quimicos de RMN de *H e *3C

de Kt-7 podem ser vistos na tabela 11.
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O espectro de correlacdo homonuclear (COSY) (Figura 83) e em sua
expansado (Figura 84) mostrou correlacado entre o hidrogénio H-2 (&4 5,15 m) e os
hidrogénios H-1, H-3 e o H-N. Além disso, pode-se obsevar as correlacbes das
hidroxilas com os hidrogénios dos carbonos que estas estavam inseridas, em oy
7,64 correlacionando com H-2’ (dy 4,65 m); dy 6,72 correlacionando com H-1 e H-3,
e Oy 6,24 correlacionando com H-4.

A analise do espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 85) e em
suas expansoes (Figura 86 e 87) permitiu identificar a correlacdo entre o hidrogénio
H-N (34 8,61) a duas ligagdes (2J) com C-1’ (¢ 175,7) e C-2 (d¢ 53,4), enquanto que
o hidrogénio H-2 apresentou correlagdo com C-1’ (8¢ 175,7), C-1 (8¢ 62,4) e C-3 (d¢
62,4) confirmando a posicdo do grupo amida. Ainda, observou-se as correlacdes
entre os hidrogénios H-15/18 (64 2,02) com os carbonos C-16 (6¢ 131,2) e C-17 (6¢
131,1), confirmando a posi¢cédo da dupla ligacdo. As demais correlagbes podem ser
vistas na tabela 11.

Ap6s compilacdo e andlise dos dados de RMN de *H e ¥C uni e
bidimensionais, e comparacdo com os dados descritos na literatura (MAIA et al.,
2010), pode-se sugerir a substancia Kt-7 como sendo a ceramida (2S,3S,4R,16E)-2-
[(2’R)-2’-hidroxinonadecanoilamino]-heneicosadec-16-en-1,3,4-triol, relatada pela

primeira vez na familia Krameriaceae.

Figura 75 - Estrutura quimica de Kt-7.
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Tabela 11 - Dados de RMN de Kt-7 (J em Hz e 3 em ppm, 400 e 100 MHz para 'H e *3C, respectivamente, em CsDsN) comparados com dados
da literatura (MAIA et al., 2010). *Obtido em 500 e 125 MHz para *H e **C, respectivamente, em CsDsN.

HMQC HMBC CosY Referéncia’

Posicao S 5., mult. (J em Hz) 2] 3] "HxH Sc S, mult.
1 62,4 H-9a(4,55 dd, 1H;4,8;11,2) H-2 - H-2 62,5 H-9a(4,54 dd, 1H;4,5;10,9)

H-9b(4,46 dd,1H:4,4;10,8) H-9b(4,44 dd,1H;4,8;10,9)
2 53,4 5,15 (m, 1H) H-N - H-N 53,4 5,15 (m, 1H)
3 77,2 4,39 (m, 1H) H-2 - H-2 77,2 4,38 (m, 1H)
4 73,4 4,32 (m, 1H) - - 73,5 4,32 (m, 1H)
5 34,5 2,29; 1,95 (m, 2H) - - 34,6 2,29; 1,95 (m, 2H)
6 26,2 1,79; 1,75 (m, 2H) - - 26,3 1,77; 1,74 (m, 2H)
7-14/5°-16’ 30,7-30 1,32 - 1,27 (m) - - 30,8-30 1,33 - 1,28 (m)
15 33,3 2,02 (m, 2H) - - 33,5 2,02 (m, 2H)
16 131,2 5,59 (td, 1H; 6,0; 15,2) H-15; H-18 - 131,3 5,55 (td, 1H; 5,4; 15,4)
17 131,1 5,52 (td, 1H; 6,0; 15,2) - H-15; H-18 131,2 5,50 (td, 1H; 5,8; 15,4)
18 33,6 2,02 (m, 2H) - - 33,8 2,02 (m, 2H)
19 32,5 1,32 - 1,27 (m) - H-21 32,6 1,33 - 1,28 (m)
20 23,3 1,32 - 1,27 (m) H-21 - 23,4 1,33 - 1,28 (m)
2119’ 14,6 0,89 (t, 6H; 6,4) - - 14,8 0,88 (t, 6H; 6,2)
1’ 175,7 - H-N H-2 175,7 -
2’ 72,9 4,65 (m, 1H) - - 72,9 4,64 (m, 1H)
3’ 36,1 2,22; 2,09 (M, 2H) - - 36,2 2,19; 2,06 (m, 2H)
& 27,0 1,32 - 1,27 (m) - - 27,1 1,33 - 1,28 (m)
17’ 32,5 1,32 - 1,27 (m) - H-19’ 32,6 1,33 - 1,28 (m)
18’ 23,3 1,32 - 1,27 (m) H-19 - 23,4 1,33 - 1,28 (m)
N-H - 8,61 (dl, 1H: 9,2) - - H-2 - 8,60 (d, 1H; 8,9)
OH-2’ - 7,64 (dI, 1H; 4,4) - - H-2’ - 7,63 (sl, 1H)
OH-1/3 - 6,72 (dl, 2H; 6,0) - - H-1; H-3 - 6,72 (sl, 2H)
OH-4 - 6,24 (dl, 1H; 5,6) - - H-4 - 6,26 (sl, 1H)
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Figura 76 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CsDsN) de Kt-7.
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Figura 78 - Expansao do espectro de RMN de **C (100 MHz, CsDsN) de Kt-7

6£9FT—

667°€C—

619¢—

Fé86E
8662
6£2°0€
[
TLE0E
8b5 0t
202708

b8bTE

oovze)
ObE'EE~
cooee’
615+HE"

180°9€—

21

T
O

o

HO

T
o

19 18 17 16 15 14 13 12 11 10

20

27 26 25 24 23 22 2

f1 (ppm)

40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28

4 43 42 4

Figura 79 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN) de Kt-7.

§S8°0q
€48°0
688'01
042°T1
E€CETY

8bL T
TSL'TH

Y-t ]

RE;

= 8¢9

884
TS6'T~,
556'1
996°T]
16'14
£86'T
1004
007
020°2]
1507
590°7]
9207
€ETT

8LE°C

QRZ'7Z.

NBNAH

0szz{f
gozz|f

f
[

Frese

L

Foese

¥ e

y

e
1T
60T
91’1

i

€62°T
00€'+]
60€°F]
PTE ]
L6 ]
645°t]
166t
8bbt
65k
815F

—

—

—

9TSY
SE9F

LEOP
St9't
€59t
£L0T°S
6TT'S
1€1.C

= 86'0

Jw

¥ 001

I

[44 8
£ST'S
TES'S
00£°9
STL9
0852
CE9'L
€972

mmm.&
019'8

U

00 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
1 (ppm)

105

110



RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 80 - Expansé&o do Espectro de RMN de *H (400 MHz, CsDsN) de Kt-7.
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Figura 82 - Expansao do Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN) de Kt-7.
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Figura 84 - Expansao do espectro de RMN - COSY *H-'H (400 MHz, CsDsN) de Kt-7.

Y (R Y

|

1 (ppm)

9.0 8.5 8.0 75 70 4.0

6.5
12 (ppm)

Figura 85 - Espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, CsDsN) de Kt-7.
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Figura 86 - Expanséo do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, CsDsN) de Kt-7.
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5.8 Determinacao estrutural de Kt-8

A substancia codificada como Kt-8 foi isolada na forma de um po6 vermelho,
pesando 35,4 mg. Seu espectro de massas de alta resolucédo obtido por ESI-MS no
modo negativo (Figura 89) mostrou o pico da molécula cationizada em m/z 395,1298
[M+Na]" compativel com a férmula molecular Cy7H24NaOg (calc. 395,1313).

O espectro de infravermelho obtido em pastilhas de KBr (Figura 90) mostrou
bandas de absorcdes em 3405 cm™, caracteristico de estiramento O-H, em 1630 cm’
! caracteristico de carbonila de cetona quelada em sistema aromatico, em 2933 cm™
referente ao estiramento C-H alifatico e bandas de absor¢ées em 1220 e 1068 cm™,
referente ao estiramento C-O (PAVIA et al., 2015).

No espectro de RMN de *C - BB (100 MHz, CDsOD) (Figura 91) e em suas
expansoes (figuras 92, 93 e 94), observou-se um total de 32 sinais sendo a maioria
duplicados, com excessao dos deslocamentos quimicos em &¢ 16,8 e 17,9, levando
a sugerir que Kt-8 tratava-se de uma mistura de isdmeros. Ainda, foi observada uma
absorcdo em &¢ 211,8 caracteristica de uma carbonila de cetona, que foi atribuida
ao carbono C-1’, a presenga de um carbono aromatico acilado em d&c 106,8,
atrubuido a C-2 e mais 3 sinais referentes a carbonos aromaticos oxigenados em &¢
167,3, 165,6 e 161,8, atribuidos aos carbonos C-3, C-5 e C-1, respectivamente,
sendo estes sinais condizentes com o0 esqueleto basico de um acilfloroglucinol
(BOHR et al., 2005; PONTES, 2014). Além disso, foram observados sinais em ¢
16,8 e 17,9 para cada um dos isdmeros, e que foram atribuidos a metila C-5’, além
da presenca de um carbono metilénico em &¢ 28,3 atribuido a C-3' e uma metila
terminal em &¢ 12,0 referente ao carbono C-4’, sugerindo que o grupo acila seria
composto por uma fracdo 2-metil-butiril. Ademais, pode-se sugerir a presenca de
uma unidade osidica, apds observar cinco sinais em pares entre d¢c 74,9 e 62,5,
além do carbono anomérico em 101,6, sugerindo tratar-se de uma molécula de
glicose (SILVA et al., 2005).

A proposta do esqueleto acilfloroglucinol foi fortalecida ap6s analisar o
espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDs;OD) (Figura 95) e em suas expansdes
(Figuras 96, 97 e 98), onde, pode-se observar dois dubletos com integral pra 1H
cada acoplando meta entre si em 84 6,19 (J = 2,0) e 5,97 (J = 2,0), que foram

atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-4, além dos sinais em 3,91 &4 (m), 1,80 (m), 1,40
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(m), 1,14 (d, J = 6,8) e 0,89 (t, J = 7,6), que corroboraram com a proposta da fracao
2-metil-butiril e foram atribuidos aos hidrogénios das posi¢ées H-2’, H-3’a/b, H-5" e
H-4’, respectivamente. A proposta de uma glicose foi confirmada pela presenca do
sinal em &y 5,05 (d, J = 7,6) tipico do hidrogénio anomérico da glicose com
configuracéo B, que foi atribuido ao H-1" (SILVA et al., 2005). Esses assinalamentos
e os demais foram confirmados através do mapa de contornos heteronuclear HMQC
(Figura 99) e podem ser vistos na tabela 12.

A analise do espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 100)
permitiu confirmar a insercdo da B-glicose na posicao C-1 (6¢c 161,8), através da
correlacdo do hidrogénio anomérico H-1" (84 5,05, d; J = 7,6) a trés ligacdes (3J)
com C-1. Ainda, foi possivel confirmar a posicdo de H-6 (04 6,19, d; J = 2,0) ao
verificar uma correlacado a duas ligagées (2J) com C-1. As demais correlagdes podem
ser vistas na tabela 12.

Assim, apds compilacdo e analise dos dados espectrais e comparacdo com
os dados descritos na literatura (KOSASI; VAN DER SLUIS; LABADIE, 1989; BOHR
et al., 2005), foi possivel identificar a substancia Kt-8 como uma mistura de epimeros
de 1-[(2-metilbutiril)-floroglucinil]-B-glucopiranosideo ou multifidol glicosideo,

relatados pela primeira vez na familia Krameriaceae.

Figura 88 - Estrutura quimica de Kt-8.

(2S)-Multifidol glicosideo. (2R)-Multifidol glicosideo.
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Tabela 12 - Dados de RMN de Kt-8 (J em Hz e 5 em ppm, 400 e 100 MHz para 'H e °C,

respectivamente, em CD;0OD) comparados com dados da literatura (BOHR et al., 2005)

Kt-8 Referéncia’
- HMQC HMBC
POSIGa0 5 (mult, J = H) 5c S X 5 S (mult, J=Hz) B¢

1 i 161,8 H-6, H-1" i 161,8
161,7*

2 : 106.8 H-6, H-4 : 1068
107,2*

3 : 167.3 H-4 : 167,4
167,2*

4 5,97 (d, 1H; 2,0) 98,3 H-6 504 (d, 1H; 2,5) 98,3

5 ; 165,6 H-6, H-4 ; 165,6

6 6,19 (d, 1H; 2,0) 95,4 H-4 617 (d, 11 25) 953
95,6+

T : 211,8  H2,H3, H5 : 2118
212,0*

> 3,91 (m, 1H) 470  H3,HE5 H4  390(m 1H) 47,0
47.1%

3 1,80; 1,40 (m, 1) 283  H-2,H5,H4 1,80, 1,38 (m, 1H) 28,3
1,85 1.44 (m, 1H*  27,7*

rE 0,89 (t, 3H; 7,6) 12,0 H2' H-3 0.87 (t, 3H, 7.5) 12,0
0,91 (t. 3H: 7.2)* 12,1%

5 1,14 (d, 3H; 6.8) 16.8 H2', H-3 112(d, 3H,7.0) 16,8
1,15 (d, 3H; 6,8)* 17,9%

R 5,05 (d, 1H; 7.6) 101,6 503 (d, 1H; 7.5) 1017
5.06 (d, 1H; 7.2)*  101.8*

2 3,53 (m, 1H) 74,8 350 (m, 1H) 74,8
3,55 (m, 1H)* 74.9%

37 3,49 (m, 1H) 78.7 H-1” 3.45(m, 2H) 787
78.7*

4 3,42 (1, 1H; 8.8) 71,2 H6'a, 338 (L, 1H;9,0) 712
71,2%

5 3,49 (m, 1H) 78.4 H-1", H6"B 345(m, 2H) 784
78.4%

67  «(3,94dd, 1H, 2,0, 124) 625 @ (3.91dd,1H; 2,0,12,3) 62,5

B (3.74 dd, 1H: 56 12.0) 62.5* B (3.71 dd.1H: 5.5. 12,3)

'Obtido em 500 e 125 MHz para 'H e °C, respectivamente, em CD5OD.
*Valores referentes ao isomero (2R).

Kt-8.
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Figura 89 - Espectro de massas de alta resolucao (ESI-) de Kt-8.
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Figura 91 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CD;0D) de Kt-8.
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Figura 93 - Expansao do espectro de RMN de *C (100 MHz, CD;0D) de Kt-8.
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Figura 95 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) de Kt-8.
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Figura 97 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) de Kt-8.

Figura 98 - Expansé&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) de Kt-8.
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Figura 99 - Espectro de RMN - HMQC (400 e 100 MHz, CD;0D) de Kt-8.
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5.9 Determinacao estrutural de Kt-9

A substancia codificada como Kt-9 foi isolada na forma de um dleo incolor,
pesando 18,4 mg. Seu espectro de massas de alta resolucédo obtido por ESI-MS no
modo negativo (Figura 102) mostrou o pico da molécula desprotonada em m/z
329,1946 [M-H] compativel com a formula molecular C,4H»50 (calc. 329,1911).

No espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) (Figura 103) e em suas
expansdes (Figuras 104 e 105), pode-se observar um conjunto de sinais na regiao
de hidrogénios aromaticos entre &y 7,34 - 7,15 com integral para 11 hidrogénios,
sugerindo a presenca de dois anéis aromaticos monossubstituidos. Ainda nessa
regido, foi observada a presenca dos sinais em oy 7,32 (d, J = 2,4 Hz), 7,02 (dd, J =
2,4; 8,4 Hz) e 6,64 (d, J = 8,4 Hz) que foram atribuidos aos hidrogénios H-3, H-5 e
H-6 respectivamente, referentes a um sistema ABX, sugerindo a presencga de um
terceiro anel aromatico, este agora, trissubstituido. Além disso, foram observados
dois singletos em &4 1,70 e 1,60 com integral para 6 hidrogénios cada. Verificou-se
também, um singleto em &4 4,20, que foi atribuido ao hidrogénio de uma hidroxila em
C-1.

No espectro de RMN de **C - APT (100 MHz, CDCls) (Figura 106) e em suas
expansdes (figuras 107 e 108), observou-se a presenca de 8 sinais na regido de
carbonos metinicos aromaticos entre 129,3 - 124,9, alguns deles com intensidade
duplicada, corroborando com a proposta da presenca de dois anéis aromaticos
monossubstituidos. Verificou-se a presenca de 5 sinais referentes a carbonos néo
hidrogenados de anéis arométicos em &¢ 151,7, 151,3, 142,8, 148,6 e 134,6,
atribuidos respectivamente aos carbonos C-1, C-1”, C-4, C-1’, C-2. Além disso,
observou-se dois sinais em 42,8 e 41,9 compativeis com carbonos néo
hidrogenados em sistema alifatico, que foram atribuidos aos carbonos C-7’ e C-7,
respectivamente. Ainda, notou-se a presenca de dois sinais intensos em 31,2 e 29,7
correspondentes a 4 metilas das posi¢gdes C-8/C-9’ e C-8/C-9’, respectivamente. Os
demais deslocamentos quimicos de RMN de *H e 3C de Kt-9 podem ser vistos na
tabela 13.

A andlise do espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 109) e em
sua expanséo (Figura 110) permitiu confirmar a insercao da hidroxila na posi¢céo C-1

(8¢ 151,7), ap0s observar uma correlagdo do seu respectivo hidrogénio (&4 4,20, s) a
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duas ligacdes (3J) com C-1, além das correlagbes com C-6 (d¢c 117,2) e C-2 (3¢
134,6). A posicdo dos substituintes metilicos foi confirmada através da correlagéo
dos hidrogénios H-8/H-9 (&4 1,60, s) com C-2 (¢ 134,6) e C-1’ (&6¢c 148,6) a trés
ligacdes (*J) e com C-7 (3¢ 41,9) a duas ligacdes (°J), e os outros dois substituintes
metilicos através da correlacdo dos hidrogénios H-8/H-9’ (64 1,70, s) com C-4 (8¢
142,8) e C-1” (8¢ 151,3) a trés ligacdes (3J) e com C-7’ (¢ 42,8) a duas ligacdes (%J).
As demais correlacdes podem ser vistas na tabela 13.

Assim, apdés compilacdo e andlise dos dados espectrais e comparacdo com
os dados descritos na literatura (KUNINOBU, MATSUKI, TAKAI, 2009), foi possivel
identificar a substancia Kt-9 como sendo 2,4-bis(2-fenilpropan-2-il) fenol, isolada
pela primeira vez na familia Krameriaceae. Esta substacia ja havia sido relatada na
familia Fabaceae (RAO et al., 2006) e em Cucurbitaceae (PANLILIO et al., 2012).
Rao et al., (2006) consideram esta substancia como um composto fendlico do tipo
fitoalexina, a qual é produzida pela planta como forma de prote¢cdo quando se

encontra em um ambiente que promova algum tipo de stress quimico ou biolégico.

Figura 101- Estrutura quimica de Kt-9.

2,4-bis(2-fenilpropan-2-il) fenol.
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Tabela 13 - Dados de RMN de Kt-9 (J em Hz e 5 em ppm, 400 e 100 MHz para 'H e C,
respectivamente, em CDCl;) comparados com dados da literatura (KUNINOBU, MATSUKI,

TAKAI, 2009).
Kt-9 Referéncia’
Posicao HMQC HMBC
Oy (Mmult, J = Hz) Oc Oc X Oy Oy (mult, J = Hz) Oc
1 - 151,7 OH, H-5, - 151,4
H-6, H-8/9
2 - 134,6 OH, H-6, - 134,3
H-8/9
3 7,32 (d, 1H; 2,4) 1249 H-5 7,38-7,05(m, 11H) 129,0-124,6
4 - 142,8 H-6, H- - 142,5
8/9
5 7,02 (dd, 1H, 2,4; 8,4) 126,6 - 6,94 (d, 1H, 7,8) 126,7
6 6,64 (d, 1H; 8,4) 117,2 OH 6,56 (d, 1H, 8,4) 117,2
7 - 41,9 H-3, H-8/9 - 41,7
8 1,60 (s, 3H) 29,7 H-9 1,54 (s, 6H) 29,6
9 1,60 (s, 3H) 29,7 H-8 1,54 (s, 6H) 29,6
1 - 148,6 H-8/9’ - 148,3
2 7,34-7,15 (m, 11H) 129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
3 7,34-7,15 (m, 11H) 129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
4 7,34-7,15 (m, 11H) 129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
5 7,34-7,15 (m, 11H) 129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
6’ 7,34-7,15 (m, 11H) 129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
r - 42,8 H-3, H-5, - 42,5
H-8
8’ 1,70 (s, 3H) 31,2 H-9’ 1,64 (s, 6H) 31,0
9’ 1,70 (s, 3H) 31,2 H-8 1,64 (s, 6H) 31,0
1” - 151,3 - - 150,9
27 7,34-7,15 (m, 11H)  129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
3” 7,34-7,15 (m, 11H) 129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
4” 7,34-7,15 (m, 11H) 129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
5” 7,34-7,15 (m, 11H) 129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
6” 7,34-7,15 (m, 11H) 129,3-124,9 - 7,38-7,05 (m, 11H) 129,0-124,6
OH 4,20 (s, 1H) - - 4,12 (s, 1H) -

'Obtido em 400 e 100 MHz para "H e “°C, respectivamente, em CDCl;.

OH

8
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Figura 102 - Espectro de massas de alta resolucao (ESI-) de Kt-9.
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Figura 104 - Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI,) de Kt-9.
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Figura 106 - Espectro de RMN de **C - APT (100 MHz, CDCl;) de Kt-9.
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Figura 108 - Expanséo do espectro de RMN de **C - APT (100 MHz, CDCl;) de Kt-9.
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Figura 110 - Expanséo do espectro de RMN - HMBC (400 e 100 MHz, CDCl5) de Kt-9.
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Figura 111 - Espectro de RMN - HMQC (400 e 100 MHz, CDCIs) de Kt-9.
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5.10 Determinagéo estrutural de Kt-10

A substancia codificada como Kt-10 foi isolada na forma de um p6 marrom
escuro, com ponto de fusdo 172-174 °C e peso de 105 mg. Seu espectro de massas
de baixa resolucéo obtido por ESI-MS no modo positivo (Figura 114) mostrou o pico
da molécula protonada em m/z 792,6 [M+H]" compativel com a férmula molecular
C30H48024 (calc. 792,2).

O espectro de infravermelho obtido em pastilhas de KBr (Figura 115) mostrou
bandas de absor¢es em 3415 cm™, caracteristico de estiramento de O-H, em 1620
cm™ referente ao esqueleto da substancia (GUTIERREZ et al., 2012), em 2922 cm™
caracteristico de estiramento C-H alifatico e bandas em 1284 e 1050 cm™, referente
ao estiramento C-O (PAVIA et al., 2015).

No espectro de RMN de *3C — DeptQ (100 MHz, CD3;OD) (Figura 116) e em
sua expansao (Figuras 117), observou-se a presenca de 5 sinais em d¢ 76,4, 74,6,
64,6, 64,1 e 63,5, caracteristicos de carbonos em sistema alifatico vizinhos a
oxigénios (PAVIA et al., 2015). A presenca de apenas cinco sinais neste espectro e
a comparacao com os dados obtidos no espectro de massas permitiu sugerir que Kt-
10 trata-se de uma substancia com um grau de simetria bastante elevado.

Essa proposta foi fortalecida ap6s analise do seu espectro de RMN de *H
(400 MHz, CD3;0D) (Figura 118) e em sua expansao (Figura 119), onde, pode-se
observar um conjunto de sinais entre &4 3,80 - 3,58 com integral para 7 hidrogénios,
permitindo inferir que, assim como os deslocamentos de carbono, estes, tratavam-se
de hidrogénios em sistema alifatico vizinhos a oxigénios.

Dessa forma, juntamente em comparacdo com dados da literatura
(GUTIERREZ et al., 2012) pode-se propor a estrutura de um monémero com férmula
molecular CsHgO4 (Figura 112), e que a mélecula seria um polimero formado por 6

Oou mais unidades deste.

Figura 112 - Estrutura quimica do monémero de Kt-10.
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ApGs sugerir que se tratava de um tipo de peroxido ciclico, realizou-se o teste
de para confirmacéo de peroxidos, seguindo metodologia descrita por Kelly (1997),
onde, adicionou-se algumas gotas de solucdo de 5% de iodeto de potassio a
substancia e agitou-se a solucdo. O resultado pode ser visto na Figura 120, o qual
apresentou coloracado amarelo para marrom, sendo este resultado positivo para altas
concentracfes de peroxidos.

Assim, apdés compilacdo e andlise dos dados espectrais e comparacdo com
os dados descritos na literatura (GUTIERREZ et al., 2012) foi possivel identificar a
substancia Kt-10 como sendo um polimero ciclico chamado kramecina. Esta
substancia ja havia sido isolada em Krameria cytisoides, entretando esta sendo
relatada pela primeira vez na espécie Krameria tomentosa, sendo essa, a segunda

espécie de Krameria a apresentar este composto.

Figura 113 - Estrutura quimica de Kt-10.
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Tabela 14 - Dados de RMN de Kt-10 (J em Hz e & em ppm, 400 e 100 MHz para ‘H e **C,
respectivamente, em CDsOD) comparados com dados da literatura (GUTIERREZ et al.,
2012).

Kt-10 Referéncia’
Posicéo
Oy (mult, J = Hz) Oc Oy (mult, J = Hz) Oc
3 Ha 3,63 (d, 1H; 12,4) 64,6 Ha 3,61 (d; 11,47) 63,4
Hb 3,65 (d, 1H; 9,6) Hb 3,63 (d; 11,47)
4 - 76,4 - 75,15
5 3,74 (dd, 1H; 3,2; 6,0) 74,6 3,74 (dd; 3,19; -) 73,2
Ha 3,70 (m, 1H) 63,5 Ha 3,69 (m) 62,1
Hb 3,80 (dd, 1H; 2,8; 10,4) Hb 3,78 (dd, 1H; 3,2; 10,5)
7 Ha 3,60 (d, 1H; 11,2) 64,1 Ha 3,63 (d, 1H; 11,5) 62,85
Hb 3,67 (d, 1H; 10,4) Hb 3,67 (d, 1H; 11,5)

'Obtido em 500 e 125 MHz para "H e °C, respectivamente, em CD;OD.
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Figura 114 - Espectro de massas de baixa resolucéo (ESI+) de Kt-10.
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Figura 117 - Expanséo do Espectro de RMN de **C — DeptQ (100

MHz, CD;0D) de Kt-10.
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Figura 118 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) de Kt-10.
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Figura 120 - Reacao para identificagdo de peroxidos.

A) Antes da reacao. B) 10 min apds a reacao.

*KTBOO = Substancia e B = Branco
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico da espécie Krameria tomentosa resultou no isolamento
de oito substancias e duas misturas, que foram identificadas por meio de métodos
espectroscopicos.

A espécie apresentou em sua constituicAo quimica algumas classes de
metabdlitos secundarios, sendo a maioria da classe dos lignoides. Dentre o0s
compostos isolados, quatro deles ja foram relatados nesta espécie, sendo eles:

e ottomentosa,; sobralina; 2-(2'-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano
e 2-(2’,4’-diidroxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano.

Os demais estdo sendo relatados pela primeira vez na familia Krameriaceae
ou pela primeira vez na espécie, sendo eles:

e Uma mistura de epimeros do multifidol glicosideo; uma mistura do (-)-
siringaresinol e p-hidroxi-benzaldeido; uma ceramida, a (2S,3S,4R,16E)-2-[(2’'R)-
2’-hidroxinonadecanoilamino]-heneicosadec-16-en-1,3,4-triol;, um  composto
fendlico, o 2,4-bis(2-fenilpropan-2-il) fenol; um polimero de perdxido ciclico, a
kramecina e uma neo-lignana, a (2R,3R)-2,3-diidro-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-
metil-5-(E)-propenilbenzofurano. Estes dois ultimos, relatados pela primeira vez
na espécie, e 0s outros relatados pela primeira vez na familia.

Estes achados corroboram com a literatura, que cita a presenca majoritaria de
lignoides nas espécies da familia Krameriaceae. Contudo, o isolamento de outras
classes de metabdlitos secundarios que ndo os lignoides, ampliam o conhecimento
fitoquimico da espécie Krameria tomentosa, indicando esta espécie como
bioprodutora de diferentes classes de metabdlitos secundarios.

Além disso, contribui com o conhecimento quimiotaxonédmico da familia
Krameriaceae e estimula a realizacdo de novos estudos, como os de atividade
bioldgica das substancias isoladas e estudos fitoquimicos com mais espécies desta

familia.
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