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RESUMO

A Amazodnia brasileira abriga cerca 30% de todas as florestas tropicais remanescentes
do mundo. Apesar de todo esse potencial, os estudos das partes lenhosas sobre os
constituintes quimicos e suas propriedades biolégicas s&o escassos. Neste contexto,
buscando agregar valor aos residuos madeireiros, este trabalho teve como obijetivo realizar o
estudo fitoquimico dos residuos madeireiros de Ocotea neesiana (Miq.) Kosterm. e Sextonia
rubra (Mez) van der Werff e avaliar a atividade biolégica das substancias isoladas. Os extratos
obtidos em metanol de O. neesiana e S. rubra foram submetidos a fracionamentos
cromatograficos em coluna aberta com silica gel 60 (70-230 e 230-400 mesh), sephadexLH-
20 e placa em camada delgada preparativa (silica gel 60). As substancias purificadas foram
identificadas/elucidadas pelas técnicas de espectroscépica de ressonancia magnética nuclear
(1D e 2D), espectrometria de massas de alta resolugdo (EMAR), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e polarimetria. As fragdes mais volateis LAM-
7, LAM-5.P2 e LAM-5.P4 de O. neesiana também foram avaliadas em CG-EM. O extrato
metandlico de O. neesiana forneceu a purificagdo dos sesquiterpenos a-cadinol (1), a-
muurolol (3), T-cadinol (5), ent-T-muurolol (6), a-epi-cubenol (7), e, do monoterpeno a-
terpineol (2), e do esterdide B-sitosterol (4), além dos fenilpropanoides apiol (8) e dilapiol (9),
as neolignanas eusiderina A (10), rel-(7S,8R,I'R,3’S,4’S)-4’-hidroxi-5,3’,5'-trimetoxi-3,4-
metilenedioxi-2’-oxo -A"3%%8-8.1’.7.3' (11), rel-(7S,8R,1'R,3'S,4'R)-4’-hidroxi-5,3’,5'-trimetoxi-
3,4-metileno dioxi -2'-ox0-A"3%5%-8 1’7, 3'-neolignana. (12), o diterpeno 16-Metilesteritol A
(13) (inédito) e o flavonoide catequina (14). O extrato metandlico de S. rubra resultou no
isolamento do derivado de fenalenona esclerodina (15) e y-lactonas rubrenolideo (16) e
rubrinolideo (17).-Para avaliar o potencial bioldgico realizou-se os ensaios antifiUngicos de
interesse médico com as substancias 10, 11 e 13 frente a cepas de Candida albicans, C.
krusei, Cryptococcus gattii e C. neoformans, O 16-Metilesteritol A (13) mostrou mais ativo C.
gattii (CIM 40,6 ug/mL) e C. neoformans, (CIM 81,2 ug/mL). Para ensaio antibacteriano de
relevancia agrondmica, os extratos hexanico e metandlico e as substancias em mistura 16 e
17 de S. rubra, assim como as substancias 1, 10, 11 e 13 de O. neeesiana foram testadas
frente a Xanthomonas citri subsp.citri . Os resultados indicaram um efeito promissor, com
inibicdo abaixo e igual ao controle positivo (CuSO4 250 pg/mL) para a-cadinol (1) (CIM e CBM
de 50 yg/mL) e 16-Metilesteritol A (13) (CIM e CBM de 250 ug/mL). Desse modo o estudo
esta contribuindo com o conhecimento da biodiversidade amazdnica e agregado valor aos

residuos madeireiros.

Palavras-chaves: Lauraceae, neolignanas, sesquiterpenos, diterpeno isorianodano,
Xanthomonas citri



ABSTRACT

The Brazilian Amazon harbors approximately 30% of all remaining tropical forests in
the world. Despite this potential, studies of the woody parts regarding their chemical
constituents and biological properties are scarce. In this context, seeking to add value to wood
residues, this work aimed to conduct a phytochemical study of wood residues from Ocotea
neesiana (Miq.) Kosterm. and Sextonia rubra (Mez) van der Werff and evaluate the biological
activity of the isolated compounds. The methanol extracts obtained from O. neesiana and S.
rubra were subjected to chromatographic fractionations in an open column with silica gel 60
(70-230 and 230-400 mesh), sephadexLH-20 and preparative thin-layer plate (silica gel 60).
The purified compounds were identified/elucidated by nuclear magnetic resonance
spectroscopy techniques (1D and 2D), high-resolution mass spectrometry (HRMS), gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), and polarimetry. The most volatile
fractions LAM-7, LAM-5.P2, and LAM-5.P4 of O. neesiana were also evaluated by GC-MS.
The methanolic extract of O. neesiana resulted in the purification of the sesquiterpenes a-
cadinol (1), a-muurolol (3), T-cadinol (5), ent-T-muurolol (6), a-epi-cubenol (7), and the
monoterpene a-terpineol (2), and the steroid p-sitosterol (4), in addition to the
phenylpropanoids apiol (8) and dilapiol (9), as neolignans eusiderin A (10), rel-
(7S,8R,I'R,3'S,4’S)-4’-hydroxy-5,3’,5"-trimethoxy-3,4-methylenedioxy-2"-oxo-A"3°%8-8 1’7 3’
(11),rel-(7S,8R,1'R,3'S,4'R)-4’-hydroxy-5,3’,5-trimethoxy-3,4-methylenedioxy-2’"-oxo-A"35%"8
-8,1°,7,3-neolignan. (12), the diterpene 16-Methylsteritol A (13) (novel) and the flavonoid
catechin (14). The methanolic extract of S. rubra was proven to isolate the phenalenone
derivative sclerodine (15) and y-lactones rubrenolide (16) and rubrinolide (17). To evaluate the
biological potential, we performed antifungal assays of medical interest with compounds 10,
11, and 13 against strains of Candida albicans, C. krusei, Cryptococcus gattii, and C.
neoformans. 16-Methylsteritol A (13) showed greater activity against C. gattii (MIC 40.6
pg/mL) and C. neoformans (MIC 81.2 ug/mL). For an antibacterial assay of agronomic
relevance, the hexane and methanol extracts and the compounds in the mixture 16 and 17 of
S. rubra, as well as compounds 1, 10, 11, and 13 of O. neeesiana, were tested against
Xanthomonas citri subsp. citri. The results indicated a promising effect, with prevention below
and equal to the positive control (CuSO4 250 pg/mL) for a-cadinol (1) (MIC and MBC of 50
pg/mL) and 16-Methylsteritol A (13) (MIC and MBC of 250 ug/mL). Thus, the study is

contributing to the knowledge of Amazonian biodiversity and added value to wood waste.

Keywords: Lauraceae, neolignans, sesquiterpenes, isorianodane diterpene, Xanthomonas

citri
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1. INTRODUGAO

O Brasil é o pais de maior extensdo da América do Sul e possui a maior
biodiversidade do planeta. Abriga em seus seis biomas cerca de 20% de todas as
espécies catalogadas do mundo, contando aproximadamente 46.000 espécies
vegetais (terrestre e marinho) conhecidas no pais, e muitas sdo endémicas. Dentre os
seus biomas destaca-se a Amazdnia que compde a maior floresta tropical umida do
mundo, onde crescem cerca de 2.500 espécies de arvores que corresponde a um
terco de toda madeira tropical do mundo (Brasil, 20232°).

No passado, o setor madeireiro estava bem presente em todos os estados que
compdem a Amazoénia Legal, fazendo desta, a principal regido produtora de madeira
no Brasil e a segunda do mundo o que gerou a formagdo de muitos residuos
madeireiros (Barros; Verissimo, 2002). Dentre as diversas aplicabilidades do uso da
madeira havia para a construgao civil (Lorenzi, 1992). Contudo com proibi¢éo do corte
desordenado e a acao de fiscalizacdo do IBAMA, a construgado civil teve que se
reinventar (IBAMA, 2014).

Desse modo, muitos prédios antigos que foram construidos nas décadas
passadas foram construidos utilizando madeira. E atualmente eles passam por
reformas, o que geram entulhos. Segundo Arif et al. (2012), nessas reformas, a falta
de cultura de reduzir, reutilizar e reciclar € a principal causa dos residuos gerados.
Uma alternativa com o intuito de agregar valor aos residuos madeireiros presentes
nesses entulhos € a realizagao do estudo fitoquimico dos metabdlitos secundarios da
madeira.

Os metabdlitos secundarios sdo encontrados em baixas concentragbes nas
plantas, mas s&o essenciais para a sobrevivéncia e perpetuagdo da espécie. Eles
abrangem uma ampla diversidade de classes quimicas tais como: terpenos,
alcaloides, flavonoides, limonoides, cumarinas, saponinas, esteroides, antocianinas e
quinonas, destacando-se pelo interesse quanto a diversidade de atividades bioldgicas,
e sobretudo, pelas propriedades medicinais (Simdes et al., 2017). Por isso, diversos
estudos fitoquimicos séo relatados com diferentes partes vegetativas tais como:
folhas, cascas, fruto e sementes, contudo ha poucos estudos com a madeira.

Desse modo, o grupo de pesquisa “Plantas da Amazonia: Quimica,
Quimiossistematica e Atividade Bioldgica”, coordenado pela Profa. Dra. Maria da Paz

Lima do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA) vem desenvolvendo o
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estudo fitoquimico dos metabdlitos secundarios da madeira. Esses estudos vém
mostrando resultados promissores, como de Melo et al. (2019) que isolaram do
residuo de ipé amarelo (Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose) trés
naftoquinonas que apresentaram atividade antiplasmodica contra Plasmodium
falciparum e atividade antifungica significativa contra Cryptococcus neoformans.
Ressaltando a importancia dos estudos fitoquimicos com os residuos madeireiros.
Portanto, considerando a escassez de estudos fitoquimicos com as madeiras
das espécies de Ocotea neesiana e Sextonia rubra, e a disponibilidade de residuos
de madeiras desta espécie no Laboratério de Tecnologia da Madeira da COTI/NPA, é
qgue surge a oportunidade em parceria de realizar o estudo fitoquimico dos residuos
madeireiros das duas espécies (O. neesiana e S. rubra), buscando isolar substancias

e avaliar potenciais agentes antimicrobianos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Familia Lauraceae

A familia Lauraceae tem sua distribuicdo de espécies em regides com clima
tropical e subtropical principalmente na América, Asia tropical, Australia e
Madagascar, possuindo 50 géneros que contém cerca de 2500 espécies. No Brasil

existem cerca de 400 espécies distribuidas em 25 géneros. Essas arvores tém uma

madeira resiliente, util como madeira para construgdo e como lenha (Gottlieb, 1972;
Van der Werff; Richter, 1996).

1-9
10-100

I 100-1000

W 1000 - 10000

M 10000-100000

M 100000 =

Figura 1.Distribuicdo geografica das espécies da familia Lauraceae. Fonte: Tropicos,
20252

Globalmente, essa familia possui uma relevancia econbémica significativa
devido a producdo de aromas para a industria de alimentos, perfumaria e
medicamentos (Cinnamomum zeylanicum Blume, C. canphora (L.), C. cassia Presl.),
como cultura agricola (Persea americana Mill., abacate), ao seu uso como fonte de
madeira para a construgao e fabricagdo de méveis (géneros como Nectandra, Ocotea
e Persea) (Chaverri et al., 2011).

Do ponto de vista quimico, a familia Lauraceae é uma rica fonte de lignanas e
neolignanas que representam uma significancia fitoquimica e taxonédmico potencial no
estudo da mesma (Li et al., 2018), tendo uma enorme classe de compostos
farmacologicamente  ativos  como  antitumoral, anti-inflamatério, para

imunossupressao, antioxidantes e antivirais (Pan et al., 2009; Marcotullio et al., 2018).
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Outra classe abundante sdo os alcaloides isoquinolinicos tendo mais de 250
compostos relatados na literatura (Custodio; Veiga Junior, 2014). As espécies desta
familia sdo produtoras de O6leos essenciais com predominancia dos terpenos (-
cariofileno e 1,8 cineol (Damasceno et al., 2019).

Estudos com a madeira s&o escassos, tendo relatos de isolamento de lignanas
e neolignanas para espécies do género Aniba, Nectandra, Urbanodendron e Ocotea.
Ha relatos de alcaloides extraidos da casca do caule, tendo substancias com atividade
de citotoxicidade (Custédio et al., 2014). Percebe-se o potencial quimico e biolégico
de espécies dessa familia para os estudos da parte da madeira, sendo mais estudos

com essa parte vegetativa.

2.2 O género Ocotea

O género Ocotea ¢ um dos mais representativos na familia Lauraceae,
abrigando aproximadamente 400 espécies, as quais estdo presentes nas zonas
tropicais, subtropicais das Américas e na Africa (Van der Weff, 2017). No Brasil
existem cerca de 172 espécies desse género, distribuidas em todas as regides do
pais (BFG, 2015).

Espécies desse género sado empregadas pela populagdo na medicina
tradicional. Por exemplo, a madeira do caule da espécie O. bullata tem sido utilizada
no alivio de dores de cabeca e no tratamento de infecgdes no trato urinario masculino
(Rakotondraibe et al., 2015). Na literatura ha relatos de efeitos farmacoldgicos e
bioldgicos, alguns deles s&o: antioxidante (Rebougas et al., 2015), antiinflamatério
(Ballabeni et al., 2010), além de propriedades antimicrobianas (Gontijo et al., 2017),
toxicidade contra larvas de Artemia salina e Aedes aegypti (Betim et al., 2019) e
atividade tripomastigota contra o parasito Trypanosoma cruzi (Moita et al., 2019).

As espécies do género Ocotea produzem os Oleos essenciais que podem ser
extraidos de folhas, cascas e madeira, estes sdo ricos em monoterpenos e
sesquiterpenos como mostra o estudo realizado por Chaverri et al. (2011) que
verificou os compostos presentes no 6leo essencial das espécies O. gomezi e O.
morae. Contudo também pode ser encontrado na composicdo desses Oleos
compostos fenilpropanoides como a asaricina que compde 84,6% do 6leo essencial

de O. opifera (Lorenzo et al., 2001).
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Sesquiterpenos além de serem identificados nos 6leos essenciais, também sao

relatados como isolados em seis espécies do género conforme estédo listados no

Quadro 1 e suas estruturas na Figura 2.

Quadro 1. Sesquiterpenos isolados de espécies do género Ocotea.

Parte
N° Substancias Espécie Vegetativa/
Referéncia
1 Acido(2E,6E)-2,6-dimeti|-10-metileno dodecatriendico | O. minarum [FT?
2 | Caparratrieno O caparrapi [OE]P
3 | Nerolidol O. caparrapi [OE]P
4 | rel-(5R,7R)-10-desmetil-1-metil-1,10-dioxo-1,10-seco- | O. corymbosa [FRI°
11-eudesmeno
5 | Acido (+)-B-sesquifelandreno-12-6ico O. minarum [FT?
6 | Acido(+)-2-Metil-6[4-oxo-2-ciclohexen-1-il]-2-(E)- O. minarum [F?
heptendico
7 | (-)-Acido lancedlico O. minarum [FT?
8 | Acido 4-oxo-lancedlico O. minarum [F]2
9 | Acido (-)-curcumen-12-oico O. minarum [FT?
10 | 43,5B,7B-eremofil-11-en-10a-ol O. lancifolia [F]
11 | Acido (rel)-4B,5B,7B-eremofil-9-en-12-oico O. lancifolia [F]¢
12 | Acido(rel)-4B,5B,7B-eremofil-1(10)-en-12-oico O. lancifolia [F]
13 | Acido (rel)-4B,5B,7B-eremofil-1(10)-en-2-oxo-12-6ico O. lancifolia [F]¢
14 | (rel)-4B,5B,7B-eremofil-9-en-12,8a-olido O. lancifolia [F1°[F]°
15 | (re))-483,5B,7B-eremofil-9-en-12,8B-olida O. lancifolia [F]
16 | Acido (rel)-4B,5B,7B-eremofil-9a,10a-epoxi-12-6ico O. lancifolia [F]
17 | rel-(1R,4S)-7 Hidroxicalameneno O. elegans [F1°
18 | rel-(1S,4S,5R,7R,10R)-10-desmetil-1-metil-11- O. corymbosa [FR]®
eudesmeno
19 | rel-(1S,4R,5R,7R,10R)-10-desmetil-l0-hidroxi-1-metil- | O. corymbosa [FR]¢
3-oxo-ll-eudesmeno
20 | Ester metilico do acido costico O. caudata [Ff
21 | Acido(+)-(E)-exo-a-bergamoten -12-6ico O. minarum [FP
22 | Espatulenol O. lancifolia [F]

3(Nogueira et al., 2021); °(Palomino et al., 1996); ¢(Chavez et al., 1995); 4(Camargo et al.,
2010);%(Batista et al., 2010); {(Archila et al., 2018).
Legenda: [F]- folhas; [FR]- fruto; [OE] — 6leo essencial
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(22)

Figura 2. Estrutura quimica dos sesquiterpenos isolados de espécies do género
Ocotea.

Substancias pertencentes a classe dos flavonoides também foram isoladas
através de estudos com as folhas (Garett et al.,, 2012; Batista et al., 2010) e frutos
(Garcez et al, 2005). A quimica do género Ocotea é caracterizada pela predominancia
de alcaloides aporfinicos (Zanin; Lordello, 2007) lignanas (Quadro 2; Figura 3) e
neolignanas do tipo 8.3’ (Figura 4), 8.1’ (Figura 5), 7.3',8.1’ cicloneolignanas (Figura
6) e de tipos diferenciados e incomuns (Figura 7). As neolignanas estao listadas nos

Quadros 3e 4
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Quadro 2. Lignanas isoladas de espécies do género Ocotea.

[Parte
N° Substancias Espécie Vegetativa]
Referéncia
23 | treo-3,4,5,3,4’ ,5-hexametoxi-8,8’-lignana | O. macrophylla [F]2
24 | meso-3,4,5,3",4’,5’-hexametoxi-8,8’- O. macrophylla [F]2
lignana
25 | Galgravina O. foetens [FIP
26 | 2-(2',5'-dimetoxi-fenil)-3,4-dimetil-5-(3”,4”, O. foetens [FIP
5”-trimetoxifenil)-tetrahidrofurano
27 | 2-(2',5'-dimetoxi-fenil)-3,4-dimetil-5(3",4"- O.foetens [FIP
dimetoxifenil)-tetrahidrofurano
28 | Veraguensina O. veraguensis [CI°
29 | Vangambina O. duckei [F]¢
30 | Epiyangambina O. duckei [F]¢
31 | Episesartemina O. duckei [F]¢

3(Coy-Barrera et a.l, 2011); ®(Lopez et al., 1995); ¢(Khan et al.,1987); Y(Morais et al, 1999)
Legenda: [F]- folhas; [C]-casca

26: R=OCH, "
27: R=H
H,CO
OCHs

HyCO HyCO

HyCO H,CO
OCH;  (29)

e

(25)

tf OCHj

OCHs

\‘.". O A':,’I OCH3
:© C :OCH3

30: R, = OCH, R,= OCH,

OCH; 31: R,R,= -OCH,0-

Figura 3. Estruturas quimicas das lignanas isoladas no género Ocotea.
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Quadro 3. Neolignanas isoladas de espécies do género Ocotea.

[Parte
N° Substancias Espécie Vegetativa]
Referéncia
32 | Burchelina O. porosa [M]?; [CF]P
33 | 3-Metoxiburcelina O. veraguensis [CF°
O. aciphylla [M]@

35 | Oxaguianina O. aciphylla [M]e
36 | Armenina B O. catharinensis [M]f
37 | CanellinaB O. catharinensis [M]f
39 | Porosina B O. porosa [M]?
40 | (7R,85,1'R,3'R)-A° v‘?-3,4,3’,5’-TetrametOX|-4’- O. catharinensis M]'

0x0-8.1°,7.0.6’-neolignana
41 (7R,.83,1’I'?,3"R)-A5 ’8-3’,5’-D|metOX|-3,'4- O. catharinensis M]'

metilenedioxi-4’- oxo0-8.1’, 7.0.6’-neolignana
43 | Ferrearina C O.catharinensis [M]f
44 | Ferrearina E O. catharinensis [M]f
45 | Ferrearina C O. aciphylla [M)¢
46 | Ferrearina D O. aciphylla (M@
58 | Licarina A O. porosa [CF]°
59 | Licarina B O. porosa [CF]P
67 | Ocofilal A O. macrophylla [F]™
68 | Ocofilal B O. macrophylla [F]™
70 | Perseal F O. porosa [CF]°
71 | Guianina O. porosa [M]?
72 | Epiguianina O. porosa [M]?
73 | 3-metoxiguianina O. porosa [M]"
107 | Canelina-C O. catharinensis [CT
108 | 5-metoxicanelina-C O. catharinensis [CIf
109 | Canelina-A O. aciphylla M@
110 | rel<(7R,8R,1'S,3'S)-5"-metoxi-3,4-

metilenodioxi-7,3',8,1'-cicloneolign-8'-eno- O. porosa [CF]P

2'4'(1'R,3'S) -diona
111 | Ocofilol B O. macrophylla [F]™

3(Carvalho et al, 1988); °(David et al, 1994); °(Khan et al.,1987); (Romoff et al., 1984); ¢(Felicio
et al., 1986); ‘(Ishige et al., 1991); 9(Dias et al., 1986); "(Juan et al., 1980); ((Dodson et al.,
1987); [(Haraguchi et al., 1983); '(Drewes et al., 1995); ™(Coybarrera et al., 2009); "(Marques

et al., 1992); °(Gomes et al.,1983); P(Silva et al., 1989);

Legenda: [M]- madeira; [CF]-cascas e folhas; [F]- folhas; [C]-cascas
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Quadro 4. Neolignanas isoladas de espécies do género Ocotea.

Espécie Substancias [Parte Vegetativa] Referéncia
34, 42, 49 [M]°
47 e 50 [M]°
O. porosa 63 e 65[CFJ°
77,78,90,94-96 [M]°

74-76, 79,91,92 [M]"
38, 42, 51, 52, 53-57, 60, 64 ¢ 69[CF]°

61 [M]"

O. catharinensis 62 [M}
99 [C]

O. bullata 66 [C]
O. costulatum 98 [M]P
O. veraguensis 61 [M]

100-103 [FR]
97,104 -106 [C]°

3(Carvalho et al, 1988); °(David et al, 1994); ¢(Khan et al.,1987); (Romoff et al., 1984); ¢(Felicio
et al., 1986); ‘(Ishige et al., 1991); 9(Dias et al., 1986); "(Juan et al., 1980); ((Dodson et al.,

1987); [(Haraguchi et al., 1983); '(Drewes et al., 1995); ™(Coybarrera et al., 2009); "(Marques
et al., 1992); °(Gomes et al.,1983); P(Silva et al., 1989);

[M]- madeira; [CF]-cascas e folhas; [F]- folhas; [C]-cascas; [FR]- fruto

NS
R1©\c" o) H3CO

OCH3
R2 ™ 58:R,=OCH,R,= OH HSCO (60) 61:R,.H
59: R,=R,= -OCH,0- 62: R,= OCH,
H,CO
O H3CO OCH3
0

(64) 65)

R : R1©“C
1 o
S, iy OCHj

69: R,=OCH, R,= OH
70: R;= OH R,= OCH,

67: R;=R,= -OCH,0- R,= H
68: R;=OCH, R,= OCH, R,= OCH,

Figura 4. Estruturas quimicas das 8.3’ neolignanas isoladas espécies de Ocotea
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38: R=H >

46: R;=OH R,= OCH, R,= OCH,
47: R,=OH R,= OH R,=H
48: R,=OCH, R,= OH R;=H

R1

R2
39: R,=R,= -OCH,0- R;=H R,=BOCH,

40: R,= OCH, R,= OCH, R,= OCH, R,=BOCH,
41: R;=R,= -OCH,0- R,= OCH, R,=BOCH,

42: R;=R,= -OCH,0- R;=H R,=aOCH, <Oj©
0

HsCO

49: R,=OH R,= H R,= aOH

50: R;=OH R,= H R,;= BOH

51: R;=OCH, R,= H R,;= aOH

52: R;=OH R,= aOH R;= aOH
53: R,=OH R,= aOH R,= BOH
54: R,=OCH, R,= 8 OH R,= BOH

Figura 5. Estruturas quimicas das 8.1’ neolignanas isoladas espécies de Ocotea.
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OCH,4
R4 Rs

71: R;=H R,= H R,= OCH, R,=OH R,=H 77: R,=OCH, R,= OCH, R;= R 81:R=H

72: R,=H R,= H R,= OCH, R,;=H R,=0H OCH, 82: R=0OCH,
73: R,=H R,= OCH, R,= OCH, R,=OH R,=H 78: R,=OCH, R,= OH R,= H

74: R,;= OCH, R,= OCH,R,= OH R,=OH R=H  79: R;=R,= -OCH,0- R;= OCH,

75: R;= OCH, R,= OCH, R,= OCH, R,=OH R,=H 80: R,=OCH; R,= OH R;= OCH,

76: R,= OCH, R,= OCH, R,= OCH, R,=OAc

OCHj

Ra
85: R,=OCH, R,= OH R,= H R,= OAc 90: R,=R,= -OCH,0- R,= OAc R
86: R,=OCH, R,= OCH, R;= HR;=0Ac  91: R,=R,= -OCH,0- R,= OH 83:R=H
87: R,=OCH, R,= OH R,;= HR,= OH 92: R,=OCH, R,= OCH, R,= OAc 84: R=OCH,
88: R,=R,= -OCH,0- R,= H R;= OH 93: R,=OCH, R,= OH R,= OH

94: R1=R2= -OCHZO- R3= H R4= OCH3 R5=ﬁ|'|0 RG=OAC
95: R,= OCH, R,= OCH, R,= H R;= OCH, R,=pHO R,=OAc
96: R,=R,= -OCH,0- R,= H R;= OCH, R,=pHO R,=OH

97: R,=R,= -OCH,0- R,= H R,= OCH, R,=a¢HO R,=OH

98: R,=R,= -OCH,0- R,= OCH, R,= OCH, R,= «HO R,=OH
99: R;=R,= -OCH,0- R;=HR,=H R;= ¢HO R =OH

OCH,

R1
100: R=H
101: R=OCH,

\@
o

“OH

OCH,4
(102)

OCH,
(104)

Figura 6. Estruturas quimicas das 7.3’,8.1’ cicloneolignanas isoladas espécies de
Ocote
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7.3’,8.5’-Cicloneolignana 7.1°,8.3’-Cicloneolignana
H;CO

I~ /T~
o O \ o O
H3CO’®,_ j o %COD,’
o O
N

(107) (108)

105: R=H
106: R=0OCH,

OCH,

H;CO . :©\A
3 0 X <
H5CO o

OCHj R 110:R=H
(109) 111: R=0OCH,
7.3",8.4’-Dioxineolignana Esqueleto incomum

Figura 7. Estruturas quimicas de neolignanas de outros tipos e incomuns isoladas
de espécies de Ocotea.

2.2.1 A espécie Ocotea neesiana

Ocotea neesiana (Miq.) Kosterm. é conhecida popularmente como louro-aritu.
Possui oito sinonimias: Gymnobalanus sprucei Meisn., Nectandra neesiana Miq.,
Ocotea fallax (Mig.) Mez, Ocotea florulenta (Meisn.) Mez, Oreodaphne confusa Meisn.,
Oreodaphne fallax Miqg., Oreodaphne florulenta Meisn. e Oreodaphne japurensis
Meisn. (Tropicos, 2025°). No Brasil encontra-se distribuida nas regides norte
(Amazonas, Amapa, Para e Rondénia) e centro-oeste (Mato Grosso) (Flora e Funga
do Brasil, 20252).

Estudos anteriores realizados por Alcantara et al (2019) por meio da extragao
do d6leo essencial da madeira de demolicdo resultou na identificacdo de 24
substancias quimicas, tendo como principais constituintes os monoterpenos
monociclico oxigenado a-terpineol (112) (53,89%) seguido pelos biciclicos borneol
(113) (16,20%) e a-fenchol (114) (9,80%) (Figura 8).

31


https://www.tropicos.org/name/17804514

OH OH

OH

(112) (113) (114)

Figura 8. Estruturas quimicas dos monoterpenos de O. neesiana.

2.3 O género Sextonia

O género Sextonia é composto por apenas duas espécies
Sextonia pubescens van der Werff. e Sextonia rubra (Mez) van der Werff. As espécies
desse género sao facilmente reconhecidas por ter folhas e flores agrupadas com
tépalas desiguais (Rohwer et al., 1991). As suas arvores podem chegar até 45 metros
de altura, com folhas alternada e agrupadas proxima as pontas dos galhos (van der
Werff, 1997).

A espécie S. pubescens é encontrada apenas na Amazénia peruana, habitando
areas de floresta primaria ndo sujeita a inundagdo, com potencial para atingir uma
altura de até 25 metros, conforme documentado por van der Werff (1997). Até o
momento n&o ha relatos de estudos quimicos nem farmacolégicos sobre esta espécie.

A espécie S. rubra é encontrada no Brasil (Amazonas, Para e Maranhao), na
Guiana, Suriname e Venezuela. E conhecida popularmente como louro-gamela,
gamela e louro-vermelho (Tropicos, 2025°¢, Flora e Funga do Brasil, 2025P).
Anteriormente S. rubra pertencia ao género Ocotea (Ocotea rubra Mez), e
posteriormente foi chamado de Nectandra rubra (Mez) C.K. Allen. Em 1997 van der
Werff prop0s a sua migragdo para o género Sextonia por apresentar-se bastante
isolada entre as outras espécies dos géneros anteriores, especialmente pela cor
réseo-avermelhada, incomum no grupo. Tornando assim os dois nomes anteriores
suas sinonimias (Fedalto et al.,1989; Coradin et al., 2009).

A literatura reporta dois estudos dos constituintes quimicos dessa espécie. Do
tronco da arvore Franca e Gottlieb (1972) isolaram as substancias um par de alceno-
alcino rubrenolideo (115) e rubrinolideo (116) (Figura 9), as quais apresentaram
atividade antifungica contra 16 fungos patogénicos e citotoxicidade para células de

fibroblastos de mamifero NIH-3T (Rodrigues et al. 2010).
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Alcantara et al. (2013) identificaram do dleo essencial extraido das folhas os
componentes majoritarios como: mistura dos monoterpenos a-pineno (117) e B-pineno
(118) (21,7 e 15,4%), e os sesquiterpenos a-copaeno (119) (12,5%), germacreno D
(120) (12,1%), B-cariofileno (121) (7,1%) e d-cadineno (122) (5,0%) (Figura 9).

=
=
HO /
OH 7 O (115) (117)
(121)
HO S =
(@)
OHO (116)
(118)
(120) (122)

Figura 9. Estruturas quimicas das substancias reportadas na literatura para S. rubra.

2.4 Ensaios bioldgicos

2.41 Atividade antifungica

As infecgbes causadas por fungos tornaram-se um importante problema de
saude publica e tém crescido em numero e gravidade nas ultimas décadas. No Brasil,
as infecgbes fungicas em seres humanos sdo predominantes. Estima-se que
aproximadamente 3,8 milhdes de individuos no pais estejam enfrentando infecgbes
fungicas graves. Isso afeta principalmente pacientes com cancer maligno,
imunosuprimidos, asmaticos, pessoas com histérico de tuberculose, portadores do
virus HIV e aqueles que residem em regides onde fungos patogénicos verdadeiros
séo endémicos (Ahmad et al., 2011; Giacomazzi et al., 2016).

O diagnéstico e o tratamento das doencgas fungicas invasivas sao desafiados
pelo acesso limitado a diagndsticos e tratamentos de qualidade, bem como pelo
surgimento de resisténcia a antifungicos em muitos cenarios. Diante disso, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma lista em 2022 contendo os

patégenos fungicos prioritarios da OMS, como forma de orientar a pesquisa, o
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desenvolvimento e as agdes em saude publica. O processo de priorizagdo concentrou-
se em patdgenos fungicos que podem causar infecgdes fungicas sistémicas invasivas,
agudas e subagudas, para as quais existem resisténcia a medicamentos ou outros
desafios de tratamento e manejo. Nesse documento os patdgenos incluidos foram
classificados e categorizados em trés grupos de prioridade (critica, alta e média)
(Figura 10) (WHO, 2022).

Critical group High group

., Cryptococcus ... Nakaseomyces glabrata Scedosporium spp.
‘ neoformans (Candida glabrata)

Candida auris Histoplasma spp. _z&; Lomentospora

prolificans

-
Eumycetoma causative . T-‘ :: Coccidioides spp.

agents vl

& Aspergillus fumigatus

.I. Candida albicans !] g Mucorales Pichia kudriavzeveii
=

(Candida krusei)

Fusarium spp. ‘ . Cryptococcus gattii

... Candida tropicalis Talaromyces marneffei

Candida parapsilosis & o Pneumocystis jirovecii
&

Paracoccidioides spp.

-5 ¥
+ %

Figura 10. Fungos patdgenos prioritarios determinados pela OMS. Fonte: WHO,
2022.

Dentre os patégenos listados pela OMS encontram-se fungos como
Cryptococcus neoformans e Candida albicans no grupo critico e C. gatti e C. krusei
no grupo meédio. A candidiase invasiva por Candida albicans apresenta mortalidade
de 20% a 50%, com aumento da resisténcia a azdis. Candida krusei (Pichia
kudriavzeveii) tem mortalidade de 44% a 67% e é intrinsecamente resistente ao
fluconazol, mas apresenta baixa resisténcia a outros azdis e equinocandinas. Entre
as criptococoses, Cryptococcus gattii apresenta mortalidade de 10% a 25%, podendo

chegar a 43% em infecgdes sanguineas, enquanto Cryptococcus neoformans esta
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associada a mortalidade de 41% a 61%, especialmente em pacientes com HIV (WHO,
2022).

Mediante a essa problematica reportada acima ressalta-se a importancia de
buscar novas substancias com propriedades antifungicas sendo este um dos focos
deste trabalho investigar a atividade antifungica das substancias oriundas de residuos

madeireiros.
2.4.2 Atividade bactericida

O cancro citrico € uma doenga bacteriana da citricultura causada por
Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc; sin. X. campestris pv. citrie X. axonopodis pv. citri)
(Euzeby, 2007; Young et al., 1978; Vauterin et al., 1995; Ference et al, 2018) resulta
em desfolha das plantas, queda prematura dos frutos e redugcdo da produtividade
agricola, entre outras consequéncias (Figura 11). Esta doenca é de origem asiatica e
esta distribuida por paises tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil, que € o maior
produtor de laranja do mundo sendo responsavel por 70% da produgao global de suco

de laranja (Behlau; Belasque, 2014; Lanza et al., 2019; USDA, 2024).

1,!)";
4

Figura 11. Sintomas nos frutos e folhas da doenga Xanthomonas citri subsp. citri.
Fonte: autoral.

As estratégias de controle desta praga envolvem erradicacdo e manejo, sendo
o controle quimico um dos métodos mais comuns no manejo do cancro citrico. Assim,
a aplicacao de bactericidas a base de cobre demonstrou ser eficaz na reducio da
incidéncia da doenga (Behlau, 2019; Gottwald et al., 2002); no entanto, a exposi¢ao
prolongada ao cobre pode causar alteragdes no solo agricola (Shaw et al., 2020) e o

desenvolvimento de cepas resistentes a esse metal (Osiro et al., 2011; Behlau et al.,
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2011; Richard et al., 2017). As bactérias Xcc produzem uma matriz extracelular e
crescem na forma de biofilmes para suportar os estresses durante o crescimento
epifitico. Portanto, moléculas que afetam a matriz extracelular ou rompem a estrutura
do biofilme podem, em principio, ser uUteis para o controle do cancro citrico.

Estudos demonstraram o potencial de pequenas moléculas de origem natural
contra X. citri, como monoterpenos e sesquiterpenos, predominantes nos oleos
essenciais das folhas de Citrus aurantium (limoneno e acetato de geranila), Citrus
aurantifolia (linalol e acetato de linalila) (Mirzaei-Najafgholi et al., 2017) e Schinus
molle (espatulenol, B-cariofileno e 6xido de cariofileno) (Da Silva et al., 2024), além
dos constituintes volateis do extrato hexanico de sementes de Pferodon pubescens
(Dos Santos et al., 2023). Alguns experimentos envolveram compostos purificados,
como sesquiterpenos (espatulenol) de Schinus molle (Da Silva et al., 2024) e
fendlicos, como hesperitina, acido (E)-4-hidroxicinamico e acido (E)-ferulico isolados
da casca de laranjas Newhall (Liang et al., 2023) além de compostos comercialmente
disponiveis, como flavonoides (Li et al., 2022°). Nesse estudo se avalia os
constituintes ndo volateis da madeira de Ocotea neesiana e Sextonia rubra,
estimulado pela variedade quimica e potencial antimicrobiano atribuido ao género
Ocotea (Zanin et al., 2007; Salleh et al., 2017) mas com poucos relatos de seu uso

contra X. citri.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Realizar estudos quimicos dos residuos madeireiros de Ocotea neesiana (Miq.)
Kosterm e Sextonia rubra (Mez) van der Werff, buscando isolar substancias e avaliar

potenciais agentes antimicrobianos.

3.2 Especificos

e Realizar os fracionamentos cromatograficos dos extratos metandlicos para o
isolamento dos constituintes quimicos;

e Determinar a estrutura quimica das substancias isoladas por meio de técnicas
espectroscopicas e espectrométrica;

e Realizar ensaio antifungico frente aos fungos Candida albicans e krusei,
Cryptococcus gatti e neoformans com as substancias isoladas, para identificar
potenciais agentes fungicidas para uso clinico;

e Analisar a atividade antibacteriana das substancias isoladas e extratos em
relacdo a bactéria Xanthomonas citri spp. citri, causadora da doenca cancro

citrico;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Cromatografia em coluna (CC): Os fracionamentos cromatograficos foram
realizados em coluna de vidro com comprimentos e diametros variados, conforme a
quantidade de amostra a ser fracionada, utilizando as seguintes fases estacionarias:
silica gel 60 com particulas entre 70-230 e 230-400 mesh ASTM (Sigma-Aldrich) e
SephadexLH-20 (Sigma-Aldrich).

Cromatografia em camada delgada (CCD): As analises em camada delgada
foram realizadas em cromatofolhas de aluminio de 0,2 mm de espessura com silica
gel 60 tendo indicador de fluorescéncia F254 (Merck).

Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP): As analises em
escala preparativa foram desenvolvidas em cromatoplacas de vidro com camada de
silica gel de espessura 1,0 mm, com dimensdes de 20 x 20 cm. As placas foram
ativadas em estufa a 100°C por 30 minutos.

Reveladores: A revelagao das faixas (spots) foi feita por meio de radiagao
ultravioleta (254 e 365 nm) e em solugao alcodlica de vanilina sulfurica, cloreto férrico,

dragendorff com aquecimento em chapa aquecedora e vapor de iodo.

Solventes: Para cromatografia foram utilizados solventes comerciais
destilados no LQPN-INPA, sendo eles hexano, diclorometano, acetato de etila,
acetona e metanol. Para analises em RMN utilizou-se os solventes deuterados

cloroférmio, acetona e metanol (Sigma-Aldrich).

4.2 Equipamentos

» Agitador magnético com aquecimento: Fisatom, Modelo 753°

» Balanga analitica: Shimadzu, Modelo AUY220, com capacidade até 220 g

* Chapa de aquecimento - marca Fisatom, modelo 753

* Lampada ultravioleta: Spectroline, Modelo ENF-240C/FE

* Evaporador rotativo: Yamato, modelo RE500, equipado com banho Yamato BM
200

* Moinho elétrico: Modelo MA 340
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+ Espectrometro de Ressonancia magnética nuclear (RMN): Aparelhos Bruker,
Modelo Fourier-300 (300 MHz para RMN 'H e 75 MHz para RMN '3C) da Central
Analitica do Laboratério Tematica de Quimica de Produtos Naturais (INPA); Modelo
AVANCE Il HD (500 MHz para RMN "H e 125 MHz para RMN '3C) do Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear (UFAM) e Modelo AVANCE Il (400 MHz para RMN
H e 100 MHz para RMN '3C) do Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da
Central Analitica Multiusuario (UFG).

* Espectrometro de massas de alta resolugdao (EMAR): A espectrometria de
massas de alta resolugdo (EMAR) foi realizada utilizando um sistema UHPLC-
QTOF/HRMS Infinity Il 1290 - Agilent® — 6545 no Laboratério de Produtos Naturais
da Universidade Federal de S&o Carlos usando os modos de analises de ions
positivos e negativo. E um espectrometro MicroTOF-QII (Bruker Daltonics), fonte de
ionizagcao ESI da Central Analitica do Laboratério Tematico de Quimica de Produtos
Naturais (CA-LTQPN) do INPA.

» Cromatégrafo gasoso acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM): Thermo
Scientific (modelo TRACE 1300 Series GC) acoplado ao espectrdbmetro de massas
(modelo I1SQ 7000) e injetor automatico Triplus RSH do Instituto Agronémico
(Campinas- SP). O software Chromeleon® (Thermo Scientific-Waltham, MA, EUA) foi

utilizado para aquisicdo e processamento dos dados.

* Polarimetro: Polarimetro Unipol L1000, Schmidt+Haensch) do Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais (LQPN-INPA), utilizando o solvente MeOH grau HPLC.

4.3 Obtencao e identificagao dos residuos madeireiros

As amostras dos residuos madeireiros sdo provenientes de origens diferentes,
sendo que a Ocotea neesiana (Mig.) Kosterm veio da demolicdo da estrutura de
telhado (cerca de 45 anos) do prédio da diretoria do INPA (3°05'44.1"S; 59°59'15.1"W)
e Sextonia rubra (Mez) van der Werff do projeto INCT-Madeiras da Amazénia. As
identificacdes foram realizadas pelo anatomista de madeira Jorge Alves de Freitas no
Laboratério de Anatomia e Identificagcédo de Madeiras (Xiloteca) da Coordenagéo de
Tecnologia e Inovacao- COTEI-INPA. A analise foi efetuada com bases nas técnicas
de identificagdo anatdbmica macroscépica da madeira, seguindo as orientagdes nas
normas técnicas (IBAMA, 1991).
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4.4 Processamento das amostras e preparagao dos extratos

Para preparar os extratos, os residuos madeireiros passaram por um processo
qgue envolveu o corte em pedagos menores, a moagem em um moinho elétrico e a
determinagao do peso. Em seguida, eles foram submetidos a maceragdes a frio, com
extracdes feitas primeiro com hexano e depois com metanol. Apds essa etapa, as
solugdes resultantes passaram por um processo de filtragdo e foram concentradas
sob vacuo utilizando um evaporador rotativo, resultando nos extratos hexanicos e
metandlicos, como ilustrado no Esquema 1. Os extratos foram codificados conforme

o Quadro 5. O teor extrativo foi calculado utilizando a seguinte férmula:

massa do extrato (g)x100

Rendimento (% — 7
(%) massa inicial do residuo seco (g)

Residuos
madereiros

Maceracao a frio com
hexano (7 dias)

b
Evaporacao do hexano

(rotaevaporador)
Torta
Residual
Extrato Maceragéo a frio
Hexanico com metanol (7 dias)

Evaporag¢ao do metanol
gotaevaporador)

Torta ‘ Extrato
Residual Metandlico

Esquema 1. Esquema geral de obtencao dos extratos dos residuos madeireiros.
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Quadro 5. Codificagao dos extratos.

Espécies Extrato Caddigo
Ocotea neesiana (Miq.) Hexanico LAH
Kosterm. Metanolico LAM
Sextonia rubra (Mez) Hexanico SRH
van der Werff Metanolico SRM

4.5 Fracionamento cromatografico do extrato metandlico de Ocotea neesiana
(LAM)

O extrato metandlico (19,9 g) foi fracionado em uma coluna filtrante de silica
gel (70-230 mesh), eluida em gradientes crescentes de polaridade (hexano, acetato
de etila e metanol), gerando 25 fragdes (Esquema 2). Apds analise em CCD as fragdes
com similaridades foram reunidas (ver Tabela 1). As fragbes 7 (LAM-7) e 8 (LAM-8)
apresentaram, em CCD revelada em vanilina sulfurica, apenas uma macha roxa cada,
resultando nas substancias 1, 2 e 3 (LAM-7) e 4 (LAM-8). As fragdes reunidas LAM-5,
LAM-9, LAM-13 e LAM 14, foram submetidas a novos fracionamentos (Esquemas 2-
4). E importante ressaltar que as fracdes 1-7 apresentaram cheiro e foram
armazenadas na geladeira.

Da fracado LAM-5 (1133,3 mg) retirou-se 40 mg para purificacdo por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). A amostra foi solubilizada em
diclorometano (DCM) com uma eluicdo em DCM 100%, ao visualizar na luz UV (254
nm) verificaram-se 4 bandas, as quais foram raspadas e extraidas com DCM e
acetona (Tabela 2). A banda 2 (LAM-5.P2) resultou nas substancias 5, 6 e 7 € a banda
4 (LAM-5.P4) nas substancias 8 e 9.

A fracdo LAM-9 (498,3 mg) foi fracionada em coluna Sephadex-LH20, eluida
com metanol, originando 16 fragdes, cujas jungdes foram feitas em conformidade com
as similaridades em CCD (Tabela 1, Esquema 2). A subfragdo 6 (LAM-9.6) foi
refracionada em CCDP, com eluicdo em DCM:MeOH, fornecendo 6 bandas (Tabela
2), fornecendo a purificagdo das substancias 1 e 4 novamente e da substancia 10
(LAM 9.6.P6; 10,2 mg), conforme Esquema 2. A subfragdo 7 (LAM-9.7) apresentou o
mesmo valor de Rf em CCD da substéncia 10.
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LAM
(19,9 g)

Coluna de silica (70-230 mesh)
h=35,0cm @=4,5cm

Hex Hex:AcOEt Hex:AcOEt Hex:AcOEt AcOEt AcOEt:MeOH AcOEt:MeOH MeOH
(100%) (9:1) (8:2) (7:3) (100%) (9:1) (7:3) (100%)
3 | | 47 | | 89 | 1011 | | 125 | | 117 | | 1819 | | 2025 |
[ I
Fr 5 Fr.7 Fr. 8 Fr.9 Fr. 13 Fr.14
LAM-5 LAM-13 LAM-14
40 mg e ESQUEMA 2 ESQUEMA 3
CCDP (2(3X20 cm) Coluna Sephadex LH-20
DCM 100% Eluente: MeOH
Bands h=39,5cm @=2,7cm
coletadas: 4
B.1 B.4 16 fragoes
Fr.7 Fr.6
f LAM-9.6 Bands
(40,0 mg) CCDP (20X20 cm) coletadas: 4
DCM:MeoH 99:1
Eluida 2x

Esquema 2. Fracionamento cromatografico de LAM, LAM-5 e LAM-9.




Tabela 1. Massas das fragdes geradas durante os fracionamentos cromatograficos
do extrato LAM e da fracdo LAM-9.

Frag.c">es Cédigo Massa Rendimento

reunidas (mg) (%)
1-2 LAM-1 339,9 1,7
3 LAM-3 14,6 0,08
4 LAM-4 13,8 0,07

5 LAM-5 1133,3 5,7

6 LAM-6 729,5 3,7

7 LAM-7 302,9 1,5

8 LAM-8 185,4 0,9

9 LAM-9 498,3 2,5

10 LAM-10 230,1 1,2

11 LAM-11 64,2 0,3
12 LAM-12 248,1 1,2
LAM 13 LAM-13 2.108,6 10,6
14 LAM-14 431,9 2,2

15 LAM-15 155,8 0,8

16 LAM-16 173,7 0,9

17 LAM-17 719,0 3,6
18 LAM-18 547.,5 2,7
19 LAM-19 3.350,9 16,8
20 LAM-20 3.298,4 16,6
21 LAM-21 2.128,5 10,7
22 LAM-22 486,1 2,4
23 LAM-23 375,0 1,9
24 LAM-24 82,6 0,4
25 LAM-25 29,4 0,2
1-3 LAM-9.1 33,8 0,2

4 LAM-9.4 107,5 0,5

5 LAM-9.5 35,8 0,2

6 LAM-9.6 101,4 0,5
LAM-9 7 LAM-9.7 117,5 0,6
8 LAM-9.8 22,4 0,1
9 LAM-9.9 4.1 0,02

10 LAM-9.10 2,6 0,01
11-16 LAM-9.11 3,9 0,02

43



Tabela 2. Massas das bandas obtidas por CCDP de LAM-5 e LAM-9.6.

Bandas Caédigo Massa Rendimento
coletadas (mg) (%)
1 LAM-5.P1 1,7 4,2
2 LAM-5.P2 5,9 14,7
LAM-5 3 LAM-5.P3 2,3 57
4 LAM-5.P4 12,7 31,7
1 LAM-9.6.P1 4,2 10,5
2 LAM-9.6.P2 1,5 3,7
LAM-9.6 3 LAM-9.6.P3 1,6 4,0
4 LAM-9.6.P4 1,2 3,0
5 LAM-9.6.P5 25 6,2
6 LAM-9.6.P6 10,2 25,5

4.5.1 Fracionamento cromatografico de LAM-13

A fragdo LAM-13 (2.108,6 mg) apresentou-se com coloragdo amarelada e com
presengca de solidos. Separaram-se 1000 mg dessa fracdo e submeteu-se a
sucessivas lavagens com metanol a frio fornecendo um sdlido branco, que apds
analise em CCD (vanilina sulfurica) verificou-se a presenga de uma macha amarelo
escura indicando o isolamento da substancia 11 (LAM-13.S). Da fracdo LAM-13
retirou-se 40,00 mg para o fracionamento em CCDP com silica gel, gerando 7 bandas,
das quais as bandas 1 e 5 apresentaram-se purificadas gerando as substancias 11 e

12, respectivamente (Tabela 3; Esquema 3).
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LAM-13

2.108,6 mg

Tratamento com MeOH

LAM-13 LAM-13
1000 mg 40 mg

CCDP (20X20 cm)
DCM: MeOH 98:2

Substancia 11 !
LAM-13.S Eluida 3x

(95,8 mg) Bandas

coletadas: 7

B.1 B.5

Substancia 11 Substancia 12
LAM-13.P1 LAM-13.P5
(8,1 mg) (5,8 mg)

Esquema 3. Fracionamento cromatografico de LAM-13.

Tabela 3. Massas das bandas obtidas por CCDP de LAM-13.

Bandas Cédigo Massa Rendimento

coletadas (mg) (%)

1 LAM-13.P1 8,1 20,2

2 LAM-13.P2 5,2 13,0

3 LAM-13.P3 5,3 13,2

LAM-13 4 LAM-13.P4 3,8 9,5
5 LAM-13.P5 5,8 14,5

6 LAM-13.P6 5,9 14,7

7 LAM-13.P7 1,5 3,7

4.5.2 Fracionamento cromatografico de LAM-14

A fracdo LAM-14 (431,9 mg) apresentava-se com pigmentacao preta e por isso
foi submetida a uma coluna SephadexLH-20, eluida em metanol, originando 17
subfragdes (Tabela 4). As subfracbes 4 e 12 foram submetidas a novos

fracionamentos.
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A subfracdo LAM-14.4 mostrou uma boa separacdo em CCD para o sistema
DCM:MeOH (97:3), logo foi fracionada em coluna de silica gel (230-400 mesh) em

sistema isocratico, obtendo-se 25 fragbes (Tabela 4, Esquema 4). A subfragdo 25

(LAM-14.4.25) apresentou cristais amarelados e apenas uma mancha azul escuro em

CCD de silica gel fase normal revelada em vanilina sulfurica com fluorescéncia em

lampada UV na regido de 254 nm. Os cristais foram submetidos a um tratamento com

MeOH, o que possibilitou a purificagao da substancia 13.

A subfracdo LAM-14.12 mostrou em CCD uma mancha rosa majoritaria, com

uma separacao em DCM:MeOH (98:2), logo o fracionamento foi realizado em coluna

de silica gel (230-400 mesh), originando 9 fragcdes (Tabela 4, Esquema 4). A subfracéo

5 (LAM-14.12.5; 3,4 mg) forneceu a substancia 14 como um s6lido amorfo alaranjado.

LAM-14
431,9mg

h=38,0 cm

17 fragdes

Fr. 4

Coluna Sephadex LH-20
Eluente: MeOH

@=2,7 cm

Fr. 12

LAM-14.4
(220,5 mg)
Coluna de silica (230-400 mesh)

Isocratica DCM: MeOH (97:3)
h=39,3 cm ¢=2,3cm

25 fragdes

Fr. 25
Tratamento com MeoH

Substancia 13
LAM-14.4.25

(26,8 mg)

LAM-14.12
(12,6 mg)

Coluna de silica (230-400 mesh)
Isocratica DCM: MeOH (98:2)
h=20,5cm ¢=0,8cm

9 fragbes

Fr.5

Substancia 14
LAM-14.12.5

(3,4 mg)

Esquema 4. Fracionamento cromatografico de LAM-14.
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Tabela 4. Massas das fracdes obtidas de LAM-14, LAM-14.4 e LAM-14.12.

Frag.ées Cédigo Massa Rendimento
reunidas (mg) (%)
1-2 LAM-14.1 3,1 0,7
3 LAM-14.3 16,9 3,9
4 LAM-14.4 220,5 51,0
5 LAM-14.5 48,1 11,1
6 LAM-14.6 10,0 2,3
7 LAM-14.7 21,0 4,9
LAM-14 8 LAM-14.8 9,2 2,1
9 LAM-14.9 7,0 1,6
10 LAM-14.10 17,9 4.1
11 LAM-14.11 23,6 5,5
12 LAM-14.12 12,6 2,9
13-15 LAM-14.13 13,3 3,1
16-17 LAM-14.16 7,5 1,7
1-3 LAM-14.4.1 3,7 1,7
4 LAM-14.4.4 0,2 0,1
5 LAM-14.4.5 1,5 0,7
LAM-14.4 6-8 LAM-14.4.6 0,7 0,3
9-12 LAM-14.4.9 42,6 19,3
13 LAM-14.4.13 8,3 3,8
14 LAM-14.4.14 11,3 5,1
15-16 LAM-14.4.15 7,0 3,2
17-19 LAM-14.4.17 11,8 53
20 LAM-14.4.20 3,1 1,4
21-23 LAM-14.4.21 12,8 5,8
24 LAM-14.4.24 1,7 0,8
25 LAM-14.4.25 89,4 40,5
1-3 LAM-14.12.1 1,0 8,0
4 LAM-14.12.4 1,1 8,7
LAM-14.12 5 LAM-14.12.5 3,4 27,0
6 LAM-14.12.6 1,3 10,3
7-9 LAM-14.12.7 5,8 46,0
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4.6 Fracionamento cromatografico do extrato metandélico de Sextonia rubra
(Mez) van der Werff.

O extrato metandlico (16,371 g) foi fracionado em uma coluna filtrante de silica
gel (70-230 mesh), eluida em gradientes crescentes de polaridade (hexano, acetato
de etila e metanol), gerando 25 fragbes (Esquema 5). Apds andlise em CCD as fragdes
que apresentaram similaridades foram reunidas (ver Tabela 5). A fragdo SRM-7 (50
mg) apresentou uma fluorescéncia azul no UV em 365 nm e auséncia de cor ao ser
revelada em vanilina sulfurica, esta foi submetida a um fracionamento cromatografico
em coluna de silica gel (230-400 mesh) em sistema isocratico, obtendo-se 9 fragdes
(Tabela 5, Esquema 5). As subfragdes 2 e 3 (SRM-7.2; 9,1 mg) apresentaram um
cristal o qual foi feito lavagem com hexano fornecendo a substancia 15.

As fragcdes 9-11 (SRM-9; 12,538 g) apresentaram similaridade em CCD e
guando reveladas em vanilina sulfurica mostraram apenas uma macha roxa com um
marrom escuro. Da fragdo 2.079 mg foram submetidas um tratamento com etanol no
qual obteve-se um solido amarelo claro resultando nas substancias 16 e 17 (SRM-9;
843,0 mg) (Esquema 5). Destaca-se a predominancia das substancias 16 e 17 no

extrato metandlico pois as fragbes 9-11 concentraram a maior parte da massa do

extrato H (100%)
exano o
I 1 | Fr.7
o SRM-7
H - AcOEt (98:2 (50,0 mg)
exano: AcOEt (98:2) E
Hexano: AcOEt (95:5) E ﬁ:'gg%d;ns'“(:z (12;3%':100 mesh)
Hexano: AcOEt (9:1) E DCM DCM:Acetona )(ﬁ;(z;aégn)a
(100%) (1:1) 0
Hexano: AcOEt (7:3)
(s ] [Gs]  [Ces] o]
SRM AcOEt (100%) ‘
6-11
(16,3719) :‘_ Fragoes
AcOEt:MeOH (98:2
Coluna de Silica 70-230 mesh 062) I 12-13 | 2e3
h=33,0 @=45 . .
cm cm AcOEt:MeOH (95:5) E Tratarr_iento Substancias 15
com Hex SRM-7.2
AcOEt:MeOH (82) 15.18 (2!5 mg)
ACOEtMeOH (6:4) L SRM-9
19-23 | fFrgl (2.079 mg)
MeOH (100%) YET

Tratamento Substancias 16 e 17
com MeOH SRM-9.5
(843,0 mg)

Esquema 5. Fracionamento cromatografico de extrato metandlico de SRM.
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Tabela 5. Massas das fracbes obtidas de SRM e SRM-7.

Frag_c”>es Cédigo Massa Rendimento
reunidas (mg) (%)
1-4 SRM 1 2,0 0,01
5-6 SRM 5 7,7 0,05
7 SRM 7 52,9 0,3
8 SRM 8 205,1 1,2
SRM 9-11 SRM 9 12.538 76,6
12-15 SRM 12 1.173,2 7,2
16-17 SRM 16 161,8 1,0
18 SRM 18 105,2 0,6
19 SRM 19 5243 3,2
20-25 SRM 20 210,4 1,3
1 SRM 1 3,3 6,6
2-3 SRM 2 9,1 18,2
SRM-7 4 SRM 4 3,3 6,6
5 SRM 5 4,2 8,4
6-7 SRM 6 74 14,8
8-9 SRM 8 20,0 40,0

4.7. Determinagao estrutural

4.7.1 — Andlises em Ressonancia Magnética Nuclear

A determinacao estrutural das substancias 1-17 foi baseada nos dados
espectrais de RMN unidimensionais 'H e '3C e bidimensionais (HSQC, HMBC e
NOESY). As amostras foram preparadas em solventes deuterados (cloroférmio,
acetona e metanol) conforme a solubilidade de cada substancia. Os espectros de
RMN foram obtidos em 300, 400 e 500 MHz em espectrometro Bruker indicados nos
dados dos parametros dos espectros com processamento no programa TopSpin

versao 3.6.4.

4.7.2 — Andlises por espectrometria de massas de alta resolugao

A espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) das substancias 10-13
e 15-17 foi realizada utilizando um sistema UHPLC-QTOF/HRMS Infinity 11 1290 -
Agilent® — 6545 no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal de Sao
Carlos. As amostras foram dissolvidas em metanol e analisadas por FIA a uma vazao

de 0,30 mL.min"' e um volume de injegédo de 8,0 uL a 40 °C. A fase mdvel consistiu
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de H20 + 0,1% de acido formico e CH3CN + 0,1% de acido formico 20:80 até 100%
da fase organica com um tempo de analise de 4,0 min.

Os espectros de massas foram adquiridos em modo de ionizacio positiva e
negativa, utilizando varredura completa de MS na faixa de m/z 50-1500. As
configuragdes instrumentais foram otimizadas da seguinte forma: tensao capilar a
3000 V, tensao do bocal 500 V, temperatura do gas 350 °C, gas de secagem 12 L.min"
' nebulizador 35 psi, gas de feixe 320 °C, fragmentador 120 V, skimmer 80 V e tens3o
de energia de colisdo 20 V. Além disso, os espectros MS/MS foram adquiridos no
modo automatico MS/MS para os 15 ions mais intensos na faixa de m/z 50-1500,
usando as mesmas condi¢cdes da varredura completa de MS. Uma energia de colisdo
fixa de 25,0, 28,0 e 30,0 V foi aplicada. A aquisi¢gao e a analise dos dados foram

realizadas usando os softwares Qualitative Navigator B.08.00.

4.7.3 — Analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas

As fracbes LAM-5.P2 e P4 e LAM-7 foram diluidas em acetato de etila (grau
cromatografico, 1mg.mL-") e injetado 1 yL de solugdo. As analises foram realizadas
em cromatoégrafo a gas Thermo Scientific (modelo TRACE 1300 Series GC) acoplado
ao espectrometro de massas (modelo ISQ 7000) e injetor automatico Triplus RSH do
Instituto Agronémico (Campinas-SP). O injetor foi mantido a 220 °C com divisdo de
vazédo do gas de arraste (hélio, 99,9999% de pureza) na razdo de 1:20. O
espectrometro de massas (EM) operou no modo full scan, por impacto de elétrons (70
eV) e faixa de aquisicao de 40 a 450 m/z. A temperatura da interface foi mantida em
220°C e da MS transfer line em 250°C.

A separacao das substancias foi realizada em coluna capilar Rtx-5 MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 ym), com vazédo de gas de arraste de 1,0 mL.min"" no seguinte
programa de temperatura: 60°C - 240°C, 3°C.min"". O software Chromeleon® (Thermo
Scientific-Waltham, MA, EUA) foi utilizado para aquisigao e processamento dos dados.

A identificacao das substancias foi efetuada por meio da analise comparativa
dos espectros de massas com as bibliotecas National Institute of Standards and
Technology (NIST 14); Flavour & Fragrance Natural & Synthetic Compounds
(FFNSC3) e os indices de retencdo linear das substancias (IRL) com a literatura

(Adams, 2017). Os indices de retencéo linear foram obtidos a partir da injecao de uma
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série de n-alcanos (Co-C24, Sigma-Aldrich, 99%) nas mesmas condi¢oes
cromatograficas das amostras, aplicando-se a equagao de Van den Dool e Kratz
(1963).

4.8. Ensaios biolégicos

4.8.1 Atividade antifungica

Os testes de atividade antifungica foram realizados no Laboratério de Micologia
Médica do INPA. Foram utilizadas as cepas padrdao da American Type Culture
Collection (ATCC) e da Colecao de fungos patogénicos (CFP) conforme Quadro 6,

mantida na Colegao de Microrganismos de Interesse Médico do INPA.

Quadro 6. Espécies de fungos utilizadas nos ensaios.

Espécie Cepas
Candida albicans ATCC 60193
Candida krusei ATCC 34135

Cryptococcus gattii CFP55

Cryptococcus neoformans CFP59

4.8.1.1 Preparagao dos inéculos fungicos

Os in6culos fungicos foram preparados seguindo as diretrizes do protocolo
M27-A3 da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). O procedimento
envolveu a suspensao das células em 5 mL de solugéo salina esterilizada a 0,85%,
com agitagcdo em vortex por 15 segundos. Em seguida, retiraram 10 pL da solugéo
para quantificagcdo em camara de Neubauer através da leitura no microscépio 6éptico
e, por fim, foram realizadas diluicbes da suspensao-padrao da levedura com meio

liqguido RPMI 1640 para obter uma concentracao final de 2,5 x 103 células/mL.

4.8.1.2 Realizagao do teste de microdiluicao em caldo

A avaliagdo da atividade antifungica in vitro das substancias 10, 11 e 13 frente

aos fungos apresentados no Quadro 6, foi realizada pela técnica de microdiluigdo em
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microplaca de 96 orificios, conforme as recomendacdes descritas pelo CLSI nos
documentos M27-A3 (2008).

As amostras foram solubilizadas em 1% de TWEEN a 1,3 mg/mL (solugé&o
estoque). Estas passaram por diluigdes seriadas, partindo de uma concentracao de
325 pg/mL a 0,634 ug/mL (substancias) e de 64 a 0,125 pg/mL (Fluconazol, antibidtico
de referéncia) em microplaca de 96 pogos em duplicata, com posterior incubagao a
35 °C durante 24 h para C. albicans e krusei, 72 h para C. gattii e neoformans. (Figura
12). Apds esse periodo, realizou-se a leitura macroscopica da placa para avaliar a
concentracéo inibitoria minima (CIM) das substancias, considerando o score a 100%
de inibicdo. A leitura foi realizada comparando os pogos do controle positivo (Inéculo

fungico + meio de cultivo RPMI) e os pogos contendo as substancias testadas.

susstancias || * @EIEI@@ @IEE@EHP S
e-ofzEiemt 1 6 ()96 (0@ ()ED()EEP=)
3280ul())s€t§gcia/9L_ c @@@@@@
PEEHIEL b (@) @2 (@I ()02 @ DS
Substéncla 11 [| & (@3619(03@(IEHE) IR

R D PO DO
R MO0.000/00D(C T =
ST @@ @O @)@ e

=4 100 pL de RPMI + 100 pl de in6culo = 200 pL de RPMI

Figura 12. Esquematizagdo do ensaio antifungico com a técnica microdiluigdo em
caldo.

4.8.2 Atividade antibacteriana contra Xanthomonas citri subs. citri

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Produtos Naturais, na
area de bioensaios do Departamento de Quimica, na Universidade Federal de Sao
Carlos (UFScar). A cepa bacteriana utilizada nos ensaios foi o isolado 12 da bactéria

Xanthomonas citri ssp. citri de origem Paranavai-Parana (1997), sensivel a cobre.
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4.8.2.1 Determinacgao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi avaliada através do método de microdiluicdo em microplaca de 96
orificios, metodologia segundo “National Committee for Clinical Laboratory Standards”
(NCCLS, 2003). Os ensaios foram feitos em triplicata, contendo os seguintes
controles: positivo (cobre), solvente (DMSO), assepsia da solugdo mée e viabilidade
do in6éculo e do caldo.

Utilizou-se dois protocolos de diluicbes seriadas: o primeiro variando de 2000
a 62,5 yg.mL" e o segundo de 400 a 12,5 uyg.mL"". O primeiro protocolo foi realizado
para os extratos (SRH e SRM) e as substancias em mistura 16 e 17 de S. rubra e
com as substancias 1, 10, 11 e 13 de O. neesiana. O segundo protocolo para a
substancia 1.

Para o primeiro protocolo, inicialmente preparou-se uma solugdo mae (SM)
com 4 mg de cada amostra a ser testada em 40 yL de dimetilsulféxido (DMSO) e 200
ML do caldo nutritivo (NB), obtendo uma SM com concentrag&o de 8.000 pg/mL. Para
as amostras a serem testadas no segundo protocolo, fez-se uma SM com 2 mg de
amostra em 125 yL DMSO e 500 uL do caldo de crescimento, obtendo uma SM com
concentracéo de 1.600 pg/mL. Posteriormente em uma placa Eliza® com 96 orificios,
foram colocados os seguintes volumes de meio de cultura NB:

e 100 pL em cada orificio onde a SM seria testada;

e 100 pL para cada controle: positivo, DMSO, viabilidade do in6culo (2 pogos);
e 180 uL para o controle da assepsia da solugdo mée (2 pogos);

e 200 pL para o controle do meio de cultura (2 pogos)

Apéds preenchimento da placa com o caldo, o volume de 100 pyL de cada SM foi
adicionada no primeiro po¢o onde as amostras seriam testadas, com posterior diluicao
seriada partindo do pogco 1 a 8. O mesmo procedimento de diluicdo seriada foi feito
para o controle positivo e do DMSO. Nos pogos com caldo nutriente para o controle
da solugdo mae pipetou-se 20 yL da mesma, para confirmar se ndo havia o
crescimento de outros microrganismos.

O preparo do inoculo ocorreu a partir da suspensao de células de crescimento
de 72 horas em solugéo salina 0,9%, correspondente a 0,5 da escala McFarland é 1,2,
que equivale a 108 UFC.mL"'. Em seguida foram realizadas diluigdes com o caldo

nutriente para obter a concentracéo final de 5 x 10° UFC. Um volume de 100 uL deste
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indculo foi adicionado em cada pogo contendo a SM e no controle do teste de atividade
do ino6culo.

Depois de realizada a metodologia do CIM, as placas Elisa® foram
acondicionadas em camara incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) a
temperatura de 28°C onde permaneceram por 72 horas.

Apos o periodo de incubagao, a analise do CIM foi realizada por adigao de 30
ML em cada pogo da solugéo aquosa de resazurina (Sigma) 0,02% (m/v) (Palomino,
et. al., 2002), como revelador do crescimento microbiano. A resazurina na presenga
de células bacterianas viaveis sofre uma reacao de reducio transformando-se em
resofurina € mudando sua coloracao de azul para rosa intenso.

Depois da adigdo da resazurina, as placas foram levadas a BOD novamente
por 5 horas, apos esse periodo realizou-se a leitura da CIM dos compostos frente a
bactéria Xanthomonas citri ssp. citri. Os pog¢os que apresentaram coloragcdo rosa
foram os que ocorreram crescimento bacteriano e os que permaneceram em azul
indica que houve inibig¢ao.
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Figura 13. Esquematizagédo do ensaio bactericida para determinagéo da CIM.

4.8.2.2 Determinagao da Concentragao Bactericida Minima (CBM)

Os ensaios de CBM foram feitos em triplicata com o mesmo isolado da bactéria
Xanthomonas citri ssp. citri testados para a CIM. Os compostos testados também

foram os mesmos, o controle positivo também foi o cobre (Cu). Para realizar os testes
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de CBM, primeiramente se faz os testes de CIM, pois os testes de CBM dos
compostos dependem dos resultados da CIM, e aliquotas dos resultados da CIM sao
utilizados para os testes de CBM.

Antes de adicionar resazurina na placa Elisa® para determinar a CIM descrito
anteriormente, retirou-se uma aliquota dos pocos 1-5 dos dois protocolos de diluicao
seriada, semeando-as em placa de petri com meio de crescimento microbiano NB e
marcadas com a concentragao correspondente a cada pogo (Figura 15).

As placas de petri foram levadas a B.O.D em temperatura de 28 °C e ap6s um
periodo de 72 horas avaliou-se os resultados identificando em quais concentracdes

houve crescimento bacteriano.

N N YN
2000__1000 500 250 12
Ny

N Y
400 200 100 s5p

Protocolo 1

Protocolo 2 /|,

/ . O O O
|l Substancia
O O O
(CuS0,) o o o
O O O
\\\ (BMSO)
X O O O

Figura 14. Esquematizagdo do ensaio bactericida para determinagdo da CBM.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos brutos

Os rendimentos dos extratos podem ser observados na Tabela 6, na qual fica
evidente os maiores rendimentos para os extratos metandlicos, sendo o maior

rendimento para os extratos de S. rubra.

Tabela 6. Massas e rendimentos dos extratos de O. neesiana e S. rubra

o Massa do Extrato Rendimentos
Espécies .
5 residuo (g) Cédigo Massa (%)
(9)

Ocotea neesiana Hexanico 3,6 0,29 (LAH)
Mig.) Kost 1.219,8
(Mig.) Kosterm. Metandlico 19,9 1,62 (LAM)
Sextonia  rubra Hexanico 243 1,47 (SRH)
M d 1.643,0
(Mez) van  der Metandlico 39,4 2,40 (SEM)
Werff

5.2 Identificacao das substancias isoladas de Ocotea neesiana.

5.2.1 Identificagao das substancias 1, 2 e 3 (LAM-7)

As substancias 1, 2 e 3 foram isoladas em mistura na fragdo LAM-7 (302,9 mg)
e a substancia 1 também foi isolada na fragdoLAM-9.6.P5 (2,5 mg), de acordo com o
Esquema 2 (p.42). Possui cheiro adocicado, aspecto oleoso, cor amarelada e
solubilidade em DCM. Por analise em CCD eluida em Hex:AcOEt (9:1), verificou-se
auséncia de absorcao na luz UV (254 nm e 365 nm) e presenca de mancha roxa com
Rf= 0,39 ao ser revelada em vanilina sulfurica.

Pela analise do espectro de RMN de 'H (Figura S1-p.118 , Tabela 8), observou-
se a presengca de sinal de hidrogénio olefinico em & 5,50 (s), além sinais
caracteristicos de grupo isopropilico, sendo dubletos de hidrogénios metilicos em 0
0,78 (6,9 Hz) e 0,93 (6,9 Hz) e um multipleto em & 2,17 (Figura 15 e 16). O espectro
mostrou sinais de singletos em & 1,68 e 1,11 das metilas H-14 e H-15 (Figura 16), o
conjunto desses sinais deram indicios de substancia sesquiterpénica do tipo cadinano.
Para as substéncias 2 e 3 nao foi possivel visualizar sinais claros no espectro de RMN
de "H.
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Figura 15. Ampliagéo da regido entre 2,10-2,24 ppm do espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCI3) da substancia 1.
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Figura 16. Ampliagdo da regido entre 0,7-1,7 ppm do espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCI3) da substancia 1.

3.24
2.91

A analise do espectro RMN '3C (Figura S2-p.118, Tabela 9) apresentaram 40
sinais com intensidades diferentes que davam indicativos de outros terpenos na fragao
LAM-7. Este mostrou sinais de carbonos olefinicos em 6 134,9; 122,3 (1), 134,0; 120,5
(2), 134,4; 124,6 (3) e de carbono carbindlico em & 72,4; 72,8; 72,7 atribuido as
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substancias 1, 2 e 3, respectivamente. Com auxilio do DEPT-135 (Figura S3-p.119) e
demais interpretagbes dos dados de RMN pode-se caracterizar os carbonos sendo
onze metilicos, onze metilénicos, doze metinicos e seis desidrogenados.

Com base nos dados espectrais analisados acima e em comparagdo com 0s
dados na literatura as substancias 1 e 2 foram identificadas sendo o sesquiterpeno a-
cadinol (Yap et al.,, 2017; Miranda et al., 2014) e o monoterpeno a-terpineol (De
Carvalho et al., 2020) (Figura 17), para a substancias 2 e 3 nao foi possivel distinguir
os dados de 'H RMN, no entanto, os dados de carbonos estdo de acordo com a
literarua. Ao realizar a analise de varredura em CG-EM com os picos mais intensos
no cromatograma (Figura S4-p.119) e pelo espectro de massas (Figura S5-p.120)
pode-se confirmar as substancias 1 e 2, além de identificar a substancia 3 como a-
muurolol ou torreyol (Figura 17) sendo estes os principais componentes da mistura
sesquiterpeno a-cadinol (82,94%), seguido do a-terpineol (4,86%) e a-muurolol
(4,05%) (Tabela 7).

Tabela 7. Principais compostos detectados em CG-EM de LAM-7.

No. e Substancia TR (min) - IR Literatura % Arfea
pico calculado Relativa
5 o-terpineol 15,793 1205 1186 4,86
22 a-muurolol 34,255 1656 1644 4,05
24 a-cadinol 34,632 1666 1652 82,94

Legenda: TR- Tempo de retengao; IR- Indice de retengao calculado (equagéo de Van den Dool e Kratz) IR- Indice
de retengao da literatura (Adams, 2017).

O a-terpineol ja foi identificado em 6leos essenciais de O. neesiana (Alcantara
et al., 2019). Contudo, a-cadinol e a-muurolol foram relatadas apenas em espécies do
género Ocotea (Damasceno et al., 2017), sendo este o primeiro relato para espécie

O. neesiana.

14 OH

15

12 13 10
(1) | 2 (3) _
Figura 17. Estrutura quimica das substancias a-cadinol (1), a-terpineol (2) e a-
muurolol (3)
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Tabela 8. Dados de RMN de 'H 300 MHz em CDCl3 da substancia 1 em comparagao

com a literatura.

5
11
12
13
14
15

H
&(ppm), mult; JHz)

a-cadinol Yap et al.,
(1) 2017(1)?

550s 550s

2,17 m 2,15 m

0,93d (6,9) 0,92d

0,78 d (6,9) 0,77d

1,11s 1,10 s

1,68 s 1,67 s

4600 MHz, CDCls

Tabela 9. Dados de RMN de 3C 75 MHz em CDCIs das substancias 1,2 e 3 em

comparagao com a literatura.

13C
N° 5(ppm)
a-cadinol a-terpinol a-muurolol Miranda et  De Carvalho et Yap et al.,
1) (2) (3) al., 2014(1*  al., 2020 (2)° 2017(3)°
1 49,9 134,0 45,5 50,0 133,9 45,5
2 22,6 120,5 18,5 22,6 120,6 18,5
3 30,9 26,9 31,2 31,0 26,9 311
4 134,9 449 134,4 134,9 449 1341
5 122,3 23,9 124,6 122,3 23,9 124,6
6 39,8 31,0 36,8 39,8 31,0 36,8
7 46,6 23,4 44 1 46,6 23,3 44 1
8 21,9 72,8 21,7 22,6 72,7 21,5
9 421 27,4 35,3 421 27,4 35,3
10 72,4 26,2 72,7 72,4 26,2 72,6
11 25,9 26,4 26,0 26,4
12 21,5 21,6 21,5 21,7
13 15,1 15,3 15,1 15,3
14 20,7 28,0 20,7 28,0
15 23,8 23,6 23,8 23,6

a75 MHz, CDCl3; 125 MHz, CDCl3, © 150 MHz, CDCl,
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5.2.2 Identificagdao da substancia 4 (LAM-8)

A substancia 4 isolada nas fragdes LAM-8 (185,4 mg) e LAM-9.6.P1 (4,2 mg)
conforme o Esquema 2 (p.42), possui aspecto de solido branco e solubilidade em
cloroférmio. Por analise em CCD em Hex:AcEOt (8:2), verificou-se auséncia de
fluorescéncia na luz UV (254 nm e 365 nm) e presenga de mancha roxa ao ser
revelada em vanilina sulfurica. Apresentando o mesmo fator de retencao (R=0,42) da
amostra padrao g-sitosterol.

Para confirmag&o a amostra foi submetida a analise de RMN de 'H (Figura S6-
p.121; Tabela 10), pelo perfil do espectro com a presenga de muitos sinais na regiao
de campo baixo 6 2,37- 0,68 associados a hidrogénios metilénicos e metilicos, um
dubleto em & 5,37 (J=5,0) atribuido ao hidrogénio vinilico H-6 e o sinal de multipleto
do hidrogénio carbindlico (H-3) em & 3,53 (Figura 18). O esteroide pg-sitosterol (Figura
19), é comumente relatado na literatura sendo encontrado em diversas partes

vegetativas das plantas, no entanto para espécie O. neesiana este é o primeiro relato.

_-5.3713
53543

} A

I T T T T I I T T
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 ppm
< o e
- o -

Figura 18. Ampliagdo da regido entre 3,4-5,6 ppm do espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCI3) da substancia 4.

60



HO

Figura 19. Estrutura quimica do B-sitosterol (substancia 4).

Tabela 10. Dados dos hidrogénios olefinico e carbindlico de RMN de 'H 300 MHz
em CDCIs da substancia 4.

H
N° 6(ppm), mult; J(Hz)
B-sitosterol (4) Kojima et al., 1990 (4)?
3 5,36 d (5,01) 5,36 m
6 3,53 m 3,52m

3400 MHz, CDCls.

5.2.3 Identificagao em mistura das substancias 5, 6 e 7 (LAM-5.P2)

As substancias 5, 6 e 7 codificada como LAM-5.P2 (5,9 mg) foram isoladas
conforme Esquema 2 (p. 42), apresentou aspecto oleoso incolor com solubilidade em
DCM. Em placa de CCD, mostrou absorgéo no UV (254 nm), e mancha roxa quando
revelada em vanilina sulfurica, com R¢= 0,5 no gradiente de eluicdo Hex:AcOEt (95:5).

O espectro de RMN 'H (Figura S7-121; Tabela 12) de LAM-5.P2 mostrou sinais
com intensidades diferentes caracterizando uma possivel mistura. Por meio do perfil
do espectro com muitos sinais na regido de 2,5 a 0,8 ppm pode-se propor que se
tratava de substancias terpénicas. Ao analisar a ampliagdo do espectro (Figura 21)
observou-se sinais caracteristicas de hidrogénios olefinicos em & 5,58 (d; J= 1,4 Hz),
0 5,45 dl de intensidade menor para 6 e 7, respectivamente e & 5,56 (d; J=1, 4 Hz)
com intensidade maior (5). A presenca de 12 metilas foi notada sendo seis dubletos
pertencentes a trés grupos isopropilicos em 6 0,92 (J= 7,2 Hz) e 0,80 (J= 6,9 Hz), 0,89
(J=7,2Hz) e 0,84 (J= 6,9 Hz), 0,88 (J=7,0 Hz) e 0,81 (J= 7,0 Hz) conforme Figura 20,
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trés germinais ao grupo hidroxi (6 1,23 s, 1,21 s € 0,98 s) e trés metilas vinilicas 6 1,67

sl, 1,65 sl e 1,71 (Figura 21), para as substancias 5, 6 e 7 respectivamente.

0 OTrNNTTTITO"TOM
0 RNONTOrOOTITO =
W OrrmOONODON=-OO
A OO M®MEMMO®M®D N
© O00O0C0OCO0OCcO0O00Oo
| SN/ N s

085 0.80 ppm

0 95 0. 90
Figura 20. Ampliagéo da regido entre 0,80 -0,95 ppm do espectro de RMN de 'H
(300 MHz, CDCl3) das substancias 5,6 e 7.
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Figura 21. Ampliagdo das regides entre 5,45 — 5,60 ppm do espectro de RMN de 'H
(300 MHz, CDCIs) das substancias 5,6 e 7.

2.47
3.10

Na analise do espectro de RMN de '3C (Figura S8-p.122; Tabela 13) verificou-
se a presenca de seis carbonos com insaturagdes (6 134,4; 122,6; 133,5; 124,8; 133,7;
122,1), trés carbonos carbindlicos em & 70,7; 72,4, e 72,7 atribuidos as substancias
5 6 e 7 respectivamente, assim como carbonos metilénicos e metilicos,

caracterizando uma mistura de sesquiterpenos. Pelo DEPT 135 (Figura S9-p.122) foi
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possivel caracterizar os carbonos em doze metilicos, doze metilénicos, quinze
metinicos e pela auséncia do sinal quatro desidrogenados.

O mapa de contorno HSQC (Figura S10-p.123) mostrou a correlagéo dos sinais
em on 1,01 e 1,26 com os carbonos (C-7) em & 46,6 e 43,3 atribuidos na ordem as
substancias 5 e 6. Através do mapa de contorno HMBC (Figura S11-p.123) pode-se
definir os sinais em &4 0,92; 0,80; 0,89 e 0,84 correspondentes as metilas C-12 (6 21,4
e 21,6) e C-13 (& 15,2 e 15,4) dos grupos isopropilicos. As demais correlagbes
encontram-se na Tabela 14.

Com base nos dados espectrais analisados acima e em comparagao com 0s
dados na literatura as substancias 5, 6 e 7 foram identificadas sendo os
sesquiterpenos (-)-T-cadinol (Claeson et al., 1991) , ent-T-muurolol (Nagashima et al.,
1994) e 1-epi-cubenol (Weyerstahl et al., 1998) (Figura 22). Esses dados sé&o
compativeis com analise de varredura em CG-EM (Figura S12-p.124), que indicam
para os principais componentes da mistura ent-T-muurolol ou epi-a-muurolol
(44,98%), seguindo do T-cadinol (epi-a-cadinol) (28,64%) e 1-epi-cubenol (8,52%)
(Tabela 11).

Tabela 11. Principais compostos detectados em CG-EM de LAM-5.P2.

N°do  Substancia TR (min) IR IR Literatura % Area
pico calculado Relativa
10 1-epi-cubenol 33,503 1636 1627 8,52
12 epi-a-cadinol 34,079 1651 1638 28,64
13 epi-a-muurolol 34,176 1654 1640 44,98

Legenda: TR- Tempo de retengao; IR- Indice de retengao calculado (equagéo de Van den Dool e Kratz) IR- Indice
de retengao da literatura (Adams, 2017).

Ao analisar as fragmentagcbes dos ions no EM (Figuras S13 e S13a -p.127)
pode-se perceber dois ions abundantes comuns para as trés substancias, sendo m/z
204 proveniente da perda de -H20, seguindo pela perda do grupo isopropila -CH(CHs)2
fornecendo. m/z 161 e m/z 43 caracteristicos da perda de -CsH7z*.O ent-T-muurolol
apresenta os picos que o diferencia de T-cadinol em m/z 121 - e m/z 95 referentes as
perdas CH2=C=CH2 e HC=CH. Este € o primeiro relato dessas substancias no género
Ocotea e na espécie Ocotea neesiana, contudo ha relatos na familia Lauraceae para

Oleos essenciais de espécies de Persea (Scora; Scora, 2001).
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(5)

(6)

(7)

Figura 22. Estrutura quimica das substancias T-cadinol (5), ent-T-muurolol (6) e epi-
cubenol(7).

Tabela 12. Dados de RMN de 'H 300 MHz em CDCIls das substancias 5-7 em
compara-¢ao com a literatura.

NO

N =

a b ow

© 0N

11
12

13

14
15

H
8(ppm), mult; J(Hz)
(-)-T-cadinol ent-T- 1-epi- Claeson, et  Nagashima Weyerstahl,
(5) muurolol (6)  cubenol al., 1991 etal., 1994 et al., 1998
(7) (5)° (6)° (7)
1,10 1,55 m 1,09 ddd 1,45 m
1,94 e 1,37 1,57 m 1,92e1,35 1,54 m
m m
1,99 m 1,99 m 1,92-2,08 1,94-2,00 m
5,56 d 5,58 d (1,4) 5,45 dI 5,55 brs 5,56 br d 5,45 brd
(1.4)
1,98 m 2,29 m 1,95 2,27 m
1,01 1,26 1,0 tt 1,25 m
1,47 m 1,37 m 147132 1,32-1,41m
1,77 e 1,43 1,53 1,41e1,74 1,32-1,41m
m
217 m 1,98 m 218 heptd 1,94-2,00 m
0,92d 0,89d (7,2) 0,88d 091d 0,83d 0,89d
(7,2) (7,0) (7,0) (7.,3) (7.,0)
0,80d (6,9) 0,84d (6,9) 0,81d 0,79d 0,89d 0,81d
(7,0) (6,9) (6,8) (7.,0)
1,23 s 1,21s 0,98 s 1,22 s 1,25s 0,97 s
1,67 sl 165sl | 171s 1,67 s 1,65s 1,70's

a.¢ 400 MHz, CDCls: P200 MHz, CDCl3
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Tabela 13. Dados de RMN de '3C 75 MHz em CDCI; das substancias 5-7 em

comparacao com a literatura.

13C
N° 5(ppm)
(-)-T- ent-T- 1-epi- Claeson, et  Nagashima Weyerstahl,
cadinol (4) muurolol cubenol al., 1991 etal., 1994 et al., 1998
(3) (6) (47 (5)° (6)
1 47,9 46,1 72,7 47,9 46,1 72,7
2 22,6 20,9 26,7 22,6 20,9 26,7
3 30,9 31,2 31,2 30,9 31,2 31,2
4 134,4 133,5 133,7 134,3 133,4 133,9
5 122,6 124,8 122,1 122,6 124,8 122,2
6 37,7 34,6 41,9 37,7 34,5 42,0
7 46,6 43,3 49,2 46,6 43,9 49,3
8 19,8 19,3 22,0 19,8 19,3 221
9 40,2 34,5 24,0 40,3 34,6 24 1
10 70,7 72,4 48,1 70,6 72,3 48,1
1 26,2 26,6 26,9 26,2 26,6 26,9
12 21,6 21,4 21,6 21,4 21,6 21,6
13 15,2 15,4 15,2 15,2 15,4 15,2
14 28,5 29,3 15,1 28,5 29,3 15,1
15 23,6 23,8 23,6 23,8 23,6 23,6

a.¢ 100 MHz, CDCls: P50 MHz, CDCls

Tabela 14. Dados de HMBC (300/75 MHz) das substancias 5-7 em CDCls.

NO

e )
NS ©®ONOARWN=

13

14
15

'H

5(ppm), mult;

J(Hz)

HMBC

H
5(ppm),
mult; J(Hz)

HMBC

(-)-T-cadinol(5)

ent-T-muurolol (6)

1,10

1,94e 1,37 m

1,99 m

5,56 d (1,4)

1,98 m
1,01
1,47 m

1,77 € 1,43

2,17 m

0,92 d (7,2)

0,80 d (6,9)

1,23 s
1,67 sl

C-4

C-3
C-4

C-8

C-7,C-11eC-

13

C-7,C-11eC-

12

C-1,C-9eC-10
C-3,C-4eC-5

1,55 m
1,57 m
1,99 m
5,58d (1,4)
2,29 m
1,26
1,37 m
1,53
1,98 m
0,89d (7,2)

0,84 d (6,9)

1,21s
1,65 sl

C-1
C-4

C-3

C-7,C-11e C-13

C-7,C-11e C-12

C-1,C-9eC-10
C-3,C-4eC-5
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5.2.4 Identificagao em mistura das substancias 8 e 9 (LAM-5.P4)

As substancias 8 e 9 codificada como LAM-5.P4 (12,7 mg; esquema 2) tem
aspecto oleoso incolor com solubilidade em DCM. Apresenta mancha amarela escura
em CCD no gradiente de eluigdo Hex:AcOEt (95:5), com Rf= 0,49 e absorgédo na
ldmpada UV em 254 nm.

No espectro de RMN 'H (Figura S14-p.125; Tabela 16) pode-se observar
singletos com intensidades diferentes, as quais, somadas as propor¢des diferentes
obtidas pela integracdo dos sinais, deram indicativo de substancias em mistura. O
espectro mostrou singletos de hidrogénios aromaticos & 6,31 e 6,36 caracterizando
anéis aromaticos benzénicos. Os sinais em & 5,05 e 5,94 evidenciaram hidrogénios
de dupla terminal (Figura 23 e 24) e um dubleto em 3,32 comum para hidrogénios
alilicos. Também €& observado sinais de grupos metilenos didéxido em & 5,96 e 5,89
(Figura 23) além de singletos de metoxilas em & 3,86; 3,88; 3,76 e 4,02 (Figura 24).

Esse perfil de espectro direcionou a classe dos fenilpropanoides.

6.3655
6.3111

M
i

6.5 6.4 6.3 6.2 6.1
Figura 23. Ampliagdo das regides 5,09 -6,5 ppm do espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCI3) das substancias 8 e 9.
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Figura 24. Ampliacao das regides 5,00-5,15 e 3,2 — 4,0 ppm do espectro de RMN de
"H (300 MHz, CDCl3) das substancias 6 e 7.

No espectro de RMN de "3C (Figura S15-p.125; Tabela 16) observou-se 23
sinais de carbonos, sendo o sinal em & 137,4 atribuido para mais de um carbono
devido a intensidade do sinal. Os carbonos em & 56,9; 60,2; 60,0 e 61,3 reafirmaram
a presencga de quatro metoxilas e por meio das correlagdbes no HSQC (Figura S17-
p.126) foram atribuidos aos sinais &+ 3,86; 3,88 (substancia 8) e 3,76; 4,0 (substancia
9) (Figura 25) a existéncia dos grupamentos metileno diéxido é comprovada pelos
sinais em ® 101,5 e 101,1. Através das interpretacbes dos espectros e auxilio do
DEPT-135 (Figura S16-p.126) os carbonos foram caracterizados como quatro

metilicos, seis metilénicos, trés metinicos e dez carbonos desidrogenados.

63,88 0 3,86

o 4,00 [—‘ ’—|63,76
|

—55
5 56,8
5 60,0
5 60,2 —'° 60
5613 ~ |.

65

T T
41 4.0 3.9 3.8 3.7 ppm

Figura 25. Ampliagcédo do HSQC em torno do sinal em & 3,76 e 3,86 3,88 e 4,00 das
substancias 8 e 9.

67



Por meio do mapa de contorno HSQC (Figura S17-p.126) pode-se atribuir o
posicionamento nos carbonos do anel aromatico, através da correlagdo dos sinais em
0 3,86 e 3,88 da substancia 8 com os carbonos nas posi¢gbes C-3 (6 136,3) e C-6 (O
139,1). Assim como os sinais em d 3,76 e 4,02 da substancia 9 com os carbonos nas
posicdes C-2(d 144,3) e C-3 (0 137,9). Com o auxilio do mapa de contorno HMBC
(Figura S18-p.127; Tabela 17) pode-se posicionar as metoxilas nos anéis aromaticos,
devido a correlagdo do singleto em &n 6,31 da substancia 8 com o sinal de carbono
na posigao C-3 (dc 136,2) e a auséncia de correlagdo do singleto em dn 6,36 da

substancia 9 com o carbono C-3 (&c 137,6) (Figura 26).
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Figura 26. Amplificaggo do HMBC em torno do sinal em & 6,36 e & 6,31 das
substancias 8 e 9.

Com base nos dados espectrais analisados acima e em comparagdo com 0s
dados na literatura as substancias 8 e 9 foram identificadas como os fenilpropanoides
apiol (Kartika et al., 2020) e dilapiol (Almeida et al., 2009) (Figura 27). Esses dados
estdo de acordo com a analise de varredura em CG-EM os quais apesentaram dois
picos intensos no cromatograma (Figura S19-p.127) indicando a substancia
majoritaria apiol (69,76%) e dilapiol (29,79%) (Tabela 15).

Tabela 15. Principais compostos detectados em CG-EM de LAM-5.P4.

N° do A s . . % Area
pico Substancia TR (min) IR calculado IR Literatura Relativa
20 33,339 1632 1620 dilapiol 29,79
22 35,499 1690 1678 apiol 69,76

Legenda: TR- Tempo de retengéo; IR- indice de retengao calculado (equagéo de Van den Dool e Kratz) IR- indice
de retencao da literatura (Adams, 2017).
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Os espectros de massas (Figura S20-p.128) apresentaram perfis bastante
semelhantes, diferindo apenas na abundancia relativa dos ions. O pico em m/z 207
pode ser atribuido a perda de um grupo metila (-CH;) proveniente de uma metoxila.
Em seguida, a perda de uma unidade formaldeido (-CH,O) origina o ion em m/z 177,
que, por sua vez, ao sofrer a perda de uma carbonila (—CO), gera o fragmento em m/z
149. Essas fragmentagdes corroboram com a identificagcdo das estruturas apiol e
dilapiol. No género Ocotea essas substancias ja foram identificadas na espécie O.

cymbarum por Andrei et al., (1988). No entanto este € o primeiro relato para O.

neesiana.
10
OCHs
Ows
12< 1
O 3
OCH, OCH;,
11

(8) (9)

Figura 27.Estrutura quimica das substancias apiol (8) e dilapiol (9).

69



Tabela 16. Dados de RMN de ('H-300 MHz e '3C-75 MHz) em CDCls das substancias
8 e 9 em comparagao com a literatura.

1H 13C
N° 6(ppm), mult; J(Hz) o(ppm)
Apiol Dilapiol Kartika et al., Almeida et | Apiol Dilapiol Kartika et Almeida et
(8) ) 20208  al, 2009 (9) | (8) 9)  al.2020(8) al., 2009(9)°
T T - = = = 1258 1261 — 1259
2 631s e 630s e 1082 1443 1084 144.2
3 e e 1363 1376 1393 137,5
) — 1352 1359 1353 1358
5 e e e 1387 1446 1390 144 5
6 @ - 636s - 635s | 1391 1026 1390 102,6
7 331dt 331dt  331dt 3,30 dit
(6,40;  (6,40; (6,40; (6,60; 341 339 34 1 338
150)  1,50) 1,50) 1,50)
8 594m 594m  594m  584-593m | 1374 1374 1374 137.3
9 505m 505m 504m  501-507m | 1154 1156 1156 115.4
0(1:(')"3' 386s 376s 3,85 375s | 569 613 57 1 59.8
O?:'“' 388s  402s 3.88's 401s | 802 600 60,4 61,1
12  596sl 589l 5955 587s | 1015 1011 1018 101,0

3400 MHz (H), 100 MHz('3C), CDCls; 300 MHz ('H), 75 MHz ('3C), CDCls

Tabela 17. Dados de HMBC (300/75 MHz) das substancias 8 e 7 em CDCls.

H H
N° o(ppm), HMBC o(ppm), mult; HMBC
mult; J(Hz) J(Hz)
Apiol (9) Dilapiol (9)

1 e_— L ammaa

2 6,31s c1,C6eC-7 | -

3 e—— L ameee

4 0 -

5

6 @ - 6,36 s C-2,C4eC-7

7 3,31 dt C-1,C-2,C-8eC-9 3,31 dt C-1,C-6eC-9

8 (6,40; 1,50) (6,40; 1,50)

9 5,94 m C-1eC-7 5,94 m C-1eC-7
OCH:s-10 5,06 m C-7eC-8 5,05m C-3eC-7
OCH:s-11 386s C-6 3,76s C-2

12 3,88s C-3 4,02s C-3

5,96 sl C4eC-5 5,89 sl C-4eC-5
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5.2.5 Identificagdao da substancia 10 (LAM-9.6.P6)

A substancia 10 isolada nas fragdes LAM-9.6.P6 (10,2 mg) e LAM-9.7 (117,5
mg) (Esquema 2, p.42) tem aspecto oleoso amarelo com solubilidade em DCM.
Apresenta mancha amarela escura em CCD no gradiente de eluicdo Hex:AcOEt
(95:5), com absorgao na lampada UV em 254 nm e R¢= 0,40.

O espectro de RMN de 'H (Figura S21-p.129, Tabela 18) apresenta absorgoes
caracteristicas de neolignanas do tipo benzodioxano com sinais em 6 4,58 (H-7) e &
4,06 (H-8) atribuido aos hidrogénios oximetinicos e um dubleto em & 1,28 (3H),
atribuido ao grupo metila ligado ao C-8 do anel benzodioxano (Figuras 28 e 30). Pode-
se observar trés sinais de hidrogénios aromaticos (Figura 29), os dubletos em & 6,50
e 6,39 com constante de 1,8 Hz indicam o acoplamento meta entre os hidrogénios H-
2’ e H-6' e um singleto largo em & 6,58 (2H) atribuido aos H-2 e H-6. Sao observados
sinais de hidrogénios vinilicos terminais (6 5,10) e vinilico metinico (6 5,95), que em
conjunto com o dubleto em & 3,32 (J= 6,77 Hz, 2H), caracterizam um grupo alila
(Figuras 28 e 29).

O espectro de RMN de '3C (Figura S22-p.129) confirma a presencga do anel
benzodioxano (6 144,3; 131,3; 81,1 e 74,1), de grupos metoxilas em & 56,2; 56,1 e
60,9 sendo que o primeiro sinal apresentou intensidade maior os quais foram
atribuidos para dois carbonos metoxilicos. Os sinais do grupo alila foi verificado em &
137,3; 115,9 € 40,1 tendo a confirmagao dos carbonos metilénicos pelo HSQC-editado

conforme mostra o mapa de contorno na Figura S23-p.133.

a8 N
M~ =
TP e vl & o
L ' & & B
o o
—T T : : el A
3.95 3.90 385 ppm | 3.4 3.3 a2 ppm |13 130 125 120 ppm
| |
N
el g Ei g
o | o) -

Figura 28. Ampliagao da regi&do entre 0 3,85-3,95; 6 3,2-3,4 e 6 1,20-1,35 ppm do
espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDClz) da substancia 10.
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Figura 29. Ampliagdo da regi&o entre d 5,9-6,6 ppm do espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCI3) da substancia 10.
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Figura 30. Ampliagdo da regi&o entre d 4,1-5,2 ppm do espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCI3) da substancia 10.

No mapa de correlagdo a longa distancia (HMBC) (Figura S24-p.130) os
singletos dos grupos metoxilas em o1 3,86; 3,89 e 3,90 mostrou correlagdo seguindo
a ordem com os carbonos aromaticos em &¢ 60,9(C-4), 56,2(C-3 e C-5) e 56,1(C-5).
E seus posicionamentos nos anéis aromaticos vieram através da correlagéo dos sinais
em 0+ 6,39 e 6,58 a 2J com o C-5' e a 3Jnc para os C-3, C-4 e C-5, respectivamente
(Figura 31). Por meio das correlagdes do dubleto em &+ 3,32 com os carbonos C-1’,
C-2', C-6', C-8 e C-9 pode-se confirmar a prenila e seu posicionamento no anel

aromatico (Figura 32)
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Figura 31. Amplificagdo do HMBC em torno do sinal em & 6,58 e 6,39 da substancia

10.
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Figura 32. Ampliacdo do HMBC em torno do sinal em & 3,32 da substancia 10.

A andlise por MS utilizando a ionizagcédo por electrospray operado no modo
positivo (ESI*), apresentou m/z 387,1792 [M+H] * (Figura S25-p.131), sendo
compativel com a férmula molecular C22H2606H*(massa calculada: 387,1808),
conforme indicado pelos dados de RMN unidimensionais ("H e **C) e bidimensionais
(1D/2D). Com bases nesses resultados foi possivel identificar a substancia 10 como
eusiderina A (Figura 33). Os dados obtidos estdo de acordo com os valores reportados
na literatura (Pilkington; Barker, 2012). Este é o primeiro relato para o género Ocotea

e para espécie O. neesiana.
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Figura 33. Estrutura quimica da eusiderina A (substancia 10).

Tabela 18. Dados de RMN de ("H-300 MHz e 3C-75 MHz) em CDCls das substancias
10 em comparacao com a literatura.

1H 13C
N° &(ppm), mult; JHz) o(ppm) HMBC
Eusiderina Pilkington; Eusiderina Pilkington;
(10) Barker, (10) Barker,
2012 2012 (10)®
(10)°
1 132,4 132,4
2 6,58 sl 6,58 s 104.,4 104,5 C-1,C-6C-3,C-4
e C-7
3 153,5 153,5
4 138,4 138,5
5 153,5 153,5
6 6,58 sl 6,58 s 104 4 104,5 C-1, cézég-a c4
7 4,58 d 4,55d (7,6) 81,1 81,1 C-1,C-2,C-8e C-9
(7,9)
8 411 m 4,08-4,13 m 74,1 74 .1 C-7eC-9
9 1,28 d 1,26 d (6,4) 17,3 17,3 C-7eC-8
(6,4)
(N 132,5 132,5
2’ 6,50d 6,48 d (2,0) 109,6 109,6 C-3,C-4,C-6eC-7
(1,8)
3 1443 1443
4 131,3 131,3
5 148,6 148,6
6’ 6,39d 6,38 d (2,0) 104,6 104,6 C-2',C-4,C-5eC-7
(1,8)
7 3,32d 3,29 d (6,8) 40,0 40,0 C-1,C-2',C-6’,C-8 e C-
(6,7) 9
8’ 5,95 m 5,90-6,00 m 137,3 137,3 C-7
9’ 5,10 m 5,04-5,13 m 115,9 115,8 C-7
3-CH:O0 3895 3,88's 56,2 56,2 C-3
4-CHs0 3,86s 3,86s 60,9 60,8 C-4
5-CHs0 3,89s 3,88s 56,2 56,2 C-5
5’-CH:0 3,90 s 3,89s 56,1 56,1 C-5

3400 MHz('H); 100 MHz('3C), CDCl3
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5.2.6 ldentificagdo da substancia 11 (LAM-13.S)

A substancia 11 (103,9 mg, Esquema 3, p.45) apresentou caracteristica de um
sélido de coloracdo branca. Por meio da analise em CCD, com eluicdo em
DCM:MeOH (98:2), verificou-se absorcao intensa na lampada UV em 254 nm e
coloracao amarelo escuro ao revelar em vanilina sulfurica com R=0,4.

O espectro de RMN de "H (Figura S27-p.132) mostrou sinais referentes a trés
metoxilas distintas em & 3,86; 3,60 e 2,84, sinais referentes a dois hidrogénios de
sistema aromatico com deslocamentos em & 6,55 (H-2) e 6,37 (H-6). Observaram-se
hidrogénios do grupo metilenodiéxi em & 5,96 (d; 1,0 Hz) e & 5,94 (d; 1,0 Hz),
hidrogénio olefinico com deslocamento em & 4,71 (H-2’). Os hidrogénios de ligagao
dupla terminal foram verificados em & 5,96 m (H-8’) e 8 5,07 m (H-9’) (Figura 34) e o
grupo metilénico em 2,36 (dd; 14,0 e 6,9 Hz- H-7’a) e 2,27 (dd; 14,0 e 7,5 Hz- H-7'b)
(Figura 35). gg

. MUUL

60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 ppm

Wgr K‘ |/ H M ﬁ
= < ] bl
© o - - o

Figura 34. Ampliagdo da regi&o entre d 4,6-6,6 ppm do espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDClIs) da substancia 11.

27 26 25 2.4 23 2.2 2.1 2,0 19  ppm
L_ _J L o

Figura 35. Ampliagdo da regi&o entre & 1,9-2,7 ppm do espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCls) da substancia 11.
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Os deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN '3C (Figura S28-
p.132) mostraram sinais de carbonos aromaticos (6 133,9; 109,9; 143,1; 134,0; 148,7;
103,3). A presenga de carbono com deslocamento em & 208,9 é caracteristico de
carbonila de cetona ndo conjugada. Observaram os sinais do grupamento
metilenodioxi em & 101,1 e de metoxilas em & 56,1; 54,8 e 50,1, que por meio do
HSQC (Figura S30-p.133) foram atribuidos aos sinais o1 3,80; 3,64 e 3,39
respectivamente. Os carbonos foram caracterizados com auxilio do DEPT-135 (Figura
S29-p.133), sendo quatro carbonos metilicos, trés metilénicos, sete metinicos e pela
auséncia de sinais oito carbonos desidrogenados.

Por meio do mapa de contorno HMBC (Figura S31-p.134) pode-se definir o
posicionamento da prenila, através da correlagdo do sinal em &1 1,94 a J° com o
carbono em &c 35,2(C-7’), este sinal de hidrogénio em conjunto com o deslocamento
em OH 4,71 com &¢ 99,2 e 155,7 direcionou na localizagédo da dupla ligagdo em C-2’ e
C-3'. Mediante a interagdo a J° dos sinais d+ 2,36; 2,26 — &c 208,9 pode-se atribuir a
carbonila na posi¢ao C-6’ (Figura 36). As metoxilas foram atribuidas aos carbonos C-
3, C-5" e C-3 mediante as correlagbes dos sinais em 6x 3,60; 2,84 e 3,86 com &¢c
155,7; 83,3 e 143,1 e seus posicionamentos foram definidos pelas correlagdes dos
sinais em 614,61 e 4,71 — ¢ 155,7 (C-3’), &1 2,63 € 4,71 — d¢ 83,3 (C-5’) € ®H 6,55 —
dc 143,1 (C-3). As correlagdes do grupamento metilenodioxi em &+ 5,96 a J° com os
sinais em &c 148,7 e 134,0, foram essenciais para o seu posicionamento no anel
aromatico, além de auxiliar na corregdo da literatura entre C-3 e C-5 (Guilhon et al,

1992). As demais correlagbes de HMBC encontram-se na Tabela 19.
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Figura 36. Ampliacdo do HMBC em torno dos sinais em & 1,94; 2,36 e 2,26 da
substancia 11.

O espectro NOESY 2D (Figura S32-p.134) mostrou correlagdes entre o sinal
4,71 sl (H-4’) com os sinais 2,63 d (H-7) e 2,84 d (5-CH30) sugeriram que H-4’ esta
na orientacao B, enquanto OH-14 em a. Esses dados, em conjunto com os valores das
constantes de acoplamento indicaram que a estereoquimica do composto 11 é
semelhante a rel-(7S,8R,1'R,3’'S,4’S)-4’-hidroxi-5,3’,5-trimetoxi-3,4-metilenedioxi-2’-
oxo -A13558.8 1°,7.3' (Guilhon et al., 1992), as demais correlagdes sdo mostradas na
Figura 37.

A analise por MS utilizando a ionizag&o por electrospray operado no modo
positivo (ESI*), apresentou m/z 425,1576 [M+Na]® (Figura S33-p.135), sendo
compativel com a formula molecular C22H2607Na*(massa calculada: 425,1571), os
quais corroboram com os dados de RMN unidimensionais ('H e '*C) e bidimensionais
(1D/2D). De acordo com esses resultados foi possivel elucidar a substancia 11 como
neolignana rel-(7S,8R,I'R,3’S,4’S)-4’-hidroxi-5,3’,5'-trimetoxi-3,4-metilenedioxi-2’-oxo
-A1:355.8.8 1°7.3" (Figura 38). Os dados obtidos estdo de acordo com os valores
reportados na literatura (Guilhon et al., 1992). Embora essa neolignana ja tenha sido
reportada anteriormente de O. costulatum (Silva et al, 1989), este é o primeiro relato

para espécie O. neesiana.
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OCHs

Figura 38. Estrutura quimica da neolignana rel-(7S,8R,1'R,3’'S,4’S)-4’-Hidroxi-5,3’,5'-
trimetoxi 3,4-metilenodioxi-2’-oxo- A'3558-8 1°7.3’ (substancia 11).
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Tabela 19. Dados de RMN de ('H-300 MHz e '*C-75 MHz) em acetona-D6 da
substancia 11 em comparagao com a literatura.

13C
5(ppm), mult; J(Hz) 5(ppm)
Posicdo  Substancia Guilhon et | Substancia Guilhon et
11 al., 19922 11 al., 19922
[ 133,9 132,6
2 6,55 sl 6,32d 109,9 109,0
(2,0)
- S — 143,1 148,6
e 134,0 134,1
5 e 1487 143,0
6 6,37 sl 6,36 d 103,3 103,3
(2,0)
7 2,63d 2,52d 52,6 52,7
(8,91) (8,5)
8 1,94 dd 2,02 dq 48,7 48,7
(8,91:6,54) (8,5:7,0)
9 0,96d 0,97d 11,6 12,3
(6,54) (7,0)
I 48,9 49,1
2’ 461d 454d 99,2 100,2
(1,65) (2,0)
S 155,7 154,3
4 4,71 dd 468s 77,8 78,0
(4,68;1,65)
- — 83,3 83,1
c=0 208,9 210,1
OH 4,34 d e -
(4,68)
7'a 2,36 dd 2,20-2,50 35,2 35,2
(14,01:6,81) m
7b 2,26 dd 35,2 35,2
(14,01:7,50)
8’ 5,93 m 5,70-6,20 134,6 133,6
m
9’ 5,07 m 4,90-5,20 116,9 117,9
m
OCH3s; 3,86 s 3,81s 56,1 56,7
3
OCH;s 3,60s 3,66s 54,8 55,6
3
OCH;s 2,84 s 2,92s 50,1 51,2
5
0.CH: 5,96d 594 s 101,1 101,3
(1,0)
594d

(1,0)

HMBC

C-7,C-6,C-4,C-3

C-7,C-2,C4,C-5
C-9,C-8,C-4, C-5, C-6, C-
2,C4,C=0
C-7,C-9,C-1",C-7,C-2,
C-1
C-1,C-7

Cc-7,C-4,C-3,C=0

C-7,C-5,C-2, C-3°,C=0

c-6, C-5,C-2", C-3
C-8,C-1", C-2’, C-9’, C-8,
C=0
C-8,C-1",C-2’, C-9’, C-8,
C=0
C-7
C-7,C-8
C-3
C-3,C-2,C-3
C-5

C-4,C-5

@100MHz ('H), 50 MHz('3C), CDCl3
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5.2.7 Elucidagao da substancia 12 (LAM-13.P5)

A substéancia 12 codificada como LAM-13.P5 (5,8 mg; Esquema 3, p. 45) tem
aspecto de solido amorfo de coloracao branca. Na analise em placa de CCD em
gradiente de eluicao DCM:MeOH (98:2), apresentou absorgao sob luz UV em 254 nm
e, apos revelagao em vanilina sulfurica, exibiu uma mancha de coloragao amarelo-
escuro, com Rr= 0,5.

Os espectros de RMN de 'H (Figura S35-p.136) e '*C (Figura S36-p.136) da
substancia 12 mostraram um padrao de sinais de neolignana biciclica [3,2,1] octano
semelhante ao da substancia 11. No entanto, os sinais de H e C préximos de C-4’
apresentam uma variagdo em seu deslocamento, sugerindo uma configuragao
diferente em C-4'. A endo-hidroxila em C-4' de 12 explica a desprotecéo relativa de H-
7 (d 3,29) e a protegao de C-7 pelo efeito y.

Os espectros de RMN de '3C mostraram sinais caracteristicos da regido C-4',
como 52,6 (C-7), 77,8 (C-4") e 83,3 (C-3) tipicos de OH na posi¢cdo B conforme
reportado na literatura por Lordello e colaboradores (1997) (Figura 39). Porém a
neolignana reportada na literatura ndo apresenta a metoxila na posicdo 3 do anel
aromatico, tornando a substancia 12 inédita na literatura por conter na mesma
molécula o grupo OH na posigao 3 € a metoxila na posicdo 3 do anel aromatico. Os

demais dados de RMN encontram-se na Tabela 20.

11 12 6f
(9) Ar= 3-metoxi-4,5-metilenodioxifenil Lordello et al, (1997)

(10) Ar= 3-metoxi-4,5-metilenodioxifenil
(6f) Ar= 5 4-metilenodioxifenil

Figura 39. Comparagéao das neolignanas biciclicas 11 e 12 com a literatura na posigao
C-4.
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A analise por MS utilizando a ionizacado por electrospray operado no modo
positivo (ESI*), apresentou m/z 403,1756 [M+H]* (Figura S38-p.137), sendo
compativel com a féormula molecular C22H2607H*(massa calculada: 403,1752), e
estando de acordo com os dados de RMN "H e "*C (1D/2D). Assim, a substancia 12
foi nomeado como rel-(7S,8R,1'R,3’'S,4'R)-4’-hidroxi-5,3’,5’-trimetoxi-3,4-

metilenodioxi-2’-oxo-A"35%8-8 1’7 3'(Figura 40)

Figura 40. Estrutura quimica da substancia 12.
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Tabela 20. Dados de RMN de ("H-500 MHz e '3C-125 MHz) em MeOD da substancia
12 em comparagao com a literatura.

Posicao

N

OO h W

3!
5!
Cc=0
T’a

7b

1H 13C
&(ppm), mult; J(Hz) 5(ppm)
Substancia Guilhon et Substancia Guilhon et
12 al., 1992(12)2 12 al., 1992(12)?
—————————— 133,8 132,6
6,41d 6,32d 109,7 109,0
(1,3) (2,0)
—————————— 143,0 148,6
—————————— 134,5 134,1
—————————— 148,7 143,0
6,31d 6,36 d 103,1 103,3
(1,3) (2,0)
3,29d 2,52d 48,8 52,7
(8,8) (8,5)
2,14 dd 2,02 dq 45,9 48,7
(8,8; 6,6) (8,5;7,0)
0,94d 0,97d 11,4 12,3
(6,6) (7,0)
—————————— 49,6 49,1
456s 454d 98,1 100,2
(2,0)
—————————— 155,3 154,3
465s 4,68 s 76,1 78,0
—————————— 85,7 83,1
—————————— 209,9 210,1
2,42 dd 2,2-25 35,1 35,2
(14,1; 6,9)
2,32 dd 2,2-2,5 35,1 35,2
(14,1;7,7)
5,93 m 5,7-6,2 133,9 133,6
511 m 4,9-52 117,1 117,9
3,86 s 55,9 56,7
3,64s 3,66s 54,4 55,6
3,19 s 292s 52,8 51,2
591d 594 s 101,0 101,3
(1,15) (1,0)
5,90

(1,15)

HMBC

C-1,C-3,C6eC-7

C-1,C-2,C-5eC-7

C-1, C-2, C-6, C-8,
C-9,C-4,C-5eC-6
C-1,C-7,C9,C-2e

C-7

C-7,C-8eC-5

C-3,C-4,C-6'C-7

C-2',C-3,C-5e C-7

C-8,C-2’, C¢, C-8

e C-9

C-8,C-2’, C¢, C-8

e C-9
C-7
C-7"eC-8
C-3
C-2’eC-3
C-5

C-4eC-5

3100 MHz('H), 50 MHz ('3C), CDCls °Valor n3o reportado na literatura
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5.2.8 Elucidacao da substancia 13 (LAM-14.4.25)

A substancia 13 codificada como LAM-14-4.25 (26,8 mg; Esquema 4, p. 46)
tem aspecto de sdlido cristalino branco, soluvel em MeOH. Na analise em placa CCD
de silica normal no gradiente de eluicdo DCM:MeOH (95:5) com absorgdo em UV (254
nm) apresenta mancha roxa azulada, apos ser revelada em vanilina sulfurica e R¢=
0,45. Apresentou um [a]o °+24,0 (c 0,23, MeOH).

No espectro de RMN de 'H (Figura S39-p.138) observaram-se sinais apenas
na regiao de campo alto com deslocamentos de & 3,74 a 0,89. A integracéo dos sinais
foi realizada com base no singleto em & 3,70 (3H) regido comum para metoxilas.
Desse modo, pode-se observar na regido de hidrogénios metilicos trés dubletos em &
0,91 (J=6,5), 6 1,04 (J=7,0) e 1,06 (J=6,5) e um singleto em & 1,28, atribuido aos
hidrogénios H-20, H-15, H-19 e H-17 respectivamente (Figura 41 e 42). Os sinais em
03,74 (d, J=1,6) e 3,73 s ambos integrando para 1H deram indicativos de hidrogénios

oximetinicos (Figura 42).

1.2849
0.9108
—0.8940

RE

T
135 130 125 120 115 110 105 1.00 095 090 0.85 ppm

Figura 41. Ampliagéo da regi&o entre 0,85- 1,35 ppm do espectro de RMN de 'H
(400 MHz, MeQOD) da substancia 13.

83



~3.7483
~-3.7445
~3.7321
—3.7022

- . e -

" T T L
T T T T T T T T T T T T T T 3.75 3.70 Ppm
28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 ppm k |
| J ) boyrio) l J ol o
5 1o o ER-E |
. - o o

o -

& o ]

Figura 42. Ampliagdo da regiao em 1,6- 2,8 ppm e 3,70-3,75 ppm do espectro de
RMN de 'H (400 MHz, MeOD) da substancia 13.

O espectro de RMN de "3C (Figura S40-p.138; Tabela 21) apresentou 20 sinais.
Verificou-se deslocamentos de carbonos carbindlicos em & 80,8; 82,1; 88,8 e 86, 4
para os carbonos C-14, C-13, C-7 e C-5 respectivamente. Foi observado um sinal
caracteristico de carbonila de éster em 0 174,4. Os carbonos foram caracterizados
com o auxilio do DEPT-135 e interpretacbes dos outros dados nos espectros (Figura
S41-p.142) sendo: cinco metilicos, trés metilénicos, seis metinicos e pela auséncia de
sinais seis desidrogenados.

O mapa de contorno HSQC (Figura S42-p.139) mostrou correlagdes dos sinais
em c0,91; 1,06: 1,04 e 1,28 com os sinais em &c 16,8; 14,5; 17,3 e 8,8, atribuido aos
carbonos metilicos C-20, C-19 do grupo isopropilico e C-15 e C-17, respectivamente.
O sinal em & 3,70 caracteristico para metoxila mostrou correlagdo com &6c 50,6. O
HSQC foi fundamental para sugerir os hidrogénios metilénicos o e § das posi¢des 3,
4 e 10.

Por meio do mapa de contorno HMBC (Figura S43-p.140) pode-se definir o
posicionamento do grupo éster, através da correlagio dos sinais a J° dos sinais dH
2,58 e 1,82— &c 174,4. As metilas foram atribuidas aos carbonos C-15, C-17, C-19 e

C-20 mediante as correlagdes dos sinais em 6+ 1,04; 1,28; 1,06 e 0,91 com &c 34,4;

61,3 e 33,5 respectivamente. A correlagao dos sinais em 612,29 ¢ 1,82 — 8¢ 86,4 e

104,8 direcionou o posicionamento das hidroxilas em C-5 e C-11 (Figura 44). Ja a
localizag&o das hidroxilas em C-14 e C-13 veio seguindo a ordem da interagéo J? e J3
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de 61 2,58 — 8¢ 80,8 e 82,1 (Figura 43). As demais correlagdes de HSQC e HMBC

encontram-se na Tabela 16.

O espectro NOESY 2D (Figura S44-p.140) mostrou interagdes espaciais entre
H-8/H-1 indicando que estéo orientados na mesma face, definida como 3. Correlagdes
entre o sinal 3,73 sl (H-14) com os sinais 0,91 d (H-20) e 1,87 m (H-18) sugeriram que
H-14 esta na orientagdo a, enquanto OH-14 em [ (Figura 45). Esses dados, em
conjunto com os valores das constantes de acoplamento indicaram que a
estereoquimica do composto 13 é semelhante a do itol A (Chai, 2008), diferindo
apenas na presenca do grupo éster ligado ao carbono 9, desta forma esta substancia

€ inédita na literatura.
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Figura 43. Mapa de contorno HMBC da substancia 13 (400/75 MHz, MeOD).
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Figura 44. Ampliacdo do HMBC em torno dos sinais em & 2,29, 6 1,82 da substancia
13.
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Figura 45. Interagdes espaciais obtidas do NOESY.2D da substancia 13.

A analise por MS utilizando a ionizag&o por electrospray operado no modo
positivo (ESI*), apresentou m/z 435,2017 [M-Na]* (Figura S45-p.141), sendo
compativel com a formula molecular C21H320sNa* (massa calculada: 435,1995),
conforme indicado pelos dados de RMN unidimensionais ("H e "*C) e bidimensionais
(1D/2D). Com bases nesses resultados foi possivel identificar a substancia 13 como
16-metilesteritol A (Figura 46). Os dados obtidos estdo de acordo com os valores
reportados na literatura (Chai et al 2008; Govindachari et al. 1992) pode-se elucidar a
substancia 13 como um diterpeno do tipo isorianodano. Este € o primeiro relato de

diterpenos com esse esqueleto no género e na espécie O. neesiana.

Figura 46. Estrutura quimica do 16-metilesteritol A (substancia 13).
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Tabela 21. Tabela de RMN de ("H-400 MHz e 3C-100 MHz) em MeOD da substancia
13 em comparagao com os dados da literatura.

NO

9
10a

10p

11
12
13
14
15
16
17

18
19

20

(of0]0]
Me
COO-
9

1H 13C
5(ppm), mult; J(Hz) 5(ppm)
16-metilesteritol Chai et al., | 16-metilesteritol Chai et al.,
A(13) 2008 (13)° A(13) 2008 (13)?
1,94 dd 1,88 brd 53,0 53,9
(8,12;1,2) (2,0)
2,45 m 2,46 m 34,4 36,9
1,61 m 1,66 m
1,87 m 1,79m 33,1 35,2
2,56 m 2,18 m 35,9 37,3
1,61 m 1,57 m
----- 86,4 88,3
3,74d 3,73d 74,6 75,9
(1,6) (2,0)
---------- 88,8 90,8
2,58 m 2,06d 52,9 57,4
(2,0)
---------- 54,3 42 1
2,29dd 1,84 d
(14,8;1,6) (14,5)
1,82d 1,50d 39,2 453
(14,8) (14,5)
---------- 104,5 105,7
---------- 61,3 62,5
---------- 82,1 83,5
3,73 sl 3,95s 80,8 79,2
1,04 d (7,0) 1,05d (7,0) 14,5 15,5
--------------- 22,3
1,28 s 1,29 s 8,8 10,4
1,87 m 1,91 m 33,5 35,0
1,06 d 0,95d 17,3 18,8
(6,5) (6,5)
0,91d 1,07 d 16,8 18,3
(6,5) (6,5)
3,70 s 50,6 52,8**
174.4 173,20**

HMBC
C-4,C-2,C-3eC-5
C-6,C-1eC-3
C-15,C-2eC-4
C-19 e C-20
C-3,C-2,C-5eC-9
C-3,C-5e C-6
C-2,C-1, C-11
C-10, C-14, C-13,
C-7,C-12e CO0-9
C-8,C-5,C-9,C-12
e C-11

C-5,C-9,C-11e
COO0-9

C-12e C-18
C-3,C-2e C-1

C-12,C-13,C-7e
C-11

C-20e C-13
C-19, C-18, C-13

CO0-9

a500 MHz('H), 125 MHz(**C), MeOD); ** Govindachari et al., 1992 (100 MHz, CDCls)
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5.2.9 Identificagdo da substancia 14 (LAM-14.12.5)

A substancia 14 (3,4 mg; Esquema 4, p.46) tem aparéncia de um solido amorfo
com cor alaranjada. Ao ser analisada em CCD com eluicado em DCM:MeOH (9:1)
apresentou uma fraca absorg¢ao no UV na regido de 254 nm e coloragéo rosa ao ser
revelada em vanilina sulfurica e Ri= 0,4.

O espectro de RMN de 'H (Figura S46-p.141; Tabela 22) mostrou 5 sinais
tipicos de sistemas aromaticos. Os dois dubletos em & 5,85 e 5,92 com constante de
2,0 Hz evidenciaram o acoplamento meta entre os H-6 e H-8 caracterizaram uma
dioxigenagao do anel A em C-5 e C-7 (Figura 47). O sinal observado como duplo
dubleto em & 6,72 (J = 8,4 Hz e 2,0 Hz) corresponde ao acoplamento orto e meta de
H-6' com os hidrogénios H-5" e H-2’, respectivamente. Assim como os dubletos em &
6,83 (J=2,0 Hz) e § 6,76 (J = 8,4 Hz) mostram os acoplamentos meta de H-2' com
H-6’ e orto entre H-5 e H-6’, os quais correspondem ao anel B do flavonoide
disubstituido (Figura 47).

O anel C foi caracterizado pela presenca de um dubleto em & 4,56 (J= 7,6 Hz)
atribuido a H-2, que acopla com H-3, o valor da constante desse dubleto determinou
a configuragao 2,3 trans. Observou-se hidrogénios diasterotépicos por meios do par
de duplo dubleto em & 2,85 (J = 5,5 e 16,2 Hz) e 2,50 (J = 8,1 e 16,2 Hz) sendo o
primeiro correspondente a 4-Hq, devido seu acoplamento geminal com 4-Hg (J = 16,2
Hz) e acoplamento pseudo-equatorial-axial com H-3 (J = 5,5 Hz), o segundo foi
atribuido a 4-Hp por causa do seu acoplamento pseudo-diaxial com H-3 (J = 8,1 Hz)
(Figura 48).
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Figura 47. Ampliacao das regides em & 6,70 — 6,85 ppm e & 5,80-5,96 ppm do
espectro de RMN de 'H (400 MHz, MeOD) da substancia 14.
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Figura 48. Ampliagao da regido entre & 2,5— 4,0 ppm do espectro de RMN de 'H
(400 MHz, MeOD) da substancia 14.

O espectro de RMN "3C (Figura S47-p.142; Tabela 22) apresentou 15 sinais
com predominéancia de sinais caracteristicos de carbonos aromaticos. Percebeu-se a
auséncia de sinal de carbonila e presenca de um carbindlico em & 67,4 (C-3) sugerindo
um esqueleto de flavonoide flavan-3-ol. No mapa de contorno HSQC editado (Figura
S48-p.145) observou-se a correlagao dos hidrogénios H-4a € H-43 com um carbono
metilénico em & 27,1 (C-4), confirmando o esqueleto de flavonoide sugerido
anteriormente. No mapa de contorno no HMBC (Figura S49-p.143) o hidrogénio em &
4,56 (H-2) correlaciona com os carbonos desidrogenados em & 130,8 (C-1’) e 6 155,5
(C-9), com os carbonos metinicos em 6 67,4 (C-3), 6 118,6 (C-2') e 6 113,8 (C-6),
além do carbono metilénico em & 27,1 (C-4), reafirmando assim o tipo de esqueleto
flavan-3-ol. As demais correlagdes estao descritas na Tabela 22.

ApoOs a analise de todos os dados obtidos resultante da analise dos espectros
junto com a comparagdo com os dados descritos na literatura (Burger et al., 2011;
Ayres et al., 2009), permitiram identificar a substancia 14 como catequina (Figura 49).
Um estudo realizado recentemente por Ruttanaphan et al. (2023) destacou o alto
potencial inseticida deste flavonoide frente a largata Spodoptera litura com LDso ~8.37
Mg/larva em 24h. Esta substancia ja foi isolada anteriormente na espécie Ocotea

notata (Garett et al., 2012), contudo para a espécie O. neesiana é o primeiro relato.
89



Figura 49. Estrutura quimica da catequina (substancia 14)

Tabela 22. Dados de RMN de ('H-400 MHz e 3C-100 MHz) em MeOD da substancia
14 em comparagao com a literatura.

13C
N° S(ppm), mult; J(Hz) S(ppm) HMBC
Catequina Burger et al., | Catequina  Ayres et al.,
(14) 2011 (14)2 (14) 2009 (14)
2 4,56 d (7,6) 4,58 d (7,8) 81,4 82,6 C-3,C4,C-9,C-1,C-6e
C-2
3 3,97 m 3,98 ddd 67,4 68,6 C-10eC-1’
(5,2;7,8; 8,4)
4q 2,85 dd 2,82 dd
(5,5; 16,2) (5,2; 16,1) 27,1 28,2
4B 2,50 dd 2,52 dd C-2,C-3,C9e C-10
(8,1; 16,2) (8,4; 16,1)
5 156,2 157,3
6 5,85d (2,3) 5,85d (2,3) 94,0 94,6 C-5eC-8
7 - 156,4 157,4
8 5,92 d (2,3) 5,92 d (2,3) 94,8 95,6 C-6,C-7e C-10
9 155,5 156,7
10 @ — 99,4 100,9
L 130,8 132,0
2 6,72 dd 6,74 m 118,6 120,1 C-2,C-6'e C4
(8,1; 2,0)
3 6,76 d 6,74 m 114,6 116,2 C-1’,C-5 e C-4
(8,1)
4g - e 144.8 146,0
5 144.8 146,0
6’ 6,83 d (2,0) 6,83 d (1,5) 113,8 115,2 C-2,C-4,C-5eC-2

3400 MHz, MeOD; 75 MHz, MeOD)
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5.3 Identificacao das substancias isoladas de Sextonia rubra.

5.3.1 Identificagcao da substancia 15 (SRM-7.2)

A substancia 15 (2,5 mg; Esquema 5, p.48) tem aparéncia de um sdélido
cristalino. Ao ser analisada em CCD com eluicdo em Hex:AcOEt (9:1) apresentou uma
absorgcao azul no UV na regidao de 365 nm nao apresentando coloragdo quando
revelada em vanilina sulfurica.

O espectro de RMN de "H (Figura S50-p.143; Tabela 23) mostrou 1 sinal de
singleto largo em & 6,86 caracteristico de proton aromatico atribuido a H-6, assim
como o sinal referente a metila do sistema aromatico, um singleto em & 2,82 (5-CHs).
Outros trés sinais de hidrogénios metilicos foram observados sendo dois singletos em
0 1,31 (H-4’) e 1,55 (H-5') e um dubleto em & 1,51 (J= 6,63 Hz) (Figura 50). Foi
observado um quarteto referente ao préton metinico H-2' com deslocamento em &
4,70 que se encontra em um campo mais baixo devido a presenca de um atomo de
oxigénio em ligacdo proxima (Figura 50). Além de dois sinais tipicos de hidroxilas
queladas, encontradas em & 11,41 e 11,62 foram atribuidas nos sistemas de aneis B
eC.

I I I T T T I | | D [ [N [T 1
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Figura 50. Ampliacdo das regides em 4,66 — 6,76 ppm e 1,30-1,70 ppm do espectro
de RMN de 'H (300 MHz, MeOD) da substancia 15.

O espectro de RMN de '3C (Figura 51-p.144; Tabela 23) da substancia 15
apresenta 8 sinais caracteristicos dos sistemas aromaticos. Os outros dois sinais que
completam esse sistema em & 93,5 (C-1) e 97,3 (C-8) encontram-se mais blindados
devido ao efeito de ressonancia exercido pelas carbonilas adjacentes (5 164,8; C-11
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e 165,4; C-12). Em & 92,0 e 43,4 encontra-se os sinais referentes aos carbonos do
sistema hidrofurano (C-2' e C-3' respectivamente), e na regido mais blindada do
espectro encontra-se os sinais referentes as metilas desse sistema em & 14,5 (C-1’),
20,7(C-4’) e 25,6(C-5’), posicionadas pelas correlagdes observadas no HSQC (Figura
S52-p.147) e HMBC (Figura S53-p.145). Também se observa nessa regi&do o sinal em
0 23,7 referente a metila a qual foi posicionada no anel B.

Através do mapa de contorno HMBC (Figura 53-p.145) pela correlagdo dos
sinais em 04 2,82; 1,51; 1,31;1,55 com os carbonos com sinais em &¢ 149,8; 14,6; 20,7
e 25,6 em conjunto com o HMBC pode-se posicionar as metilas em C-5, C-1', C-4’ e
C-5 respectivamente. As hidroxilas foram atribuidas aos carbonos C-2 e C-7 pelas
correlagdes observadas no HMBC em 64 11,63 com os carbonos C-1 (93,5); C-3
(119,0) e C-2 (164,2) e para o sinal dén1 11,44 com os carbonos C-12 (165,4) e C-7
(165,9) (Figura 51).

511,63 5 11,44
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5 93,5 L = |
~100
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Figura 51. Amplificagdo do HMBC em torno dos sinais em & 11,63; & 11,64 da
substancia 15.

A analise por EM utilizando a ionizagdo por eletrospray operado no modo
positivo (ESI*), apresentou m/z 329,1042 [M-H]* (Figura S54-p.145), sendo compativel
com a formula molecular C1sH1606H* (massa calculada: 329,1020), conforme indicado
pelos dados de RMN unidimensionais (*H e "*C) e bidimensionais (1D/2D). Com bases
nesses resultados foi possivel identificar a substéncia 15 como esclerodina (Figura
52). Os dados obtidos estdo de acordo com os valores reportados na literatura
(Hussain et al., 2015; Takenaka et al., 2013).
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Figura 52. Estrutura quimica da esclerodina (substancia 15)

Tabela 23. Dados de RMN de ('H-300 MHz e 3C-75 MHz) em CDCI3z da substancia
15 em comparagao com a literatura.

NO

OO NOOGTA,WDN-=-

5!
5-CHs3
2-OH
7-OH

'H

8(ppm), mult; J(Hz)

130

5(ppm)

Esclerodina Hussain et | Esclerodina Takenaka et
(15) al., 20152 (15) al., 2013
---------- 93,5 93,4
-------- 164,2 164,2
---------- 119,0 119,1
—————————— 166,1 166,2
---------- 149,8 149,9

6,86 s 6,82s 117,1 117,2

—————————— 165,9 165,9

---------- 97,3 97,2

---------- 135,4 135,3

—————————— 108,5 108,5

---------- 164,8 164,8

---------- 165,4 165,4
1,51d 1,53d 14,6 14,5
(6,63) (6,60)

4,72 q 4,75q 92,0 92,1
(6,63) (6,60)

---------- 43,4 43,5
1,31s 1,34 s 20,7 20,7
1,55s 1,59 s 25,6 25,5
2,82s 283s 23,7 23,7
11,63 s 1162s |  -— -
11,44 s 11,38s |  —

HMBC

5-CHs, C-8, C-10

C-3,C-2

C-5,C4

C-5,C-3,C-2,C-3
C-4',C-3,C-2,C-3
C-10,C-6, C-5
C-1,C-3,C-2
C-7,C-12

a500MHz, CDCls; P125 MHz, CDCls
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5.3.2 Identificagao das substancias 16 e 17 (SRM-9S)

As substancias 16 e 17 (843,0 mg) foram isoladas conforme o Esquema 5 (p.
48) apresentou aparéncia de um solido amarelo claro com solubilidade em DCM. Ao
ser analisada em CCD com eluicdo em DCM:MeOH (97:3) ndo apresentou absorgao
nas regides de 254 e 365 do UV, ao ser revelada em vanilina sulfurica apresentou
coloracao azul.

O espectro de RMN de 'H (Figura S56-p.146) apresentou sinais entre & 1,30 a
5,87 ppm. O fato de apresentar muitos sinais na regido de hidrogénios metilénicos,
pode-se propor a presenga de uma cadeia lateral. Por meio das integrais deu-se o
indicativo que se tratava de uma mistura de substancias 1:1. Notou-se a diferenga das
substancias pelos sinais de hidrogénios vinilicos em & 5,81ddt (J= 17,04; 10,23; 6,63,
H-13), & 4,91(H-14a) e 4,96 m (Figura 53), assim como o multipleto em & 2,04
atribuidos a substancia 16. Um sinal em & 2,18 dt (J= 6,93; 2,61, H-12) que integrou

para 2H foi atribuido para a substancia 17. Os demais dados dos sinais de RMN de

5.8785
5.7434
0240

T I I I I I I I
5.90 5.85 5.80 5.75 ppm 50 49 48 47 46 45 44 ppm

L o
I — ~[0 @
=1 o= &
- -lo o

Figura 53. Ampliagcao das regides em 5,75 — 5,90 ppm € 0 4,40-5,00 ppm do espectro
de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) das substancias 16 e 17.
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Figura 54. Ampliacdo das regides em 3,50 — 3,80 ppm e 2,50-3,10 ppm do espectro
de RMN de 'H (300 MHz, CDCIs3) das substancias 16 e 17.

ONOOOOOOT™TOMNULUMNMNMNMNMOTOOOM
MO T ODOMOMNMETANOOOOMOOO
OMNUOANUTO OO0 OUOWST O

| I— —
2.2 . 1.8

i I v I v I v I v
2.0 16 1.4 ppm
@ | N~ o

Figura 55. Ampliagéo das regides em 1,30 — 2,20 ppm do espectro de RMN de 'H
(300 MHz, CDCls) das substancias 16 e 17.

O espectro de RMN de '3C (Figura S57-p.147; Tabela 25) mostrou 20 sinais.
Os sinais em & 139,1 e 6114,1 confirmaram a presenga da dupla olefinica para a
substancia 16 e os sinais em 6 84,7(C-13) e & 68,1(C14) indicaram uma ligagao tripla
para substancia 17. A presenca de sinais de carbonos metilénicos reafirmaram a
presenca de uma cadeia lateral para essas substancias. O mapa de contorno HSQC
editado auxiliou nessa interpretacdo (Figura S58-p.147). Esses dados deram

indicativos que a mistura se tratava de um par alceno-alcino. Além disso, pode-se
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observar sinais de carbonos carbindlicos atribuidos para C-3’ (6 66,7) e C-2’ (70,5),
assim como um sinal caracteristico de carbonila de éster em 6 180,5.

Através do mapa de contorno HMBC (Figura S59-p.148; Tabela 26) por meio
da correlagéo &1 2,18 — 84,7 pode-se propor o carbono (C-13) desidrogenado e oH
2,18 — 68,1 o carbono metinico (C-14) que formam a tripla ligagao da substancia 17.
A correlagao de &1 4,46 com os carbonos C-5 e C-6 permitiram propor a localizagéao
da cadeia lateral maior em C-4. A correlagéo de on 2,93 — 33,7 (C-1’); 70,5(C-2’);
180,5 (C=0) permitiu posicionar uma segunda cadeia lateral menor em C-2 e auxiliou
no posicionamento da carbonila.

A analise por EM utilizando a ionizagao por eletrospray operado no modo
positivo (ESI*), apresentou m/z 299,2218 [M-H]* (Figura S60-p.148), sendo compativel
com a formula molecular C17H3004H*(massa calculada: 297,2298) para substancia 16.
Para substancia 17 EM-ESI*, apresentou m/z 297,2098 [M-H]* (Figura S62-p.149),
sendo compativel com a formula molecular C17H2804H*(massa calculada: 297,2066).

Ao analisar as fragmentagdes dos ions no EM (Figura S61-p. 149 e S63-p.149)
percebe-se a perda sucessiva dos grupos hidroxilas para substancia 16 pelos picos
m/z 281,2101 e m/z 263,200, ja para substancia 17 pelos picos m/z 279,1945 e m/z
261,1840. A fragmentacao da cadeia lateral maior encontra-se nos picos menores que
m/z 135,1165 e 133,1007 para 16 e 17, respectivamente. Esses resultados estao de
acordo com o estudo realizado por Fu e colaboradores (2018).

Os dados de RMN unidimensionais ("H e 'C) e bidimensionais (1D/2D)
corroboram com os dados obtidos de EM. Dessa forma, foi possivel identificar como
as y-lactonas rubrenolideo (substancia 16) e rubrinolideo (substancia 17) (Figura 52).
Os dados obtidos estdo de acordo com os valores reportados na literatura (Taylor et
al., 1991). O rubrenolideo e rubrinolideo ja foram reportados na literatura para
Sextonia rubra (Franca; Gottlieb, 1972). Vale ressaltar a sua predominancia no extrato

metandlico correspondendo a cerca de 30%.

96



OH / O (16)
O/

OH . O 17
5 (17)

Figura 56. Estrutura quimica do rubrenolideo (substancia 16) e rubrinolideo
(substancia 17).

Tabela 24. Dados de RMN de 'H 300 MHz em CDClIs das substancias 16 e 17 em
comparagao com a literatura.

H
N° &(ppm), mult; J(Hz)
Rubrenolideo Rubrinolideo Taylor et al., 19912 Taylor et al., 19912
(16) (17) (16) (17)
5T
2 293 m 2,93 m 2,92 2,92
(12,4; 8,35; 7,09) (12,4; 8,35; 7,09)
3 2,54 ddd 2,54 ddd 2,53 2,53
(5,34;8,52;10,62) (5,34;8,52;10,62) 12,50;8,40;5,32 12,50;8,40;5,32
4 4,46 4,46 4,42 4,42
(10,62; 7,2; 5,31) (10,62; 7,2; 5,31) (10,6; 7,34; 5,31) (10,6; 7,34; 5,31)
5 1,74 m 1,74 m
6 1,41 m 1,41 m b b
7-11 1,57- 1,23 1,57- 1,23
12 2,04 m 2,18 dt 2,04 2,18
(6,93; 2,61) (7,1; 1,52) (7,08; 2,78)
13 581dat 581
(17,04; 10,23; 6,63) (17,00;10,30;6,70)
14a 491 m 4,93
c (10,10;1,60) 1,94
148 4,96 m 4,99 (2,5-2,8)
(17,2;1,85)
Ta 1,63 m 1,63 m 1,62 1,62
(14,4; 7,1; 3,29) (14,4; 7,1; 3,29)
1B 1,94 m 1,94 m 1,96 1,96
(14,4; 9,86; 7,09-7,34) (14,4; 9,86; 7,09-7,34)
2 3,81 ddd 3,81 ddd 3,81 3,81
(9,48;6,54;3,15) (9,48;6,54;3,15) (9,86; 6,57; 3,54; 3,04) (9,86; 6,57; 3,54; 3,04)
3a 3,65 dd 3,65 dd 3,66 3,66
(11,13;3,15) (11,13;3,15) (10,9; 3,54) (10,9; 3,54)
3B 3,52 dd 3,52 dd 3,51 3,51
(11,13;6,54) (11,13;6,54) (10,9; 6,58) (10,9; 6,58)

3300 MHz, CDCl3; °N&o informado pela literatura; “N&o visualizado no espectro.
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Tabela 25. Dados de RMN de '3C 75 MHz em CDCIs das substancias 16 e 17 em
comparacgao com a literatura.

NO

C=
o
2
3
4
5
6
-1

7-1

12
13
14
1°
2
3

13c
5(ppm)

Rubrenolideo Rubrinolideo Madda et al., 2014 Madda et al., 20142
(16) 17) (16) )
180,5 180,5 180,4 180,3
39,2 39,2 39,3 39,4
35,9 35,9 35,9 35,9
80,0 80,0 79,9 79,9
35,3 35,3 35,3 35,3
25,2 25,2 25,2 25,1
28,6; 28,8, 28,9; 28,4; 28,8, 28,9; 29.3: 29.0: 28.8 20.2: 28.9: 28.6:

29,0; 29,3 29,0; 29,3 28 4
33,7 18,3 33,7 18,3
139,1 84,7 139,1 84,7
1141 68,1 114,1 68,1
33,7 33,7 33,7 33,7
70,5 70,5 70,6 70,6
66,7 66,7 66,7 66,7

875 MHz, CDCl3

Tabela 26. Dados de HMBC de RMN em CDCIs das substancias 16 e 17 em
comparagao com a literatura.

NO

71
12

13

14a
148
1Ta
1B
2

H H
5(ppm), mult; JHz) HMBC? S5(ppm), mult; HMBC?
J(Hz)
Rubrenolideo (16) Rubrinolideo(17)
2,93 m C-1,C-3,C-2,C=0 2,93 m C-1,C-3,C-2,C=0
2,54 ddd C-2,C=0 2,54 ddd C-2,C=0
(5,34;8,52;10,62) (5,34;8,52;10,62)
4,46 C-6,C-5 4,46 C-6,C-5
(10,62; 7,2; 5,31) (10,62; 7,2; 5,31)
1,74 m C-6 1,74 m C-6
1,41 m C-5 1,41 m C-5
1,57- 1,23 1,57- 1,23
2,04 m C-13,C-14 2,18 dt C-11, C-13,C-14
(6,93; 2,61)
5,81ddt c-11,C12 | e
(17,04; 10,23;
6,63)
491 m C-12,C-13
4,96 m C-12,C-13
1,63 m C-2,C-3,C-2,C=0 1,63 m C-2,C-3,C-2,C=0
1,94 m C-3,C-3,C-2,C=0 1,94 m C-3,C-3,C-2,C=0
3,81 ddd C-3 3,81 ddd C-3
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(9,48:6,54:3,15) (9,48:6,54:3,15)

3a 3,65 dd C-2, C-1’ 3,65 dd C-2, C-1’
(11,13:3,15) (11,13:3,15)

3B 3,52 dd C-2, C-1’ 3,52 dd c-2, C-1’
(11,13:6,54) (11,13:6,54)

Obs: Continuagao da pagina 99.

5.4. Atividade antifungica e antibacteriana
5.4.1 Atividade anitfungica sobre as cepas de Candida e Cryptococcus

Os resultados encontrados para os testes in vitro das substancias 10, 11 e 13
(Quadro 7) provenientes dos residuos de madeira de Ocotea neesiana frente as
diferentes linhagens de fungos Candida albicans (ATCC 60193), Candida krusei
(ATCC 34135), Cryptococcus gatii (CFP55) e Cryptococcus neoformans (CFP59)

encontram-se na Tabela 27.

Tabela 27. Resultados da CIM das substancias sobre as cepas de fungos.

Candida | Candida | Cryptococcus | Cryptococcus
Substéancias albicans | krusei neoformans gatii
(Mg/mL) | (ug/mL) (Mg/mL) (bg/mL)
Eusiderina A (10) 325 325 325 162,5
rel-(7S,8R,1'R,3’S,4’S)-4’-Hidroxi-5,3’,5’-
trimetoxi-3,4-metilenodioxi-2’-oxo- 395 325 81,2 162,5
A'3S5¥.8.1°7.3° (11)
16- Metilesteritol A (13) 325 S.A 40,6 81,2
Fluconazol 0,25 32 0,5 1

Os resultados demonstram que ao comparar as duas cepas testadas percebe
qgue houve maior inibicdo para as cepas de Cryptococcus do que para as cepas de
Candida. Na cepa de Candida ocorreu uma baixa inibicdo para todas as substancias
testadas, sendo na maior concentragédo de 325 ug/mL, e nesta concentragdo também
para LAM-9.6.P6 (10) para C. neoformans. Os resultados mais expressivos
encontram-se na cepa de Cryptococcus, onde o diterpeno LAM-14.4.25 (13)
apresentou inibicao de 100% na concentragéo 40,6 ug/mL para C. neoformans e 81,2
pg/mL para C. gatti. Ja para a neolignana LAM-13.S (11) em C. neoformans e C. gatti
mostrou-se ativa com 99,9% de inibigdo nas concentracdes, 81,2 e 162,5 pg/mL

respectivamente.
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H3CO s

H,CO z
OCH,
Eusiderina A (10) <O |5
O

OCHj

rel-(7S,8R,I'R,3’'S,4’S)-4’-hidroxi-
5,3,5’-trimetoxi-3,4-metilenedioxi-
2'-0x0 -A"3558.8 1" 7.3" (11)

16-metilesteritol A (13)

Quadro 7. Estrutura quimica das substancias testadas no ensaio antifungico.

5.4.2 Atividade antibacteriana contra Xanthomonas citri subs. Citri

A CIM e CBM foram determinadas e sdo mostradas na Tabela 28. Os valores
de CIM e CBM foram idénticos para os compostos testados, sugerindo agao
bactericida eficaz. O resultado indica que a mesma concentragdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano também é suficiente para eliminar 99,9% das células viaveis
(Albuguerque et al., 2023). Assim, mesmo que as bactérias estejam posteriormente
em condig¢des favoraveis, o crescimento n&o sera retomado, confirmando o efeito letal

do composto sobre 0 microrganismo.
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Tabela 28. Atividade antibacteriana de substancias isolados de Ocotea neesiana e
Sextonia rubra.

CIM CBM CIM CBM
Espécies Substancias e 2000- 2000- 400-12,5 400-25,0
extratos 62,5 125,0 (ug/mL) (ug/mL)
(Mg/mL)  (pg/mL)
1 62,5 62,5 50,0 50,0
Ocotea 10 2000 2000
neesiana 1 2000 2000
13 250 250
Sextonia SRH 2000 2000
rubra SRM 1000 1000
16 e 17 >2000 >2000

Os terpenos (a-cadinol (1) e 16-metilesteritol A (13)) exibiram atividade
antibacteriana a 50 e 250 yg mL™" contra Xcc in vitro. Verificou-se que o a-cadinol
apresentou uma atividade inibitéria significativamente mais forte do que o controle
positivo, sulfato de cobre (CIM = 250 ug mL™"), com CIM de 50 ug mL-".

Neolignanas com diferentes esqueletos nao apresentaram atividade
antibacteriana, assim como as y-lactonas (rubrenolideo (16) e rubrinolideo (17)),
apesar de seus extrato metandlico SRM apresentar CIM e CBM de 1000 ug mL' e
esta mistura representar 30% do extrato. Isso pode ser justificado pelo efeito do
sinergismo com outras substéncias ou que outras substéncias no extrato que
provocaram essa inibicao. Vale ressaltar que esta é o primeiro relato de ensaio frente
Xcc com as classes de neolignanas e y-lactonas.

Na literatura, existem poucos relatos sobre os efeitos antibacterianos de
compostos isolados contra a bactéria Xcc. Silva et al. (2024) fornecem informacgdes
que justificam que a atividade anti-Xanthomonas citri do 6leo essencial pode estar
relacionada aos sesquitepenos espatulenol, B-cariofileno e éxido de cariofileno. O
espatulenol puro também apresenta atividade contra Xcc (CIM 100 pug mL").

Utilizou-se o a-cadinol no ensaio antibacteriano, e este sesquiterpeno é
normalmente identificado como um componente de 6leos essenciais. Existem poucos
estudos conhecidos sobre o mecanismo de atividade antibacteriana de pequenas
moléculas, como os terpenos de 6leos essenciais, mas uma caracteristica importante
€ sua hidrofobicidade, que permite que se dividam entre os lipidios da membrana

celular bacteriana e mitocondrias, rompendo as estruturas e tornando-as mais
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permeaveis (Sikkema et al., 1995). Sesquiterpenos com esqueleto de cadinano séo
considerados bons candidatos a atividade antibacteriana, portanto, o grupo hidroxila
C-10 e as ligagdes duplas em C-4 e C-5 podem contribuir para a atividade

antibacteriana (Li et al., 2022°).

4 OH OCHj
R \8[0
H.CO LA
3 3 1. 0 > Xy
15
. H3CO 5
a-cadinol (1) 13 OCH; Eusiderina A (10)

OCHj,

rel-(7S,8R,I'R,3’S,4’S)-4’-hidroxi- _ _
5,3’ 5'-trimetoxi-3,4-metilenedioxi- 16-metilesteritol A (13)
2'.0x0 -A13558.8 1" 7.3 (11)

HO
OH O (16) Rubrenolideo

O
5 12 W

3 A
;
HO Z
OH ~ O (17) Rubrinolideo
o]

Quadro 8. Estrutura quimica das substancias testadas contra Xanthomonas citri
subsp. citri.
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7. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das espécies Sextonia rubra e Ocotea neesiana
proporcionou maior conhecimento do perfil quimico e potencial biolégico dessas
espécies. Para Sextonia rubra pode-se isolar a esclerodina e identificar em mistura o
rubrenolideo e rubrinolideo, estes representam cerca de 30% do extrato metandlico.

Em O. neesiana ocorreu a predominancia da classe de sesquiterpenos (a-
cadinol, a-muurolol, ent-T-muurolol, T-cadinol e 1-epi-cubenol), além do monoterpeno
a-terpineol, fenilpropanoides (apiol e dilapiol), esteroide (B-sitosterol), flavonoide
(catequina), neolignanas eusiderina A, relatada a primeira vez no género Ocotea, rel-
(7S,8R,I'R,3’S,4’S)-4’-hidroxi-5,3’,5'-trimetoxi-3,4-metilenedioxi-2'-oxo -\1:35.5.8
8.1',7.3") erel-(7S,8R,1'R,3’'S,4’R)-4’-hidroxi-5,3’,5’-trimetoxi-3,4-metilenodioxi-2’-oxo-
A1355.8.8 1°7 3’ inédita na literatura , assim como o diterpeno 16-metilesteritol A.
Com exceg¢ao do a-terpineol, todas as substancias estdo sendo reportadas pela
primeira vez para espécie O. neesiana. E importante ressaltar a conservacédo dessas
substancias em madeira utilizada por aproximadamente 45 anos; portanto, os
compostos encontrados provavelmente contribuiram para a preservacio da madeira,
uma vez que nao foram detectados danos causados por organismos xil6fagos

Na busca por substancias com potencial bioldgico, para o ensaio antifungico o
diterpeno 16-metilesteritol A mostrou os melhores resultados para C. neoformans e C.
gatti. com CIM de 40,6 pg/mL e 81,2 respectivamente. Ja para atividade bactericida
contra Xanthomonas citri subsp. citri o sesquiterpeno a-cadinol apresentou um
resultado mais promissor com CIM e CBM de 50 ug.mL"' sendo abaixo do controle
positivo e o diterpeno 16-metilesteritol A apresentou o mesmo valor do controle
positivo com 250 pg.mL-'. Apesar das neolignanas y-lactonas ndo apresentarem
resultado promissor ressalta-se que € a primeira vez que é relatado ensaios com
essas classes frente Xanthomonas citri subsp. citri.

Este trabalho descreveu a relevancia dos estudos dos metabdlitos secundarios
destas espécies, assim como, do estudo fitoquimico e biolégico da madeira para
plantas que ainda n&o possuem relatos quimicos dessa parte vegetativa. Os
resultados indicam que substancias com potencial biologico podem surgir a partir de
metabolitos secundarios isoladas de residuos de madeira.
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SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
P1 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
= 65536
SF 300.2000000 MHz
wDw EM
SsB 0
LB 0 Hz
GB 0

U LAL PC 1.00

—_——
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0 ppm
S Sixlal [§|8|@
- |Mmilm Lo il il

Figura S1. Espectro de RMN 'H das substancias 1, 2 e 3 (300 MHz, CDCl3).
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NAME  Jennifer21_LAM-7
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20211022
Time 16.24
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
?lIsILPROG 2gpg30
SOLVENT CcDCI3
NS 97280
DS [
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
ow 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 507.7K
D1 0.10000000 sec
D1 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20
LS 2
P32 90.00 usec
TDO 1
== CHANNEL f1 ===:
75.4928982 MHz
13C
8.75 usec
.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.17838999 W
PLW13 0.08973100 W
1 F2 - Processing parameters
. .l i e Sl 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
A
T T T T T T T T T T T GB 100z
160 140 120 100 80 60 40 20 O ppm’e 0

Figura S2. Espectro de RMN '3C das substancias 1, 2 e 3 (75 MHz; CDCls)
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Current Data Parameters
NAME  Jennifer21_LAM-T
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20211023
Time 13.48
INSTRUM  FOURIER300
OBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
SOLVENT CDCIa
Ds
SWH 24414063 Hz
FIDRES 0.372520 Hz
AQ 1,3421773 sec
AG 501,187
ow 20,480 usec
DE 10.00 usec
TE 505.6 K
CNsT2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000850 sec
D34 0.00344003 sec
Das 0.00345303 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
s=z===== CHANNEL {1 s=======
O H SFO1 75.4928978 MHz
Nuc1 3c
P1 8.75 usec
P2 17,50 usec
PLW1 50.00299835 W
=m====== CHANNEL 2 s==s=s==
FO2 300.2012008 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltz16
3 P3 8,50 usec
P4 17.00 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20,00000000 W
PLW12  0.17839999 W
F2. Plueussi;? parameters
13 S| 32768
SF 75.4853500 MHz
‘wow EM
SSB 0
T T T T T T T T T — 1.00Hz
120 100 80 60 40 20 0 -20 ppm Fc 140

Figura S3. Espectro de DEPT -135 das substancias 1, 2 e 3 (75 MHz; CDCl3).

] OE Croton #3 Jacl- 52 TICTIC
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counts 24
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-1.0e73 :
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Figura S4. Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM de LAM-7.

119



120+ Apex Component 24 Scan: #17316 RT. 34.63 min NL; 5.97E+007

Apex

+ ¢ El Full ms [40.00-450.00]

120 Apex Component § Scan; #6454 RT. 15.78 min NL. 7.88E+006 Apex + ¢ El Full ms [40.00-450.00]
% %
1666
100 o5 100 59 12056
42 a-cadinol - 1652 T
&0+ 121 &0

164

93

a-terpineol - 1186

Figura S5. Espectro de massas das substancias 1, 2 e 3 e proposta de fragmentagao dos principais picos.
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SUBSTANCIA 4
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BRUKER
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M‘&N \\W“ Current Data Parameters
NAME Jennifer22_LAM-8
1

EXPNO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220317
Time 9.06
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

D 65536
SOLVENT CDCI3
NS 32

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 7.90734

DwW 81.920 usec
DE 6.50 usec

TE 980.8 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

P1 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2- Prooessmg parameters
sl 65536
R - 300.2000000 MHz
wDwW EM
SSB 0
T T T T T T T T Y oMz
7 6 5 4 3 2 1 0 ppm gg
PC 1.00
#N? =2} = [w[w|w]]~
QN < b B et ] e L]
o - slmmmlemo

Figura S6. Espectro de RMN 'H da substancia 4 (300 MHz, CDCIs)

SUBSTANCIAS 5,6 e 7

OOV r- e rdoddANro0MMr O~ ANTO®
e R R A B e i e e T T e e e T T B B e e e e B B B B B
NN ™r™™™r~r~r"rr~rr"r-r~rrr 0000000000000
e e W Current Data Parameters
NAME  Jennifer22_LAM-5.P2
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
: Date_ 0220209
P Time 14.55
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDCI3
NS 32
DS 0
SWH 6103,.516 Hz
-, FIDRES 0.083132 Hz
- AQ 5.3687091 sec
o RG 16.0209
(7 DW 1.920 usec
DE E 50 uses
TE 2K
D1 1. 00000000 sec
TDO
CHANNEL f1
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
P1 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
5
SF 200.2000000 MHz
WDWwW EM
SSB Q
e Al 1, W Llé C'DH"
PC 1.00
T T T T T T
8 7 6 5 4 3
0o m
B|S| M
(=] =]

Figura S7. Espectro de RMN 'H das substancias 5, 6 e 7 (300 MHz, CDClI3).
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MO~ 1D =

NoQOMMNTLAN~~FMNOANMOOOOOOTOUUMOOOOMOLOLOoOOWOONTO~MNO M

SRBEET 8 CBREESRAB LI -8R ree83855282-al335303

G H T NNIRNGOB R ANOLN NI LOrORGBBSE0IGRAEBER
gmﬂNNNNc@(ﬂh—m‘Dm—or‘-‘f@'—‘— N VDOV O OTOOONNTT ™™ O W ow Current Data Parameters
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NAME  Jennifer22 LAM-5.P2
/" EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20220303

Time L’

INSTRUM _ FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg30

™o 32768
SOLVENT CDCI3
NS 87040

o
SWH 24414.063 Hz
ilgHES 0.745058 Hz

0.6710886 sec
RG 501.187
Dw 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 980.8 K

D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20
Ls 2
P32 90.00 usec
TDo 1
= CHANNEL 1 =:
75.4928982 MHz
13C
8.75 usec
50.00299835 W
= CHANNEL {2 =:
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.17839999 W
PLW13 0.08973100 W

F2 - Processing parameters

\ T T \ T T T T ¥ S| 32768
SF 75.4853500 MHz
160 140 120 100 80 60 40 20 0  ppm¥ay Em
LB 300 Hz
B 1o

Figura S8. Espectro de RMN '3C das substancias 5, 6 e 7 (75 MHz; CDCI3).
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Current Data Parameters
NAME  Jennifer22 LAM-5.P2
EXPNO 4

PROCNO

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220302

Time 22.42
INSTRUM _ FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG _ depti35

b 65536
SOLVENT cDCl3

NS 7168

Ds

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187

oW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 2944 K
CNST2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Di4 0.00001114 sec
D33 . sec
D34 X sec
D3s 0.00345303 sec
L4 40

P32 90.00 usec
TDO 1

CHANNEL f1

50.00209835 W

== CHANNEL {2 ==
SFO2 300.2012008 MHz

NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
P3 8.50 usec

H OH
P4 17.00 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2  20,00000000 W

HO
ISONeY
g H PLW12 0.17839998 W

__/ﬁ\"x\_ T F2 - Processing parameters
sl 32768

(7 SF 75.4853500 MHz
6] Lf) wow EM
0] SSB 0
L8 1.00 Hz
GB 0
| ! | | I PC 1.40

T T T T T T
140 120 100 80 60 40 20 0 -20 -40 ppm

Figura S9. Espectro de DEPT -135 das substancias 5, 6 e 7 (75 MHz; CDCl3).
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Curront Ontn Parmoteen
NAME  Jeaniteriz LAM-6.P2
200

L m|
,.':!'l..‘:.;
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-

R
F2 Auauisd tion Purmnslses
B e
i

PPM  &nm mEnn

S , S,
., hwgeaeph

- q o
Boon o
e

S110 ok

FrloDE

F120 £

2
B 0
[ e e
Mo et e
= o
60 f whoue
________ NEL 11 cmcscsee
T T
et i
B B30usec
= 70 = 17,00 s
Plwi a000000000 w
GHANNEL 12
or T i
ez i
= 80 croeror gwp
5 030 ure
i 1860 e
;oo usee
PURI 500000090 W
go e R
777777 GRADIENT CIANNEL ===~
CoNAT] INE 100
i o
i
&ney
- 100 e
Sher
B

1540214 W2
1111

n

V11 s e

n
{5

F2 . Provessinng paranetors

1821

300.2000000 MHz
GEINT.

(103

-130 O .

F1 - Processing parameters
1624

B AN Mk
Vo QUINE

T T T T T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 ppm & b

Figura S10 Mapa de contorno HSQC das substéncias 5, 6 e 7 (75 MHz; CDCl3s).

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220303
Time 320

4

. . '.—: '} -_;;
.1 -. K
. - .’

L

L d

INSTRUM _ FOURIER30U
PROBHD 8 mm DUL 13G-1
PULPROG  hmbcgaipndat

™ 2048
SOLVENT —cDeh
NS

- 40

- 60

F:
PLW1

- 80

sFoz
Nucz
P
[

oPzm
PiB

-140

i
cB

p—1
GPNAM[I]  SINE.100
CPNAM(2]

100 o

20.00900000 W

[ L p—
7HABIZTE0 TH7
3¢
830 Lsec
0 GUO0B0GD W

RADIENT CHANKEL

40,10 %
100000 uses

Fi - Acquisition parameters.
i)

SFOI  TRABIEMMH:
=120 ApRes  anariraekz
220,337 ppm
FRMODE a

F2 - Processing parameters

300.2000013 MKz
SINE

140

FI -Processing parameters
5 1034

T T T T T T T T T T T T T T T .
70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0 ppm &y

aF
704853883 MKz
SINE
]

Ha
0

Figura S11. Mapa de contorno HMBC das substancias 5, 6 e 7 (75 MHz; CDCIs3).
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B OF Croton #2 [manually integrated] Jaol - 51

TICTIC

counts
5.0e7 -

10

4.0e7 -

3.0e7 -

2087 4

14
1.0e7 -

pry
me

:
1 Z 5 »lk 18 20
0.080- | =

IF 26 2p829

25.0 350 40.0 450

1204 Apex Component 16 Scan. #1666% RT. 33.50 min NL. 4.90E+006 Apex + ¢ El Full ms [40.00-450.00]
%
100 10 1636
1-epi-cubenol - 1627
804
161 H :\: _‘OH
204 H .
/\
1 179
147 180 2ps
b JF? l L
(7)
miz
-20- T T T T T T T T
4] 50 100 150 200 250 300 350 400 450
120, Aex Component 18 Scan: #16097 RT. 34.08 min NL: 240E+007 Apex + G El Full ms [40.00450.00]
%
100.] 161 1651
~ epi-a-cadinol - 1638 (Adams)
1640 (Nist)
HO
604
(5) L
_zo-l T T T T T T T T
o 50 100 150 200 250 300 350 400 450
120 Apex C 19 Scan: 17053 RT. 34.18 min NL: 1.69E+007 Apex + ¢ El Full ms [40.00-450.00]
9%
1001 43 1654
epi-a-muurolol - 1640 (Adams)
Ly 1643 (Nist)
60+ = tau-muurolol HO :
404
20 H
222
0 L
6
(6) e
=204 - = = - = = - - :
Q 50 100 150 200 250 300 N 400 450

Figura S13. Espectro de massas das substancias 5,6 e 7.

Figura S12. Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM de
LAM-5.P2

: j OH
PN H,0 H

; H

m/z 161
m/z 204 my/z 222
H,C=C=CH,
HC=CH
;_L +
.

N PN

m/z 121 m/z 95 m/z 43

Figura S13a. Proposta de fragmentagéo dos principais picos
das substancias 5,6 e 7.
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SUBSTANCIAS 8 e 9

6.3655
6.3111
5.9930
5.9640
5.9400

LTVOMNMOMNMOONMTONOOTONNTHLONDM—OCN
N~ TOTOTOANDFNONNOOOTOHTANDND
LOULODLOLOVOUOLOUYLNOULDOWNTOHOOHOMHMMNMMONHMm

Current Data Parameters
N, Jennifer22_LAM-5.F

10 EXPNO 1
OMe PROCNO 1
O / F2 - Acquisition Parameters
= 5 Date_ 20220209
3 f 5 Time 14.19
1 8 12 INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
O PULPROG zg
3 OMe TD 65536
3 10 ﬁgLVENT 32(':DCI3
(8) OM 9 OMe DS 0
e 9 W SWH 6103.516 Hz
11 FIDRES  0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 10.189
DwW 81,920 usec

DE 6.50 usec
TE 965.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL 11 ====:
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
P1 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W

l | F2 - Processing parameters

. Sl 65536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

T T T T T T I T T T"SSB 0

8 7 6 5 4 3 2 1 0  ppmLB 0 Hz

Figura S14. Espectro de RMN 'H das substancias 8 e 9 (300 MHz, CDCls).

144.5986
144.2874
139.0979
138.7612
137.6190
137.3641
136.2571

~
[=]
(]
o
(el
2]
-

T

135.1178
126.0612
125.7922
115.5745
115.3996
108.1649
102.7606
101.5521
101.1157
61.3087
60.1851
59.9865
56.8641
34.1029
33.9084

A

o

/
X
<

Gurrent Data Parameters
NAME  Jennifer22_LAM-5.P4
EXPNO 2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20220225

Time 8.39
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg30

Tl 32768

SOLVENT CDCI3
NS 30872

DS 0

SWH 24414.063 Hz

FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec

RG 501.187

ow 20.480 usec
DE 10.00 usec

TE 966.0 K

D1 0.10000000 sec
D1 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20

L5 2

P32 90.00 usec
TDO 1

======== CHANNEL f1 ===
SFO1 75.4928982 MHz

Nuc1 13C

P1 8,75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL 12 ===
SFO! 300.2012008 MHz
NuUc2 H

CPDPRG[2 waltz16

PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.17839999 W
PLW13 0.08973100 W

F2 - Processing parameters
[ e e e sl 32765
SF

75.4853500 MHz
WwDw EM
SSB 0
T T T T T T T ‘ T ] 1001z
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm F¢ 140

Figura S15. Espectro de RMN '3C das substancias 8 e 9 (300 MHz, CDCl3).
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Current Data Paramelers
NAME Jenniler22 LAM-S P4
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Dale_ = 20220225
Time ’
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD & mm DUL 13C-1
PULPROG  deptias
i) 65538
SOLVENT cDCia
Ns 4318
SWH 24414063 Hz
FIDRES  0.372520 Hz
AQ 13421773 sec
ARG 501,187
oW 20,480 usec
DE 10.00 usec
E 6.0 K
CNST2  145.0000000
1 000000 sec
D2 000344826 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000850 sec
D31 000344003 sec
M D35 000345303 sec
L4 40
10 P32 90,00 usec
oM ™ '
e = CHANNEL 11 ==
SFOI 754928978 MHz
05 = NUC1 13
P1 8.75 usec
O 5 / 1 8 P2 17.50 usec
I > 12 PLWI  50.00299835 W
12 szmmmzms CHANNEL [2 sz=ssas=s
O SFO2  300.2012008 MHz
OMe NUC2 H
O 3 CPOPRG[2  walizié
10 P3 8.50 usec
3 P4 17.00 usec
(8) OM e PCPD2 90.00 usec
M (9) PLW2  20.00000000 W
e 11 PLWI2 017839999 W
11 F2 - Processing parameters
si 32768
SF 75.4853500 MHz
wow EM
558 0
T \ T T T T T T \ T T T T L 1.00 Hz
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm *¢ 140

Figura S16. Espectro de DEPT -135 das substéncias 8 e 9 (75 MHz; CDClIs3).
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Figura S17. Mapa de contorno HSQC das substancias 8 e 9 (300/75 MHz, CDCls).
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Current Data Parameters.
NAME  Jennifer2e_LAMS,P4
EXPNO 300°
PROGNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Dofe_ 20220223

ime
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD_ 8 mm DUL 13C-1
PULPROG ~ hmbcgpipndat
10 2048
SOLVENT ~ ¢peis
NS 9

5 15

SVIH 6103516 Hz

FIDRES  2.850232 Hz
1677722 sec
501.187

000300 sec
o1 100000000 sec.
D2 0.0034428 sec
0.071425
DI6  0.00020000 sec
D31 0.00000850 sec
3: 00001700
033 0.00000830 svc
D36 0.00700000

D3 0.00003010 sec
N0 0.00003010 sec

CHANNEL# ==
300 2019513 MH7.
H

8.50 usec
20.00000000 W

nnnnnnn CHANNEL f2 ==zzz===

SFO2  75.4832760 Mz

NuC2 13¢

9.30 usec
PLW2 5000000000 W

GPNAM[2]  SINE100
GPNAM[3]  SINE.100
apPz1

apzz 30.00%
GPZs 10.10 %%
P16 1000,00 usec

FAMODE aF

F2 - Processing parameters

si 4008

SF_ 300.2000008 MHz

Wow SINE

558 [

LB OHz

68 ]

pC 1.40

Fi - Processing parameters

sl 4088

mez oF

SF 754853173 MH2
SINE

WO
sS8

L8 ohz
a8 [l

Figura S18. Mapa de contorno HMBC das substancias 8 e 9 (300/75 MHz; CDCls3).
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Figura S19. Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM de LAM-5.P4.
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20 FRex Component 20 Scan: #18570 RT: 33.34 min NL: 1.26E+008 Apex + ¢ El Full ms [40.00-450.00]
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Figura S20. Espectro de massas das substancias 8 e 9 e suas propostas de fragmentagdes.

m

OCH3
Dilapiol (9
m/z 222
OCH,4
o) 7
(0]
OCH,
apiol (8)
m/z 222
CH=CH,
H,CO
)
o}
H,CO
m/z 195

128



©
2
Iy
©

6.5022
6.4962
6.3937

6.0031
5.9696
5.9466
5.9357

5.1357
5.0943
5.0903
5.0883
5.0849
5.0791
5.0742
5.0611
4.5848
4.5586
4.1332
41121
4.1072
4.0860
3.9069
3.8935
3.8678
3.3216
3.2991
1.2847
1.2634

SUBSTANCIA 10

Co><)

Current Data Parameters

NAME Jennifer22_LAM-9.6P6
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221006

Time 13.55
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD

SOLVENT CcDCI3

NS 32

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 17.4545

DW 81.920 usec

DE 6.50 usec

TE 292.9 K

D1

1.00000000 sec
E |

NUC1
P1
PLW1

8.50 usec
20.00000000 W

F2 - Processing parameters
Si 65536

T T T T T T T T T T T T T T TS
70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 0.5 ppmpc

EEEL

Figura S21. Espectro de RMN 'H da substancia 10 (300 MHz, CDCls)
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o
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Current Data Parameters
NAME  Jennifer22_LAM-9.6P6
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20221122
Time 1045
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5mm DUL 13C-1
PULP 2gpg30
10 32768
SOLVENT cDCI3
NS 11%640
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
== CHANNEL 1 ==
754926962 MHz
13C
P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
Nuc2
CPDPRG[2
PCPD2
PLW2
PLW12
PLW13 0.08973100 W
F2 - Processing parameters
L sl 32768
v F 75.4853500 MHz
wow EM
SgB 0
L
T T T T T T T — 000
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm°¢ 140

Figura S22. Espectro de RMN "3C da substancia 10 (75 MHz; CDClz).
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Figura S$S23. Mapa de contorno HSQC-EDIT da substancia 10 (75 MHz; CDCls).
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Current Oata Parameters
HAME  Jenniter22 LAM-G 6P8
EXPHO 300
PROCHO \
- Acaulsion Paemetees
1 ppmy "

e
INSTRUM  FOURIEA300
PROBND. 8 mim DUL 13C-1
- :gLFlDﬂ mwﬂ gt
— - -
- SoLvenT | Coct
- 205
. - BW)
.
- ho
— - . - - -
r
— . .
- - &
I
— * - [ -
— .- e - » - -
BFO3 784032780 M
- - - HUC2 130
[y 830 usec
- - 3 50.00000000 W
il L e —
- PNAM(1]  SINE100
GENAME]  BINE 100
oo
r Coad - L ] - . apz! 8000 %
- ™ * e FC
b
g - 140+
] . #1 . Acaulaiion parameter
o swom
- - DAES 120770743 Hr
T
- 160 Fooe
2 - Processing promelee
ol "ofd
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Figura S24. Mapa de contorno HMBC da substancia 10 (75 MHz; CDClz).
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%10 5 |+ESl Scan (rt: 12635 min) Frag=110.0v Neo_2_ON_MSMS_ESI+_211124.d

g 387.1792
*

467.1662

2335797 * S
1 * L 5392289 §11.3272

1259358
0,5 - *
] EER N, ﬂ L 1 R

" 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 €50 700 750 800 850 900 950
C Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura S$25. Espectro de massas MS ESI — positivo [M + H]* da substancia 10.

%105 [+ES! Product lon (rt: 12,673 mir) Frag=110.0v CID@12,0 (387,1788[2=1] -> =) Neo_2_ON_MSMS_ESl_211124.4
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Figura S$26. Espectro de massas MS/MS ESI — positivo[M + H]* 387,1783 em EC= 12
V.da substancia 10
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6.5507
6.3744
5.9619
5.9584
5.9464
5.9431
5.9316
5.1195
5.0622
5.0456
5.0419
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Current Data Parameters
NAME  Jennifer23 LAM-13.S
EXPNO 1

PROCNO 1

5. 01 18
4.7172
4.7071
4 7019
4 6118
4.6066
4 3495
4 3337
3.8564
3.6032
2 9146
2 8844

O
™
Q@ ~
) @
il

2 8420
2.6466
2.6169
2.2993
2.2747

9572
0.9354

F2 - Acquisition Parameters
Date 20230104

Time .

INSTRUM  FOURIER300
O C H PROBHD 5 mm DUL 13C-1

K] PULPROG 29

1D 65536

SOLVENT Acetone

NS 32

DS 2

SWH 6103.516 Hz

FIDRES 0.093132 Hz

AQ 5.3687091 sec

S .
NUC1 1H
P1 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
sl 65536
SF 300.2000000 MHz
wWDwW EM
SSB 0
LB 0Hz

LJ . GB 0
PC 1.00

T T T T
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm
(TW m r W AN /%j URTA rk
oo o LO W~ DN~ O M~ (=]
sls| |= ‘ocm S|= |Kalg=. = r'e
== les olled ol =[] |~ )

Figura S27. Espectro de RMN 'H da substancia 11 (300 MHz, Acetona-D6).
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Current Data Parameters
NAME J!r\m'.l‘lﬂ LAM-13.5
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230113
Time 17.12
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 29pg30
T 32768
SOLVENT Acohom
SWH 24414063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DwW 20.480 usec
DE 1Du€|uuc
TE
D1 0. 80000001 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
Dao 0. I1233552| sec
L4
LS
P32 90.00 usec
TDO 1
== CHANNEL f{ ========
5FO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C
P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
Nucz 1
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.17839999 W
PLW13 0.08973100 W
F2 - Processing parameters
l El 32768
75.4853500 MHz
WDwW EM
SSB ]

T T T T T T T T T T T T GB

T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppmFf® 140

Figura S28. Espectro de RMN de '3C da substancia 11 (75 MHz, Acetona-D6).
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Current Data Parameters
NAME  Jennifer23 LAM-13.8
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date _ 20230113
Time 15.28
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
T 65536
SOLVENT Acetone
NS 1750
Ds 8
SWH 24414,063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
oW 20.480 usec
DE 10.00 usec
B 7K
CNSTZ _ 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000850 sec
D34 0.00344003 sec
D3s 0.00345303 sec
L4 40
P32 90.00 usec
g TDO 1
{ ====z=== CHANNEL 1 ========
\ SFO1 75.4913881 MHz
, / NUCT 13C
T P1 8.75 useo
P2 17.50 usec
PLW1 50.00209835 W
—— =zzz=zzzz CHANNEL {2 =zzzzz=z=
8 \ SFO2  300,2009601 MHz
Nuc2 1H
W—0CH, CPDPRG2 _ waltz16
3 P 8,50 usec
o 4 17.00 usec
/O 5 “\\1-' - OH PCPD2 90,00 usec
PLW2 20.00000000 W
X H PLWi2  0.17839990 W
O ’!/ O C H a F2 - Processing parameters
SF 75.4853500 MHz
OCH wDwW EM
) SSB 0
T T T T T T T T T T T T 8 1.00Hz
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm % @

Figura S$29. Espectro de DEPT -135 da substancia 11 (75 MHz; Acetona-D6).

Current Data Parameters.
NAME  Jenifer2d LAM-13.5
EXPNO 200
PROGHO 1

F2 - Acquisition Parameters
ute. 20290113

A PPM G i,
Er R e
F 0
— *o
- 20
I L]
— ]
- 40
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120
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e e
9 ol
ol et
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160 BE othansee
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180 Fmooe 1%
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200 g P
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£ Processipgperaners
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Figura S30. Mapa de contorno HSQC da substancia 11 (300/75 MHz, Acetona-D6)
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o 0oozesn ses
e . -k 1 00 mamasazs CHANNEL 1 szssazas
b | - - SFOT 300 2013813 btz
it i
- . i 880 uswc
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120 T p—
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Figura S31. Mapa de contorno HMBC da substancia 11 (300/75 MHz, Acetona-D6).
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Current Data Parameters

NAME  Jennifer23_NMR-988-23_LAM-13.5
EXPNO 00

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20231128
Time 1514 h
INSTRUM spect
PROBHD_Z118470_0223 (
PULPROG  noesygpphpp

TD 2048
SOLVENT Acetone
NS 32

L]

SWH 5514.706 Hz
FIDRES 5.385455 Hz
AC 0.1856853 sec
RG 104.08
ow 90.667 usec
DE 10.00 usec
TE 208.1 K
Do 0.00007876 sec
D1 2.00000000 sec
D8 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D12 0.00002000 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00018140 sec
TDav 1
SFO1 500.1322439 MHz
Nuci1
P1 9.38 usec
P2 18.76 usec
P17 2500.00 usec
PLW1 20.32299995 W
PLW10 225810003 W
GPNAM[1] SMSQ10.100

PZ1 40.00 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters

T 128

SFO1 500.1322 MHz

FIDRES  86.135612 Hz

sw 11.022 ppm

FAMODE  States-TPPI

F2 - Processing parameters
| 4096

Si
SF 500.1300000 MHz
wi

DW QSINE
] 2
LB 0 Hz
GB o
PC 1.00

F1 - Processing parameters
| 1024

Si
mc2 States-TPPI
SF 500.1300000 MHz

wDow QSINE

sSB 2

LB O Hz
PPM ce 0

Figura S32. Espectro de NOESY 2D da substancia 11 (500 MHz, Acetona-D6).
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Figura S33. Espectro de massas MS ESI — positivo [M + Na]* da substancia 11.
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ura S34. Espectro de massas MS/MS ESI — positivo [M + Na]* 425,1576 em EC=

40 V da substancia 11.
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SUBSTANCIA 12

6.4124
6.4099
6.3171
6.3144

33N BRUKER

Current Data Parameters
NAME Jenmler23 NMR-511

645 640 6.35 6.30 ppm | |g.o00 595 590 ppm 51 50 49 48 47 ppm 24 23 22 ppm Eéf,’}';?,o 1
8 8 = 8 & 3 8 & a S B isiti
v - - o o s o - = 2 F2 - Acquisition Parameters
Date_ 2023062
TOrr TN INNDNON T~ RO OO TODDONDN—DO—D  Time 11.27 h
NONRNTANOONOONUDrOSTOTNOROONMORME OO T =N O |NSTRUM spect
FOrrMoOoOoOCOoOMNMANNTGTrrddNDOTOAIMNIN-~TASTTOND
TITONOARRIRAR S mmm OO NOONNSTTMmMe = 0o PROBHD 7119470 0223
OOV LLBBWVBWWLISTFOmmmmaaaNaaNN ™~ !Fg'— ROG SZTSBZQPF
(e et =" SOLVENT  MeOD
NS 8
DS 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.489064 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 104.08
bw 62.400 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
SFO1 500.1324396 MHz
NUC1 1H
P1 10.00 usec
1 JU PLW1 20.32299995 W

PLW9 0.00008129 W

T T T T T T I T T l I I " F2- Processmg parameters
3271

65 60 55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 S5 1.0 05 ppm g:: 500 1300000 MHz

WDW EM
=I=1E=) | [o]|a ~[<t] o] ™~ SSB 0
e = b Nl (0|3 T[N o LB 0.30 Hz
|||y o o|lo (1 e 10 Rl E5Y] L] GB 1]

PC 1.00

Figura S35. Espectro de RMN 'H da substancia 12 (500 MHz, MeOD).
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3] —FrrrrrcrrcrrrCrCr00O0ONODOY S S TO -
Current Data Parameters
NAME NMR-511 23_LAM-13.F
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230627
Time_ 1713 h
INSTRUM pect
PROBHD Z119470 0223 (
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT MeOD
NS 24576
DS 16
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 1.816522 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 187.25
Dw 16.800 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
D1 0.20000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7716219 MHz
NUC1 13C
PO 3.33 usec
P1 10.00 usec
PLW1 76.11100006 W
SFO2 500.1320005 MHz
NUc2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 80.00 usec
PLW2 20.32299995 W
PLW12 0.31755000 W
PLW13 0.15972000 W
l | 1 | | Flz- Processing paramelers
d - b N S 65536

SF 125.7577898 MHz
wDw EM
T T T T T T T T T T T SSB

T 0
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm &g o

Figura S36. Espectro de RMN de '3C da substancia 12 (125 MHz, MeOD)
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Current Data Parameters
NAME  NMR-511-23_LAM-13.P5
300

EXPNO
PROGNO 1
F2 - Acquisilion Paramelers
ppm o028
8040

Date_
Timo

i
INSTRUM spect
PRORMHD_ 2110470_0223 (
PULPROG  hmbegpipnaat
™ 2048

— 20 souvenr Me0D
s 96
[

5 16
SWH 5274.262 W1
5.150846 He

. .. E o =

. . - o

10
pLW2 7811
- - 120 ShuaMmn swsaio.e0
GPZ1 00
GPNAM[Z]  SMSQ10.100
apz2 30.00 %
. GPHAM[3]  SMSQ10.100
GPz3 0 %
.. -140 "

F1 - Acquisition paramelers
Ay

1
100000 usec

c Ll \IJYI. |
(]
o

X [ SFO1 125:77|e WHz

. - F2 - Processing paramotars

- 180 o, st
g

L —
E . - Lo e '"g,{;
T T T T T T T T T T T T ?guaw . u:E

65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm% ¢

Figura S37. Mapa de contorno HMBC da substancia 12 (500/125 MHz, MeOD).
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Figura S38. Espectro de massas MS-ESI — positivo [M+H]* da substancia 12.
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Current Data Parameters
NAME LAM-14.4.25
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date 20230706

Time 17.04 h

INSTRUM Avan

PROBHD 2163739 0522{
29

PULPHDG

65536
BOLVENT MeOD
NS 1
DS 0
SWH 6578.947 Hz
FIDRES 0.200774 Hz
AQ 4.9807358 sec
RG 101
Dw 76.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO
SFO1 400.1320045 MHz
NUC1 1H
P1 10.00 usec

PLW1 15.00000000 W

F2 - Processing parameters
| 262144

SF 400.1300093 MHz

T T T T T T T T

5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15

O|r—| |[o|w|=
bl B ol (=10l k4]

ofw|o o
S(xe ro
— oM o™

(3]

T
1.0

)
=22
0| ed

0.5

wDwW no
SSB 0
LB 0 Hz

ppm

Figura S39. Espectro de RMN 'H da substancia 13 (400 MHz, MeOD).

Figura S40. Espectro de RMN de "*C da substancia 13 (100 MHz, MeOD).
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Current Data Parameters
NAME LAM-14.4.2
EXPNO
PROCNO
F2 - Acquisition Parameters
Date 230706
Time 23.53 h
INSTRUM Ava
PROBHD Z1E3739 0522(
PULPROG zgpgdo
TD 32768
SOLVENT MeOD
NS 20480
DS
SWH 25906.736 Hz
FIDRES 1.681222 Hz
AQ 0.6324224 sec
RG 20.2
DW 19.300 usec
DE 8.29 usec
TE 298.2 K
D1 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
TD! 1
SFO1 100.6238359 MHz
NUC1 13C
PO 2,67 usec
P1 8.00 usec
PLW1 93.65100098 W
SFO2 400.1316005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz64
PCPD2 90.00 usec
PLW2 15.00000000 W
PLW12 0.18519001 W
PLW13 0.09314700 W
F2 - Processing parameters
Sl 524288
. . SF 100,6127691 MHz
: . hebides wow EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
T T T T T T T T T GB 0
160 140 120 100 80 60 40 20  ppm F¢ 1.40
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Current Data Parameters
NAME LAM-14.4.25
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20230802
Time 8.09h
INSTRUM Avance
PROBHD 2163739 0522 (
PULPROG deglspw!
TD 32761
SOLVENT MeOD
NS 6144
8
SWH 21739131 Hz
FIDRES 1.326851 Hz
AQ 0.7536640 sec
RG 16
bw 23.000 usec
DE 9.28 usec
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
e N - _ - R .
. Al P ~ " 2
oy NI Wons WreiviAnivg e o Wt UCT ¥3C
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Figura S41. Espectro de DEPT -135 da substancia 13 (100 MHz; MeOD).
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Figura S42. Mapa de contorno HSQC da substancia 13 (400/100 MHz, MeOD).
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Figura S43. Mapa de contorno HMBC da substancia 13 (400/100 MHz, MeQOD).
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Figura S44. Espectro NOESY 2D da substancia 13 (600/150 MHz, MeOD)
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Figura S45. Espectro de massas MS ESI — negativo [M + Na]* da substancia 13.
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Figura S46. Espectro de RMN ' H da substancia 14 (400 MHz; MeQD).
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Figura S47. Espectro de RMN '3C da substancia 14 (100 MHz; MeOD).
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Figura S48. Mapa de contorno HSQC-EDIT da substancia 14 (100 MHz; MeOD).
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Figura S49. Mapa de contorno HMBC da substancia 14 (100 MHz; MeQD).
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Figura S50. Espectro de RMN ' H da substancia 15 (300 MHz; CDCl3).
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Figura S51. Espectro de RMN '3C da substancia 15 (75 MHz; CDCl3).
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Figura $52. Mapa de contorno HSQC da substancia 15 (75 MHz; CDCl3).
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Figura S53. Mapa de contorno HMBC da substancia 15 (75 MHz; CDClz3).
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Figura S54. Espectro de massas MS ESI — positivo [M+H]*da substancia 15.
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Figura S56. Espectro de RMN " H das substancias 16 e 17 (300 MHz; CDClIs).
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Figura S57. Espectro de RMN '3C das substancias 16 e 17 (75 MHz; CDCI3).

T
180

160

140

120 1

I
00 80 60 40

‘ ! T SSB 0
20 0 mLe 3.00Hz
ppms 0
PC 1.40

R
PPy Ko
PULPROG _hecedgeph

'S
) =
N

Figura S58. Mapa de contorno HSQC-EDIT das substéancias 16 e 17 (75 MHz;

CDCl3).
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Figura S$59. Mapa de contorno HMBC das substancias 16 e 17 (75 MHz; CDClIs).
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Figura S60. Espectro de massas MS/MS ESI — positivo [M+H]* da substancia 16.
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Figura S61. Espectro de massas MS/MS ESI — positivo [M+H]* da substéncia 16
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Figura S62. Espectro de massas MS/MS ESI — positivo [M+H]* da substancia 17.
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Figura S63. Espectro de massas MS/MS ESI — positivo [M+H]* 297,2049 em EC= 12
V da substancia 17.
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