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RESUMO

A familia Clusiaceae juntamente com Bonnetiaceae, Calophyllaceae, Hypericaceae e
Podostemaceae, formam o clado clusiéide, da ordem das Malpighiales. O género de
Clusia que faz parte da tribo Clusiae € amplamente reconhecido como uma
importante fonte de varios metabdlitos secundarios como triterpenos, flavonoides,
bifenilas, xantonas, benzofenonas simples e polipreniladas que sao as mais
relatadas no género. Neste trabalho, o capitulo 1 aborda um levantamento e revisdo
critica das benzofenonas simples e polipreniladas naturais identificadas no género
Clusia. O capitulo 2 descreve o isolamento de quatro novas benzofenonas
polipreniladas, chamadas burlemarxionas G-J, assim como outros dez compostos
previamente conhecidos chamados plukenethiona F e G, nemorosonol,
isonemorosonol, burlemarxionas A, B, D e F, propolona A e hypersampsona T.
Todas isoladas a partir dos extratos hexanicos das folhas e do caule da espécie
Clusia burle-marxii. Os compostos isolados foram submetidos a testes de atividade
antiglioma em células C6, demonstrando resultados promissores na reducdo da
viabilidade celular. Esses achados reforcam o potencial das benzofenonas
polipreniladas, que, além de apresentarem estruturas complexas, mostram-se

promissoras em atividades biolégicas.

Palavras-chave: Atividade antiglioma, Benzofenonas Polipreniladas, Clusiaceae,

Produtos Naturais.



ABSTRACT

The Clusiaceae family, together with Bonnetiaceae, Calophyllaceae, Hypericaceae
and Podostemaceae, form the clusioid clade of the order Malpighiales. The genus
Clusia, which is part of the tribe Clusiae, is exclusively recognized as an important
source of several secondary metabolites such as triterpenes, flavonoids, biphenyls,
xanthones, simple and polyprenylated benzophenones, which are the most related in
the genus. In this work, chapter 1 addresses a survey and critical review of the
natural simple and polyprenylated benzophenones identified in the genus Clusia.
Chapter 2 describes the isolation of four new polyprenylated benzophenones, called
burlemarxiones G-J, as well as ten other previously known compounds called
plukenethione F and G, nemorosonol, isonemorosonol, burlemarxiones A, B, D and
F, propolone A and hypersampsone T. All of them were isolated from hexane
extracts of the leaves and stem of the species Clusia burle-marxii. The isolated
compounds were subjected to antiglioma activity tests in C6 cells, demonstrating
promising results in the reduction of cellular vision. These findings reinforce the
potential of polyprenylated benzophenones, which, in addition to presenting complex

structures, show promise in biological activities.

Keywords: Antiglioma activity, Polyprenylated Benzophenones, Clusiaceae, Natural

Products.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Clusiaceae em conjunto com Bonnetiaceae, Calophyllaceae,
Hypericaceae e Podostemaceae, formam o clado clusidide, da ordem das
Malpighiales (Alencar; Tolke; Mayer, 2020). As espécies neste clado séo
morfologicamente heterogéneas e ecologicamente diversas, as formas de
crescimento incluem grandes arvores da floresta tropical, ervas e arbustos tropicais
temperados e de alta altitude e plantas aquaticas de rios e riachos de fluxo rapido
(Ruhfel et al., 2011).

A familia Clusieaceae possui seus géneros repartidos em trés tribos: A tribo
Clusieae, inclui os géneros Chrysochlamys, Clusia, Dystovomita, Tovomita,
Tovomitopsis; a Tribo Symphonieae, inclui os géneros Lorostemon, Montrouziera,
Moronobea, Pentadesma, Platonia, Symphonia, Thysanostemon e a tribo
Garcinieae, inclui o género Garcinia (Ayala-Usma; Lozano-Gutiérrez; Gonzélez
Arango, 2019).

Figura 1- Distribuicdo geografica da familia Clusiaceae

o s
peass

Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb

A distribuicdo geografica da familia é Pantropical (Figura 1), abrangendo
cerca de 800 espécies, distribuidas em 15 géneros com estimativas de mais géneros
e espécies a serem descobertas. S8o0 em sua maioria, arvores e arbustos, além de
hemiepifitas, com ampla ocorréncia nos ambientes de florestas Umidas e
ocorr°ncias pr:-ximas a cursos do6 8§ g(Mainhe
Engels, 2019). A familia possui relevancia significativa no panorama econémico, pois
suas espécies produzem frutos que sdo comestiveis, como exemplo, tem-se a planta

Garcinia brasiliensis Mart. que é nativa da regido Amazonica e cultivada em todo o

regi



territdrio brasileiro, conhecida popularmente como bacuri, bacupari, porocé e
bacuripari (Melo et al., 2021).

Na terapia popular, tanto as espécies do clado como da familia Clusiaceae se
destacam em diferentes usos. Garcinia cambogia, como exemplo, se destaca no uso
como um remeédio digestivo tradicional para tratar problemas intestinais, parasitas
intestinais e reumatismo (Semwal et al., 2015).

Allanblackia gabonenses (Clusiaceae), conhecida popularmente como
Aagnoumeo, ampl amente distribu2da na Rep¥b
tradicionalmente como planta medicinal para melhorar impoténcia sexual e para
tratar infeccbes como disenteria, resfriados e dores de dente (Fankam et al., 2017).
E nesse sentido, o género Clusia também é bastante representativo, pois algumas
de suas espécies como C. purpurea, conhecida no Brasil por cebola-brava, é
utilizada como antisséptico e cicatrizante de feridas e as folhas de C. nigralineatta
(apui-de-santo-anténio) sdo usadas no tratamento de dores no peito (Fenner et al.,
2006; Vasquez; de Mendonca; Noda, 2014).

Os pesquisadores tém direcionado sua atencdo para as espécies da familia
devido a presenca de diversos metabdlitos secundarios, como triterpenos,
esteroides, flavonoides, bifenilas e xantonas. No entanto, as benzofenonas
polipreniladas se destacam, sendo consideradas notaveis devido as suas
complexidades estruturais (Tabela 1, pagina 3). Essas substancias representam a
classe mais prevalente de metabdlitos secundarios na familia Clusiaceae, sendo
consideradas marcadores quimicos dos géneros. Aproximadamente 77% desses
compostos tém origem nessa familia (Wu; Long; Kennelly, 2014), destacando-se
especialmente nos géneros Garcinia e Clusia. No entanto, também foram isoladas
em outros géneros, como Vismia, Allanblackia, Moronobea, Symphonia, Tovomita,
Tovomiptosis e Ochrocarpus (Cuesta-Rubio; Piccinelli; Rastrelli, 2005; Kumar;
Sharma; Chattopadhyay, 2013).



Tabela 1- Algumas das Benzofenonas polipreniladas isoladas da familia Clusiaceae.

Garcinia xanthochymus (frutos) (Youn et al., 2017)

As benzofenonas polipreniladas isoladas da espécie Garcinia xanthochymus

tiveram bons efeitos inibitérios frente a duas linhas de células cancerigenas



(glioblastoma U251MG e céancer de mama MDA-MB-231). O composto 1,
denominado como 14-deoxygarcinol apresentou a inibicdo da viabilidade das células

U251MG, com umvalor delCscde 1, 3 & M, e 0s compostos 2
garcicowin C) também exibiram atividade notavel na faixa de IC 50 1,8-6,0 ¢ M, al ®m
disso, possuem o potencial inibidor de tumores por meio da modulacao da atividade

nessas células tumorais (Youn et al., 2017).

J& as benzofenonas polipreniladas 4,5 e 6 (coccionone A, B e 7-epi-gracinol)
isoladas do género Moronobea coccinea (Clusiaceae), demonstraram 6tima
atividade antiplasmodial contra a cepa P. falciparum FcB1, bastante resistente a
cloroquina com os ICsp entre 3,3 e 9,0 ¢ M, (Marti et al., 2009). Enquanto que as
benzofenonas polipreniladas 7,8 e 9 isoladas da espécie Symphonia globulifera
exibiram citotoxicidade moderada na linha celular MRC-5 com IC so variando entre
3,7 e 19,5 €M e exibiram atividades anti pl
com IC 50 variando de 2,1 a 10,1 ¢ MMatrti et al., 2010).

O género Clusia € amplamente representado na familia Clusiaceae,

abrangendo aproximadamente 300-400 espeécies. Sua distribuicdo ocorre
principalmente do sul da América do Norte ao sul do Brasil (Alencar; Tolke; Mayer,
2020). No territério brasileiro, sdo identificadas 68 espécies, das quais 23 sao
endémicas (Bittrich et al., 2013). E importante ressaltar que é provavel a existéncia
de mais espécies ainda nao descobertas, como evidenciado pela recente descoberta
de duas novas espécies hemiepifitas, denominadas C. ucamira e C. lutea, na
Floresta Amazdnica por Do Nascimento; Bittrich; Do Amaral, (2016)

As espécies pertencentes a esse género podem assumir formas de arvores,
arbustos, hemiepifitas ou lianas, sendo predominantemente dioicas. Adicionalmente,
suas flores, geralmente diclamideas, apresentam de quatro a 17 sépalas e de quatro
a nove pétalas, podendo secretar resina ou ndo (Alencar; Marinho, 2017). A
morfologia das flores é notavelmente variada, com pétalas de cores que variam
entre branco, amarelo, rosa, vermelho ou violeta (Figura 2). Apesar da maioria das
espécies de Clusia serem dioicas, algumas sdo hermafroditas (Alencar; Marinho,

2017; Carmo; Franceschinelli, 2002)



Figura 2- Flores de espécies pertencentes ao género Clusia: a- C. nemorosa; b- C. panapanari; c- C.
hilariana; d- C. résea; e- C. grandiflora masculina; f- C. burle-marxii

FONTE: Alencar; Marinho (2017); Adaptado pela autora.

Pesquisas recentes indicam que as variedades pertencentes ao género nao
produzem latex; em vez disso, exibem um exsudato leitoso que se manifesta em
caso de lesBes na planta (Figura 3). Esse exsudato desempenha um papel crucial
na identificacdo de espécies e, por vezes, até de géneros, sendo comumente
caracterizado por uma coloracdo branca nas espécies do género Clusia (Alencar;
Tolke; Mayer, 2020).

Figura 3- Exsudato das folhas e do caule presentes nas espécies de Clusia

Fonte: Alencar; Tolke; Mayer, (2020)

O género é reconhecido por abrigar uma notavel concentragédo de metabdlitos
secundarios, previamente identificados em resinas de flores e exsudados de
diversas partes das plantas. Entre esses compostos, destacam-se biflavonoides

derivados de &cido tocotriendlico, bifenilas, triterpenos diversos e xantonas (Da Silva



Lins et al., 2016; Ferraz et al., 2019; Marques et al., 2021a; Ribeiro et al., 2011,
Santa-Cecilia et al., 2013; Teixeira et al., 2006). Uma investigacéo recente focada na
espécie C. minor buscou avaliar a diversidade e as altera¢cdes dos metabdlitos em
diferentes 6rgéos ao longo do seu desenvolvimento, resultando na identificacdo de
46 metabdlitos, abrangendo acidos organicos, acucares, acidos fendlicos,
flavonoides, xantonas preniladas, benzofenonas e tocotriendis (Noleto-Dias et al.,
2023). Dos Santos et al., (2024) sugeriram que a presenca e distribuicdo especifica
de flavonoides, biflavonoides e xantonas poderiam servir como marcadores
guimiofenéticos significativos para fortalecer a classificacdo dos géneros dentro da
familia Clusiaceae, além de distinguir o género Clusia de outros géneros
pertencentes a mesma familia.

Os metabdlitos secundérios variados encontrados no género Clusia estédo
ligados as atividades biolégicas como: antioxidante, antiviral, antibacteriana,
citotoxica (Diaz-Carballo et al., 2010; Duprat et al., 2017; Ribeiro et al., 2011). Nesse
sentido, a espécie C. paralicola, endémica do Nordeste do Brasil, foi testada frente
atividade antioxidante ( 37 ;19 $ugerimdl®d quea 0s
compostos fenolicos presentes sédo responsaveis pela inibicdo dos radicais livres (Da
Silva Lins et al., 2016).

Bailon-Moscoso et al., (2016) realizou analise da composicdo quimica dos
compostos ativos de outra espécie denominada Clusia latipes bem como avaliou
atividades citotéxica e genotdxica dos extratos hexano, acetato de etila e metanol
em linhagens de células cancerigenas humanas e linfécitos humanos PC-3 (cancer
de prostata), RKO (cancer de célon), D-384 (astrocitoma) e MCF-7 (cancer de
mama) e quase todos os extratos testados inibiram a viabilidade das linhas de
células cancerosas em até 25%, constatando a atividade de quatro substancias
isoladas: friedelina, friedolan-3-ol, hesperidina e b-amirina (10,11,12 e 13),

presentes nos extratos (Figura 4).

129, ¢


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/friedelin
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/beta-amyrin

Figura 4- Metabolitos com atividades citotoxicas de Clusia latipes

(11)

(12)

Ribeiro et al., (2011) demonstrou a atividade antimicrobiana dos compostos
presentes na figura 5, isolados do caule da espécie C. burle-marxii, e dentre 0s
compostos, uma bifenila (14) teve atividade significativa contra todas as bactérias
Gram  positivas: M.  luteus( 2 5 mk-d), S. aureus (50¢ gmL-1),B.
subtilis (100 € gmL -1) e S. mutans (100 ¢ gnL -1). E os demais, Lyoniresinol (15) e
3-O-U-L-ramnopiranosilkaempferol (16) também demonstraram forte atividade

contra S. aureus (25 € gml -1).

Figura 5- Compostos com atividade antimicrobiana isoladas de C. burle-marxii

(14) (15) (16)

Deve-se ressaltar que a espécie C. burle-marxii € endémica do Estado da
Bahia, tem um merecido destaque nesses isolamentos de metabdlitos secundarios
diversificados, pois tem sido uma das espécies mais reportadas, uma vez que uma
boa parte como triterpenos variados, bifenilas, xantonas, derivados de acidos
toucotriendlicos e entre outros ja foram relatados (Ribeiro et al., 2011; Ribeiro;

Ferraz; Cruz, 2019). Esta espécie vem sendo pioneira nos estudos de isolamentos e



identificacdo de novas benzofenonas polipreniladas com variados tipos de
esqueletos (figura 6), com alguns deles possuindo atividade biolégica comprovada
(Ferraz et al., 2019, 2020, 2021). Essas substancias sdo as mais encontradas nas
espécies de Clusia, presumivelmente originadas a partir dos esqueletos basicos

benzofenonas (Cuesta-Rubio; Piccinelli; Rastrelli, 2005).

Figura 6- Benzofenonas polipreniladas isoladas da espécie Clusia burle-marxii

burlemarxiona A burlemarxiona D burlemarxiona E

Em suma, a espécie Clusia burle-marxii, destaca-se como uma fonte rica e
significativa de  metabdlitos secundéarios, principalmente  benzofenonas
polipreniladas. Os estudos enfatizam a diversidade desses compostos e sua
relevancia tanto do ponto de vista quimico quanto biolégico. Essas substancias tém
sido reconhecidas como marcadores quimicos proprios para a familia Clusiaceae,
destacando-se nos géneros Clusia e Garcinia (Anholeti et al., 2015; Kumar; Sharma;
Chattopadhyay, 2013).

Os metabodlitos isolados de C. burle-marxii tém apresentado uma variedade
de atividades biologicas, como antimicrobiana, citotéxica e antiplasmodial,
demonstrando o potencial farmacoldgico desses compostos (Ribeiro; Ferraz; Cruz,
2019; Ribeiro, 2011). Além disso, a espécie tem sido pioneira nos estudos de
isolamento e identificacdo de novas benzofenonas polipreniladas, ampliando o
conhecimento sobre a diversidade estrutural desses compostos. A presenca desses
metabdlitos secundarios na espécie reforca ndo apenas a importancia da espécie na
biodiversidade, mas também sua relevancia para possiveis aplicacdes
farmacoldgicas. Sua contribuicdo para a pesquisa de substancias bioativas destaca
a necessidade continua de investigacdes cientificas, visando a descoberta de novos

compostos com potencial terapéutico.



Dessa forma, a C. burle-marxii ndo apenas enriquece a compreensao da
diversidade quimica na familia Clusiaceae, mas também se destaca como uma
valiosa candidata para estudos mais aprofundados dos pesquisadores visando
aplicacfes na industria farmacéutica e na medicina tradicional.

Neste trabalho, o capitulo 1 faz uma abordagem necessaria para diferenciar e
catalogar todas as benzofenonas béasicas e polipreniladas naturais identificadas no
género Clusia. O capitulo 2 aborda sobre quatro novos derivados de benzofenonas
polipreniladas, denominadas como burlemarxione G-J, que foram isolados das
folhas (composto 1 e 2) e caule (compostos 3 e 10), juntamente com outros 10
compostos previamente conhecidos isolados do género e espécie. Suas atividades

citotoxicas frente a células C-6 também foram testadas.



CAPITULO 1

Benzofenonas polipreniladas do género Clusia (Clusiaceae)
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RESUMO

Este capitulo aborda uma nova revisdo bibliografica sobre os derivados de
benzofenonas polipreniladas isoladas no género Clusia (BPGC). Estas substancias
séo provenientes de uma biossintese mista, derivada da via do chiquimato e da via
do acetato-malonato. Uma unidade benzoil-CoA e trés malonil-CoA séo utilizados
como substratos da enzima benzofenona sintase para produzir a 2,4,6-tri-
hidroxibenzofenona. A prenilacdo do esqueleto basico de benzofenona leva a
formacdo de floroglucinol monociclicos poliprenilados, os quais apoés diferentes
reagcbes de ciclizagdo formam as benzofenonas polipreniladas que foram
classificadas de acordo com seus tipos de esqueletos com base em revisbes
anteriores. Dentre esses esqueletos, os derivados biciclo[3.3.1]Jnonano-2,4,9-triona
podem ser classificados de acordo com a posicdo do grupo benzoila no biciclo em A,
B, com as do tipo A sendo as mais relatadas. Como resultado, 61 benzofenonas
polipreniladas naturais foram encontradas e sugeriu-se uma mudanga na
classificagdo de "Outros derivados do tipo complicado via cicloadicdo [4+2]
intramolecular" para "Benzofenonas Polipreniladas do tipo E" devido a sua
relevdncia no género. Suas atividades bioldégicas também sdo relatadas,
especialmente citotéxicas, anti-inflamatérias, antivirais, antibacterianas e inseticidas.
Seus aspectos da biossintese e de RMN cruciais para a identificacdo desta

importante classe de produtos naturais também foram discutidos.

Palavras chaves: biossintese; Clado clusidide; Derivados biciclo[3.3.1]Jnonano-2,4,9-

triona
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ABSTRACT

This chapter presents a new literature review on polyprenylated benzophenone
derivatives isolated from the genus Clusia (BPGC). These substances originate from
a mixed biosynthesis, derived from the shikimate pathway and the acetate-malonate
pathway. One benzoyl-CoA unit and three malonyl-CoA are used as substrates for
the enzyme benzophenone synthase to produce 2,4,6-trihydroxybenzophenone.
Prenylation of the basic benzophenone skeleton leads to the formation of
polyprenylated monocyclic phloroglucinols, which after different cyclization reactions
form polyprenylated benzophenones that have been classified according to their
skeleton types based on previous reviews. Among these skeletons,
bicyclo[3.3.1]nonane-2,4,9-trione derivatives can be classified according to the
position of the benzoyl group in the bicycle in A, B, with type A being the most
reported. As a result, 61 natural polyprenylated benzophenones were found and a
change in classification from "Other complicated type derivatives via intramolecular
[4+2] cycloaddition" to "E-type polyprenylated benzophenones" was suggested due
to their relevance in the genus. Their biological activities are also reported, especially
cytotoxic, anti-inflammatory, antiviral, antibacterial and insecticidal. Their biosynthesis
and NMR aspects crucial for the identification of this important class of natural
products were also discussed.

Keywords: biosynthesis; Clusioid clade; Bicyclo[3.3.1]Jnonane-2,4,9-trione derivatives
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1 INTRODUCAO

A pesquisa continua por novos metabdlitos secundarios desempenha um
papel fundamental na evolucdo da Quimica de Produtos Naturais, especialmente
gquando consideramos a crescente demanda por novos compostos bioativos. A
identificagdo desses metabdlitos, muitas vezes derivados de plantas inicialmente
indicadas pelo conhecimento empirico popular, é crucial para o desenvolvimento de
medicamentos inovadores. O campo é de extrema relevancia, uma vez que muitos
medicamentos amplamente utilizados na atualidade tém sua origem em produtos
naturais(Newman; Cragg, 2020).

Além disso, a busca por novos metabdlitos apresentando diversidade
estrutural e propriedades biologicas distintas é essencial para abrir caminho a
descobertas cientificas com potencial aplicacdo em diversas areas no futuro,
contribuindo significativamente para avangos na medicina, agricultura e outras
disciplinas. Os produtos naturais ainda oferecem as melhores opc¢des para encontrar
novos agentes/modelos ativos, que quando trabalhados em conjunto com quimicos
sintéticos e bidlogos, oferecem o potencial para descobrir novas estruturas que
podem levar a agentes eficazes em uma variedade de doen¢cas humanas (Newman;
Cragg, 2020).

Dentre as classes de metabdlitos secundarios, as benzofenonas
polipreniladas (PPBS) destacam-se no género Clusia (Clusiaceae), atraindo a
atencdo dos pesquisadores devido as suas estruturas peculiares e diversas
propriedades biologicas. Estas substancias tém demonstrado atividade citototéxica,
antioxidante, antiviral, inseticida e antibacteriana (Duprat et al., 2017; Nagalingam;
Wai-Ling; Teng-Jin, 2016a).

A importancia das PPBS é ainda mais evidente quando consideramos sua
distribuicdo em diferentes familias de plantas, ressaltando a necessidade de uma
abordagem abrangente para a identificacdo e caracterizacdo desses compostos no
género Clusia. Apesar de ja terem sido mencionadas em outros géneros da familia
Clusiaceae, como Garcinia, uma nova abordagem se faz necessaria para diferenciar
e catalogar todas as benzofenonas basicas e polipreniladas naturais identificadas no

género Clusia (BPGC) com base em revisdes anteriores. Isso contribuira para
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destacar o papel significativo do género como portador desses compostos e

fortalecera a compreensao de sua importancia na pesquisa de produtos naturais.

1.1 COMPILADO DOS DADOS

Para a busca das benzofenonas polipreniladas isoladas de Clusia foram
utilizadas as bases de dados Science SciFinder, Direct, Scopus, Gloogle scholar e
Web of Science.

Nas bases de dados SciFinder, Direct, Scopus, Gloogle scholar usou-se as
seguintes palavras chaves em inglés:

-Benzophenones
-Polyprenylated Benzophenones isolated from Clusia
-Polyprenylated Benzophenones

Na base de dados Web Of Science foram utilizadas palavras compostas para
pesquisa avancada
-Acylphloroglucinol + Clusia
-Phloroglucinol + Clusia

-Benzophenones + Clusia
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2 BIOSSINTESE DOS ESQUELETOS BASICOS DE BENZOFENONAS

A origem biossintética para a formacdo do esqueleto das benzofenonas
comeca via rota do acido chiquimico em conjunto com a via do acetato, onde uma
unidade benzoil-CoA e trés malonil-CoA séo utilizados como substratos da enzima
benzofenona sintase, numa reacdo de condensacao de Dieckmann, para produzir a
2,4,6-tri-hidroxibenzofenona (Figura 7). O anel B tem origem policetidica e é
produzido por uma reacdo catalisada por uma benzofenona sintase (BPS), uma
enzima da familia policetideo sintase tipo Il (Beerhues; Liu, 2009; Morita; Wong;
Abe, 2019).

Figura 7- Formagé&o da 2,4,6-tri-hidroxibenzofenona

COOH

= OH
-

HO
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H L-fenilanina Acido cinamico
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8
\pi Benzoil-CoA

T
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2,4,6 trihidroxibenzofenona

Fonte: Beerhues e Liu 2009, adaptado

A L-fenilanina é derivada do acido chiquimico e precursora inicial para a
formacdo da 2,4,6-tri-hidroxibenzofenona, onde por agdo da enzima fenilalanina
amonia liase (PAL) promove a perda de amonia (NH3) convertendo a fenilalanina em
acido cinamico, este por sua vez pode seguir duas vias diferentes, para gerar

xantonas ou benzofenonas (Fromentin et al., 2015).
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A benzofenona basica 2,3°,4,6-tetrahidroxibenzofenona, teve sua formacéo e
foi discutida por Beerhues (1996) a partir da identificacdo da enzima benzofenona
sintase usando células em cultura de Centaurium erythraea (Gentianaceae). Os
resultados mostraram a preferéncia da enzima BPS pelo substrato 3-hidroxibenzoil-
CoA, que reage com 3 unidades de malonil-CoA levando a formacéo de 2,3',4,6-
tetrahidroxibenzofenona como intermediario. Posteriormente foi demonstrado em
outro estudo com culturas de células da espécie Hypericum androsaemum L.
(Hypericaceae) que a enzima BPS, tem preferéncia pelo substrato benzoil-CoA para
formar 2,4,6-trihidroxibenzofenona do que em 3-hidroxibenzoil-CoA, esta é
convertida em menor extensao ao ser incorporada com as trés unidades de malonil-
CoA para a formacdo da 2,3,4,6 tetrahidroxibenzofenona, conforme ilustrado na
Figura 8 (Barillas; Beerhues, 1997).

Figura 8- Via de biossintese para a formacao da benzofenona 3"-hidroxilaxe
o]

HO. OH
SCoA 3 X Malonil-CoA O ‘
—_—

BPS
OH o

Benzofenona 3'-hidroxi|asi

HO OH
OH 3 X Malonil-CoA
SCoA e
BPS
OH
OH o

Fonte: Barillas; Beerhues, (1997); adaptado

A benzofenona b8si ca 2,306, 4, 6 tetrahi

mai s uma r eladroxilacdodbara darborigem a maclulina um esqueleto de
benzofenona basica bastante encontrada nas benzofenonas polipreniladas do tipo B,
encontradas no género Garcinia, mas também presentes em Clusia.

De uma maneira geral, tanto as benzofenonas 2,4,6-trihidroxibenzofenona
como as 2,3,4,6 tetrahidroxibenzofenona utilizam a enzima benzofenona sintase
(BPS) para serem formadas, e sua biossintese é considerada mista porque vem da

via do chiquimato com acetato malonato.

di
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Os esqueletos basicos podem ser prenilados ou geranilados através da
adicao catalisada de prenil ou geranil pirofosfato a porcao floroglucinol, via reacéo

de alquilacdo (Figura 9).

Figura 9- Reacdao de prenilagdo no esqueleto basico de benzofenona

Fonte: autora

Os diversos floroglucindis monociclicos poliprenilados (Figura 10), por sua
vez, podem passar por uma ou mais ciclizacdes para formar varios esqueletos de
benzofenonas polipreniladas e seus analogos (Ciochina; Grossman, 2006a; Phang
et al., 2020). A porcéo floroglucinol exibe um padrédo de substituicdo simétrico,
ativando os carbonos do anel nas posi¢cdes orto e para por meio de trés grupos
fenol, tornando C-3 e C-5 igualmente suscetiveis a alquilacdo (Cuesta-Rubio et al.,
2023).

Figura 10- Formacéo dos FMP’s pds reagdo de prenilacdo e/ou geranilacéo

O HO =z
% HO ‘ (0]
/

Fonte: autora
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3 CLASSIFICACOES DAS BENZOFENONAS POLIPRENILADAS
ENCONTRADAS NA FAMILIA E NO GENERO Clusia

A notavel diversidade de esqueletos de benzofenonas polipreniladas
possibilitou que ao longo do tempo o0s pesquisadores as categorizassem de acordo
com cada tipo. Entre esses, as benzofenonas polipreniladas com o nucleo
biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona destacam-se como o esqueleto mais prevalente nas
espécies de Clusia. Estes derivados com o nucleo biciclo[3.3.1]Jnonano-2,4,9-triona
podem sofrer cicliza- »es -deaonas e gr@posiolafisicos,
dando origem a estruturas ainda mais diferenciadas, com dihidrofurano ou pirano
fundidos, além de que podem formar também derivados com esqueletos
adamantanos e homo-adamantanos (Grossman; Jacobs, 2000). Sdo compostos
insoliveis em agua, mas solavel em diferentes solventes organicos, como metanol,
etanol, cloroférmio e n-hexano. Na natureza, o0 composto é uma mistura de
dois tautdbmeros, na forma de p6 branco ou cristais (Cuesta-Rubio, 2023; Cuesta-
Rubio et al., 2001).

Cuesta-Rubio et al.(2001)estabeleceu que de acordo com a posicdo do grupo
benzoila, esses derivados podem ser separados em trés tipos: A, quando o grupo
benzoila esta ligado ao carbono C1; B, quando esta ligado ao C3 e tipo C, quando
ele esta ligado a C5 (Figura 11). Deve-se ressaltar que este mesmo sistema de
classificacdo foi mantido por Ciochina; Grossman (2006a); e Wu; Long; Kennelly,
(2014). Importante notar também que compostos anteriormente classificados como
PPAPs do tipo C foram posteriormente reavaliados como estruturas

correspondentes ao tipo A (Yang; Yang; Xu, 2017).

Figura 11- Tipos de esqueletos biciclo [3.3.1] nonano-2,4,9-triona

R4

Tipo A: R1 = grupo benzoila; R2, R3, R4 =grupo prenila
Tipo B: R3= grupo benzoila; R1, R2, R4 = grupo prenila
Tipo C: R2= grupo benzoila; R1,R3,R4 = grupo prenila
R3

OH

Fonte: Cuesta-Rubio et al. (2001),adaptado
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A maneira mais comum de numerar essas estruturas, sugerido por Wu et. al.
(2014) é fazendo com que o carbono adjacente as metilas geminais em C-8 seja o
C-1 e o anel de oito membros seja numerado de C-1 a C-8, entdo o ultimo carbono
no anel de benzeno original é C-9 e a cetona é C-10, e o benzeno completo (anel A)
€ organizado de C-11 a C-16 (Figura 12), Além disso, uma nova classificacdo foi
estabelecida, colocando como tipo D os derivados de benzofenonas polipreniladas

gue nao se encaixam nos tipos A, B ou C.

Figura 12- Numeragdo do anel A

14 12

grupo benzoila

Conforme o aumento significativo da descoberta de novas benzofenonas
polipreniladas com o nucleo biciclo[3.3.1]-nonano-2,4,9-triona, isoladas na familia
Clusiaceae e no género Clusia, outros derivados de benzofenonas polipreniladas
com os esqueletos enjaulados, também foram sendo destaques nos isolamentos.
Com isso, Anholeti et al. (2015) as classificou de acordo o0s tipos de esqueletos,
separando-os em cinco tipos: tipo | = derivados simples de 2,4,6-tri-
hidroxibenzofenona; tipo Il = derivados biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona; tipo lll =
derivados com esqueleto adamantilo; tipo IV = derivados com esqueleto triciclo
[4.3.1.1%8lundecano; tipo V = derivados com esqueleto tetraciclo [7.3.1.17,11.0%9]
tetradecano-10,12,13-triona; tipo VI = derivados com esqueleto 11-oxatriciclo
[4.3.1.141%lundecano-7,9-diona. Exemplo estdo ilustrados na Tablela 2, pag. 21.

Essa classificacdo € bastante condizente pois as benzofenonas polipreniladas
identificadas nas espécies Clusia se adequam aos mencionados, no entanto é
necessario se atentar ao tipo de sistema biciclo, triciclo ou tetraciclo de cada

esqueleto, para que a atribuicéo seja realizada corretamente.
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Tabela 2- Classificacao dos tipos de esqueletos estabelecido por Anholeti et al.(2015)

TIPO ESQUELETO NOME ESTRUTURA

Ny

Tipo | Derivados simples de 2,4,6-tri- Grandona
hidroxibenzofenona

Tipo Il Derivados biciclo [3.3.1] Clusianona

nonano-2,4,9-triona

Tipo Il Derivados com esqueleto Plukenetiona
adamantilo
Tipo IV Derivados com esqueleto Sampsoniona G

triciclo [4.3.1.138] undecano

Tipo V tetraciclo [7.3.1.17,11.0%9] Plukenetiona C

tetradecano-10,12,13-triona
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Tipo VI Derivados com esqueleto 11- Xerofenona A
oxatriciclo [4.3.1.1410]

undecano-7,9-diona.

OH O

Fonte: Anholeti et al.(2015); adaptado pela autora

Em uma revisao recente, Yang et al. (2018) denomina as benzofenonas
polipreniladas como acilfloroglucinois policiclicos poliprenilados (PPAPS) e infere que
todos os perfis PPAPs sdo gerados por meio de trés principais vias biossintéticas e
podem ser divididos em grupos (I T 1 1) de
(Figura 13, pag. 23).

Os acilfloroglucinéis poliprenilados biciclicos (BPAPs) com principal nucleo
biciclo [3.3.1] nonano-2,4,9-triona e segundos-BPAPs relacionados séo classificados
como grupo | e compreendem aproximadamente 60% dos PPAPs. Os PPAPs
enjaulados com esqueleto adamantano (triciclo [3.3.1.1] decano) e
homoadamantano (triciclo [4.3.1.1] undecano), derivados do C-3 endlico ciclizado
em C-27 e C-28 de endo-BPAPs normais, estdo ambos incluidos no grupo II.

Outros metabdlitos biossinteticamente relacionados, derivados de ciclizacdes
diretas dos floroglucinéis monociclos prenilados, em vez da formacdo dos BPAPs,
também sdo trazidos para a familia PPAP e atribuidos ao grupo lll. Este grupo
contém duas subclasses: PPAPs espirociclicos com um nudcleo octa-hidroespiro
[ciclohexan-1 , 5 Nj i-2)4d6eriora Jque ndo ha relatos no género Clusia), e PPAPs
complicados via cicloadi¢des [4+2] intramolecular. Na Figura 13, pagina 23, estao
ilustrados alguns dos esqueletos de benzofenonas polipreniladas isoladas do género

Clusia que se enquadram nesse tipo de classificagao por grupos.
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Figura 13-Classificacdo por grupos |, Il e lll estabelecida por Yang et al.(2018) para os diversos
esqueletos de benzofenonas polipreniladas

OH O

Xerofenona A

GRUPO | GRUPO Il

3 R1=Ph

GRUPO llI

Fonte: (Yang; Grossman; Xu, 2018); adaptado pela autora

Apesar de as benzofenonas polipreniladas isoladas em Clusia se
enquadrarem nesses trés grupos, a classificacdo por grupo incluiu diversos
acilfloroglucinéis policiclicos poliprenilados (PPAPs) de Hypericaceae, atualmente
considerada uma familia independente. O autor ndo distingue entre as
benzofenonas polipreniladas e os acilfloroglucinéis policiclicos poliprenilados,
classificando todos como PPAPs, sem mencionar o género Clusia como portador de
benzofenonas polipreniladas, referindo-se exclusivamente as familias Hypericum e
Garcinia.

Nesta revisdo serdo mantidos a classificacdo para as benzofenonas
polipreniladas com o tipo de esqueleto biciclo[3.3.1]Jnonano-2,4,9-triona dos tipos A
(e seus derivados adamantanos e homoadamantanos) B e C de acordo com os as
revisbes Cuesta-rubio et al. (2001) e Ciochina; Grossman, (2006). O tipo D, sera
mantido conforme Wu; Long; Kennelly, (2014) e o tipo Complicado via cicloadi¢coes
[4+2] intramolecular de Yang; Grossman; Xu, (2018) também sera usado; todos

adaptados para as benzofenonas polipreniladas isoladas do género Clusia.
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3.1 FORMACAO DAS BENZOFENONAS POLIPRENILADAS COM O
ESQUELETO BICICLO [3.3.1] NONANO-2,4,9-TRIONA DOS TIPOS A,BE C

As benzofenonas polipreniladas que possuem o esqueleto biciclo[3.3.1]
nonano-2,4,9-triona, sao formadas a partir de diferentes ciclizacdbes em carbonos

nucleofilicos de diferentes posi¢cdes do nucleo basico dos floroglucindis monociclicos

poliprenilados (FMP), formando esqueletos com ou sem equilibrio ceto endlico
causado pel-dicetena iguraid). b

Figura 14- Formacéao dos diferentes tipos de benzofenonas polipreniladas o esqueleto biciclo [3.3.1]
nonano-2,4,9-triona

R= prenila
A formacéo das benzofenonas polipreniladas do tipo A acontece via formacgéao
de um carbocation terciario apés uma unidade de prenil pirofosfato ser atacado pelo
grupo prenil geminal do precursor FMP. O ataque de C-1 no intermediario

correspondente forma os derivados da benzofenona poliprenilada do tipo A (Cuesta-
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Rubio et al., 2001). Nas benzofenonas polipreniladas do tipo B a via & similar a
formacéo dos derivados do tipo A e usa 0 mesmo precursor FMP, no entanto, apos a
formacdo do carbocétion, o C-5 age como nucledfilo no processo de ciclizagédo
formando a benzofenona poliprenilada com o grupo benzoilo ligado ao C-3 do anel
(Cuesta-Rubio et al., 2001).

Para o processo de formacao das benzofenonas polipreniladas do tipo C, foi
sugerido que € necessario outra por¢cdo de FMP, diferente do que é utilizado para a
formacao das benzofenonas polipreniladas dos tipos A e B. Este precursor possui 0
grupo prenil ou geranil em C-1 (o mesmo carbono quaternario que contém o grupo
acila), e o intermediario com o carbocation formado seria entdo atacado pelo C-3, na
reagdo de ciclizagdo intramolecular, formando os derivados de benzofenonas do
Tipo C, que possui 0 grupo benzoil ligado ao C-5 do anel biciclico (Ciochina;
Grossman, 2006). No entanto apds revisdo de Yang; Xu, (2017) esse tipo de
esqueleto passou a ser inexistente.

No caso da formacao dos tipos B e C hd a mudanca da numeracédo do nucleo
bésico FMP para benzofenona poliprenilada. No tipo B, por exemplo, o grupo benzoil
gue estava posicionado no C-1, passa a ficar posicionado no C-3 poés ciclizacédo do
derivado FMP.

As estruturas se distinguem através das diferentes ciclizacbes que as cadeias
laterais prenil ou geranil em C-3 e C-5 podem sofrer para formar anéis furano ou pirano,
com os oxigénios 2 ou 4. Como exemplo tem-se as substancias hiperibona A e
hipersampsone T (Figura 15), duas benzofenonas polipreniladas com o esqueleto
biciclo[3.3.1]Jnonano-2,4,9-triona do tipo A isoladas a partir do caule da espécie C.
burle-marxii, onde na primeira percebe-se que o grupo prenila, anteriormente ligado
ao C-3 sofreu ciclizagcdo com o grupo hidroxila em C-4, para formar o anel 5-(2-
propanol) dihidrofurano e na segunda estrutura, ha um anel gem-dimetilpirano
formado a partir da prenila que estaria em C-3 com o grupo hidroxila em C-2
(Ferraz et al., 2021).
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Figura 15- Diferentes ciclizac6es das benzofenonas polipreniladas com o esqueleto
biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona tipo A, hiperibona A e hipersampsone T

Hiperibona A Hipersampsone T
Essas distintas formas de ciclizacdo sdo comuns tanto nos tipos A, quanto B,
e desempenham um papel crucial ao impedir o equilibrio tautomérico nessas
estruturas, conferindo uma maior variabilidade nos esqueletos das benzofenonas

polipreniladas.

3.2 OCORRENCIA DAS BENZOFENONAS POLIPRENILADAS COM O
ESQUELETO BICICLO[3.3.1]NONANO-2,4,9-TRIONA DO TIPO A

As benzofenonas polipreniladas com o esqueleto biciclo[3.3.1]Jnonano-2,4,9-
triona do Tipo A, sdo as mais representativas no género Clusia. Diversas novas
estruturas foram identificadas recentemente, como as propolonas A (1), B(4), C(5) e
D (6); presentes nas espécies C. burle-marxii e C. criuva (Ferraz et al., 2021,
Marques et al., 2021a), além das hiperibonas A, B e G, junto com a hipersampsone
T (8) e sampsonina N (9), todas identificadas a partir do caule de C. burle-marxii
(Ferraz et al., 2019b, 2021) (Figura 16).

Mais exemplos de benzofenonas polipreniladas com o tipo de esqueleto
biciclo [3.3.1] nonano-2,4,9-triona do Tipo A estdo presentes na (Figura 16, pag.27).
Vinte e uma substancias desse tipo foram identificadas a partir de onze espécies de

Clusia. As referéncias de isolamento estéo ilustradas na tabela 3, pag. 29.
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Figura 16- Benzofenonas polipreniladas do tipo A, isoladas das espécies de Clusia

-
T e

" OH
4 5 6
propolona B propolona D

hiperibona G/
sampsonione L

nemorosona garcinielliptone | obdeltifoliona H
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13 14
plukenetiona G 15,16-di-hidro-16-hidroperoxi-
pluenetiona F

18
plukenetiona D

19

20
plukenetiona E plukenetiona F hidroxinemorosona
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Tabela 3- Ocorréncia e referéncia de isolamento das benzofenonas polipreniladas do tipo A

ESTRUTURA OCORRENCIA NAS ESPECIES REFERENCIA
C. burle-marxii (caule) (Ferraz et al., 2021)
1 C. rosea (resina florais) (Novais et al., 2017)
C. criuva (Marques et al., 2021)
C. torresii (frutos) (Piccinelli et al., 2005)
23 C.burle-marxii (caule) (Ferraz et al., 2021)
' C. minor (frutos) (Mangas Marin et al., 2008)
4,5 C. criuva (Marques et al., 2021)
6 C. criuva (Marques et al., 2021)
C. minor (frutos) (Mangas Marin et al., 2008)
"8 C. burle-marxii (caule) (Ferraz etal., 2021)
9 C. burlemarxii (caule) (Ferraz et al., 2019)
C.grandiflora (flores) (Simpkins et al., 2012)
C. nemorosa (flores) L
Prénoles cubana (Piccinelli et. al., 2005)
10 pc o (Cuesta-Rubio et al., 2002)
Resinas florais (C. rosea, C. grandiflora, C. (Cuesta—_Ru_blo etal,, 2001
L (De Oliveira et al., 1996)
insignis, C nemorosa)
11 C. minor (frutos) (Mangas Marin et.al., 2008)
12 C. obdeltifolia (caule) (Teixeira; Cruz, 2005)
C. havetiodes
.. (Christian et al., 2001)(Henry et
13 C. plukenetii (frutos) al., 1996)
14 C. havetiodes (Christian et al., 2001)
15, 16 C. grandiflora (caule) (Lokvam et al., 2000b)
17 Resinas florais de C. ro_sea , C.nemorosa e C. (De Oliveira et al., 1999)
grandiflora
18,18,20 C. plukenetii (frutos) (Henry et al., 1999)
21 C. nemorosa (resinas florais) (De Oliveira et al., 1996)
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3.2.1 Possivel biogénese para a nemorosona e obdeltifoliona H

A nemorosona é um dos principais constituintes das resinas florais Clusia
résea, Clusia nemorosa e propoles cubana (Cuesta-Rubio, Osmany et al., 2001b;
Frion-Herrera et al., 2019a). E uma das benzofenonas que mais representa o
esqueleto biciclo [3.3.1] nonano-2,4,9-triona do tipo A. Sua possivel formacao se da
por reacOes de alquilagbes consecutivas de prenilacdes (dimetilalil pirofosfato) na
benzofenona basica 2,4,6-trihidroxibenzofenona (1), formando o intermediario 1l, que
ao sofrer uma quarta prenilacdo forma o intermediario carbocation que ira ciclizar
com a dupla nucleofilica do carbono 1 (lll), gerando a nemorosona geralmente
presente nas espécies em equilibrio ceto-endlico (Figura 17) (Cuesta-Rubio, 2023;

Cuesta-Rubio, Osmany et al., 2001).

Figura 17- Possivel biogénese para a nemorosona

Um exemplo de equilibrio tautomérico em nemorosona foi evidenciado a partir
da resina floral de C. r6sea nos estudos de Cuesta-Rubio et al., (2001). Nesse
estudo, os dados de RMN 13C das formas tautoméricas (Figura 18, pag. 31), ilustra
os deslocamentos quimicos referentes ao sistema biciclo [3.3.1]nonano-2,4,9-triona,
gue foi reconhecido pelos desvios quimicos de C-1 (lic 78,0 e Uc 71,4), C-5 (Uc 57,1
e Uc 64,8), C-8 ( Uc 48,2 e Uc 47,3), carbonilas cetbnicas conjugadas C-2, C-4 (lc
192,2 e Uc 195,0) e C-10 (lic 193,2 e Uc 193,1), dois carbonos endlicos C-2 e C-4 (lic
168,2 e lc 170,9) e um grupo carbonil em C-9 (U 207,3 e 207,6).
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Figura 18- Diferenca entre os deslocamentos quimicos de RMN 13 C em CDCIz para a nemorosona
em equilibrio tautomeérico, de acordo com os dados de (Cuesta-Rubio et al., 2001)

193.1

As diferencas nos deslocamentos quimicos mais baixos para carbonilas
conjugadas em comparacdo com as nao conjugadas acontecem devido as
alteracbes na densidade eletrbnica e nos estados de ressonancia possiveis no
sistema conjugado para ambos tautdmeros.

A obdeltifoliona H, é uma benzofenona poliprenilada com o esqueleto
biciclo[3.3.1]Jnonano-2,4,9-triona do tipo A, isolado a primeira da vez a partir da
espécie Clusia obdeltifolia (Teixeira; Cruz, 2005). Para a sua formacédo (esquema 6,
pag. 40), possivelmente ocorrem duas reacdes de prenilacbes seguida da mesma
reacdo de alquilacdo com uma porcao lavandulil pirofosfato no carbono 5 da
benzofenona bésica 2,4,6-trihidroxibenzofenona formando o intermediario I, que
cicliza pés formacéo do carbocétion para formar um outro derivado de benzofenona
poliprenilada ja isolada da espécie C. grandiflora denominada chamone | (ll)
(Lokvam et al., 2000). Por fim a por¢cdo lavandulil cicliza formando o sistema
cromeno (ligados ao C-4 e C-5) obtendo a obdeltifoliona H em IV (Teixeira; Cruz,
2005).

Sinais de deslocamentos quimicos de RMN 13C, caracteristicos ao tipo de
esqueleto biciclo[3.3.1]Jnonano-2,4,9-triona do tipo foram demonstrados nos dados.
Segundo Teixeira; Cruz. (2005) os dados de RMN 13C ilustram a presenca de dois
grupos isopentenil e confirmaram a existéncia do grupo benzoilo. Trés sinais em Uc
208,3, 1c193,8 e lc 193,6 indicaram a presenca de um carbonil ndo conjugado e
dois conjugados. Além dos sinais de duas ligagbes duplas de grupos isopentenil,

dois outros sinais em Uc 126,9 e Uc 169,0 indicaram a presenca de uma ligagdo
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dupla endociclica enol conjugada com um carbonil, conforme ilustrado em v, na

Figura 19, pag. 32.

Figura 19- Possivel biogénese para obdeltifoliona H

3.2.2 Atividades bioldégicas de benzofenonas polipreniladas do tipo A

As benzofenonas polipreniladas séo conhecidas por possuirem uma gama de
atividades biologicas bastante significativas e nesse sentido a nemorosone (10),
principal constituinte das espécies C. nemorosa; C. grandiflora; C. résea (Camargo
et al., 2015; Cuesta-Rubio; Piccinelli; Rastrelli, 2005; Simpkins et al., 2012). J& foi
comprovado que ela possui atividade inibitoria de HIV em células T linfoblastéides
humanas C8166, com ECso in vitro de 0, 8 e (Cdest®RukoMPiccinelli;
Rastrelli, 2005); atividade antiestr og?”® ni-galactosidase
agindo pela inibicdo da acédo do 17-b-estradiol (E2) sem propriedade genotoxica em
42% na concentr a--8\dedstradidl QCargarge ehal.12013).

Com relacdo a atividade anticAncer a nemorosona, em comparagcdo com
células de cancer de mama sem tratamento, interrompe o ciclo celular na fase G1 e
deplecéo significativa na fase G2. Além disso, o composto alterou a expressao de 19

genes, dentre eles ERK1/2 (quinase regulada por sinal extracelular) e AKT

u
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https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/cell-cycle-arrest
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/g1-phase
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/g2-phase
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relacionados a diferentes vias, principalmente do ciclo celular, apoptose e receptores
hormonais (Camargo et al., 2015).

Recentemente foi investigado a relagdo simbidtica entre células de leucemia
monocitica THP-1 e células de carcinoma hepatocelular HepG2, e o papel da
nemorosona na prevencdo do crescimento de tumor induzido por TAM
(mondcitos em macrofagos associados a tumores). Concluiram que a nemorosona
bloqueia a proliferacdo e migracdo do carcinoma hepatocelular (HepG2), levando
uma alta porcentagem de células (80%) para a fase GO/G1 por meio da inibicdo da
formacdo de colonias e da capacidade migratéria (Frion-Herrera et al., 2019).

Uma revisdo recente destaca que a nemorosona nao apenas exibe
seletividade em relacdo as células cancerigenas, mas também sugere que sua
administracao controlada néo representa um risco para a vida dos animais tratados.
Além disso, ha evidéncias de que pode ser eficaz na supressdo de tumores. A
atividade antimutagénica, sem efeitos genotéxicos, juntamente com a capacidade de
contornar a resisténcia mdultipla a medicamentos, levou a conclusdo de que a
nemorosona pode ser uma opc¢ao tanto como tratamento Unico quanto em
combinagdo com outras terapias. Essa abordagem pode potencializar a eficacia dos
medicamentos convencionais, enquanto reduz os efeitos colaterais adversos
(Cuesta-Rubio, 2023).

Enquanto a 7-epi-nemorosona (17), tautdbmero da nemorosona, demonstrou
citotoxicidade em linhas de células de cancer de préstata (PCa) dependentes de
androgénio e independentes com valores delICspoentre 4 e 7,5¢ MComo na
leucemia e no neuroblastoma, nenhuma resisténcia cruzada foi detectada em linhas
de células resistentes a quimioterapia (Diaz-Carballo et al., 2012). Antes disso, ja foi
demonstrado que 7-epinemorosona foi considerada como potente agente
antirretroviral, i ni bindo a infec- «Diazvir al
Carballo et al., 2010).

Outras benzofenonas como propopolonas A (1), B (4) e C (5) isoladas da
espécie C. criuva, demonstraram atividade citotoxica, frente as células do
glioblastoma humano GL-15, nas contragcdes 8 2, 4 e M; 84,5 e M;
respectivamente (Marques et al., 2021b).

Essas descobertas ressaltam a promissora capacidade das benzofenonas

polipreniladas do tipo A, como candidatas robustas para o avanco de terapias


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/programmed-cell-death
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/hormone-receptor
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/hormone-receptor
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/monocytic-leukemia
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/monocytic-leukemia
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/monocyte
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/neuroblastoma
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cross-resistance
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anticancer, visando a obtencéo de tratamentos mais eficazes e com perfil de efeitos

adversos reduzido.

3.3 OCORRENCIA DAS BENZOFENONAS POLIPRENILADAS DO TIPO B

Dentro do género Clusia, os derivados benzofenonas polipreniladas do tipo B
sdo menos frequentes em comparacao com o tipo A. Algumas dessas substancias
apresentam dois grupos hidroxilas nas posi¢ées C-13 e C-14 no anel fenil, como é o
caso da guttiferona E (29) e do xantochimol (30). Adicionalmente, dois compostos
mencionados aqui, xerofenonas A (27) e B (28), foram isolados das folhas e galhos
da espécie C. portlandiana e constituem um par tautomérico. Essas benzofenonas
possuem um esqueleto do tipo biciclo[4.3.1]-decano-2,4,9 triona, diferenciando-se do
tipo biciclo [3.3.1]-nonano-2,4,9-triona (Henry et al., 1995).

Nas espécies do género Clusia, foram identificados nove benzofenonas
polipreniladas desse tipo B, presentes em diferentes partes das plantas. Destas
substancias isoladas no género a burlemarxiona E (Figura 20), € a mais recente

identificada na espécie C. burlemarxii. (Ferraz et al., 2020).

Figura 20- burlemarxione E isolada de C. burle-marxii

As demais benzofenonas polipreniladas do tipo B estdo presentes na Figura
21 e sua ocorréncia nas espécies e fonte de isolamento estdo demonstrados na

Tabela 4, pag. 36.

Figura 21-benzofenonas polipreniladas do tipo B encontradas no género Clusia
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Tabela 4- Ocorréncia e isolamento das benzofenonas polipreniladas do tipo B do género Clusia

ESTRUTURA OCORRENCIA NAS ESPECIES REFERENCIA
22 C.burlemarxii (caule) (Ferraz et al., 2020)
C. torresii (frutos) (Piccinelli et al., 2005)
C. fluminensis (resinas florais) (De Oliveira et al., 1996)
23 C.nemorosa (frutos) (Delle Monache; GAcs-BAITZ., 1991)
C.congestiflora (caule) (McCandlish; Hanson; Stout, 1976)
24 C. torresii (frutos); C. nemorosa (frutos) (Piccinelli et al., 2005)
(Delle Monache; GAcs-BAITZ., 1991)
25 C. torresii (frutos) (Piccinelli et al., 2005)
26 C. spiritu-sanctensis (flores) (Porto et al., 2000)
27,28 C. portlandiana (folhas e galhos) (Henry et al., 1995)
29, 30 C. rosea (folhas) (Gustafson et al., 1992)

3.3.1 Atividades biolégicas das benzofenonas polipreniladas do tipo B

As benzofenonas polipreniladas do tipo B também sado bastante conhecidas
por possuirem atividades bioldgicas promissoras, como atividade inseticida, antiviral
e principalmente citotoxica (Cuesta-Rubio; Piccinelli; Rastrelli, 2005; Duprat et al.,
2017; Eyong; Kuete; Efferth, 2013). Aqui se destacam a Clusianona e 7- epi -
clusianona que sdo pares tautomericos e isdbmeros constitucionais da nemorosona,
benzofenona poliprenilada do tipo A.

A clusianona (23) possui atividade citotoxica contra células de carcinoma
A549 com um valor de ICso de 3,06 UM e ao mesmo tempo afetando menos células
normais do fibroblasto pulmonar (MRC5) (Nagalingam; Wai-Ling; Teng-Jin, 2016b).
Mais recentemente este mesmo composto e seu derivado sintético de metilamina
tornaram a demonstrar atividade citotdéxica contra A549 e HK1 (carcinoma escamoso
da nasofaringe), resultando em alteraces morfoldgicas significativas relacionadas

com a apoptose, tais como encolhimento celular, formacdo de bolhas na


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/constitutional-isomer
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membrana, condensacéo da cromatina e formagéo de corpos apoptéticos indicando
a inducado de apoptose nas células cancerigenas (Break et al., 2024).

Além disso, estudos mostraram que a incubacdo de células HepG2 com
clusianona (2,512 5 € M) mmglevéi4 urha diminuicdo da viabilidade celular
(Reis et al., 2014). Também ha relatos de que a clusianona (23) possui atividade
inseticida contra D. peruvianus e O. fasciatus (Duprat et al., 2017).

Estudos recentes demonstraram que a 7-epiclusianona (24) interferiu na
progresséo do ciclo celular e induziu a morte celular nas linhagens MCF-7 e Hs 578T
(células de cancer de mama). Especificadamente, culturas de MCF-7 tratadas por 24
e 48 h com 7-Epi, nas concentracbes de 5 ou 10 &M apresentar al
populacdo de células em GO/G1 com reducdo da populagdo de células na fase S.

Além disso, houve aumento da populagdo sub-G1 em culturas MCF-7 tratadas com
7-Epiclusianonaa 10 e 20 ¢ M, indicando que a con
induziu morte celular (Lamartine-Hanemann et al., 2020). Ainda mais recente, inibiu
seletivamente o crescimento de células KB (carcinoma epidermdide oral humano)
em7,12e¢M al ®m de que foi observado citotoxi
células ndo cancerosas (Kaennakam et al., 2023).

A mesma substancia (24) também apresentou um bom efeito antiinflamatério
A1 n ,demenstiado pela reducdo do endema da pata em camundongos, induzido
por carregenina nas doses testes de 5, 10 e 15 mg / kg/ po. Além disso, nas
mesmas doses, a 7-epiclusianona inibiu a nocicep¢do induzida por uma injecao
intraperitoneal de acido acético, observada pela diminuicdo do numero de episédios
de contorcao (Santa-Cecilia et al., 2011).

Em outro estudo "in vivo" adicionalmente notével, avaliou-se a atividade
esquistossomicida do composto (24) em camundongos experimentalmente
infectados por S. mansoni, o parasita causador da esquistossomose. Administrando
doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg de peso corporal por dia, observou-se uma
reducdo significativa na carga parasitaria com a dose de 300 mg/kg durante um
periodo de 5 dias. Este resultado sugere um potencial terapéutico promissor do

composto (24) no tratamento da esquistossomose (Castro et al., 2018).

3.3.2 Biogénese das substancias spiritona, dihidroxiclusianona e xantochimol


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/physics-and-astronomy/condensation
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/nociception
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A spiritona (26) € uma benzofenona poliprenilada do esqueleto biciclo [3.3.1]
nonano-2,4,9-triona tipo B. Foi isolada a partir das flores da espécie C. spiritu-
sanctensis (Porto et al., 2000). A possivel formacdo da spiritona se da através de
duas reacdes de alquilacdo usando trés prenilas (dimetilalil pirofosfato), e uma
porcdo de lavandulil pifosfato, que apds ciclizacdo forma spiritona com o grupo
benzoil posicionado no C-3 (lll, Figura 22). Sua estrutura esta diretamente
relacionada com a 7-epinemorosona (tipo A), uma vez que suas estereoquimicas
sdo semelhantes em relagdo a porcéo biciclo e posicdo do grupo prenila C-7 endo
(Cuesta-Rubio; Piccinelli; Rastrelli, 2005). No entanto, ha de se esperar que no RMN
13C haja 38 carbonos, além um sinal caracteristico a metileno terminal, referente ao

grupo lavandulil presente no C-5 (VI, Figura 22).

Figura 22- Proposta de biogénese para a spiritona

HO OH PPO

A benzofenona poliprenilada dihidroxiclusianona, foi identificada a partir dos
frutos da espécie C. torresi (Piccinelli et al., 2005). A biogénese da
dihidroxiclusianona possui uma benzofenona basica precursora de xantona
denominada como maclurin com o esqueleto 2,4,6,3',4'-pentahidroxibenzofenona,

como precursora (I) (Mi Moon et al.,, 2019). Esta sofre rea¢gbes de prenilagdo na
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posicdo 3 e 5 do anel B (Il), que posteriormente cicliza com a dupla nucleofilica na
posicdo 5 do intermediario para formar a dihidroxiclusianona, em equilibrio ceto-
endlico (Ill), com o grupo dihidroxfenona posicionado nas posicdes 3 e 4 (Figura 23).
Estes mesmos compostos foram encontrados nos frutos de Garcinia aristata e
identificados como aristophenonas A e B (Cuesta-Rubio, O. et al., 2001). A maioria
das benzofenonas relatadas do género Garcinia sdo benzofenonas polisopreniladas,

derivadas da maclurina (I) (Aravind; Menon; Rameshkumar, 2016).

Figura 23- proposta de biogénese para a dihidroxiclusianona

Os sinais caracteristicos de RMN 3C em Uc 194,8 e lc 194,5, em conjunto
com os sinais Uc 149,5; uc 143,5 e Uc 149,6; Uc 143,3, sdo indicativos da presenca
de um grupo 3,4-di-hidroxibenzoilo presentes no par tautomérico aristofenona A e B
(Figura 24). Este esqueleto € o mais frequentemente encontrado entre os derivados
de benzofenona biciclico-prenilados de outros géneros na familia Clusiaceae
(Cuesta-Rubio, O. et al., 2001).



40

Figura 24- Deslocamentos quimicos RMN 3C, em CDClIz para a dihidroxiclusianona em equilibrio
ceto-endlico

aristofenona A aristofenona B

194.8 115.9

198.6

A biogénese do xantochimol também usa macrulina como precursor inicial (1),
na qual sofre duas reacdes de prenilacdo e uma geranilagéo, seguida pela ciclizagéao
da dupla endlica nucleofilica C-5 formando xantochimol, uma benzofenona
poliprenilada, isolada da espécie Clusia résea (Gustafson et al., 1992). A ciclizacao
na porcéao geranil, do xantochimol (1V), forma a isoxantochimol (V), que ainda néo foi
isolada nas espécies do género Clusia (Figura 25).

Figura 25- Possivel biogénese para o xantochimol
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3.4 BENZOFENONAS POLIPRENILADAS COM O ESQUELETO BICICLO [3.3.1]
NONANO-2,4,9-TRIONA DO TIPO C

Anteriormente dizia-se que esse tipo de benzofenona poliprenilada com o
esqueleto biciclo[3.3.1]nonano-2,4,9-triona do Tipo C ndo era comum nas espécies
do género Clusia, e isto acontece devido a mudanca do precursor inicial MPAPs,
que ndo é o mesmo utilizado para formar os tipos A e B (Ciochina; Grossman, 2006).
Hoje se sabe que provavelmente apenas as benzofenonas polipreniladas dos tipos
A e B estdo presentes em plantas da familia Clusiaceae, uma vez que o0s
intermediarios MPAPs com grupos isoprenil e acil localizados no mesmo atomo de
carbono ainda ndo foram encontrados em nenhuma espécie de planta (Yang, Yang
e Xu, 2017).

As benzofenonas polipreniladas nemorosona e hidroxinemorosona (Figura
26), ja foram consideradas como sendo do tipo C. Apoés revisdo, a hemorosona e
hidroxinemorosona foram classificadas como sendo ambas benzofenonas

polipreniladas do tipo A (Cuesta-Rubio, Osmany et al., 2001).

Figura 26- Benzofenonas polipreniladas nemorosona e hidroxinemorosona

nemorosona hidroxinemorosona

Similarmente, a 7-epinemorosona também ja foi considerada como sendo do
tipo C, no entanto Yang; Yang; Xu, (2017), por meio de analise espectroscopica de
RMN de ¥ C e usando um método de quimica quantica computacional, fez a
reestruturacao e percebeu que a 7-epinemorosona possui a mesma estrutura das
plukenetiona D ou E (outro par tautomérico ceto-enol isolados da espécie Clusia
plekenette). Ou seja, a 7-epinemorosona e a plukenetiona D, possuem a mesma

estrutura, conforme ilustrado na Figura 27.
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Essas descobertas destacam a importancia da analise detalhada e continua
na classificacdo e compreenséo das benzofenonas polipreniladas, contribuindo para

uma visdo mais precisa de sua diversidade estrutural.

Figura 27- Comparacédo entre as estruturas, revisadas do tipo C para tipo A

7-epinemorosona plukenetiona D plukenetiona E

3.5 BENZOFENONAS POLIPRENILADAS COM ESQUELETOS ADAMANTANO E
HOMOADAMANTANO DO TIPO A

O grupo adamantano e homoadamantano sao uma categoria que atrai muito
a atencdo dos pesquisadores, pois anteriormente se considerava que sua sintese
era puramente abiotica. Esta visao foi revertida quando a primeira benzofenona com
0 esqueleto tipo adamantano foi isolada de Clusia plukenetii por Henry et al., (1996).
Depois disso, varios derivados com esses tipos de esqueletos foram isolados,
principalmente nos géneros de Hypericum e Garcinia (Chen et al., 2019).

Estes metabdlitos podem ser biossinteticamente derivados de benzofenonas
polipreniladas com um nucleo biciclo [3.3.1] nonano-2,4,9-triona via ciclizacdo
secundaria do C-3 endlico fortemente nucleofilico com o carbono C-27 ou C-28
(Figura 28, pag. 43), formando o adamantano com um nucleo triciclo [3.3.1.1]
decano ou homoadamantano com um nucleo triciclo [4.3.1.1] undecano,

respectivamente (Yang; Yang; Xu, 2017).


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nucleophilicity
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Figura 28- Formacéao dos derivados de adamantano e homoadamantano

R4=prenila

homoadamantano

Fonte: YANG et al., (2017); adaptado

No género Clusia, ainda ndo ha relatos de benzofenonas polipreniladas com
esqueletos adamantanos e homoadamantanos formados a partir do nucleo biciclo
[3.3.1] nonano-2,4,9-triona do tipo B. Isso pode acontecer devido ao fato de que as
benzofenonas [3.3.1] nonano-2,4,9-triona do tipo B, sdo mais presentes no género
Garcinia e menos comum no género Clusia, que o tipo [3.3.1] nonano-2,4,9-triona do
tipo A.

Até entdo foram identificadas seis benzofenonas polipreniladas do tipo
adamantano (Figura 29, pag. 44), e oito benzofenonas poliprenilas do tipo
homoadamantano (figura 30, pag. 45), todos isolados de diferentes espécies do
género Clusia. Suas ocorréncias e referéncias de isolamento estdo presentes nas

tabelas 5 e 6.
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Figura 29- Benzofenonas polipreniladas adamantano encontrada em Clusia

31 32 33

hipersampsin E hipersampsin F obdeltifoliona C

36
sampsonione J

plukenetiona A 28,29-epoxiplukenetiona A

Tabela 5- Ocorréncia e referéncia de isolamento das benzofenonas polipreniladas com esqueletos
adamantanos do tipo A.

ESTRUTURA OCORRENCIA NAS ESPECIES REFERENCIA
31,32 C. criuva (caule) (Marques et al., 2021)
33 C. obdeltifolia (caule) (Teixeira; Cruz, 2005)
C. burle-marxii (caule) (Ferraz et al., 2019b)
34,35 C. havetiodes (frutos) (Christian et al., 2001)
C. plukenetii (frutos) (Henry et al., 1996)

36 C. havetiodes (frutos) (Christian et al., 2001)
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Figura 30- Benzofenonas polipreniladas homoadamantano encontrada em Clusia

37 38
goianona sampsoniona G

39
obdeltifoliona B

42 43

plukenetiona B plukenetiona C

Tabela 6- Ocorréncia e referéncia de isolamento das benzofenonas polipreniladas com esqueletos
homoadamantano do tipo A.

ESTRUTURA OCORRENCIA NAS ESPECIES REFERENCIA
36 C. burlemarxii (caule) (Ferraz et al., 2021)
C. obdeltifolia (caule) (Cruz; Teixeira, 2004)
C. criuva (Marques et al., 2021)
37 C. résea (frutas) (Novais et al., 2017a)
38 C. obdeltifolia (caule) (Cruz; Teixeira, 2004)
39.40,41 C. obdeltifolia (caule) (Cruz; Teixeira, 2004)
42 C. plukenetii (frutos)

(Henry et al., 1999)
(Henry et. al., 1999; Christian et al.,
43 C. plukenetii (frutos)C. havetiodes 2001)
(frutos)
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3.5.1 Atividades bioldgicas dos adamantanos e homoadamantanos

encontrados em Clusia

Dos derivados de benzofenonas do tipo adamantano, a hipersampsin E,

recentemente isolada da espécie C. criuva, citotoxicidade in vitro frente linhas de

células humanas derivadas de glioblastoma GL-15, como ECsod e 18, 2 ¢ M,

temozolomida usada como controle positivo (Marques et al., 2021).

A plukenetione A (33), isolado da espécie C. plukenetii apresentou
citotoxicidade consideravel (valoresdeICsoent re 1,7 e 16, 3 ¢g
linhagens de células tumorais humanas (sélidas e hematolédgicas entidades). Além
de que inibe tanto o M-MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus) quanto a
transcriptase reversa do HIV in vitro, que estdo envolvidos na polimerizacdo de
nucleotideos (inibicdo enzimatica ICso=15¢ g /L)mUma vez que estd bem
estabelecido que algumas leucemias de células T sdo causadas pelos retrovirus
HTLV I/ 1l (virus linfotropicos de células T humanas) (DIAZ-CARBALLO, David et al.,
2008).

3.5.2 Biogénese da plukenetiona A e B: benzofenonas polipreniladas com os

esqueletos adamantano e homoadamantano

A plukenetiona A é uma benzofenona poliprenilada do tipo incomum,
inicialmente isolada de Clusia plukenetii, possui o tipo de esqueleto triciclo [3.3.1.1
371 decano-2,4,9-triona (Henry et al., 1996). Pode-se partir do principio de que sua
biogénese comeca a partir de uma benzofenona poliprenilada com esqueleto biciclo
[3.3.1] nonano-2,4,9-triona do tipo A sofrendo reacao de ciclizagdo do carbono C-3
enolico com o C-27 da prenila em C-7, formando a plukenetiona A (esquema 10,
pag. 56). Uma proposta similar foi realizada para a formacéo da hipersubonas C,
isolada da espécie Hypericum subsessile (Liao et al., 2015).

A mesma benzofenona poliprenilada com esqueleto biciclo [3.3.1] nonano-
2,4,9-triona do tipo A, como precursora, sofre reacdo de epoxidacdo na ligacao
dupla da prenila posicionada em C-3. ApOs isso, acontece uma reacdo de
cicloadicdo intermolecular do carbono C-3 enolizdvel com o C-28 do intermediario,

formando a plukenetione B, do tipo homoadamantano com o esqueleto tetraciclo

/

r

m
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[5.3.3.1.%120 15] tetradecano (Figura 31). Este derivado foi isolado a primeira vez por
Henry., (1999) a partir da espécie Clusia plukenetii e recentemente foi relatada na
espécie Hypericum hookerianum (Ye et al.,, 2019), no entanto sua formacéo foi
proposta com base na biogénese dos homoadamantanos encontrados na espécie
Garcinia multiflora (Chen et al., 2019).

Figura 31- Possivel biogénese para a formacao das plukenetiones A e B

plukenetiona B

A fim de facilitar a comparacédo entre os sinais dos esqueletos entre as duas
estruturas, fez-se necessario a renumeracao, uma vez que estas substancias foram
elucidadas antes das revisdes realizadas por Ciochina; Grossman, (2006); Yang et
al., (2017); Yang; grossman; Xu (2018). Ambas as estruturas possuem o grupo fenil
cetona na posicao 1 do anel B. Esta posicao foi mantida devido a formacao inicial do
percussor biciclo [3.3.1] nonano-2,4,9-triona.

E perceptivel que os esqueletos se distinguem devido a presenca de duas
prenilas posicionadas nos carbonos quaternarios C-3 e C-5 e ha a presenca do
grupo 2-metil propenila, posicionado no carbono 27, com sinal para carbono sp?
metinico em Uc 51,7 (C-27) adjacente ao sp2 metinico em Uc 119,4 (C-28). O autor
usou da correlagdo HMBC do proton H-27, com o carbono adjacente C-28, para
confirmar a existéncia desse grupo na plukenetiona A (Figura 32).

No esqueleto da plukenetiona B, s6 ha uma unidade prenila ligada ao C-5,

também a presenca do grupo ciclopentano substituido com isopropanol e metilas
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geminais, formado a partir da ciclizagdo da prenila C-3 com C-7 do precursor inicial
(Figura 32). A diferenca nos deslocamentos quimicos de RMN 13C para as

plukenetionas A e B, estdo presentes na figura 16.

Figura 32- Diferenga nos deslocamentos quimicos de RMN 3C para as plukenetionas A e B

plukenetiona A plukenetiona B

3.6 DEMAIS DERIVADOS DE BENZOFENONAS CLASSIFICADAS COMO TIPO D

De acordo com a revisdo de (Wu; Long; Kennelly, 2014), os derivados de
benzofenonas que ndo possuem o anel biciclico caracteristico dos tipos A, B e C
seriam categorizados como tipo D. Nessa classificacdo, incluem-se substancias
como nemorosonol e as xerofenonas A e B. Entretanto, uma mudanca de
classificacdo ocorreu conforme Yang; Grossman; Xu., (2018), que reclassificou a
nemorosonol como derivado complicado via cicloadicdo [4+2] intramolecular, e as
xerofenonas A e B como pertencentes a classe de benzofenonas polipreniladas do
tipo B.

Nesta revisdo, os derivados simples de 2,4,6-tri-hidroxibenzofenona,
analisados por Anholetl et al. (2015), sdo considerados pertencentes a essa classe
(Figura 33). Assim como o0s compostos do tipo A, eles tém uma presenca
significativa no género Clusia. No entanto, ndo ha relatos recentes de isolamento

desses com postos.
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Figura 33- Benzofenonas classificadas como tipo D.
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Tabela 7- Ocorréncia e referéncia de isolamento das benzofenonas classificadas como tipo D.

ESTRUTURA OCORRENCIA NAS REFERENCIA
ESPECIES
C. columnaris (Compagnone et al., 2008)
45
C. sandiensis (frutos) (Monache, Franco Delle; Monanche, 1988)

46 C. lanceolata (flores) (Porto et al., 2000)
47 C. weddelliana (flores) (Porto et al., 2000)
48 C. weddelliana (flores) (Porto et al., 2000)
49 C. nemorosa (flores) (De oliveira et. al., 1996)

50; 51 C. sandiensis (frutos) (Monache; Monache; Gacs-Baitz, 1991)
52 C. ellipticifolia (frutos) (Olivares; Gonzalez; Monache, 1994)

(Olivares; Gonzalez; Monache, 1994)
53 C. ellipticifolia (frutos) (Delle Monache; Delle Monache; Gacs-BAITZ,
1991)
54,55 C. ellipticifolia (frutos) (Gonzalez, J. Gonzales, 1983)

3.7 OUTROS DERIVADOS DO TIPO COMPLICADO VIA CICLOADICAO [4+2]
INTRAMOLECULAR:TIPO E.

Além das classes de derivados de benzofenonas polipreniladas A, B, C e D

existem mais uma subclasse que ndo se adequa a nenhum tipo mencionado que

sdo os derivados de cicloadi¢cdes intramoleculares [4 + 2] de MPAPs (Figura 34).

Alguns desses derivados compartilham o tipo de esqueleto triciclo [4.3.1.0%7]

decano, como no caso do nemorosonol que foi a primeira substancia identificada

dessa classe (Monache, Franco Delle; Monanche, 1988).

Figura 34- Cicloadi¢es intramoleculares [4 + 2] de MPAPs

Diels-Alder
[4+2]

triciclo [4.3.1.0%7] decano
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E sugerido na literatura que existem enzimas que medeiam as reacdes de
Diels-Alder nas vias biossintéticas de metabolitos secundarios, e a natureza é, de
fato, capaz de utilizar a construcao de Diels-Alder para gerar uma matriz complexa
de produtos (Hess; Smentek, 2012; Liao et al., 2015).

O i sonemorosonol , ® -dicetonaees pauikbtio tautomépca
com nemorosonol, e possui o0 mesmo tipo de esqueleto triciclo [4.3.1.0%7] decano-
2,9-diona. A's burl emar xi ones A e-dic&gnas £m @quilibmo
tautomérico com um novo tipo de esqueleto com nulcleo tetradecano
[8.3.1.0 311 .0 510 e possuem bastante semelhanca com a nemorosonol (Ferraz et
al., 2019). E importante ressaltar que estes tipos de derivados s&o 0s mais recentes
isolados em Clusia (Figura 35). Algumas dessas substancias inéditas foram

recentemente identificados na espécie C.burle-marxii.

Figura 35- Isonemorosonol, nemorosonol, burlexarxione A e B em equilibrio tautomérico

nemorosonol

burlemarxiona A burlemarxiona B

Os autores sugerem que as burlemarxionas A e B sao resultantes de uma
ciclizagéo intramolecular (Ferraz et al., 2019). Mais tarde, foi descoberto na mesma
espécie uma outra benzofenona poliprenilada, cujo esqueleto é derivado da
burlemarxione A. Esta substancia, apos passar por reagdes adicionais de ciclizagédo
radicalar e/ou reagéo Diels-Alder, forma a burlemarxiona D (59, figura 36) (Ferraz et

al., 2020).

par
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A importancia dos avancos nos métodos de separacdo e identificacdo dos
compostos também ndo pode ser subestimada, pois técnicas aprimoradas permitem
a deteccdo e caracterizacdo de novos compostos com maior precisao e eficiéncia,
contribuindo significativamente para a descoberta desses novos esqueletos de
benzofenonas polipreniladas.

A medida que esses compostos se tornam cada vez mais prevalentes em C.
burle-marxii, € razoavel esperar que mais exemplos desse tipo de esqueleto sejam
descobertos em outros géneros de Clusia. Observa-se, portanto, uma justificativa
para a revisdo da classificacdo atualmente designada como "Outros derivados do
tipo complicado via cicloadicdo [4+2] intramolecular para "Benzofenonas
Polipreniladas do tipo E". Essa nova nomenclatura abarcaria ndo apenas 0s
derivados de benzofenonas formados por meio de cicloadigdo [4+2] intramolecular,
mas também outras reacdes existentes como as radicalares, que possam contribuir

para a formacdo dessas versateis estruturas.

Figura 36- Outros derivados do tipo Complicado Via Cicloadi¢éo [4+2] Intramolecular:TIPO E

56 57

burlemarxiona A burlemarxiona B isonemorosonol

(burlemarxiona C)

59 60 61
burlemarxiona D burlemarxiona F nemorosonol
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Tabela 8- Ocorréncia e referéncia de isolamento das benzofenonas classificadas como tipo D

ESTRUTURA OCORRENCIA NAS ESPECIES REFERENCIA
56,57,58 C. burle-marxii (caule) (Ferraz et.al., 2019)
59,60 C. burle-marxii (caule) (Ferraz et al., 2020)
61 (Monache, Franco Delle; Monanche, 1988)
C. nemorosa (frutos) (Monache; Monache; Gacs-Baitz, 1991)

(Cerrini et al, 1993)

3.7.1 Atividades biologicas derivados do tipo Complicado Via Cicloadicéo
[4+2] Intramolecular: TIPO E

Entre os compostos derivados que apresentam o esqueleto molecular
caracterizado pela Cicloadicao [4+2] Intramolecular, destaca-se o derivado metilado
da burlemarxiona A (56), obtido a partir do caule da espécie vegetal C. burlemarxii.
Este composto demonstra significativa atividade citotoxica em relacéo as células de
glioblastoma humano (GL-15), exibindouma ECsod e 3 1, Fd&razeehdl., 019).
Além disso, destaca-se 0 nemorosonol, que se constitui como a primeira substancia
a apresentar esse tipo de esqueleto. Ele também demonstrou atividade frente as
células KB, comum ICsod e 0, 9 (Thagsonm2005).

3.7.2 Biogénese da nemorosonol

A benzofenona poliprenilada com o nucleo enjaulado nemorosonol, foi isolado
a primeira vez a partir da espécie Clusia nemorosa e é considerada como o principal
constituinte da espécie (Monache 1988, 1991), e mais tarde foi encontrada também
na espécie Clusia burle-marxii (Ferraz, 2005). Sua formacéo pode se dar a partir da
reacao de cicloadi¢éo intramolecular de Diels Alder [4 + 2] (esquema 13), usando a
por¢do lavandulil do precusor I, conhecido como weddellianona A, ja isolada e
identificada por PORTO et. al., (2000) a partir das flores de C. weddelliana. Uma via
similar foi proposta para a biogénese dos compostos garmultinas A e B, isoladas e
outros andlogos semelhantes da espécie Garcinia multiflora (Tian et al.,
2016).
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Figura 37- Biogénese para nemorosol via cicloadi¢do intramolecular de Diels Alder [4 + 2]

Diels-Alder
[4+2]

nemorosonol isonemorosonol

O isonemorosonol, isolado também na espécie C. burle-marxii € o respectivo
par dieetorfa em equilibrio tautomérico com nemorosonol, e possui 0 mesmo
tipo de esqueleto triciclo [4.3.1.0%7] decano-2,9-diona com um padrdo de sinais no
espectro de RMN 3C muito semelhante, exceto para os sinais de RMN 3 C nas
posicbes 1, 2 e 27 (Ferraz et al., 2019b).

A segunda possibilidade de biogénese € uma reacdo de alquilagdo com
lavandulil pirofosfato na benzofenona bésica I, no qual essa reage através da reacéo

de ciclizacdo intramolecular, no intermediario Il para formar nemorosonol (Figura 38)
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Figura 38- Segunda possibilidade de biogénese para a nemorosonol

A formacdo do nemorosonol usando lavandulil pirofosfato € bastante
plausivel, ja que as benzofenonas burlemarxione E (Ferraz et al., 2020) e
burlemarxione A (Ferraz et al., 2019a), também se formam usando esse mesmo
precursor. E vélido mencionar que nesse mesmo trabalho uma via similar foi
proposta para a formacéo da burlemarxione F, no entanto para esta usa-se o 2-(1-
metilvinil)-hexa-5-enil pirofosfato, enquanto que para a nemorosonol usa-se a por¢cao
de lavandulil pirofosfato. Ou seja, percebe-se que a burlemarxiona F possui na sua
formacao final a porcdo isopentenil e a nemorosonol possui a por¢cao dimetilalil,
ambas posicionadas no carbono C-8 de cada estrutura (Figura 39).

Figura 39- Diferenca estrutural entre burlemarxiona F e nemorosonol

burlemarxiona F nemorosonol
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3.8 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS DESLOCAMENTOS QUIMICOS
DOS DERIVADOS DE BENZOFENONA COM O ESQUELETO
BICICLO[3.3.1]NONANO-2,4,9-TRIONA.

As benzofenonas polipreniladas com o tipo de esqueleto biciclo [3.3.1]
nonano-2,4,9-triona possuem algumas caracteristicas comuns identificadas a partir
das diferencas de deslocamentos quimicos de RMN 3C e 'H, e isso é de grande
importancia para auxiliar na identificacdo desses compostos, uma vez que eles
podem possuir diferentes conformacdes e estereoquimica nos seus substituintes.
Como caracteristicas comuns, PICCINELLI e colaboradores (2005), estabeleceram
que:

o] Todos os derivados de benzofenona biciclo [3.3.1] nonano-2,4,9-triona
apresentam sinais de RMN 13C, nas regides de Uc 207 a Uc 210 ppm, pertencentes a
carbonila n&o conjugada em C-9 da porg¢éao biciclo.

o] Todos 0s compostos possuem um ou dois singletos de metil alifatico em G 1,0
a 1,6 ppm gue se correlacionam em HMBC com um carbono quaternario alifatico em
C-8 (Uc 47 a 51).

o] Todos os derivados apresentam um unico grupo metileno alifatico (CH2-6) no
biciclo e um de seus protons é geralmente observado como duplo dupleto (U 1,9-2,2)
no espectro RMN 1H.

Outro ponto importante para identificacdo desses compostos € que a prenila
posicionada em C-7, pode assumir a posicdo equatorial (exo), quando o
ciclohexanona (anel B) adota a conformagéo cadeira, e quando o substituinte C-7
assumir a posicao axial (endo), a conformacado do anel B ser4 em bote (De Oliveira
et al., 1999; Lokvam et al., 2000b).

Tem-se como exemplo a nemorosona, que possui a prenila C-7 em exo, com
o valor de deslocamento quimico em Uc 42.5 ppm e a 7-epinemorosona gque possui
em endo, com o deslocamento quimico em C-7 Uc 48.6 ppm de acordo com 0s

dados de De Oliveira (1999; 1996), (Figura 40).
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Figura 40- Nemorosona exo e a 7-epinemorosona endo

Nemorosona 7-epinemorosona

Essas diferencas na conformacédo e posicédo da prenila C-7, sdo perceptiveis
a partir dos deslocamentos quimicos 3C e 'H, como exemplo tem-se que quando o
substituinte C-7 é exo, a diferenca nos deslocamentos quimicos dos dois atomos H-
6 € 0,3-1,2 ppm, e o deslocamento quimico de C-7 é Uc 41-44 ppm, no entanto,
guando o C-7 substituinte é endo, ou a diferenca nos deslocamentos quimicos dos
H6 ® 0, 010,2 ppm ou o desl dcd4abmedndt (@@aqupma2 mi c o
Grossman, 2006c)

Alguns desses derivados podem existir em equilibrio ceto-enolico,
apresentando espectros de RMN 3C e 'H com mais de um conjunto de sinais, do
contrario, significa que ndo ha equilibrio, podendo a hidroxila no equilibrio ser
guelada, ciclizada ou oxidada. Uma opc¢édo de tornar o nucleo biciclo [3.3.1] -nonano-
2,4,9-triona mais estavel para a separacao e identificacdo, € realizando a metilagéo
com CH2N2 para obter derivados metilicos, facilitando a separagdo destes

compostos (Wu; Long; Kennelly, 2014).
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4 CONCLUSAO

O presente trabalho ilustrou uma nova revisdo bibliografica sobre os
derivados de benzofenonas polipreniladas isoladas no género Clusia (BPGC). Estas
substancias possuem estruturas bastante complexas e a maioria das revisdes
generalizam todas as benzofenonas polipreniladas como acilfloroglucinois
policiclicos poliprenilados (PPAPs), como em YANG; GROSSMAN; XU, (2018) que
relata a ocorréncia de 866 PPAPs, com benzofenonas inclusas. Aqui foram
mencionadas apenas as benzofenonas polipreniladas isoladas do género Clusia
(BPGC). No total foram encontradas 61 benzofenonas polipreniladas naturais, ou
seja, nenhum derivado semissintético como metilado ou acetilado foi incluido. As
benzofenonas polipreniladas foram classificadas de acordo com seus tipos de
esqueletos com base em revisGes anteriores, sendo as do tipo A, as mais relatadas.
Também foi sugerido a mudanca da classificacdo atualmente designada como
"Outros derivados do tipo complicado via cicloadigdo [4+2] intramolecular" para
"Benzofenonas Polipreniladas do tipo E" uma vez que estas vem sendo bastante
visadas no género.

Com base nas pesquisas varias benzofenonas polipreniladas encontradas no
género possuem boas atividades biologicas, especialmente citotéxica, mas também
antinflamatoria, antiviral, antibacteriana e inseticida, sendo que a nemorosona (10),
do tipo A é a que mais se destaca, mas também outras novas benzofenonas
polipreniladas do mesmo tipo A como as propopolonas A (1), B (4) e C (5) também
possuem atividade citotdxica frente a células do GL-15.

Das espécies de Clusia relatadas, a Clusia burle-marxii, vem se destacando
como portadora dessas substancias bastante sofisticadas, onde compostos com
diferentes esqueletos inéditos foram descobertos. Deve-se ressaltar que todas as
espécies do género foram importantes para o levantamento, no entanto a C. burle-
marxii € a que mais instiga 0 quanto o género € importante como fonte de novos

derivados de benzofenonas polipreniladas.
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CAPITULO 2

Benzofenonas polipreniladas isoladas das folhas e do caule de Clusia

burle-marxii
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RESUMO

Neste capitulo descreve-se o isolamento de quatorze benzofenonas polipreniladas a
partir dos extratos hexanicos das folhas e do caule de C. burle-marxii, sendo quatro
sem precedentes na literatura, denominadas burlemarxionas G, H, | e J e outros dez
compostos previamente conhecidos: nemorosonol, burlemarxionas A, B, C, D e F, as
plukenetiona F e G (novas na espécie), hipersampsona T e propolona A. A
burlemarxiona G é o par tautdmerico ceto-enol da burlemarxiona F, bem como as
burlemarxionas A e B, nemorosonol e bulermarxiona C. A burlemarxiona H deriva
das burlemarxiones F e G, mas possui um anel adicional devido a ciclizacdo do
grupo prenila ligado ao C-5, semelhante a burlemarxiona D; a burlemaxiona J,
possui o tipo de esqueleto biciclo [3.3.1] nonano-2,4,9-triona do tipo A, igualmente as
plukenetionas F-G, hipersampsona T e propolona A. A determinacéo estrutural das
substéancias isoladas foi realizada através de técnicas espectroscopica (Ressonancia
Magnética Nuclear e Infravermelho) e espectométrica (EM). Os compostos
apresentaram atividade antiglioma frente a células C6 moderada: burlemarxionas H
e |, provenientes das folhas, demonstraram reducdo na viabilidade celular de 35,5%
e 27,6%. Os compostos isolados do caule: burlemarxionas G, A e D reduziram em
23,7%, 18,7% e 30%, respectivamente. As benzofenonas com o esqueleto biciclo
[3.3.1] nonano-2,4,9-triona: plukenetiona G e propolona A, alcancaram reducdes de
29,44% e 15%, respectivamente. Esses resultados destacam a espécie como uma
fonte significativa de benzofenonas polipreniladas, além de serem muito promissoras

em atividades bioldgicas.

Palavras chaves: Anti-glioma, benzofenonas, Clusiaceae, derivados metilados
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ABSTRACT

This chapter describes the isolation of fourteen polyprenylated benzophenones from
hexane extracts of the leaves and stem of C. burle-marxii, four of which are
unprecedented in the literature, named burlemarxiones G, H, | and J, and ten other
previously known compounds: nemorosonol, burlemarxiones A, B, C, D and F,
plukenethione F and G (new in the species), hipersampsone T and propolone A.
Burlemarxione G is the keto-enol tautomeric pair of burlemarxione F, as well as
burlemarxiones A and B, nemorosonol and bulermarxione C. Burlemarxione H
derives from burlemarxiones F and G, but has an additional ring due to cyclization of
the prenyl group attached to C-5, similar to burlemarxione D; burlemaxione J has the
bicyclo [3.3.1] nonane-2,4,9-trione type A skeleton, as do plukenetiones F-G,
hypersampsone T and propolone A. The structural determination of the isolated
compounds was performed using spectroscopic (Nuclear Magnetic Resonance and
Infrared) and spectrometric (MS) techniques. The compounds showed moderate
antiglioma activity against C6 cells: burlemarxiones H and I, from the leaves,
demonstrated a reduction in cell viability of 35.5% and 27.6%. The compounds
isolated from the stem: burlemarxiones G, A and D reduced by 23.7%, 18.7% and
30%, respectively. Benzophenones with the bicyclo[3.3.1]nonane-2,4,9-trione
skeleton: plukenethione G and propolone A, achieved reductions of 29.44% and
15%, respectively. These results highlight the species as a significant source of
polyprenylated benzophenones, in addition to being very promising in biological

activities.

Key words: Anti-glioma, benzophenones, Clusiaceae, methylated derivatives
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1 INTRODUCAO

O género Clusia é um conhecido produtor de derivados de benzofenona
poliprenilados com grande complexidade estrutural e diversidade (Anholeti, et al.,
2015; Ferraz, Caline et al., 2019a, 2019b, 2020; Marques, et al., 2021). Os derivados
de benzofenona polipreniladas do género Clusia (BPGC) abrange uma classe
complexa de floroglucindis policiclicos poliprenilados, originados pelas vias do
chiguimato e do acetato-malonato(Kumar; Sharma; Chattopadhyay, 2013). A porcéo
derivada de floroglucinol sofre a adicdo de mudultiplos grupos prenil ou geranil,
resultando na formacdo de um intermediario benzilfloroglucinol poliprenilado
monociclico. Este intermediario, por sua vez, pode sofrer uma ou mais reacdes de
ciclizacdo e rearranjos para produzir uma rica variedade de esqueletos de
benzofenona poliprenilada (Phang et al., 2020; Yang; Yang; Xu, 2017).

Varios derivados de benzofenona poliprenilados, como por exemplo a
goianona, isolada das raizes de Clusia rosea (Novais et al., 2017); obdeltifoliona C,
isolada de Clusia obdeltifolia (Teixeira; Cruz, 2005); propolona B-D, sampsoniona B,
hiperisampicina E e hiperisampicina F foram isolados do caule de Clusia criuva
(Marques et al., 2021) (Figura 41).

Esses derivados de benzofenona poliprenilados exibem uma ampla gama de
atividades biologicas, incluindo atividade citotoxica in vitro contra células GL-15 de
glioblastoma humano, um tipo agressivo de cancer cerebral (Ferraz et al., 2019b;
Marques et al., 2021). Possuem a capacidade de atuar como estrogénios ou
antiestrogénios, influenciando processos hormonais (Camargo 2013); mostraram
eficacia contra retrovirus, incluindo o HIV, algo importante no desenvolvimento de
novos medicamentos para o tratamento de infec¢Bes retrovirais (Diaz-Carballo et al.,
2010). E se mostram eficazes contra o parasita Schistosoma, além de possuirem
inibicdo do crescimento de varias bactérias, incluindo patogenos humanos (Castro et
al., 2018; Trusheva et al., 2004). Portanto, estudos continuos e aprofundados sdo
essenciais para explorar todo o potencial terapéutico desses compostos e garantir a
sua eficacia frente a novos testes.

A espécie Clusia burle-marxii € endémica do Estado da Bahia, regido
Nordeste do Brasil. Até agora, burlemarxiones A, B, C, D, E e F, sampsonina N,

hyperibona A e B, hyperibona G, obdeltifoliona C, nemorosonol e hypersampsona T
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foram isolados a partir dessa espécie. Esses compostos demonstram atividades
biologicas relevantes, incluindo atividade citotoxica contra células GL-15 e KB
(Ferraz et al., 2019; Marques et al., 2021).

Figura 41- Benzofenonas polipreniladas isoladas recente de Clusia
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propolona B

hipersampsin F sampsoniona B

Neste capitulo, sera relatado o estudo fitoquimico do extrato hexanico do
caule e das folhas da espécie C. burle-marxii, que resultou no isolamento de 14
benzofenonas polipreniladas, com o ineditismo de quatro desses compostos na
literatura. A atividade citotoxica contra uma linhagem celular de glioma de rato (C6)
também foi testada para avaliar o possivel potencial terapéutico das benzofenonas

frente a esta linhagem e instigar estudos futuristicos com esses compostos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar novas benzofenonas polipreniladas a partir do extrato hexanico do
caule e das folhas da espécie C. burle-marxii e avaliar o potencial citotoxico em

células C-6.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A Realizar a obtencio do extrato hexanico do caule e das folhas da espécie C.
burle-marxii.

A Isolar e purificar as benzofenonas polipreniladas presentes no extrato hexanico.

A Determinar as benzofenonas polipreniladas isoladas através de métodos
espectroscopicos, como RMN (Ressonancia Magnética Nuclear), EM
(Espectrometria de Massas) e infravermelho (V).

A Avaliar a atividade citotoxica das benzofenonas polipreniladas isoladas frente a

células C-6 utilizando ensaios de viabilidade celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA DA ESPECIE VEGETAL

O caule e as folhas da espécie C. burle-marxii (Figura 42) foi coletado no
municipio de Mucugé (Bahia, Brasil). Os espécimes foram identificados pela Prof2.
Maria Lenise da Silva Guedes do Instituto de Biologia da Universidade Federal da
Bahia, Brasil. Um exemplar de voucher ALCB-61584 foi depositado no Herbario

Alexandre Leal Costa da Universidade Federal da Bahia.

Figura 42- Clusia burle-marxii
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Fonte: autora

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS ORGANICOS

O caule e as folhas de C. burlem-marxii foram secos ao ar livre, em
temperatura ambiente, e submetidos a moagem. O processo resultou em 9,2 kg de
caule e 10 kg de folhas. Ambos os materiais passaram por maceragdes sucessivas
em hexano por 72 horas. Em cada processo, o sobrenadante foi filtrado e,
posteriormente, destilado em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida e a
temperatura de aproximadamente 35 °C. O sedimento restante foi submetido
novamente a maceracdo em hexano, repetindo-se o0 procedimento por mais duas
vezes, obtendo-se 150 g de extrato hexanico bruto do caule e 203,34 g de extrato
hexanico bruto das folhas.
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Os extratos brutos foram analisados por RMN H para identificar sinais
caracteristicos de benzofenonas polipreniladas. No espectro, esses sinais
geralmente aparecem entre 15-19 ppm, indicando hidrogénios hidroxilicos
desprotegidos envolvidos em ligacdes de hidrogénio com grupos carbonilicos. Além
disso, foram observados sinais especificos de hidrogénios aromaticos, olefinicos e

metilicos.

3.3 CROMATOGRAFIA

O fracionamento por cromatografia liquida filtrante foi feito utilizando gel de
silica 60 (35-70 Mesh), quanto que para o fracionamento por cromatografia liquida
em coluna, usou-se Gel de silica F60 (70-230 mesh) mesh, Merck). As silicas gel 60
HF254+366 e 60 PF254+366 foram usadas na cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC) e cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP),
respectivamente. O fracionamento por cromatografia em permeacao em gel foi feito
em coluna de vidro de 80 x 2,0 cm (d.i), empacotada com Sephadex LH-20
(Pharmacia) a um fluxo de 0,3 mL.min™,

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em aparelho
SHIMADZU® Prominence, com trés unidades de bombeamento de solvente LC-
20AR, auto-injetor SIL-10AF, controlador de sistema CBM-20A, detector UV/VIS
SPD-M20A, degaiseficador DGU-20A (software LabSolutionsE , versdo 5.90).

3.4 REACAO DE METILACAO COM DIAZOMETANO

A metilacdo das amostras foi feita em solucdo de diazometano preparada a
partir do reagente Diazald®. Inicialmente o reagente (4,28 g) foi dissolvido em éter
(60 mL), seguido por adicdo de KOH (0,8 g) em etanol (20 mL). A solucédo foi
destilada em um sistema sem junta esmerilhada, imergido no banho de gelo. Apés a
preparacao, a solucédo foi colocada sob refluxo até a formacao do precipitado branco
e o destilado (diazometano) foi coletado em Erlenmeyer em banho de gelo.

Para a metilacdo das amostras adicionou-se aos poucos a solucdo de
diazometano gelado, até ndo se perceber mais desprendimento de gas (excesso de

CH2N2). O solvente da mistura foi evaporado a temperatura ambiente e ap0s isso
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examinou-se o produto através RMN !H para assegurar que houve metilagéo,

observando-se a auséncia de sinais acima de 15 ppm.

3.5 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de RMN de 'H, 13C (desacoplado) e os experimentos de RMN
bidimensionais HMBC, HSQC, COSY e NOESY-2D das substancias foram obtidos em
um espectrometro Bruker AVANCE IIl de 14,1 Tesla equipado com uma sonda
criogénica TCl de 5 mm, operando na frequéncia de 600 MHz para o hidrogénio e 150
MHz para carbono-13. Localizados no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear
do Departamento de Quimica Organica da Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar).

- A primeira aquisicdo dos espectros de RMN !H foi realizada em uma janela
espectral (sw) de 20 ppm.

-Os deslocamentos quimicos (U) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados conforme descrito abaixo:

- Para os espectros de RMN !H, os deslocamentos quimicos foram referenciados
aos picos dos hidrogénios das moléculas residuais nao-deuteradas dos solventes:
benzeno-d6 (U 7,16) e cloroférmio-d (Un 7,24).

- Nos espectros de RMN 13C, os deslocamentos quimicos foram referenciados aos
picos centrais dos carbonos-13 dos solventes: benzeno-d6 (Uc 128,39) e cloroférmio-
d (Uc 77,24).

3.6 ANALISE INFRAVERMELHO E ROTACAO OPTICA

Os espectros de absorcéao na regiao do infravermelho foram obtidos na faixa
de 4000 i 500 cm usando espectrofotometro Shimadzu IR Affinity-1. As amostras
foram preparadas na forma de filme com cloroférmio e os experimentos de rotacao

Optica foram realizados em um polarimetro Perkin-Elmer modelo 343.

3.7 ANALISE POR UHPLC-QTOF-MS/MS
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As amostras foram preparadas solubilizando 1mg do composto em ACN (grau
LC-MS), posteriormente diluida para 5 ppm. A fase movel foi composta de ACN grau
LC-MS (solvente C com 0,1 % de acido formico) e H20 grau LC-MS (solvente A, 0,1
% de &cido formico) no modo gradiente de eluicdo 90:10 (ACN:H20), com vazéo de
0.300 mL min? e o volume de injecéo foi de 3 L. A coluna utilizada foi uma Zorbax
Eclipse XDB-C18 (2,1 x 100mm de 1,8).

A analise qualitativa foi realizada usando um sistema Agilent 6545 qTOF MS
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma interface
eletrospray (ESI) de Jet no modo positivo.

O erro (em ppm) foi calculado a partir da massa tedrica e do respectivo
espectro de MS adquirido monitorando primeiramente uma faixa entre 150 a 1500
Da, com uma taxa de varredura 3 espectros s e processados pelo software Mass

Hunter Workstation Software versao B.08.00.

3.8 ESTUDO FITOQUIMICO DE C. burle-marxii

3.8.1 Fracionamento do extrato hexanico folhas

O extrato hexanico das folhas (203,34 g) foi dividido em duas partes que
foram fracionadas por coluna cromatografica filtrante em silica gel 60 (malha 70-230
Mesh), utilizando-se diferentes propor¢cbes de hexano e acetato de etila em
gradiente crescente de polaridade (100:0% a 50:50% v/v). Em ambas as partes,
foram obtidas 19 fracbes, as quais passaram por analise de cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC) para agrupar as fracbes semelhantes.

De acordo com as analises de CCDC a fracdo 5 da primeira parte era
semelhante com a fracdo 7 da segunda parte, aléem de que ambas foram eluidas no
sistema 90:10% v/v hex/AcOEt. Elas foram, portanto, reunidas, formando a fracdo
cbf57 (43,9 g) que foi fracionada por coluna em silica gel (malha 70-230; hex/AcOEt,
100:0% a 50:50%, v/v), resultando em 26 fracOes reduzidas para 9 apdés CCDC.
Todas as fracdes deste processo foram submetidas a analise por RMN H e com
base nas verificagbes dos espectros escolheu-se as com sinais acima de 15 ppm e
sinais na regido de aromaticos e prétons metinicos (Fluxograma 1), pois estas séo

caracteristicas fortes de benzofenonas polipreniladas na fragéo.
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Fluxograma 1- Fracionamento do extrato hexanico das folhas de C. burle-marxii

CC fittrante em silica
Hex/AcOEL (100:0% a 50:50%)

19 fragtes 19 fragdes
parte 1 Parte 2

CCDC Hew/AcOEL (100:0% a 50:530%)

9 fragdes

Andliza EMN 'H

Demais
fragbes

i ~ ) ! % L 26 fragbes
CCem ?mca § CCDC Hew/AcOEL
Hex/AcOEL (100:0% a 50:50%) (100:0% a 50:50%)

Fonte: autora

Apods a andlise RMN H (Figura 43) a fracdo cbf57_9-11 (10g), foi escolhida
para fracionamento em coluna de silica gel (malha 70-230; hex/AcOEt, 100:0% a
50:50%, Vv/v).
Figura 43- Espectro de RMN H, obtido em CDClz para a fragdo cbhf57_9-11

Cbf57_9-11 |

| ) \&

Dados obtidos pela autora

Quatorze subfracdes foram obtidas e analisadas por RMN 'H, percebendo-se
que a subfracdo F-10 eluida no sistema 70:30% v/v hex/AcOEt, seria a mais

promissora para 0s continuos processos de isolamento (Fluxograma 2).
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Fluxograma 2- Fracionamento da fracéo cbf57_9-11 obtida a partir do extrato hexanico do caule

CC filtrante em silica
Hex/AcOEt (100:0% a
50:50%)

14 subfragoes

Andlise RMN H

Demais fragdes

Espectro RMN '"H em CDCls l

- |

174 170 168 180 188 180
1 JJ S

23 2 0 15 18 17 16 15 14 13 12 11 10 5 8 7 & 5 4 3 z 1 [ -1

Fonte: autora

A subfracdo F-10 foi fracionada por cromatografia em permeagdo em gel,
utilizando acetona como fase moével. Nesse processo, foram obtidas 10 fracdes, das
qguais apés minuciosa comparacdo dos espectros RMN H, percebeu-se que as
fracbes F10s-f6, F10s-f7 e F10s-f8 eram as mais promissoras para metilagdo e
separacdo por HPLC, devido aos sinais presentes acima de 15 ppm no espectro
(Fluxograma 3). No entanto, estas amostras demonstraram resisténcia a reacao de

metilacdo conforme ilustrado na Figura 44, pagina 73.

Fluxograma 3- Fracionamento por Sephadex da sub. F-10

Sephadex em acetona Analise
RMN 'H
10 fragoes
r Metilacdo com
Analise RMN H Diazometano
Demais
fragbes

Fonte: autora
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Figura 44- Espectros de RMN H para as amostras F10s-f6, F10s-f7 e F10s-f8, antes e pds reacéo

metilagédo
F10S_F6
. . | L
19 17 15 13 11 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
F10s_F6m
N ) MLL W
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
19 17 15 13 11 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
F10S_F7
A I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
19 17 15 13 11 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
F10s_F7m w
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
19 17 15 13 11 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
F10S_F8

19 17 15 13 1 9 8 7 6

F10s_F8m

Dados obtidos pela autora
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3.8.1.1 Purificacédo por HPLC das fracbes F10s-f6, F10s-f7

As fragBes F10s-f6, F10s-f7 foram reunidas por semelhanca (Figura 44, pag.
70) totalizando 100 mg, solubilizadas em 4,0 mL de acetonitrila e submetida a
separacao por HPLC em coluna semipreparativa. No procedimento foram injetadas
al 2 quot ak podwz, &ilzade os solventes de alta pureza (85:15 ACN/H20-
acidificado 0,1% &cido féormico) como fase mével, em um fluxo de 2,0 mL/min. Foram

observados quatro picos de P1 a P4 (Figura 45).

Figura 45- Cromatograma da purificacdo das fragbes F10s-f6 e F10s-f7 em 8215 nm
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Dados obtidos pela autora

Nesta mesma andlise um ultimo pico foi percebido em tempo de retencéo
maior. Para esta coleta, foi necess 8r iLoda wlegiae @imizarlo0 0 0 ¢
método para 90:10% ACN/H20-acidificado 0,1% &cido férmico com a finalidade de

diminuir o tempo de retencao do pico 5 e enfim coleta-lo (Figura 46).

Figura 46- Cromatograma da purificacdo das fragcbes F10s-f6 e F10s-f7 para obtencédo de P5 em &

nm
mAU %
7[366nm,4nm =

3500 Foo
3000 8o
] E70

2500 E
: P5 oo

2000 ] E
1 Fso
1500 E40
1000 30
1 F20

500 ] E
1 Fi0

0 — £

T T T T T o

Dados obtidos pela autora
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Os picos foram adequadamente coletados, as solucdes resultantes foram
concentradas por evaporacdo rotativa sob pressdo reduzida para remocdo do
solvente. Os analitos obtidos nesse processo foram solubilizados em solvente
deuterado e analisados por RMN H. Apenas P1 (3,6 mg), P3 (10,9 mg) e P5 (1,1
mg) estavam em condi¢cdes adequadas para investigacdes estruturais futuras. Esses
picos corresponderam aos compostos: burlemarxiona H (1), burlemarxiona D (9) e

burlemarxiona | (2).

3.8.1.2 Purificacao por HPLC da fracdo F10s-f8

A fracdo F10s-f8 (54 mg) foi solubilizada em 2,0 mL de acetonitrila e
submetida nas condigbes (85:15% ACN/H20-acidificado 0,1% acido formico), em
fluxo de 2,0 mL/min. Os picos foram coletados, as solugdes obtidas foram
concentradas para remoc¢ao do solvente. Os analitos obtidos foram solubilizados em
solvente deuterado e analisados por RMN H, onde observou-se a pureza de P2
(Figura 47). Ap6s observar os dados de RMN, percebe-se que se tratava do mesmo

pico 3 (composto 9), obtido na fragcdo anterior no rendimento de 15 mg.

Figura 47- Cromatograma da purificacdo da fracdo F10s-f8 de 215 a 366 nm
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Dados obtidos pela autora
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3.8.2 Fracionamento do extrato hexanico caule

O extrato hexanico do caule (72,38 g) foi submetido a coluna cromatogréfica
filtrante em silica gel 60 (malha 35-70 Mesh), utilizando-se diferentes proporcdes de
hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade, resultando em 20
fracOes, que foram concentradas e analisadas por Cromatografia em camada
delgada comparativa (CDCC), reduzindo-as para 10 fracdes. Apds isso, usou-se a

técnica de RMN H para identificar fracdes com sinais acima de 15 ppm (Figura 48).

Figura 48- Espectro de RMN H, obtido em CDCIz para a fracdo CBC-6

UFBA_CBC6 " ‘

Dados obtidos pela autora

A Fracdo CBC-6 (12,0 g), foi selecionada para ser fracionada por coluna
cromatografica em silica gel 60 (70-230 mesh), utilizando hex/AcOEt, 100:0% a
50:50% vl/v, resultando em 20 fra¢cBes, reduzidas para 10 apds analises por CCDC.
As fracOes obtidas foram posteriormente analisadas por RMN 'H e nesta etapa
CBC6-8; CBC6-9; CBC6-10-11; CBC6-12-14; CBC6-15 e CBC6-16 foram

selecionadas para processos cromatograficos adicionais (Fluxograma 4).
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Fluxograma 4- Fracionamento do extrato hexanico do caule de C. burle-marxii

CC filtrante em silica
Hex/ACOEL (100:0% a 50:50%)

20 fragbes

CCDC e RMN 'H

10 fragoes

RMN 'H

Demais

fragbes

CC em silica Hex/AcOEt
(100:0% a 20:50%)

20 fragbes
CCDC
10 fragoes
RMN "H
Demais
fragoes

Fonte: autora

3.8.2.1 Estudo da fragdo CBC6-8

A fracdo CBC6-8 (1,16 g) foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa CCDP realizada em hex/AcOEt 80:20% vl/v, resultando em 6 manchas
gue foram removidas e lavadas com diclorometano para remocao da silica, obtendo-
se as fracbes C8-1 a 6. ApOs evaporacdo do solvente, as fracdes foram
solubilizadas em solvente deuterado CDCls e analisadas por RMN H, onde
percebeu-se que as fragbes C8-5 e CB8-6 possuiam sinais caracteristicos de
benzofenonas polipreniladas e eram promissoras para metilacdo e separacao por
HPLC (Fluxograma 5). As demais fracbes (C8-1 a C8-4) eram compostas por

mistura de triterpenos e graxa.
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Fluxograma 5- a- Espectro obtido em CDCls, sem metilagdo de CBC6-8; b- Fracionamento de CBC6-
8; c- Espectro obtido apés metilacao das fracdes C8-5 e C8-6 provenientes de CBC6-8

b

! ) S ’ ‘ CCDP (Hex/AcOE?L 80:20%)
i

c RMN "H
Demais C8-5eC86
Fragbes C8-1-4 (46 mg)
u; | || RMN 'H

Fragoes CB-5 e 6 pos metilagao

Fonte: autora

1 Purificacéo por HPLC da fracdo C8-5 e C8-6 provenientes de CBC6-8

As fracdes C8-5 e C8-6 foram reunidas, apds metilacdo totalizando 45 mg. A
fracdo resultante C8-5-6 foi solubilizada em 500 p de ACN grau HPLC e injetada
utilizando o método ACN/H20-acidificado 0,1% acido férmico, 95:5 %; a 2,0 mL/min,
injetando 50u por vez no modo semipreparativo. No cromatograma observou-se trés
picos (Figura 9) que foram coletados e as solucbes provenientes foram
concentradas por rotaevaporacdo a pressdo reduzida. Apds total retirada do
solvente, as substancias foram solubilizadas em CDClz e analisados por RMN *H,
onde foi constatado a pureza relativa de 5-6_P1(2,0 mg), 5-6_P2 (4,0 mg), 5-6 P3
(1,8 mg) atribuidos apés demais anéalises de RMN aos compostos burlemarxione F

(4), burlemarxiona C (5) e burlemarxiona B (8) (Fluxograma 6 e Figura 49).

Fluxograma 6- Obtenc¢&@o dos compostos 4,5 e 8 a partir da fracdo C8-5-6

HPLC

5-6_P1 5-6_P2 5-6_P3

(2,0 mg) (4,0 mg)

| st | s |

Fonte: autora
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Figura 49- Cromatograma da fracdo C8-5-6 em 250 nm
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Dados obtidos pela autora

3.8.2.2 Estudo da fracdo CBC6-9

A fracdo CBC6-9 com 2,11 g (Figura 50) foi solubilizada em solvente grau
HPLC na concentracdo 100 mg/mL e submetida analise por HPLC semipreparativo
usando as condi¢cdes ACN/H20-acidificado 0,01 acido férmico, 95:5 % a 2,0 mL/min,

no modo de c ol méetando™S0 |iporeezs | i c e 0O

Figura 50- Espectro obtido em CDCls, sem metilac&o da fragéo CBC6-9

I

Dados obtidos pela autora

Seis novas fracbes de C9-TO a C9-T5 foram coletadas e tiveram suas
solugbes concentradas por rotaevaporagcdo a pressdo reduzida para remogdo do
solvente (Figura 51). As fragbes foram solubilizados em solvente deuterado e

analisados por RMN *H.
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Figura 51- Cromatograma do fracionamento por HPLC da fracdo CBC6-9 de 8190 a 254 nm

Dados obtidos pela autora

Apo6s obtencdo dos espectros RMN H (Figura 52) percebeu-se que C9-T2 (30

mg), C9-T3 (33 mg) e C9-T4 (156 mg) seriam as mais adequadas para serem

metiladas e purificadas por HPLC.

Figura 52- Espectro obtido em CDCls, sem metilagéo para as fragées C9-T2, C9-T3 e C9-T4
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Dados obtidos pela autora

Todas as fragOes obtidas no processo seguinte foram solubilizadas em ACN grau

HPLC e submetidas nas condi¢bes cromatograficas ACN/H20-acidificado 0,01 &cido
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férmico,95:5 % em coluna semi-preparativa a 2,0 mL/min no modo de coleta por

pico.

9 Separagéo por HPLC das fragbes C9-T2 a C9-T4

No cromatograma obtido a partir da andlise da fracdo C9-T2, foram
selecionados quatro picos de 0-3 para coleta (Figura 53). Apés a coleta, o solvente
foi removido das solucbes por rotaevaporacdo a pressao reduzida. As amostras
resultantes foram solubilizadas em CDCIs e analisadas por RMN !H. Constatou-se
gue os picos P2 e P3 denominados T2-P2 (3,1 mg) e T2-P3 (0,8 mg), correspondem
aos compostos burlemarxiona D (9) e burlemarxiona | (2), isolados nas fracdes das

folhas.

Figura 53-Cromatograma de purificacdo da fracdo C9-T2 em 254 nm

P1 P2

PO

| B N L Y
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Dados obtidos pela autora

O cromatograma da andlise da fracdo C9-T3 (33 mg) apresentou Varios picos
(Figura 54). Apenas os majoritarios de PO a P6 foram coletados. As solucbes
provenientes foram concentradas por rotaevaporagdo para remocao do solvente,
resultando nas amostras T3-P0 a T3-P6, que apods secagem foram solubilizadas em
CDCls e analisadas por RMN H, onde percebeu-se a partir dos espectros que T3-P3
(8,5 mg), T3-P5 (5,2 mg) e T3-P6 (4,5 mg) se tratava de trés substancias

identificadas como burlemarxiona A (7), burlemarxiona B (8) e burlemarxiona F (4).
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Figura 54- Fluxograma e cromatograma de purificacdodafracgdoC9-T3 em & 215 nm
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A partir do cromatograma resultante da andlise da fragdo C9-T4 (156 mg), oito

de picos de PO a P7 foram selecionados para serem coletados (Figura 55). Suas
solucBes foram concentradas conforme os procedimentos anteriores, e apoés retirada
total do solvente foram analisados por RMN H. Percebeu-se que T4-P3 (5,0 mg),
T4-P4 (6,6 mg), T4-P5 (5,2 mg), T4-P6 (13 mg) e T4-P7 (13,6 mg) eram substancias
identificadas como nemorosonol (5), burlemarxione A (7), burlemarxiona F (4),
burlemarxiona C (6) e burlemarxiona B (8), respectivamente (Fluxograma 7).

Figura 55- Cromatograma de purificacdo da fracdo F-9-T4e m 80 nth
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Dados obtidos pela autora



Fluxograma 7- Obtencéo dos compostos 4,5,6,7,8 a partir da fracdo C9-T4

C9-T4 (156 mg)

| Pos metilagdo e RMN 'H
HPLC
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(13,7 mg)
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Fonte: autora

3.8.2.3 Estudo da fragdo CBC6-10-11
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A fracdo CBC6_10-11 (0, 882 g) foi solubilizada em acetonitrila grau HPLC
(100 mg/mL) e submetida a andlise semipreparativa (ACN/H20-acidificado 0,1%

acido formico, 95:5%) a 2,0 mL/min, no modo de coleta por pico injetando 50 p por

vez no modo de coleta por pico. Treze picos foram coletados de P1 a P13 (Figura

56).
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Figura 56- Cromatograma do fracionamento de CBC6-10-11 de 8190 a 254 nm
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Apbs coleta, as solugdes obtidas a partir dos picos foram concentrados por

rotaevaporagdo, dando origem as fragbes 10-11_P1 a 10-11_P13. Apos a retirada

do solvente, as treze fracbes foram solubilizadas em solvente deuterado CDCls e

analisadas por RMN 'H. Com base nas analises dos espectros onde se escolhe as
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fracbes com sinais acima de 15 ppm e sinais na regidao de aromaticos e prétons
metinicos, trés fracdes de 10-11 P7 a 10-11 P10 foram as mais promissoras para
serem metiladas e refracionadas por HPLC, onde precisou-se fazer a otimizagéo do
método para ACN/H:20-acidificado 0,1% acido férmico, 90:10% a 2,0 mL/min

injetando 50u por vez.

 Separacédo por HPLC da 10-11_P7

A partir do cromatograma proveniente da andlise da fracdo 10-11 P7 (33,0
mg) observou-se dois picos bem préximos (Figura 57), que foram coletados
separadamente. Suas solucdes foram concentradas e apds analises de RMN 1H em
CDCls, verificou-se que as amostras oriundas de P1 (13,0 mg) e P2 (2,0 mg) se
tratava de duas substancias relativamente puras, mais tarde identificadas como

plukenetiona G (12) e F (11), respectivamente.

Figura 57- Cromatograma de separac¢éo da fracdo 10-11_P7
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§ Isolamento por HPLC da fragdo 10-11_P8

No cromatograma proveniente da analise da fragdo 10-11_P8 (35 mg),
observou-se a presenca de trés picos (Figura 18). ApOs coleta que foi realizada
separadamente, suas solucdes foram concentradas por rotaevaporacdo a pressao
reduzida. ApoOs certificacdo da secagem, as amostras obtidas dos picos, agora
nomeadas de P8a-P1 a P8a-P3, foram solubilizadas em solvente deuterado e

submetidas a andlise RMN 'H onde constatou-se a pureza relativa de duas das
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amostras (P8a-P1 e P8a-P3) identificadas, sequencialmente como plukenetione G
(12) e burlemarxiona J (10).

Figura58-Cr omat ograma de separa-«o da fra-«o P8

mLl
P nmanm]

-75.0

1:..'I 2:\.'!

-25.0
0.0

2000

1000

o A
'.'I'.'II C Eul'.'l

Dados obtidos pela autora
9 Separagéo por HPLC das fragbes 10-11_P9 e 10-11_P10

As fracbes 10-11 P9 e 10-11_P10, provenientes do fracionamento de CBC6-
10-11, foram reunidas devido as suas similaridades espectrais vistas no RMN H. A
nova fracdo renomeada 10-11 9-10 totalizou 40,0 mg e foi injetada utilizando os
mesmos métodos anteriores, onde foi visto no cromatograma 7 picos de PO a P7
gue foram coletados (Figura 59).

As solucbes foram concentradas da mesma forma que anteriormente. Apds
certificar-se a secagem das amostras (nomeadas de P9-10a-P0 a P9-10a-P7) estas
foram solubilizadas em CDCIls e analisados por RMN 'H, constatando-se a

predominancia de P2 (1,2 mg), P3 (0,7 mg), P4 (1,6 mg), P5 (1,1 mg), P6 (1,0 mg) e

P7 (1,4 mg).
Figura 59- Cromatograma de separacdo dafracdo 10-11. 9-10 em & 215 nm
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Estas substancias foram atribuidas aos compostos burlemarxiona G (3),
nemorosonol (5), burlemarxiona A (7), burlemarxione F (4), isonemorosonol (6) e
burlemarxione B (8), conforme ilustrado no Fluxograma 8, apos realizacdo dos
experimentos de RMN de acordo com suas ordens de eluigdo no HPLC.

Fluxograma 8-Obtencéo dos compostos 3,4,5,6,7 e 8 a partir da fracdo 10-11_9-10

P6s metilagdo e RMN 'H

| HPLC
P2 P3 P4 P6 P7
RMN H RMN 1H RMN H RMN H RMN H

P9-10a-P2

P8-10a-P3

P9-10a-P4

P9-10a-P6

P9-10a-P7

P9-10a-P5
(1,1 mg)

(1.2 mg) (0.7 mg) (1.6 mg)

g | g [ |

Fonte: autora

(1,0 mg) (1,4 mg)

S

3.8.2.4 Estudo da fragcdo CBC6-15 e CBC6-16

A fracdo CBC6-15 e CBC6-16 foram metiladas e injetada separadamente nas
mesmas condi¢cdes semipreparativa ACN/H20-acidificado 0,1% &cido férmico,
90:10% a 2,0 mL/min. No cromatograma visto da analise da fracdo CBC6-15
observou-se dois picos (Figura 20). Enquanto no cromatograma de CBC6-16 ver-se
apenas um pico (Figura 60).

Figura 60- Cromatograma de separacdo da fragdo CBC6-15e m 84 ng&h
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Os picos de cada analise foram coletados e, apés a remocao do solvente de
cada solucéo, foram identificados como 15-P1, 15-P2 e 16-P1 (Figura 61). Ja isentas
de solvente, essas amostras provenientes dos picos foram solubilizadas em CDCls e
analisadas por RMN 'H. Apés obtencdo dos espectros constatou-se a pureza
relativa dos compostos propolona A (13) e hipersampsona T (14) em 15-P1, 15-P2,
respectivamente e hipersampsona T (14) para 16-P1.

Figura 61- Cromatograma de separacdo dafracdoCBC6-16 em & 254 nm
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3.9 ATIVIDADE ANTIGLIOMA

A atividade antiglioma ultilizando linhas celulares tumoral C6 foi realizada no
laboratorio de neuroquimica e biologia celular- Labng. Localizado na Av. Reitor
Miguel Calmon, Vale do Canela, UFBA, Instituto de Ciéncias da Saude,

Salvador, Bahia Brasil.

3.9.1 Cultura Celular e Tratamentos

A linha celular tumoral C6, originada de tumores gliais de ratos induzidos por
N-nitrosometilureia, juntamente com culturas primarias de astrocitos de cérebros de
ratos Wistar, foi usada para avaliar a atividade antiglioma dos compostos (Carvalho
et al., 2021). Para cultura, culturas primarias de astrocitos foram preparadas a partir

do cértex cerebral de ratos Wistar recém-nascidos (De Oliveira et al., 2016; Mecha,
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2011). Todos os procedimentos animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal local, sob nimero de protocolo (6731220818, ICS/UFBA).
As células foram cultivadas em placas de cultura celular contendo meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 100 Ul mL-1 de
peni cil i ma?dedsheptonsicina, glicose 7 mM, L-glutamina 2 mM, piruvato
1 mM e 10% de soro bovino. A cultura ocorreu a 37°C em incubadora com 5% de
CO2, e 0 meio de cultura foi renovado a cada 2 dias. Vinte e quatro horas antes dos
tratamentos, as linhas celulares foram semeadas em placas de Petri de 96 pocos a
uma densidade de 3,5 x 104 células/poco. As células foram expostas a doze das
benzofenonas isoladas na concent r av poro24 koes. @ @rupe controle
recebeu tratamento com DMSO diluido no meio de cultura, correspondente ao
volume méximo utilizado nos grupos tratados (0,1%), ndo apresentando efeitos nos

parametros analisados em comparacao as células sem diluentes.

3.9.2 Avaliacao de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada utilizando o ensaio MTT (3-4,5-
dimetiltiazol-2-il, 2,5-difeniltetrazdlio) (Hansen; Nielsen; Berg, 1989). Apds 24 horas
de tratamento das células com os extratos, 100mLde s ol u- «o dmLTIMTT ( :
foram adicionados a cada poco. As placas foram mantidas por 2 horas na
incubadora a 37°C e 5% de CO2. Depois disso, as células foram lisadas com 20%
(p/v) de dodecilsulfato de sédio (SDS) e 50% (v/v) de dimetilformamida (DMF) (pH
4,7). As placas foram incubadas durante a noite a 37°C para dissolver os cristais de
formazan. Posteriormente, a absorbancia foi medida a 570 nm com leitor de
espectrofotometro de microplacas (Thermo Scientific® Flash Varioskan). A
viabilidade celular foi expressa como porcentagem de absorbancia, onde o controle
foi definido como 100%. Foram realizados trés experimentos independentes, com

oito repeticbes para cada concentracao.



89

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 62- Benzofenonas polipreniladas isoladas das folhas e do caule de C. burle-marxii
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4.1 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS BENZOFENONAS POLIPRENILADAS
OBTIDAS DAS FOLHAS

4.1.1 Elucidagao estrutural do composto 1

O composto 1 (Figura 63) proveniente do isolamento por HPLC da fracao
cbf57 do extrato hexanico das folhas, foi obtido como goma branca (3,6 mg) e teve a
sua estrutura determinada a partir das andlises dos espectros de RMN de 'H,13C e
mapas de contornos HSQC, HMBC, COSY e NOESY obtidos em benzeno

deuterado (CsDs). Todos os dados estdo presentes nas Figuras Suplementares 1-22.

Figura 63- Estrutura quimica do composto (1)
14

Fonte-autora

Os dados espectrais obtidos por RMN e espectrometria de massas sugerem
que o composto possui a férmula molecular CssH4004. Os dados de HRESIMS do
composto 1 foi obtido no modo positivo com base no pico do ion em m/z 501,2997

[M+H]* com a massa esperada de 501,2999 [M+H] *(Figura 64).
Figura 64- Espectro HR-ESI-MS para o composto 1
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O espectro de RMN !H exibe sinais de hidrogénio aromaticos em Un 7,95 (1H,
dd,J=14e7,5; H-33),0n 7,11 (1 H,td, J=1,4 e 7,7 Hz; H-31), Un 7,0 (1H, td, J =
0,9 e 7,7 Hz; H-32) e U1 6,95 (1 H, dI, J = 7,8 Hz; H-30) sugerindo a presenc¢a de um
anel aromético 1,2-dissubstituido (Figura 65a e Tabela 9).
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A presenca de um hidrogénio olefinico em tn 5,47 (1H, m, H-18) em conjunto
com grupos metilicos vinilicos em Un 1,56 (6H, sl, H-20 e H-21) indicou a presenca
de apenas um grupo prenila. Além disso, a presenca de protons geminais em UH
4,81 (2H, sl, H-14) juntamente com o sinal de um grupo metila em tn 1,65 (3H, s, H-
15), sugere a presenca de uma ligacdo dupla terminal de uma porcao isopentenil
(Figura 65b). Grupos metila adicionais foram observados Un 1,32 (3H, s, H-16), UH
0,93 (3 H, s, H-26), U1 0,89 (3 H, s, H-25) (Figura 66).

Figura 66- Espectro de RMN *H do composto 1 [600 MHz, CeDs, ppm]: Expanséo da regido Un 2,20-
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A andlise dos espectros de RMN 13C e DEPT 135° confirmou a presenca de
seis grupos metilicos, sete metilénicos, sete metinicos e treze carbonos néo
hidrogenados, incluindo trés carbonilas (Figura 67). A presenca de um grupo prenila
foi ainda inferida pelos sinais observados em tc 120,1 (C-18) e em Uic 134,6 (C-19) e
0 grupo isopentenil também foi confirmado pelos sinais de dupla terminal em (c
146,0 (C-13) e lc 110,6 (C-14), (Figura 67b). O espectro de RMN de 3C mostrou
sinais de duas carbonilas ndo conjugadas em tic 203,5 (C-2), Uc 212,8 (C-4) e uma
conjugada em Uc 200,4 (C-27) (Tabela 9 e Figura 67a). O espectro infravermelho
tamb®&m sugeriu a presen-a de u4h), ogque foio
confirmado pelo sinal em Uc 92,4 (C-6) atribuido a um alcool terciario (Tabela 9 e,
Figura S 22)

Figura 67- a- Espectro de RMN de 3C; b- DEPT 135° do composto [150 MHz, CsDs, ppm]
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Os dados espectrais junto com os mapas de contorno HMBC obtidos sugerem
a confirmacéo do grupo isopentenila e a sua posicédo no carbono C-8, salientada por
meio das correlacdes do préton metilenico H-1 2 a (U0 H,871 m)Td&m Uc 146,0
(C-13), Uc 110,6 (C-14), uc 57,2 (C-8), uc 33,4 (C-11) e Uc 23,0 (C-15). Sugere-se
gue a unidade prenila esta posicionado ao carbono C-3, confirmado através das
correlacdes de H-17 (Un 2,56) com carbonos Uc 134,6 (C-19), lc 120,1 (C-18) lc
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63,8 (C-3) e Uc 48,8 (C-10) (Tabela 9, Figura 19S). A formagéo de um anel adicional
resultante da ciclizacdo do grupo prenil C-5 com C-1 e C-33 foi apoiado pelas
correlagcdes de HMBC do préton em Un 2,07 (H-22a) com lc 212,8 (C-4), Uc 92,4 (C-
6), Uc 70,8 (C-5), e Uc 57,5 (C-23); H-2 3 n@,1n1) com Uc 92,4 (C-6) e Uc 70,0 (C-1),
permitem estabelecer as ligacdes entre C-1 e C-23 (Tabela 9, Figura S 19). Por fim,
as correlacoes de H-25/H-26 com C-29 permitem estabelecer a ligacdo quimica
entre C-24 e C-29 (Figura 68a, Tabela 9, Figura S 20).

Figura 68- Correlacbes observadas no mapa de contorno HMBC (*H Y13C) para o composto 1: a-
Posicéo dos grupos prenilas e isopentenil; b- Formagéo do esqueleto central

Fonte-autora

As correlagfes dos prétons metilenicos em tn 1,70 (H-10a) e Un 1,52 (H-10b)
com Uc 212,8 (C-4), Uc 203,8 (C-2), Uc 64,8 (C-3), Uc 57,2 (C-8), juntamente com as
correlacdes de Uin1,32 (H-16) com os carbonos C-8 (lc 48,3), C-9 (lic 42,1), C-10 (lc
48,3) e C-6 (Uc 92,4) confirmam a ligacdo de C-10 com C-3 e de C-9 com C-6
permitindo-nos deduzir a presenca de um anel de sete membros formado entre C-3,
C-4, C-5, C-7, C-8, C-9 e C-10 (Figura 68b, Tabela 9, Figura S 20). A presenca do
nacleo enjaulado foi estabelecida com base na correlagéo de un 2,13 (H-7a) com C-
5 (Uc 70,8), C-6 (Uc 92,4) e C-8 (lic 57,2), Un 1,32 (H-16) com C-6, C-8, C-9 e C-10, e
de H-17 com C-10 (Figura 69, Tabela 9, Figuras S 19-20) semelhantes ao esqueleto
da burlemarxione D, ja isolados na espécie (Ferraz et al., 2020).
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Figura 69- Correlacbes observadas no mapa de contorno HMBC (H Y13C) para o composto 1

Fonte-autora

Uma andlise cuidadosa dos dados NOESY foi necessaria para estabelecer a
estereoquimica relativa e a posicdo espacial dos hidrogénios H-10, H12, H-22, H-23,
H-25 e H-26: a correlagdo entre H-10b e H-12a determina a estereoquimica relativa
de H-10a e H-10b. Entdo, a correlacdo entre H-23 e H-22a determina a
estereoquimica relativa de H-22a e H-22b. Além disso, a correlacdo entre H-23 e H-
25 determina a estereoquimica relativa de H-25 e H-26 (Figura 70, tabela 9, Figura S
21). O composto 1 néo foi descrito anteriormente e por esse motivo foi denominado

burlemarxione H.

Figura 70- Principais correlagées NOESY (*H ¥H) do composto 1
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Tabela 9- Dados de RMN (U em ppm, J em Hz) de burlemarxione H (1)

95

Posicdo n (J in Hz) Uc HMBC COSY  NOESY
1 70,0 (C)
2 203,5 (C=0)
3 63,8 (C)
4 212,8 (C=0)
5 70,8 (C)
6 92,4 (C-OH)
7a 2,13 (1H, dd, J = 7,7, 33,2 (CH2) 1,4,5,6,8,9,11 H-7b, H-
11.2) 8
7b 1,54 (1H, dd, J= 3,2; 8,0) 33,2 (CH>) 3,456,8917  H-7a
8 1,66 (1H, dd, J=3,8; 8,1) 57,2 (CH)
9 42,1 (C)
10a 1,70 (1H, d, J= 13,8) 48,3 (CH2) 2,3,4,8,9,16 H-10b H-7b
10b 1,52 (1L H, d, J= 13,8) 48,3 (CH2) 2,3,4,6,8917  H-10a
11 1,45-1,38 (2 H, m) 33,4 (CH2) 8,12,13 H-12a
12a 1,95-1,87 (1H, m) 36,9 (CH2) 8,11,13,14,15  H-12b
12b 1,60 (1H, m) 36,9 (CH2) 11 H-12a
13 146,0 (C)
14a 4,81 (1H,sl) 110,6 (CH2) 12,15 H-15 H-15
14b 4,79 (1H, sl) 110,6 (CH2) 12,15 H-12b
15 1,65 (3H, s) 23,0 (CHa) 12,13,14 H-14a,
H-14b
16 1,32 (3H, s) 18,8 (CHa) 6,8,9,10
17a 2,56 (2H, hept J= 7,5) 26,4 (CH>) 2,3,4,10,18,19  H-20
17b 2,56 (2H, hept J= 7,5) 26,4 (CH>) 2,3,4,10,18,19  H-20
18 5,47 (1H, m) 120,1 (CH) H-20,21, H-17a,
H-17a,b H-20
19 134,6 (C)
20 1,56 (6H, sl) 18,3 (CHa) 17,18, 19 H-17, H-
18
21 1,56 (6H, sl) 26,3 (CHa) 18,19,20 H-17
22a 2,07 (1H, dd, J=9,8; 11,3) 29,5 (CH>) 4,5,6,7,23,24
22b 2,01 (1H, dd, J=7,8; 11,3) 29,5 (CH>) 4,5,6,23 H-23
23 2,71 (1H, dd, J=7,8; 9,6) 57,5 (CH) 1,6,24,25,26 H-22 H-22a,
H-25
24 37,6 (C)
25 0,89 (3 H, s) 26,2 (CH3) 24,23,26,29,30 H-22a
26 0,93 (3 H, s) 30,1 (CH3) 23,24,25,29
27 200,4 (C=0)
28 137,4 (C)
29 150,8 (C)
30 6,95 (1H, dI, J= 7,8) 123,9 (CH) 24,28,29,30,31  H-31 H-25
31 7,11 (1H, td, I= 1,4; 7,7) 133,7 (CH) 28,29,30,32 H-32
32 7,0 (1H, td, J=0,9; 7,7) 127,4 (CH) 29,31,32 H-29
33 7,95 (1H, dd, J= 1,4; 7,5) 127,5 (CH) 31,33 H-30

Gravado a 600 MHz para RMN de *H e 150 MHz para RMN de 13C em CeDs; sl= singleto largo, dI=

dubleto largo
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4.1.2 Elucidacao estrutural do composto 2

O composto 2 (Figura 71), proveniente do isolamento por HPLC da frac&o
cbf57 do extrato hexanico das folhas, foi obtido como goma branca (1,1 mg) e teve a
sua estrutura determinada a partir das analises dos espectros de RMN de 'H,3C e
mapas de contornos HSQC, HMBC e COSY obtidos em benzeno deuterado (CeDs).
Todos os dados obtidos estéo presentes nas Figuras Suplementares 23-43.

Figura 71- Estrutura quimica do composto (2)

Fonte-autora

Os dados espectrais obtidos por RMN e espectrometria de massas sugerem
que o composto possui a formula molecular C3sH4004. Os dados de HRESIMS do foi
obtido no modo positivo (Figura 72) com base no pico do ion em m/z 501,3009
[M+H]* com a massa esperada de 501,2999 [M+H]*.

Figura 72- Espectro HR-ESI-MS para o composto 2
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Dados obtidos pela autora
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O espectro de RMN !H exibe um sinal peculiar em Un 17,22 (1 H, s) que
indica a presenca de um grupo hidroxila quelado em uma preferéncia por sua forma
enolica (Henry et al., 1999). Da mesma forma que o composto 1, o espectro de RMN
'H para o composto 2 exibe sinais de prétons aromaticos em Ux 8,22 (1 H, dd, J =
1,6;8,1; H-33), k7,12 (1 H, td, J=1,4;7,5; 8,9 Hz; H-31), Gtk 7,0 (L H, t, J = 1,3 Hz,
H-32) e Un 6,99 (1 H, dd, J = 1,4; 5,4 Hz; H-30) sugerindo a presenca de um
aromatico 1,2 dissubstituido (Figura 73b e Tabela 10).

Figura 73- Expansoes do espectro RMN 'H do composto 2 [600 MHz, CeDs, ppm]: a- Regido de
hidroxila quelada; b- Regiédo entre U1 9,01 6,00; c- Regido entre Unx 5,661 5,58
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Dados obtidos pela autora

A presenga de apenas um grupo prenila foi inferida pela ocorréncia de um
préton metinico em Un 5,61 (1H, t.quint, J=1,5; 6,85 Hz, H-18) em conjunto com dois
sinais de metilas vinilicas em tn 1,68 (3H, s; H-20) e U1 1,56 (3H, s; H-21) indicando
a ligacao dupla trissubstituida da porcéo (Figura73c e Tabela 10).

Outros quatro singletos referentes a metilas estdo presentes em un 1,11 (3H,
s; H-26), tGn 1,02 (3H, s; H-25), U 0,87 (3H, s; H-16) Unx 0,77 (3H, s; H-15). Além de
sinais de hidrogénios metilénicos diastereotopicos vistos em diferentes regiées do

espectro (Figura 74).
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Figura 74- Expansoes espectro RMN H do composto 2 [600 MHz, CsD6, ppm] regido de Gx 3,0-0,4
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Dados obtidos pela autora

Uma andlise dos espectros de RMN de 3C e DEPT 135° para 2 (Figura 75),
confirmou a presenca de seis grupos metilas, sete metilenos, sete metinicos e treze
carbonos nédo hidrogenados, incluindo trés grupos carbonila. A presenca do grupo
prenila ja mencionado foi salientada pelos sinais observados em Uc 118,9 (C-18) e
em Uc 135,7 (C-19); também ver-se sinais de carbonilas em Uc 209,6 (C-4), Uc 196,2
(C-2) e Uc 208,9 (C-6).

Figura 75- Espectro de RMN de 13C e DEPT 135° do composto 2 [150 MHz, CesDs, ppm]
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Dados obtidos pela autora
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As informacdes vistas no mapa de contorno HMBC, nos permitiu estabelecer
a ligacdo do grupo hidroxila quelado ao C-27, com base nas correlacdes entre o
sinal em Un 17,22 com Ulc 111,7(C-1), lUc 196,2 (C-2), Uc 177,0 (C-27) e Uc 130,4 (C-
28) (Figura 76, Tabela 10). Estas correlacdes, em conjunto com as correlagbes
vistas a partir dos prétons aroméaticos em un 8,22 (H-33) com Ulc 177,0 (C-27), Uc
147,3 (C-29) e Uc 133,3 (C-31); Un 6,99 (H-30) com 124,8 (C-32) e lic 127,5 (C-33) e
Un 7,0 (H-32) com Uc 130,4 (C-28) permitem a formacado do anel B, originado da rota
do chiquimato. E para complementar, o préton metilénico em U 2,66 (H-17a) possui

correlagdes com uc 66,0 (C-3), e Uc 208,8 (C-4); e o proton metilénico em Un 2,37

(H-7a) com Uc 64,6 (C-5) e Uc 209,6 (C-6) permitindo estabelecer a porgédo A da via
acetato (Figura 76, Tabelal0, Figuras S 38-43).

Figura 76- Correlacbes observadas no mapa de contorno HMBC (*H Y13C) para o composto 2
16

Fonte-autora

Propbe-se a ciclizacdo adicional dos formadores de grupo prenil em C-5,
semelhante ao que € observado na burlemarxiona H, e do grupo isopentenil em C-8.
O primeiro caso, € deduzido pelas correlacdes de Un 2,75 (H-23) com Uc 64,6 (C-5),
uc 27,6 (C-22), uc 37,1 (C-24) e uc 147,3 (C-29). Essas correlagbes permitiram
estabelecer a ligacédo da porcéo prenila com C-5 e sua ciclizagdo com C-29 (Figura
77, tabela 10, Figura 41S). No segundo caso, a ciclizacdo do anel 11,11-dimetil de
seis membros pode ser deduzida pelas correlacdes de H-10b com C-12 (lic 35,4), C-
11(0c 29,6), bem como pelas correlagdes de H-15 (lin 0,77) e H-16 (Un 0,87) com C-
10 (Uc 41,0). A presenca de prenila na posicdo 3 foi estabelecida pelas correlagbes
de H-17a (ln 2,66) com C-3 (lc 66,0) e C-4 (lic 209,6), bem como pela correlacao de
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H-14a e H-14b com C-3 (Uc 66,0) e C-17 (Uc 32,9), (Figura 77, tabela 10, Figura
41S).

Figura77-Correl a- »es observadas no mapa de contorno HN
16

Fonte-autora

As variadas correlacdes vistas a partir de H-14a (Un 2,55) com C-3 (lic 66,0),
C-9 (lic 46,7) e C-8 (lic 40,1); H-7a (Gn 2,37) com C-5 (lic 64,6) e C-9 (lic 46,7); e H-
17a (Un 2,66) com C-4 (Un 208,9) e C-14 (Un 48,2) estabelecem a formacgéo do anel
de sete membros formados entre C-3, C-4, C-5, C-7, C-8, C-9 e C-14 (Figura 78,
Tabela 10, Figura 39S).

Figura 78- Correlacbes observadas no mapa de contorno HMBC (*H Y13C) para o composto 2

Fonte-autora

As correlagbes entre os hidrogénios acoplados observados através do COSY
revelam o acoplamento entre H-7a (Un 2,37, dd, J= 1H, dd, J=8,3; 11,5) com H-8 (UH
1,40-1,36) e H-23 (Un 2,75) com H-22b (Ux 1,93) (Tabela 10, Figuras S 31-32). Estas

informacgdes espectrais sugerem a formacao de um novo tipo de esqueleto policiclico
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sem precedentes na literatura e por isso € denominado burlemarxiona I. O composto

2 néo foi descrito anteriormente e por esse motivo foi denominado burlemarxione 1.

Tabela 10- Dados de RMN (i em ppm, J em Hz) de burlemarxione | (2)

Posicédo Un (J in Hz) Uc HMBC COosYy
1 111,7 (C)
2 196,2 (C=0)
3 66,0 (C)
4 208,9 (C=0)
5 64,6 (C)
6 209,6 (C=0)
7a 2,37 (1H, dd, J=8,3; 32,7 (CH2) 5,6,8,9 H-7b, H-8
11,5)
7b 0,58 (1H, dd, J=8,5; 32,7 (CH2) 5,6,8,13 H-7a, H-8
11,5)
8 1,40-1,36 (2H, m) 40,1 (CH) 8,14 H-7a, H-7b, H-
11b
9 46,7 (C)
10a 1,88 (1H, d, J=14,6) 41,0 (CH2) 8,9,11,12 H-10b
10b 0,95 (1H, d, J=14,7) 41,0 (CH2) 8,9,11,12 H-10a
11 29,6 (C)
12a 0,99 (1H, m) 35,4 (CH2)
12b 0,79 (1H, m) 35,4 (CH2)
13a 1,29-1,24 (4H, m) 27,4 (CH2) 7,8,9,11 H-13b
13b 0,81 (1H, m) 27,4 (CH2) H-13a
l4a 2,55 (1H, d, J=12,5) 48,2 (CH2) 2,3,4,8,9 H-14b
14b 0,96 (1H, d, J=12,2) 48,2 (CHy) 2,4,8,9 H-14a
15 0,77 (3H, s) 33,1 (CHs) 10,11,12,16
16 0,87 (3H, s) 30,7 (CHa) 10,11,12,15
17a 2,66 (1H, dd, J=13,7; 32,9 (CH2) 2,3,4,18,19 H-18
8,8)
17b 0,79 (1H, m) 32,9 (CH2)
18 5,61 (1H, tg, J=1,5; 6,85) 118,9 (CH) 17,20,21 H-17a
19 135,7 (C)
20 1,68 (3H, sl) 18,3 (CHs) 18,19,21
21 1,56 (3H, sl) 26,5 (CHa) 18,19,20
22a 1,78 (1H, dd, J=4,4, 27,6 (CH2) 1,5,6,23,25
12,0)
22b 1,93 (1H, t, ov, J=12,0) 27,6 (CH2) 45,23
23 2,75 (1H, dd, J=4,4, 44,3 (CH) 1,5,22,24,27,29 H-22b
12,9)
24 37,1 (C)
25 1,02 (3H, s) 33,0 (CHs) 23,24,26,29
26 1,11 (3H, s) 24,7 (CHs) 23,24,25,29
27 177,0 (C=0)*
28 130,4 (C)
29 147,3 (C)
30 6,99 (1H, m) 127,5 (CH)* 32,33 H-33
31 7,12 (1H, td, J=1,4; 7,5) 133,3 (CH) 29,30
32 7,0 (1H, m) 124,8 (CH)* 28
33 8,22 (1H, dd, J=1,6; 8,1) 127,5 (CH) 27,29,31 H-30
OH 17,22 (1H, s) 1,2,27,28

Gravado a 600 MHz para RMN de 'H e 150 MHz para RMN de 13C em CeDs; sl= singleto largo
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4.2 |IDENTIFICACAO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS
OBTIDOS A PARTIR DO EXTRATO HEXANICO DO CAULE

4.2.1 Identificagdo estrutural dos derivados metilados burlemarxionas G e F

Os derivados metilados das burlemarxionas G (3) e F (4) (Figura 79) foram
isolados separadamente da mesma fracdo do caule como resultado do
fracionamento por HPLC de CBC6-10-11. As estruturas foram determinadas a partir
das andlises dos espectros de RMN de H,*3C e mapas de contornos HSQC, HMBC
e COSY obtidos em benzeno deuterado (CeDs) presentes nas Figuras

Suplementares 44-77.

Figura 79- Estruturas quimicas dos derivados metilados burlemarxiones G (3) e F (4)
14
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Fonte-autora
Os dados espectrais obtidos por RMN e espectrometria de massas sugerem

que os compostos possuem a férmula molecular C34H4404. Os dados de HRESIMS
do composto 3 (Figura 80) foi obtido no modo positivo com base no pico do ion em
m/z 517,3312 [M+H]* com a massa correspondente a m/z 517,3312 [M+H] *.

Figura 80- Espectro HR-ESI-MS para o composto 3
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Dados obtidos pela autora
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O espectro de RMN de 'H do derivado de 3, indica a presenca de anel
benzeno monossubstituido com sinais sobrepostos entre ux 7,13 a un 7,11
integrando 5 hidrogénios (Figura 81). A presenca do conjunto sinais em U+ 5,38 (1 H,
m, H-18) e em Un 5,45 (1 H, m, H-23) junto com seus respectivos grupos de metilas
vinilicas em Un 1,48 (3 H, s, H 20), Un 1,58 (3 H, s, H-21), un 1,70 (3 H, s, H-25) e UH
1,66 (3 H, s, H-26), indicam duas duplas olefinica trissubstituida pertencente a dois
grupos prenila na estrutura (Figura 81c). Além disso, existem dois grupos metilas
adicionais em Un 1,23 (3 H, s, H-1 6) 14,7143 H, s, H-15), sendo este ultimo
pertencente ao grupo isopentenil, indicado pela presenca da dupla terminal, inferida
pelos prétons em U+ 4,86 (1 H, ws, H-14a) e Un 4,84 (1 H, sl, H-14b) (Figura 40,
Tabela 3, Figuras S 46-50).

Figura 81- Expansoes do espectro RMN 1H do composto 3 [600 MHz CeDs, ppm] a- Reglao entre Ux
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Dados obtidos pela autora

A confirmacdo do esqueleto central da estrutura e a atribuicdo das duas
posi¢cdes dos grupos prenilas e isopentenil foi possibitada pela analise dos dados do
HMBC: correlagbes dos hidrogénios metilénicos H-17a (Un 2,77) e H-17b (Un 2,67)



104

com Uc 192,7 (C-2), Uc 56,9 (C-3), lic 210,9 (C-4), lc 46,0 (C-10) e Uc 121,3 (C-18)
permitiram estabelecer a conexao entre C-17 com C-3, C-2, C-4 e C-10 (Figura 82a,
Tabela 11, Figura S 58).

As correlagbes dos prétons metilénicos H-22a (Un 2,99) e H-22b (Un 2,85) com
os carbonos C-4 Uc 210,9), C-5 (Uc 64,8), C-6 (uc 86,4) e C-7 (Uc 43,0) confirmam a
posicdo da prenila em C-5. Enquanto o grupo isopentenil em C-8 foi confirmado
pelas correla¢des dos prétons metilénicos H-12b (Un 1,77) com Uc C-7 (Uc 43,0), C-8
(Uc 49,2), C-9 (Uc 49,3) e C-11(Uc 34,0) e H-12a (Un 2,04) com C-13(lUc 146,4), C-14
(0c 110,2) e C-15 (Uc 23,1) (Figura 82a, Tabela 11, Figura S 55-59).

Figura 82- Correlacbes observadas no mapa de contorno HMBC (*H Y13C) para o composto 3: a-
Posicéo dos grupos prenilas e isopentenil; b- Formagé&o do esqueleto central
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Fonte- autora

O esqueleto central foi formado por diferentes correlacdes existentes: H-17a,b
com C-2 (lic 192,7) C-3 (lic 56,9) C-4 (lic 210,9) e junto com as correlacbes H-7b (UH
1,88) com C-5(tic 64,8), C-8 (lc 49,2) e C-9 (Uc 49,3); H-16 (Un 1,23) com C-9 (lc
49,3), C-10 (Uc 46,0) mostram a presenca do anel de sete membros comum nesse
tipo de esqueleto formado por C-3, C-4, C-5, C-7, C-8, C-9 e C-10. As correlacdes
do grupo hidroxila OH-6 em Un 5,58 com C-1 (Uc 118,7), C-4 (lc 210,9), C-5 (lc
58,9), C-6 (Uc 86,4) e C-9 (lic 49,3), requer a posicao do grupo em C-6 e estabelece
sua ligacdo a C-1, C-5 e C-9 (Figura 82b, Tabela 11, Figura S 55).

O derivado metilado da burlemarxione F (4) apresentou um padrédo de
espectros com bastante semelhanca ao composto 3 (Figura 83), porém com
algumas diferencas no deslocamento dos sinais. O espectro RMN 'H (Figura 83a)
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mostra a presenca de anel benzeno monossubstituido em tn 7,98 (H-29,33), 7,07
(H-31) e 7,02 (H-30,32) e a presenca do conjunto sinais em ux 5,54 (1 H, m, H-18) e
Un 5,49 (1 H, m, H-23) e seus respectivos grupos de metilas vinilicas em Un 1,76 (3
H, s, H 20), tn 1,52 (3 H, s, H-21), Un 1,59 (3 H, s, H-25) e Un 1,72 (3 H, s, H-26),
indicam duas duplas trissubstituida pertencente a dois grupos prenila na estrutura
(Tabela 11, Figuras S 64-65).

O grupo isopentenil, foi indicado pela presenca da dupla terminal, inferida
pelos prétons em Un 4,82 (1 H, sl, H-14a) e Un 4,80 (1 H, sl, H-14b). Para (4) o
singleto referente a metoxila aparece em Unx 2,89 enquanto para 3, este mesmo
aparece em Un 2,69 (Figura 83 b-c).

Figura 83- Expansdes do espectro RMN *H do composto 4 [600 MHz, CsDs, ppm]: a- Regido entre Un
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Dados obtidos pela autora

As correlacdes dos hidrogénios metilénicos H-17a (Un 2,78) e H-17b (Un 2,72)
com Uc 164,7 (C-2), Uc 57,7(C-3), Uc 211,1 (C-4), Uc 50,6 (C-10) e Uc 121,4 (C-18)
permitiram estabelecer a conexao entre C-17 com C-3, C-2, C-4 e C-10 (Tabela 11,
Figura S 76).
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Similarmente ao composto 3, as correlacbes dos protonsH-22a (UuH 2, 99)

22b (UH 2,85) c@®AMlUc®EL1l)cGT (bchn,6),L-6 (Uc 86,1) e C-7
(Gc 41,2) indicam que o grupo prenila esta posicionado em C-5. Enquanto o grupo
isopentenil em C-8 foi confirmado pelas correlagées dos prétons metilénicos H-12a
(U 2,02-1,96) com C-9 (Uc 49,1), C-11(uc 33,3), C-13 (Uc 110,7) C-14 (Uc 146,3) e
C-15 (uc 23,0) (Figura 84a, Tabela 11).

O esqueleto central foi formado pelas correlagbes de H-17a,b (Un 2,78-2,72)
com C-2(lc 164,7) C-3 (lUc 57,7) C-4 (Uc 211,1) junto as correla¢des H-7b (Un 2,13)
com C-5(Uc 64,8), C-8 (lc 48,9) e C-9 (Uc 49,1) mostram a presenga do anel de sete
membros formado por C-3, C-4, C-5, C-7, C-8, C-9 e C-10. Adicionalmente a
correlagdo do proton H-16 (Un 1,14) com C-9 (Uc 49,3), reforca a formacdo. Além
disso, as correlagbes do grupo hidroxila OH-6 em Un 5,50 com C-1, C-5, C-6, C-8 e
C-9, faz jus a posicado do grupo em C-6 e estabelece que o grupo esté ligado a C-1,
C-5 e C-9 (Figura 84b,Tabela 11,Figura S 76).

Figura 84- Correlacbes observadas no mapa de contorno HMBC (*H Y13C) para o composto 4: a-
Posicéo dos grupos prenilas e isopentenil; b- Formagé&o do esqueleto central
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Fonte-autora

Portanto, os espectros de RMN 13C, junto com o HMBC, para ambos
compostos (tabela 3), demonstraram desvios e correlagcdes heteronucleares
claramente estabelecendo que o composto 3a representa o par ceto-enolico da
burlemarxiona F (4a), identificado pela presenca do equilibrio nas posi¢cdes de
carbono 1, 2 e 27 e isto é enfatizado através das correlagbes dos hidrogénios da

metoxila em Un 2,69 e dos hidrogénios aromaticos em U+ 7,11 (H-29,33) com C-27
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(Uc164,9) levando a designacao intuitiva do composto 3a como burlemarxiona G (3)
inédito na espécie.

A burlemarxiona F (4), por sua vez, distingue-se pelas mesmas correlagbes
dos hidrogénios H-29,33 com Uc195,9 (C-27), e hidrogénios da metoxila em Ux 2,89
que se correlaciona com uc 192,7 conforme ilustrado na Figura 85. O composto 4 ja
foi isolado em C. burle-marxii e teve seus dados comparados de acordo com Ferraz
et al., (2021).

Figura 85- Diferencgas estrutural em ppm e correlagdes HMBC (*H Y13C) para os derivados metilados
3 e 4 em equilibrio ceto-endlico

RS
=\ N\

Fonte-autora



Tabela 11- Dados de RMN (i em ppm, J em Hz) de burlemarxiona G (3) e F (4)
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Dados de RMN (U em ppm, J em Hz) de burlemarxiona G

Dados de RMN (U em ppm, J em Hz) de burlemarxiona F

Position Uy (J in H2) lic HMBC Un (J in H2) lic HMBC BC*
1 118,7 (C) 116,7 (C) 116,7

2 192,7 (C=0) 164,7 (C) 164,6

3 56,9 (C) 57,7 (C) 57,1
4 210,9 (C=0) 211,1 (C=0) 210,6
5 64,8 (C) 59,6 (C) 59,0

6 86,4 (C-OH) 86,1 (C-O) 85,5
7a 2,27 (1H, dd, J = 8,6; 12,5) 43,0 (CH,) 5,6,9,11 2,13 (1H, dd, J= 9,0;13,2) 41,2 (CH,) 4,5,6,9,11 40,7
7b 1,88 (1H dd, J =7,4;12,5) 43,0 (CHy) 5,8,9,11,22 1,73(2H,t,3=7,3) 41,2 (CHyp) 5,8,11 40,7
8 1,52-1,56 (2 H, ov) 49,2 (CH) 1,56 (2 H, d, J=13,2) 48,9 (CH) 48,5
9 49,3 (C) 49,1 (C) 48,3
10a 1,67 (1H, d, J =13,6) 46,0 (CH,) 4,2,8,9 1,85(1H,d, J=134) 50,6 (CHy) 2,3,8,9,16 50,0
10b 1,56 (2H, ov) 46,0 (CHy) 6,8,9 1,56 (2 H, d, J=13,2) 50,6 (CHy) 2,6,8,9 50,0
11 1,82 (2H, m) 34,0 (CH,) 7,8,9,12,13 1,78 (2H, m) 33,3 (CH,) 33,8
12a 2,04 (1H, m) 37,2 (CHy) 8,11,13,14,15 2,02-1,96 (1H, m) 37,2 (CHy) 9,11,13,14,15 36,6
12b 1,77 (1H, m) 37,2 (CH,) 7,8,9,11 1,77-1,75, ov 37,2 (CH,) 8 36,6
13 146,4 (C) 146,3 (C) 145,7
l4a 4,86 (1H, ws) 110,2 (CHy) 15,16 4,82 (2 H, m) 110,7 (CHy) 12,15 110,12
14b 4,84 (1H, ws) 110,2 (CHy) 15,16 4,80 (2 H, m) 110,7 (CHy) 12,15 110,12
15 1,71 (3H, s) 23,1 (CHa) 12,13,14 1,66 (3 H, s) 23,0 (CHa) 12, 13,14 22,5
16 1,23 (3H, s) 19,3 (CH,) 6,8,9,10,11 1,14 (3H, s) 20,8 (CH,) 6,8,9 20,3
17a 2,77 (1H, dd, J=7,2;15,0) 25,9 (CHy) 2,3,10,18,19 2,78 (1 H, dd, J=7,5,14,7) 27,1 (CHy) 2,3,4,10,18,19 26,6
17b 2,65 (1H, dd, J= 7,6;15,0) 25,9 (CHy) 2,3,4,10, 16,18,19 2,72 (1H, dd, J= 7,2, 14,3) 27,1 (CHy) 2,3,4,10,18,19 26,6
18 5,38 (1 H, m) 121,3 (CH) 20,21 5,54 (1H, m) 121,4 (CH) 120,9
19 134,3 (C) 133,9 (C) 133,4
20 1,48 (3H, s) 18,40 (CHa) 1,76 (3H, s) 18,3 (CH,) 18,19,21 17,8
21 1,58 (3H, s) 26,42 (CHa) 1,52 (3H, s) 26,5 (CHa) 18,19,20 26,0
22a 2,99 (1H, dd, J =7,2; 13,9) 31,01 (CH,) 4,5,6,7, 23,24 2,95 (1 H, dd, J=6,8,14,0) 31,8 (CHy) 4,5, 6,23,24 31,3
22b 2,85 (1H, dd, J = 8,4; 13,9) 31,01 (CHy) 4,5,6,7,23,24 2,67 (1 H, dd, J=7,7; 14,0) 31,8 (CHy) 4,5,6,7, 23,24 31,3
23 5,45 (1H, m) 121,8 (CH) 20,21 5,49 (1H, m) 121,4 (CH) 25,26 120,9
24 133,3 (C) 133,3 (C) 132,8
25 1,70 (3H, s) 18,2 (CH,) 23,24,26 1,59 (1H, m) 18,3 (CH,) 23,24,26 17,8
26 1,66 (3H, s) 26,5 (CHy) 23,24,25 1,72 (1H, m) 26,5 (CHy) 23,24,25 26,0
27 164,9 (C) 195,9 (C=0) 195,4
28 137,2 (C) 139,3 (C) 138,8
29,33 7,11 (2H, ov) 130,0 (CH) 27 7,98 (2H, dd, J=1,5; 8,2) 129,9 (CH) 27,30,31 129,4
30,32 7,13 (2H, ov) 128,9 (CH) 31 7,02 (2 H, tt) 129,1 (CH) 28,30 128,9
31 7,12 (1H, ov) 133,6 (CH) 7,07 (1 H, tt) 133,6 (CH) 30 133,1
OCH; 2,69 (3H, s) 56,6 (CHa) 27 2,89 (3 H, s) 63,0 (CHa) 2 62,5
OH 5,58 (1H, ov) C-6 1,4,5,6,9,23 5,50 (1H, ov) C-6 5,6,8,9 C-6

Gravado a 600 MHz para RMN de 'H e 150 MHz para RMN de *C em C¢Ds

ov=sobreposto; sl= singleto largo *C*= Ferraz et al., (2019)
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4.2.2 ldentificagdo estrutural de nemorosonol e burlemarxiona C

Os derivados metilados nemorosonol (5) e burlemarxiona C (6) (Figura 86)
foram isolados separadamente da mesma fracdo do caule como resultado do
fracionamento por HPLC de CBC6-10-11. As estruturas foram determinadas a partir
das andlises dos espectros de RMN de H,*3C e mapas de contornos HSQC, HMBC
e COSY obtidos em benzeno deuterado (CeDs). Os dados estdo presentes nas

Figuras Suplementares 78-103.

Figura 86- Estruturas quimicas dos derivados metilados nemorosonol (5) e bulermarxiona (C)

14 14

7 PS 9/ 7 PB 9~
i Y ] //0 e Y l OR
3 § OR  — : N o]
5 —
04 22 HO ° 27 OZ HO 27
24 24
5 (R=OMe) 6 (R=9Me)
5a (R=H) 6a (R=H)

Fonte-autora

Os dados espectrais para estes compostos mostram que eles tém a formula
molecular C34H4404 e possuem bastante similaridade com os compostos 3 e 4. O
espectro de RMN de 'H do derivado de 5, indica a presenca de anel benzeno
monossubstituido com sinais sobrepostos entre Un 7,10 a Un 7,12 integrando 5
hidrogénios (Figura 87a, Tabela 12).

O conjunto de sinais em 5,12 (1 H, m, H-1 2 ) 1, 5,39 (1 H, m, H-18), Un 5,45
(H, mH-23) e seus respectivos grl79 @H,sdre
14), Un 1,72 (3 H, s, H-15), 0w 1,48 (3 H, s, H 20), tGn 1,58 (3 H, s, H-21), Ux 1,68 (3
H, s, H-25) e Un 1,64 (3 H, s, H-26), indicam trés duplas trissubstituida pertencente a
trés grupos prenilas na estrutura (Figura 87a, Tabela 12).

met i
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Dados obtidos pela autora

A atribuicAo da posicdo dos grupos prenilas foi feita com base nas
correlacdes HMBC dos protons metilénicos H-22a (tn 2,99) e H-22b (Un 2,85) com
os carbonos C-4 Uc 210,9), C-5 (lUc 64,8) e C-6 (Uc 86,6) para a posicdo da prenila
em C-5 (Figura 88a). As correlacdes dos hidrogénios metilénicos H-17a (U 2,77) e
H-17b (Un 2,67) com Uc 192,5 (C-2), Uc 64,8 (C-3), lic 210,9 (C-4), lc 45,9 (C-10) e Uc
121,4 (C-18) permitiram estabelecer a conexao entre C-17 com C-3, C-2, C-4 e C-10
e o terceiro grupo prenila em C-8, onde antes era um grupo isopentenil, foi
confirmado pelas correlacées dos protons metilénicos H-11 (Un 2,50-2,55) com Uc C-
7 (Gc 42,9), C-9 (lic49,1), e C-12 (lic 124,8) C-13 (lc 132,1) (Tabela 12, Figura S 91).

As correlacdes ja vistas de H-17a com C-2 (Uc 192,5) C-3 (lic 56,9) C-4 (lc
210,9), junto com as correlagbes H-7b (Un 1,96) com C-5(lc 64,8), C-9 (Uc49,1); H-
16 (Un 1,28) com C-9 (lc 49,1), C-10 (Uc 45,9) mostram a presencga do anel de sete
membros formado por C-3, C-4, C-5, C-7, C-8, C-9 e C-10 (Figura 88b). As
correlacdes do grupo hidroxila OH-6 em Un 5,63 com C-1 (lc 118,6), C-4 (Uc 210,9),
C-5 (Uc 64,8), C-6 (Uc 86,6) e C-9 (Uc 49,1), requer a posi¢cado do grupo em C-6 e
estabelece sua ligacao a C-1, C-5 e C-9 (Figura 88a, Figura S 90).
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Figura 88- Correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC (*H Y13C) para o composto 5:a-

Posicéo dos grupos prenilas ; b-Formacéo do esqueleto central
14

b 14
. 8 9~
19 \ O
17
(Lr_f OCH;
% s (/s —
o 22 HO 27

Fonte-autora
O espectro RMN H mostra para o derivado metilado da burlemarxione C (6)

mostra os sinais de anel benzeno monossubstituido em un 7,98 (H-29,33), Un 7,07
(H-31) e Un 7,02 (H-30,32). Os sinais indicativos das trés prenilas aparecem em 5,10
(A H, m H-12)454% (1 H, m, H-18), Un 5,54 (1 H, m, H-23) e seus respectivos
grupos de met i Ina4,3%0 (3/H, 3) AH-14), GHal $5 (2 Hin s, B-15), U 1,76
(3H,s, H20), tn1,52 (3H, s, H-21), Un 1,72 (3 H, s, H-25) e U 1,60 (3 H, s, H-26).

Figura 89- Expansoes do espectro RMN H do composto 6 [600 MHz, CeDs, ppm]: a- Regido entre
Unb 9,0-6,0; b- Regido entre Un 5,56-5,05; c- Regido entre Un 3,0-1,1

Dados obtidos pela autora


























































































































































































































































































































































































































































































