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RESUMO

Levando em consideragdao a diversidade quimica das estirilpironas isoladas de Cryptocarya
mandioccana, este trabalho teve por objetivo estudar o mecanismo de fragmentagdo de 6
dessas substancias por ESI-MS/MS e por GC-EI-MS e também determinar a configuragao
absoluta dos centros metinicos hidroxilados e do centro C6 do anel pirdnico. Foram isoladas
seis estirilpironas polihidroxiladas: desacetilcriptocarialactona (1), criptomoscatona D1 (2),
criptomoscatona E2 (3), criptomoscatona E1 (4), criptomoscatona E3 (5) e criptomoscatona
F1 (6). As analises por ESI-MS/MS e os calculos teoricos indicaram que em fase gasosa os
sitios de protonagdo e cationiza¢do das estirilpironas ocorrem no oxigénio carbonilico,
similarmente aos anéis lactonicos descritos na literatura. O mecanismo de fragmentacao
proposto para as estirilpironas cationizadas com Na’ é comum a todas, apresentando perda
neutra de C;oH;,0O [M+Na—148]+ e as substancias tri-hidroxildas sofreram uma segunda
fragmentacio com perda neutra de acetaldeido [M+Na—148-44]". Nos espectros de massas de
fons totais ndo é observado o ion referente as moléculas protonadas [M+H]", mas sim o ion
[M+H-H,O0]" referente a perda de 4gua, portanto uma dissocia¢io na fonte. Assim como para
a espécie cationizada, este ion foi submetido a CID e no espectro MS/MS ¢ observado novas
eliminagdes de agua referentes as perdas das demais hidroxilas, fons [M+H-nH,O]", e
posteriormente abertura do anel pirdnico e eliminag¢do de mais uma molécula de agua, seguida
de CO [M+H-nH,0—CO]". A derivagdo das estirilpironas com MSTFA permitiu analis-las
por CG-MS, porém em quase todos os casos nao foi possivel detectar o ion molecular. O pico
base sempre ¢ referente ao cation de TMS (m/z 73), comum para substancias derivadas com
este reagente, enquanto que os outros ions fragmentos sao resultantes da clivagem homolitica
B em relagdo ao(s) oxigénio(s) ligado(s) ao(s) TMS (m/z 205 e 213). Nas estirilpironas sem
ligacdo dupla entre C1’ e C2’observa-se também o ion fragmento m/z 97 resultante da quebra
da ligacdo C6-C1°, que também pode ser interpretada como uma clivagem homolitica B em
relagdo heteroatomo. Em relagdo as anélises configuracionais, foi determinada a configuragao
absoluta de todos os centros metinicos hidroxilados das seis estirilpironas por RMN com o
auxilio do agente de derivagao quiral MPA. O centro C6 do anel pirdnico foi assinalado apds
abertura do anel pirdnico por hidrolise basica seguida da reagdo de derivagdo com os MPAs e
também por dicroismo circular eletronico. A configuragdao foi assinalada como: (6S,1’R)-
desacetilcriptocarialactona (1), (6S5,2’S,4’R)-criptomoscatona D1 (2), (6R4’S,6’R)-
criptomoscatona  E2 (3), (6R,4’R,6’R)-criptomoscatona E1 (4), (6R,2’R4’R,6’R)-
criptomoscatona E3 (5) e (6R,4’S,6’R,8’R)-criptomoscatona F1 (6). Diferentemente dos dados
descritos na literatura, que indicam configuragdo R em C6, neste estudo verificou-se a
ocorréncia de estirilpironas com configuracdo R e S em C6, indicando auséncia de
estereosseletividade no fechamento do anel pironico durante a biossintese dessas substancias.
Desta forma, neste trabalho foi desenvolvida uma nova metodologia para andlise de
estirilpironas de C. mandioccana por ESI-MS/MS visando a identificacdo rapida destes
compostos em extratos brutos, além da possibilidade de analisd-las, apos derivagdo com
MSTFA, por GC-MS. A configuragdo absoluta dessas substancias foi determinada por RMN.

Palavras-chave: Cryptocarya mandioccana. estirilpirona. ionizagdo por eletrospray. CID.
analise configuracional. MPA. RMN.



ABSTRACT

Taking into account the chemical diversity of styrylpyrones isolated from Cryptocarya
mandioccana, this work aimed to study the mechanism of fragmentation of six compounds
belonging to this class by means of ESI-MS/MS and GC-EI-MS analysis and also to assign
the absolute configuration of hydroxylated methinic centers and that at C6 in the pyrone ring.
Six styrylpyrones poli-hydroxilated: desacetilcryptocaryalactone (1), cryptomoscatone D1 (2),
cryptomoscatone E2 (3), cryptomoscatone El (4), cryptomoscatone E3 (5), e
cryptomoscatone F1 (6) were isolated. Analysis by ESI-MS/MS and data from theoretical
calculations in gas phase suggest the carbonyl oxygen as protonation and cationization site of
the styrylpyrones, which is in accordance to data reported for the lactone rings. The
fragmentation mechanism proposed for cationized styrylpyrones with Na* is common to
compounds 1-6, with loss of neutral C;oH;20 [M+Na—148]". Tri-hydroxylated substances
showed a second fragmentation with loss of an acetaldehyde unit [M+Na —148-44]".
Although it was not possible to observe the protonated molecule ions [M+H]" in the MS total
ion spectrum, the ion [M+H-H,0]" referring to water loss was observed, which indicates in-
source dissociation. As for the cationized species, this ion was subjected to CID process and
the MS/MS spectrum showed an additional water loss related to a second hydroxyl group,
ions [M+H-nH,0]" It was then followed by pyrone ring-opening and eliminations of a water
molecule and CO [M+H-nH,0—CO]". Derivatization of the styrylpyrones with MSTFA was
conducted to allow the analysis by GC-MS. On the mass spectra, in almost all cases, it was
not possible to detect the molecular ion, and the base peak was always related to cation TMS
(m/z 73). This ion is common for substances derived with this reagent, while the others ions
are fragments resulting from the homolytic B cleavage with respect to oxygen bonded to TMS
(m/z 205 and 213). In the styrylpyrones without the double bond 1'-2' it was also observed the
fragment ion m/z 97 resulting from the breakdown of C6-C1' bond that can be interpreted as a
homolytic B cleavage in relation to the heteroatom. The absolute configuration of all
hydroxylated methinic stereocenters of the six styrylpyrones was determined by NMR with
the assistance of the chiral derivatization agent MPA. The absolute configuration at C6 was
assigned after opening of the pyrone ring under basic conditions followed by reaction with
MPAs as well as by electronic circular dichroism. The absolute configurations were
assignment as  follows: (6S,1°’R)-desacetilcryptocaryalactone (1), (65,2’S,4’R)-
cryptomoscatone D1 (2), (6R4°S,6’R)-cryptomoscatone E2 (3), (6R,4’R,6’R)-
cryptomoscatone E1 (4), (6R,2’R,4’R,6’R)-cryptomoscatone E3 (5) e (6R,4’S,6'R,8’R)-
cryptomoscatone F1 (6). In contrast to previously reported data, which indicated R
configuration at C6, this study demonstrated the occurrence of styrylpyrones with both R and
S configuration at C6, indicating absence of stereo-selectivity in the pyrone ring closure step
during the biosynthesis of these substances. Thereby, in this work we developed a new
methodology for analysis of styrylpyrones from the C. mandioccana by ESI-MS/MS for the
rapid identification of these compounds in crude extracts, and the possibility of analyze them
after derivatization with MSTFA by GC-MS. The absolute configuration of these compounds
was assigned by NMR.

Key-words: Cryptocarya mandioccana. styrylpyrone. electrospray ionization. CID.
configuracional analysis. MPA. NMR.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estirilpironas de Cryptocarya

Estirilpironas ¢ uma denominagdo dada as 5,6-diidro-2-pironas 6-substituidas, que sio
encontradas em diferentes espécies da familia Lauraceae (Cryptocarya, Aniba), Annonaceae
(Goniothalamus) e Piperaceae (Piper), para citar alguns exemplos (CAVALHEIRO;
YOSHIDA, 2000).

As estirilpironas sdo uma importante classe de produtos naturais biologicamente
ativos. Elas estdo diretamente relacionadas as atividades antifungica (RICARDO et al., 2004;
JULIAWATY et al., 2000; TELASCREA, 2006), antiparasitaria (FATIMA et al., 2006;
SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2000), tripanocida (SCHMEDA-HIRSCHMAN et al.,
2000; DAVIS et al., 2010), inibidora do fator nuclear-xB (NF-kB) (MERAGELMAN et al.,
2009) e citotoxica para varias linhagens de células tumorais (FU et al., 1993a e 1993b;
DUMONTET et al., 2004; FATIMA et al., 2005; TELASCREA, 2006; STURGEON et al.,
2008; GIOCONDO et al., 2009; GRKOVIC et al., 2011; FENG et al., 2013).

A caracteristica estrutural mais marcante dessas 5,6-diidro-2-pironas 6-substituidas
encontradas em Cryptocarya é a presenga de um grupo estiril no final da cadeia lateral em C6,
formados pela condensac¢do de uma unidade cinamoila iniciadora (C6.C3) e varias unidades
acetato (C2), resultando em diversos policetideos homologos (Figura 1) (CAVALHEIRO;
YOSHIDA, 2000).

Além disso, a diversidade quimica dessa classe de metabodlitos secundarios se da
também pelo fato de muitas delas possuirem varios centros estereogénicos metinicos
hidroxilados na cadeia lateral (1,3 diois ou 1, 3, 5 triois), com diferentes configuragdes
absolutas, além do C6 do anel pirénico (Figura 1). Levando em consideracdo toda essa
diversidade quimica e estrutural das estirilpironas, neste topico € apresentada uma revisao
sobre essa classe de metabolitos secunddrio encontrado em diferentes espécies de
Cryptocarya e também algumas atividades bioldgicas relacionadas a essas substancias.

Diferentes orgaos de C. mandioccana (ex C. moschata) foram estudados
fitoquimicamente e apresentaram diversas estirilpironas (Figura 1) (CAVALHEIRO;
YOSHIDA, 2000; TELASCREA, 2006). Algumas das substincias foram submetidas ao
bioensaio especifico com linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae. A estirilpirona

(H)-(6R)-[(2’S*)-6’-fenil-2’-hidroxi-3°,5’-hexadienil]-5,6-diidro-2-pirona mostrou atividade
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fraca, porém seletiva, inibindo o crescimento das linhagens Rad 6, Rad 52Y e RS 321N de

Saccharomyces cerevisiae (PASCOLI, 2001).

Figura 1 - Estirilpironas isoladas de C. mandioccana.

(+)-(B6R)-[(2'R*)-6'-fenil-2'-hidroxi- (+)-(6R)-[(2'S*)-6'-fenil-2"-hidroxi-
3',5"-hexadienil]-5,6-diidro-2-pirona 3',5"-hexadienil]-5,6-diidro-2-pirona

cryptomoscatona Eb

OH o
OH.
. o

X 07
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OH‘H‘ OH Oo‘ o OH Eo‘ o \h oA
G/\(oj/é @M O/\ o A/é

. Criptopiranomoscatona B2
Criptopiranomoscatona A3 Criptopiranomoscatona Ax

Do extrato etanolico das folhas de C. moschata foram isoladas 7 estirilpironas (Figura
2) que apresentaram atividades contra os fungos fitopatdégenos Cladosporium cladosporioides
e C. sphaerospermum. A goniotalamina apresentou ainda, significativa atividade contra as
linhagens celulares UACC 62 (melanoma), MCF-7 (mama), 786-0 (renal), PC3 (prostata) e
HT-29 (colon) (TELASCREA, 2006).

Figura 2 - Estirilpironas e pironas isoladas de C. moschata.

goniotalamina 6-estiril-2-pirona

4°-hidroxi-6’-fenil-1°,5’-hexadienil-5,6-diidro-2-pirona
o OH OH O

No\)j WO/

. . . 3,5-diidroxi-7-fenil-6-heptenoato de metila
6-propil-5,6-diidro-2-pirona

: G,

6-[(4’-etil-9’-oxabiciclo[3.3.1]non-
6’-en-3’-il)metil]-5,6-diidro-2-pirona

1,3-difenil-2,4-di-[6-(2-pironil)]-ciclobutano
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O fracionamento biomonitorado de extratos etanolicos das folhas de C. kurzii levou ao

isolamento de uma 4-lactona-of-insaturada, a kurzilactona (Figura 3) (FU et al., 1993b).

Figura 3 - Estirilpirona isolada de C. kurzii.

kurzilactona

A estrictifoliona (Figura 4) foi isolada das cascas do tronco de C. strictifolia e de C.
mandioccana (ex. C. moschata) (JULIAWATY et al., 2000, CAVALHEIRO; YOSHIDA,
2000).

Figura 4 - Estirilpironas isoladas de C. strictifolia.

estrictifoliona

Duas 9d-lactona-a,B-insaturada (Figura 5), a obolactona e a 7°,8’-dihidroobolactona,
foram isoladas do extrato etandlico das cascas do tronco de C. obovata (DUMONTET et al.,

2004; DAVIS et al., 2010; CAMP, 2012).

Figura 5 - Estirilpirona isolada de C. obovata.

7', 8'- Dihidroobolactona
obolactona

A partir dos estudos fitoquimicos com C. maclurei, foi isolada do extrato etandlico dos
troncos a substincia cryptomaclurona (Figura 6), a qual exibiu moderada citotoxidade contra

varias linhagens de células cancerigenas (FENG et al., 2013).
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Figura 6 - Estirilpirona isolada de C. maclurei.

Cryptomaclurona

A rugulactona (Figura 7), foi isolada das folhas e galhos de Cryptocarya rugulosa, a
qual apresentou atividade inibidora constitutiva do fator NF-«B em células de linfoma

humano (MERAGELMAN et al., 2009).

Figura 7 - Estirilpirona Isolada de C. rugulosa.

Rugulactona

1.2 Biossintese das estirilpironas

Pode-se notar que as estirilpironas encontradas em diferentes espécies de Cryptocarya
apresentaram configuracdo absoluta R para o centro C6 do anel pirdnico e os centros
estereogénicos metinicos hidroxilados apresentaram diferentes configuragdes. Assim, uma
compreensdo da biossintese dessas substancias poderia auxiliar no entendimento da
diversidade estrutural observada nessa classe de metabolitos secundarios.

Conforme citado acima, a biossintese dessa classe de substincias pode ser formada
pela condensagdo de uma unidade cinamoila iniciadora (C6.C3) e varias unidades acetato
(C2), resultando em diversos policetideos de biogénese mista (DEWICK, 1997).

Os policetideos sdo uma classe extraordinaria de metabdlitos secundarios, pois exibem
uma enorme diversidade estrutural e funcional e constituem um grupo significativo de
substancias com importantes atividades biologicas. Os estudos com os policetideos tém
avangado enormemente, ndo somente nas pesquisas de elucidacao estrutural dessas moléculas,
mas também na clonagem, isolamento e caracterizacdo das enzimas responsaveis por sua

biossintese (STAUNTON; WEISSMAN, 2001; CHAN et al., 2009).
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Essa classe de metabolitos ¢ biossintetizada por um grupo de enzimas denominadas
policetideos sintases (PKS) que sdo classificadas em trés tipos:
e Tipo I (multifuncional): uma unica enzima com varios sitios ativos;
e Tipo II (multienzimas): varias enzimas ¢ cada uma com um sitio ativo;
e Tipo III (“sitio ativo multifuncional”): uma tnica enzima e um Unico sitio ativo.

As PKS dos tipos I e II, presentes em bactérias e fungos, usam a proteina acil
carregadora (ACP) para ativar os substratos acil SCoA. Ja as PKS do Tipo III, exclusivas de
plantas, sao independentes da ACP e agem diretamente nos tioésteres de CoA dos acidos
carboxilicos. Diferentemente das PKS dos tipos I e II, as PKS do Tipo III usam um unico sitio
ativo para realizar uma série de reacdes de descarboxilagdo, condensacgdo, ciclizagdo e
aromatizacdo (STAUNTON; WEISSMAN, 2001; SHEN, 2003).

Em relagdo as estirilpironas, um estudo biossintético foi relatado para a psilotina, uma
6-aril-5,6-diidro-2-pirona mais simples isolada dos brotos de Psilotum nudum (Psolotaceae).
A estratégia adotada pelos autores foi estudar a incorporagao de uma mistura isotopica de R e
S -[2°,3°-1°C] e S-[1’-'*C]-fenilalanina e de R e S [4-’H]-fenilalanina (Figura 8). A primeira
etapa foi a desaminagdo de fenilalanina para acido cindmico. Fenilalanina tritiada foi usada
para monitorar o deslocamento “NIH” que ocorre na conversao do acido cinamico a acido
cumarico. A extensdo da cadeia ocorre pela incorporagdo de uma unidade acetato como

malonil-CoA (Figura 8) (LEETE; MUIR; TOWERS, 1982).

Figura 8 - Proposta biossintética da psilotina a partir da fenilalanina. X representa °C

* *
* COOH - COOH T * ool
—_— * - > \*
N NH,
T HO

Fenilalanina Ac. cindmico Ac. cumarico

R —

T
Malonil CoA bl 0o

HO

Psilonina Psilotina

Fonte. LEETE; MUIR; TOWERS (1982, p. 2635).



25

Equisetum arvense, da familia Equisetaceae, foi utilizada por Beckert e colaboradores
(1997) para avaliar a ocorréncia de estirilpirona sintase (SPS) sem interferéncia da chalcona
sintase CHS, ja que essa pteridofita acumula estirilpironas e flavonoides em 6rgdos distintos
(VEIT et al., 1995). Segundo os autores, as estirilpironas sdo acumuladas nos gametofitos e
em rizomas do esporofito sem a presenga de flavonoides, ja os brotos verdes do esporofito
contém varios flavonoides, mas nenhuma estirilpirona. Duas estirilpironas, bisnoriangonina e
hispidina, foram observadas como produtos liberados in vitro, a partir dos ensaios realizados
com SPS na presenga de malonil SCoA e substratos p-cumaroil SCoA e cafeoil SCoA,
respectivamente (BECKERT et al., 1997; HERDERICH; BECKERT; VEIT, 1997).

Diferente de outros organismos que biossintetizam policetideos, em C. mandioccana
foram descritas estirilpironas resultantes de cadeias policetidicas de varios comprimentos,
incluindo desde tricetideos até hexacetideos (Figura 9). Essas estirilpironas poderiam ser
resultantes de SPS pouco seletivas no controle e na extensdo da cadeia policetidica, ou
policetideos com diferentes comprimentos de cadeias poderiam estar relacionados a
isoenzimas especificas com diferencas no sitio de alongamento da cadeia carbonica
(CAMARGQO, 2008).

A biogénese das estirilpironas ¢ iniciada com a trans-desaminacdo da L-fenilalanina,
catalisada pela PAL gerando o acido frans-cinamico. Essa reacdo ¢ fundamental, uma vez
que, o acido trans-cinamico ¢ responsavel pela formagcdo de uma gama de metabdlitos
secundarios. Esse precursor estd diretamente envolvido na biossintese de muitas substancias
acumuladas em plantas, dentre elas, as estirilpironas (DEWICK, 1997). A partir da biossintese
dos precursores fenilpropanoidicos, estes sdo esterificados a tioésteres de CoA, pelas SCoA
ligases, que por meio de condensagdes com unidades de malonil SCoA, catalisadas por SPS,
seriam responsaveis pela formacdo dos diversos esqueletos carbonicos de estirilpironas

encontrados em espécies de Cryptocarya (Figura 9).
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Figura 9 - Biogénese de estirilpironas obtidas de espécies de Cryptocarya. [ ] indica suposta cadeia policetidica inicial. Em preto, identificada de C. moschata. Em vermelho C. mandioccana.
4.1 de C. maclurei e C. rugulosa. Em rosa obtida de C. moschata ¢ C. mandioccana. Em verde: 6 ¢ 5.1 de C. kurzii, 6.1 de C. concinna, C. rubra, C. rugulosa 6.2 de C. rugulosa, 12.3 de C.

strictifolia e C. mandioccana. 12.4 de C. libertiana 14.1 ¢ 14.2 de C. Obovata. 7.1, 12.1 e 12.2 foram obtidas do extrato N29449 de espécie ndo relada. 2.1 e 2.2 sdo artefatos formados a partir da

dimerizaggo de 2. Nao estdo consideradas as estirilpironas diastereoisoméricas.
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1.3 Espectrometria de Massas com lonizacio por Eletrospray (ESI-MS)

Atualmente, anélises qualitativas em misturas complexas incluem a utilizagao rotineira
de técnicas hifenadas que constituem poderosas ferramentas para a andlise preliminar de
extratos brutos. Aquelas que utilizam a cromatografia liquida ou cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas sdo as mais comumente utilizadas (HOLCAPEK;
JIRASKO; LISA, 2012).

Estas técnicas estdo muito bem estabelecidas no ambito da pesquisa com produtos
naturais, devido a sua versatilidade, rapidez, confiabilidade e reprodutibilidade na analise de
extratos brutos. Elas visam uma rapida priorizagdo de extratos, fracdes e substancias a serem
isoladas, evitando-se o re-isolamento de substincias ja conhecidas e sem interesse
farmacoldgico ou analitico. Uma das técnicas mais utilizadas para este proposito ¢ a ESI-MS
(BRADSHAW et al., 2001; HOLCAPEK; JIRASKO; LISA, 2012; LEBEL et al., 2014).

O inicio do desenvolvimento da ESI foi proposto por Dole et al. (1968) visando a
analise de matrizes poliméricas de poliestireno em solugdo. Mas, foi somente a partir dos
trabalhos desenvolvidos por Yamashita e Fenn (1984) que a técnica sofreu um grande avanco,
possibilitando a ionizagdo de macromoléculas, a determinacdo da massa molecular dos
analitos e a possibilidade de acoplamento com a cromatografia liquida (WHITEHOUSE et al.,
1985; FENN et al., 1989).

A formacdo de ion por eletrospray pode ocorrer de trés modos: ions moleculares,
moléculas protonadas ou desprotonadas e moléculas cationizadas ou anionizadas (CROTTI et
al., 2006, VESSECCHI et al., 2008; BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).

O modo pelo qual ocorre a fragmentacdo destes ions, seja induzido por colisdo ou por
dissociagdo na fonte de ionizagdo, pode ser elucidado com certa precisdo, pois para
determinados grupos substituintes a sequéncia de sucessivos passos de fragmentacdo ird
originar ions-filhos semelhantes (MORAES; LAGO, 2003; CROTTI; LOPES; LOPES, 2006;
CROTTI;, SERAGLIA; TRALDI, 2011).

Dos métodos de ativacdo de ions, a dissociacdo induzida por colisdo ¢ um dos mais
empregados. Essa técnica baseia-se na ativagdo de um ion por colisdo com gés inerte (gases
nobres ou N,). Os ions gasosos da amostra que apresentam energia interna suficiente
fragmentam-se em ions de m/z menor. Assim, conhecendo-se a estrutura de uma substancia ou
os ions formados ¢ possivel propor o mecanismo pelos qual as moléculas se fragmentam

(FURTADO et al., 2007; VESSECCHI et al., 2008).
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Em alguns casos é necessario o uso de marcadores isotopicos ('°C, D etc.) para propor
o modo pelo qual ocorre a fragmentagdo, pois esses agregam informacdes adicionais as
propostas (VESSECCHI et al., 2008; HOLCAPEK; JIRASKO; LISA, 2012).

No contexto da geragdo de ions por ESI, a quimica quantica computacional tem
auxiliado no entendimento da formacgdo desses ions ¢ o modo pela qual ocorre a
fragmentacdo. Isto foi possivel principalmente pelos avangos ocorridos na drea computacional
nas ultimas décadas. Sem o auxilio dessa ferramenta as interpretagdes seriam, em muitos
casos, apenas especulativas (VESSECCHI et al., 2008; VESECCHI et al. 2011).

Desta forma, a quimica quantica computacional pode ser aplicada neste trabalho para
determinar os possiveis sitios pelos quais as estirilpironas ionizam-se por ESI, pois essas
substancias possuem diversos grupos que poderiam sofrer a ionizacdo. Na literatura ja foram
descritos estudos com ésteres ciclicos e anéis pirdnicos demonstrando que o oxigénio
carbonilico do grupamento éster ¢ o sitio mais basico (BOUCHOUX; LEBLANC, 1997;
ESSEFFAR; MO; YANEZ, 2003; CROTTI et al., 2004). Assim, essas informagdes sdo
importantes para auxiliar na interpretacdo dos espectros de massas € no estudo de

fragmentacdo das estirilpironas.

1.4 Analise configuracional por RMN

Nos ultimos tempos houve um aumento no desenvolvimento de métodos sensiveis e
confiaveis para determinacdo da configuragdo absoluta de uma substancia. Esse fato pode ser
atribuido principalmente ao isolamento de grande nimero de produtos naturais opticamente
ativos, ao aumento de compostos obtidos por sintese assimétrica, e também, de que a
estereoquimica de um composto determina importantes propriedades quimicas, fisicas e
biologicas (BARREIROS et al., 2005; SECO | ; RIGUERA, 2004, 2012).

Entre as técnicas utilizadas para a determinacdo da configuracdo absoluta dos
compostos organicos estdo: a RMN, a Cristalografia de Raios-X, o Dicroismo Circular
(eletrénico e vibracional), a Dispersio Otica Rotatoria, a Rotagdo Otica Especifica ¢ a
Atividade Otica Vibracional Raman (BARREIROS et al, 2005; SECO I ;
RIGUERA, 2004, 2012; BATISTA JUNIOR, 2013).

A cristalografia de raios X foi uma das primeiras técnicas a ser utilizada para a
determinagdo da configuragdo absoluta dos compostos. Ela ainda é considerada uma das

técnicas mais confidveis para esse proposito, entretanto, sdo necessdrios cristais de boa
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qualidade, além da utilizagdo de um padrdo interno quiral como referéncia para assinalar a
configuracao absoluta (FLACK; BERNARDINELLI, 2008).

Os métodos quirdpticos sao nao destrutivos, sensiveis a quiralidade ou as
caracteristicas conformacionais das moléculas e as medidas podem ser feitas em solucdo. Mas
em alguns casos € necessdria a presenca de grupos cromoéforos que tenham transigdes
eletronicas na regido do UV/Vis, como no caso do dicroismo circular eletronico, além de um
profundo conhecimento da quimica quantica computacional para a realizagdo de célculos e
simulacdo de espectros para os pares de enantiomeros (BATISTA JUNIOR, 2013; BEROVA;
BARI; PESCITELLI; 2007)

A aplicacdo mais geral para assinalar a configuracdo absoluta de compostos organicos
por espectroscopia de RMN est4 baseada na comparacio dos espectros de RMN de 'H de dois
derivados de um substrato, que sdo obtidos a partir da reagao com os dois enantidmeros de um
reagente de derivacdao quiral (CDA) apropriado (Figura 10). Assim, os dois derivados, que
possuem uma relagdo diastereoisomérica, apresentam diferentes deslocamentos quimicos para
hidrogénios que estdo ao redor do carbono assimétrico (L,/L,) (Figura 11). Essa diferenca ¢
expressa como a diferenga de deslocamento quimico do derivado R menos a do derivado S
(A" = &% — §°, ¢ para 0 CDA MTPA A3F = §° — &% ). Dessa forma, pode-se aplicar os
diferentes modelos para localizar a posicdo espacial dos ligantes vizinhos ao carbono
assimétrico L;/L,, possibilitando a definicdo da configuracdo absoluta (SECO I ;
RIGUERA, 2004, 2012).

Existe na literatura uma grande quantidade de CDAs descritos para assinalar a
configuracdo absoluta de centros assimétricos de: alcool secundério, aminas, aminoalcool,
cianohidrina, tiol, acido carboxilico (SECO | ; RIGUERA, 2004, 2012; PORTO et
al., 2007; PAZOS et al., 2004; WENZEL; CHISHOLM, 2011).

Os CDAs mais estudados e comumentes utilizados estdo ilustrados na Figura 10: &cido
a-metoxi-a-trifluorometil fenil acético (MTPA), 4cido a-metdxi-a-fenil acético (MPA), acido
a-l-naftil-a-metdxi acético (1-NMA), acido a-2-naftil-a-metoxi acético (2-NMA), acido a-9-
antranil-a-metoxi acético (9-AMA), acido a-2-antranil-a-metoxi acético (2-AMA), boc-
fenilglicina, trans-2-fenil-ciclohexanol (trans-2-PCH), o-(9-antranil)-a-hidroxiacetato de
etila (AHA), 4cido a-ferc-butoxi-fenil acético (PTBA).

As principais caracteristicas estruturais desses CDAs sdo: um centro estereogénico
com configuracao absoluta conhecida, um grupo polar ou volumoso para manter a molécula
em uma conformag¢do mais estavel, um grupo funcional que seja passivel de sofrer um ataque

do substrato e um grupo com forte efeito anisotropico (anel aromdtico) que afete



seletivamente os ligantes L; e L, vizinhos ao centro estereogénico (SECO

RIGUERA, 2004, 2012).

Figura 10 - Estrutura de alguns dos principais agentes de derivagdo quiral.
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Historicamente, Mosher e colaboradores iniciaram os trabalhos para determinacdo da

configura¢do absoluta de compostos organicos por RMN. O CDA escolhido por eles foi o

MTPA e os substratos eram alcoodis secunddrios e aminas primdrias (DALE; MOSHER,

1968). O MPA também foi muito estudado e comparado ao MTPA. Os resultados obtidos

demostraram que o éster de MPA apresenta Ao maior do que a Ad resultante do éster de

MTPA. Isso ocorre, principalmente devido ao menor niimero de conférmeros encontrados no

éster de MPA (Figura 12).
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,

E necessario um certo cuidado ao se utilizar o MTPA como CDA, pois trabalhos
antigos utilizavam um modelo diferente dos atuais para analisar os resultados da Ad entre os
¢ésteres de MTPA. Naquela época, ndo havia um conhecimento profundo dos estados
conformacionais dos derivados, pois as conformagdes eram impostas empiricamente. Esse
fato foi contornado com o auxilio da quimica quantica computacional que possibilitou
entender as principais conformacgdes e quais delas afetavam os ligantes (Figura 12). Assim, o
modelo sofreu alteragdo no modo de interpretar a Ad e ficou conhecido como Modelo

Revisado de MTPA (SECO I ; RIGUERA, 2004).

Figura 12 - Estados conformacionais de menor energia do esteres de MTPA ¢ MPA.

a) (R)-MTPA
CF3 CF
3 H
Hefy H AL MeO.
OMe =—— L L
L, 1 OMe 2 CFs 1
SP1 sp2 ap;
protegdo de L, desprotegio de L, desprotegio de L;
b) (R)-MPA
OMe
H AL, H
H
H —
E = whe
sp ap
protegao de L, protegao de L,

Fonte: LATPOV et al. (1996, p.8571)

A Figura 13 apresenta o modelo desenvolvido ao longo dos tempos € muito bem
descrito por Seco, ui 04 e Riguera (2004) para deteminacdo da configuracdo de alcoois
secundarios utilizando MPA como CDA. O principio desse modelo baseia-se no calculo da
diferenca de deslocamento quimico entre os hidrogénios dos ligantes (L; e L,) vizinhos ao

centro estereogénico da substincia derivada com o reagente R menos a derivada com o

SRS = SRS

reagente S (A 8% - 8%). Se a diferenca de deslocamento quimico for menor que zero (A
< 0) para o L; e maior que zero (AS™S > 0) para o L, entdo aplica-se o modelo (Figura 13).
Esse modelo pode ser perfeitamente aplicado para assinalar a configuracdo absoluta da

substancia desacetilcriptocarialactona (Figura 1).
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Figura 13 - Modelo para determinagdo da configuracao de alcool secundario mono-hidroxilado.

H

A(‘)RS >0

AdRS <0

Fonte: SECO I ; RIGUERA (2004, p. 33).

A abordagem citada acima ¢ conhecida por dupla derivagdo, pois utiliza o par
enantiomérico do CDA. Uma alternativa seria a utilizacdo de apenas um dos enantiomeros do
CDA, R ou S, para preparar o derivado e obter os espectros de RMN a temperatura ambiente
(T,) e subambiente (T,) (-70° C) e calcular a variagio de deslocamento quimico (A" = §"
— 8™). Vale lembrar que os derivados devem ser solubilizados em CDCl; ou em uma mistura
de CS,/CD,Cl; (4:1) para evitar o congelamento do solvente e da amostra (SECO et al., 1995;
LATYPOV etal., 1998; SECO I ; RIGUERA, 2004).

A segunda abordagem da simples deriva¢io é a adigdo de fons Ba®", perclorato de
bario, como agente quelante do CDA para controlar o equilibrio conformacional do derivado
estabilizando em uma conformagdo mais estavel. Calcula-se a diferenga de deslocamento
quimico entre o derivado antes e depois da adi¢do do ion Ba*" A§*=5(MPA) — §(MPA+Ba”").
Nesse caso, o derivado deve ser solubilizado em acetonitrila deuterada (MeACN-d3)
(GARCIA et al., 2006; SECO I ; RIGUERA, 2004).

A terceira metodologia ¢ conhecida como “MIX and SHAKE”, em que o CDA ¢
suportado por uma matriz polimérica composta de carboxipoliestireno, ligados através de um
grupo anidrido. A reagdo ¢ feita no proprio tubo de RMN, em CDClj;, durante algumas horas
para alcool secundario e alguns minutos para amina primaria. Apos a reacdo, a matriz
polimérica fica na superficie do solvente e, assim, ndo afeta a analise por RMN. O espectro de
RMN e a interpretacdo pode ser seguida de acordo com um dos modelos propostos acima
(PORTO et al., 2003, 2008).

A Figura 14 apresenta os modelos para determinacdo da configuragdo absoluta de
substancias di-hidroxiladas com configuragdo syn 1,2, anti 1,2, syn 1,n, anti 1,n, onde n pode
ser um numero impar ou par. Os célculos de AS® sdo iguais aos do alcool secundario mono-
hidroxilado (FREIRE et al., 2005a, 2005b, 2005c, 2010; SECO | ; RIGUERA,
2012). Esses modelos podem ser perfeitamente aplicados as estirilpironas di-hidroxiladas.

Como ja explicitado, exitem modelos para assinalar a configuragdo absoluta apenas

para as substancias mono e di-hidroxiladas, e para alcoois secundarios tri-hidroxilados ainda
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ndo ha uma metodologia para determinacao direta da configurag@o absoluta. Para esses tipos
de substancias ¢ possivel apenas analisar um centro estereogénico por vez, ou seja, protege-se
duas hidroxilas através da reagdo de formacao de acetonideo, reage-se a hidroxila livre com o
CDA e aplica-se 0 modelo para substancias mono-hidroxilada (Figura 13); entdo repete-se o
procedimento para determinar a configuragao dos outros centros.

Figura 14 - Modelo para determinacdo da configuragdo absoluta de alcoois secundarios di-hidroxilados através
de ésteres bis MPA.

Tipo A: sin 1,2 Tipo B: sin 1,2 Tipo C: anti 1,2 Tipo D: anti 1,2
OR OR OR OR
7?8 ? ? 00 ? Qo0® & &S0 O
Tipo A: anti 1,n Tipo B: anti 1,n Tipo C: sin 1,n Tipo D: sin 1,n
n € impar n € impar

OR  OR OR  OR OR OR OR  OR

? 0D ? 7?7000 2 Q0?06 o 9200

Tipo A:sin 1,n Tipo B: sin 1,n Tipo C:anti 1,n Tipo D: anti 1,n
nepar nepa1
) 008 7 ? 000 > 80 08 :°

Fonte: SECO 1 ; RIGUERA (2012, p. 4613).

1.5 Analise configuracional de estirilpironas

Das espécies brasileiras de Cryptocarya, ja foram descritas diversas estirilpironas poli-
hidroxiladas, para as quais, em muitos casos, foram propostas apenas configuragdes relativas
para os centros estereogénicos hidroxilados, baseadas principalmente em dados de RMN de
'H e C e o centro C6 quando determinada assinalada configuracio absoluta foi por
dicroismo circular eletronico (CAVALHEIRO; YOSHIDA, 2000; TELASCREA, 2006).

Nesse contexto, Davies-Coleman e Rivett (1989) publicaram uma revisdo sobre 5,6-
diidro-a-pironas 6-substituidas, indicando a possibilidade de determinacdo da configuracao
absoluta em C6 (anel pir6nico) por meio de curvas de dicroismo circular eletronico, através
do efeito Cotton positivo para C6 R e efeito Cotton negativo para C6 S (250-280 nm). Da

mesma forma, Cavalheiro e Yoshida (2000) determinaram a configurag¢do absoluta do C6 do
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anel pironico, aplicando a regra da helicidade (regra de Snatzke), na qual assume-se que o
substituinte no C6 estd na conformagdo pseudo-equatorial e um efeito Cotton positivo €
observado na curva CD em 250-280 nm, que corresponde a uma transi¢ao n—m*.

Atualmente, esta metodologia estd sendo aplicada na determinacdo da configuragao
absoluta do centro C6 da maioria das pironas e estirilpironas descritas na literatura. Uma
alternativa para determinar a configurag@o absoluta desse centro estereogénico seria comparar
os dados de dicroismo circular eletrénico com os obtidos por outras metodologias como, por
exemplo, fazer a hidrélise do anel pirdnico e reagir a hidroxila do C6 com o CDA e aplicar a
metodologia ja descrita para determinar a configuracdo por RMN.

A goniotalamina (Figura 15) teve sua configuracio absoluta conclusivamente proposta
por Meyer apos sintese do par de enantidmeros a partir de precursores com configuracao
absoluta definida (MEYER, 1979). Estabeleceu-se assim que (+)-(R)-goniotalamina apresenta
[a]*p =+ 135° (¢ = 0,7, em MeOH) e efeito Cotton positivo em CD (Agys3= + 6,5), enquanto
o enantidémero (-)-(S)-goniotalamina apresenta [a]*p = - 137° (¢ = 0,8, em MeOH) ¢ efeito

Cotton negativo em CD (Agys3= - 7,44).

Figura 15 - Substancia Goniotalamina.

A configuracdo absoluta de outras estirilpironas, quando determinada, foi realizada a
partir de dados de cristalografia de Raio-X e/ou ésteres de Mosher com derivagdo por MTPA.
Em alguns casos, a sintese enantioseletiva foi bem sucedida, possibilitando a confirmagao das
propostas configuracionais feitas a partir de dados espectrométricos, como aconteceu com as
estirilpironas goniotalamina, ja citadas acima, e também com a criptocarialactona (DREWES
et al,, 1998; MORI; FURUKAWA, 1994), desacetilcriptocarialactona (DREWES et al.,
1998), kurzilactona (JIANG; CHEN, 2001; KIM; TAE, 2006) e estrictofoliona
(JULTAWATY et al., 2002; BOUZBOUZ; COSSY, 2003; DAS et al., 2011), criptomoscatona
E1 (YADAV etal., 2013).

Drewes et al. (1998) comparou os dados espectroscopicos de RMN, [0]°, dicroismo
circular eletronico e raios X de quatro diastereoisdmeros da criptocarialactona e da

desacetilcriptocarialactona obtidas de fontes naturais e sintética. Foi observado um efeito
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Cotton positivo (271 nm) para os diastereoisomeros com configuragdo R do C6 e negativo
(271 nm) para o S.

Novaes et al. (2014) sintetizaram os quatros diastereoisdmeros das criptomoscatonas.
A configuracao absoluta do centro C6 referente ao anel pironico foi determinada como R
através dos ésteres de Mosher antes da etapa de fechamento do anel, assim a criptomoscatona
D1 apresentou a configuracdao absoluta assinalada como 6R,2°’R4’S, a criptomoscatona D2
como 6R,2’R,4’R, enquanto os outros dois diastereoisdmeros tem a configuragao 6R,2°S,4’S e
6R,2’S,4’R. Dessas estirilpironas, um efeito Cotton positivo foi observado nos espectros de

dicroismo circular eletronico na regido de comprimento de onda de 254-272 nm.
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2 OBJETIVOS

Uma vez que as estirilpironas s3o uma importante classe de produtos naturais
biologicamente ativos e estudos visando a identificagdo rapida desses compostos ainda nao
estabelecidos e a configuragdo absoluta desses compostos nem sempre determinada, este

trabalho tem por objetivo:

e Estudar os mecanismos de fragmentagdo de cinco estirilpironas por espectrometria
de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS/MS) e por CG-MS com
ionizacgao por elétrons (EI-MS);

e Determinar a configuragdo absoluta dos centros estereogénicos hidroxilados e do
C6 do anel pironico de estirilpironas isoladas de Cryptocarya mandiocanna por

RMN de 'H (Figura 16), utilizando os agentes de derivagdo quiral.

Figura 16 - Estirilpironas selecionadas para estudos de fragmentagdo por ESI-MS/MS e de configuragio
absoluta. Nas estruturas abaixo, esta indicada a configuracao relativa para os carbonos hidroxilados e a absoluta,
determinada por CD, para o C6 do anel pirdnico.

Desacetilcriptocarialactona (1) Criptomoscatona D1 (2)

OH OH OH OH

Criptomoscatona E3 (5)

OH OH OH

Criptomoscatona F1 (6)
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3 MATERIAIS

Segue abaixo as especificagdes dos equipamentos e demais materiais utilizados neste

estudo.
Balanca Analitica: Mettler Toledo modelo AG245 (max. 210 g; d=0,1 mg).

Colunas cromatograficas CLAE:
- Phenomenex® Luna C-18. 250 x 4,6 mm, 5 pm.

- Phenomenex® Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 10 pm.

Colunas cromatograficas para CG:
- Supelco SPB-5 (5% fenil polimetilsiloxano). 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum CG-FID
- Phenomenex ZB-5MS. 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, CG-MS

Pré-tratamento das amostras: Agilent Technologies cartucho de C18 (Accu BondIl SPE
ODS-18 Cartridges). 1,0 x 1,0 cm; 500 mg.

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu®, modo analitico): bomba LC-20AT,
com sistema de controle CBM-20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A, injetor
automatico SIL-20A, forno para coluna CTO-20A, desgaseificador DGU-20A-5, programa

gerenciador do cromatdgrafo e dados LC-solution versao 1,21.

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu®, modos analitico e preparativo):
bomba LC-18 A, com sistema de controle SCL-10Avp, detector UV/Vis (2 comprimentos de
onda simultaneos) SPD-M10Avp, programa gerenciador do cromatdgrafo e de dados Class-

VP versao 6.1.

Cromatodgrafo a gas: GC-FID - Cromatografo a gas Varian CP - 3800, equipado com injetor
automatico Varian 8200 e detetor de ionizacdo em chama (FID), N, gés de arraste; no detector

ar sintético e H,. Software Galaxie Chromaography Data System - Version 1.9.302.530.

Cromatografo a gas: GC-MS - cromatografo a gas Shimadzu QP-2010 equipado com injetor

automatico AOC-5000 Shimadzu e interface com um espectrometro de massa. Analisador —
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quadrupolo, gas de arraste He. Condi¢des MS: temperatura da fonte de ions e interface de 250
°C, modo de impacto de elétrons (EI) a 70 eV, faixa da massas de aquisi¢ao de m/z 40-650

Daltons.

Espectrometro de Massas: Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA. micrOTOF Q II- ESI-
TOF Mass Spectrometer. Deteccdo no modo positivo, calibragdo interna NA-TFA a 10
mg.mL", bomba de Infusdo (COLE PARMER, vazdo 5 uL.min™"). Amostras solubilizadas em
MeOH/H,0. Capilar: 3,5 kV; Gas: nitrogénio, gas de colisdo: nitrogénio.

Espectrometro de massas: LCQ Fleet LC/MS - Thermo Analitica. Amostras solubilizadas

em MeOH/H;O0. Capilar: 3,5 kV; Gés: nitrogénio, gas de colisdo: hélio.

Espectrometro de Dicroismo Circular Eletronico: JASCO J-850, operando de 200 a 400

nm, cubeta de 1,0 mm.

Espectrometros de ressonincia magnética nuclear:

- Espectrometro Bruker Avance III 600 HD 14,1 T, operando a 600 MHz para 'H e a 150
MHz para "°C.

- Espectrometro Bruker Fourier 300, 7,0 T, operando a 300 MHz para 'H e a 75 MHz para
1Be

Programa Gaussian 03: As energias de Gibbs foram obtidas utilizando o modelo B3LYP/6-
31+G(d,p).
Programa Molekel 4.3: O MEP foi obtido a partir das cargas derivadas do potencial

eletrostatico usando o programa.

Rota Evaporador: Biichi® modelo R-114 RE, com banho termostatizado (aquecimento)
Biichi® modelo B-480, banho ultra-termostatizado (refrigeracdo) Marconi® modelo MA184 ¢

. , . -® o
sistema de “vacuo” Biichi~ modelo V-500 com condensador secundario.

Solventes:
a) Extracdo, CCDC, CCDP, CC, EFS: solvente grau técnico (acetato de etila, hexano,
metanol), adquiridos no mercado local e purificados por destilacdo fracionada, no Instituto de

Quimica da UNESP, em destiladores de vidro;
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b) Analise por CLAE e reacées: solvente grau cromatografico (metanol e diclorometano)
J.T. Baker SOLUSORB®™ (Xalostoc, México);
¢) Agua ultra pura (18 MQ): obtida por tratamento sequencial por osmose reversa e ultra

purificador Milli-Q, Millipore Milli-Q® Direct system (Direct 8).

Material Vegetal: Folhas do individuo CB 353 do quimiotipo FS de Cryptocarya
mandioccana, foi coletada no P.E. Carlos Botelho, municipio de Sao Miguel Arcanjo-SP. O
material foi identificado pelo prof. Dr. Pedro L. R. de Moraes do Depto de Botanica da
UNICAMP. A exsicata foi depositada no herbario do Instituto de Botanica de Sao Paulo com
o numero de referéncia CAVALHEIRO CB353.

Placa para CCDC: SORBENT Technologies Silica G TLC plates w/UV 254, suporte de

aluminio (20 x 20 cm x 0,2 mm).

Camara de UV de bancada: CAMAG operando em dois comprimentos de onda (254 ¢ 366

nm).

Fase estacionaria para cromatografia em coluna:
a) silica: 0,060-0,200 mm; diametro do poro: 6 nm; marca: Sigma - Aldrich;
b) silica: 0,04-0,063 mm; didmetro do poro: 6 nm; marca:Sigma - Aldrich.

c) silica C-18: 0,040-0,060 mm; marca: LiChroprep® RP-18 (Merck®)

Reagentes:
¢ 1do a-metoxi-a-fenilacético (R e S MPA), marca: TCI
1-etil-3-[3-(dimetilamino) propil] carbodiimida (EDC), marca: Sigma-Aldrich
4-dimetilaminopiridina (DMAP), marca: Sigma-Aldrich
2,2-dimetoxipropano (2,2-DMP), marca: Sigma-Aldrich
Acido p-toluenosulfonico, marca: Sigma-Aldrich
Acido sulfiirico 98%, marca: Synth
Anisaldeido
N-metil-N-(trimetilsil)-trifluoracetamida (MSTFA), marca: Sigma-Aldrich



4 METODOS

As estirilpironas selecionadas para este estudo foram isoladas a partir do extrato
etanolico de folhas de Cryptocarya mandioccana, segundo procedimento descrito por
Telascrea (2006) e brevemente relatado. A seguir, as substancias purificadas por CLAE foram
utilizadas para os estudos de fragmentagdo por eletrospray e derivadas para analise por GC-
MS. Para as analises configuracionais por RMN, foram preparados os seguintes derivados de
cada estirilpirona: ésteres de MPA, acetonideos e hidroxi-acidos obtidos por hidrolise do anel
pironico. Para as andlises configuracionais também foram obtidos dados de dicroismo

circular. Os procedimentos utilizados em cada uma dessas etapas estdo descritos a seguir. Um

resumo dessa etapa ¢ apresentado no fluxograma abaixo (Figura 17).

Figura 17 - Fluxograma da metodologia experimental de isolamento das estirilpironas.
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4.1 Preparacao do extrato etandlico das folhas e extrac¢ao liquido/liquido (ELL)

A extragdo foi realizada por ultrassom, com etanol na propor¢ao 1:3 (m/v) por 1 hora,
seguido de maceracdo simples por 24 horas e filtracdo em papel de filtro, sendo esse
procedimento realizado trés vezes. O filtrado foi concentrado em rota evaporador até
eliminacao total do solvente.

O extrato etanolico foi dissolvido em MeOH/H,O (9:1) na proporgao de 1:10 (m/v) ¢ a
ELL foi feita com Hex por trés vezes. Em seguida, foi adicionada agua até propor¢ao de 40%

e a extracao foi feita com AcOEt por 3 vezes.

4.2 Extraciao em fase solida (EFS) em silica

A fase AcOEt, obtida do extrato EtOH como indicado no item anterior, foi submetida
a EFS em Silica gel-60 (63-200 um), eluida com misturas de Hex/AcOEt/MeOH (Tabela 1).
A quantidade de amostra adsorvente foi de 1:10 (m/m) sendo cada fra¢dao eluida com 3

volumes mortos de fase movel.

Tabela 1 - Composi¢@o dos solventes utilizados no fracionamento por EFS em silica

Fracio Composicio da FM

F1 Hexano

F2 Hex/AcOEt (95:5)

F3 Hex/AcOEt (90:10)
F4 Hex/AcOEt (80:20)
F5 Hex/AcOEt (60:40)
F6 AcOEt

F7 AcOEt/MeOH (95:5)
F8 AcOEt/MeOH (80:20)
F9 AcOEt/MeOH (60:40)
F10 MeOH

F11 MeOH/H,0 (50:50)

4.3 Cromatografia em camada delgada comparativa e preparativa (CCDC, CCDP)
As andlises por CCDC CCDP foram realizadas no modo normal, utilizando silica
como FE, e Hex/AcOEt/MeOH (60:32:08, v/v) como fase modvel (FM). As placas
preparativas foram reveladas em camara de UV (254 nm) e as comparativas em camara de

UV (254 nm) ou anisaldeido sulfurico.
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4.4 Cromatografia em coluna de baixa performance (CC)

Foram utilizadas 180,0 g de silica gel 40-63um, coluna de vidro com didmetro de 4,4
cm e altura da fase estacionaria de 25,0 cm, volume morto de 190,0 mL. O volume coletado
foi de 75,0 mL e um total de 70 fracdes e FM foi Hex/AcOEt/MeOH (60:32:08, 1,5L),
Hex/AcOEt/MeOH (50:40:10, 1,5L), AcOEt/MeOH (80:20, 1L), MeOH (1L).

4.5 Pré-tratamento das amostras para analise em CLAE-DAD

Cerca de 5 mg de amostra foi solubilizada em 1,5 mL de MeOH/H,O (95:5, v/v) e
aplicada em cartucho de EFS-C18, previamente ativado com MeOH e condicionado com
MeOH/H,0 95:5 (v/v). Em seguida, foi feita a extragdo com mais 3,0 mL de MeOH/H,0 95:5
(v/v), obtendo-se a subfragdo 1 e, por fim, mais 4,5 mL de MeOH para limpeza do cartucho
para reutilizacdo. Cada cartucho foi reutilizado 3 vezes. Apos esse procedimento, todas as
subfragcdes eluidas com MeOH/H,O 95:5 foram concentradas até eliminagao total dos
solventes e a seguir dissolvidas em 5 mL MeOH, obtendo-se uma concentragdo final de

aproximadamente 1,0 mg.mL™".

4.6 CLAE-DAD analitico

As analises dos extratos, fragdes e subfragoes foram realizadas em CLAE-DAD, modo
analitico, utilizando coluna de fase reversa C-18, eluicdo no modo gradiente linear iniciando
com MeOH/H,0 05:95 e finalizando com 100:00 em 50 minutos, mais 10 minutos isocratico
na condicdo final, volume de injecdo de 10 pL, vazdo de 1,0 mL.min" e deteccdao no UV

(200-400 nm). Os cromatogramas foram registrados utilizando a leitura em 254 nm.

4.7 CLAE preparativo

A purificacdo das estirilpironas 1, 2, 3 e 4 foi feita em CLAE-C18 preparativo, a partir
da fragdo F6. Primeiramente a fracdo F6 foi submetida a EFS-C18 eluida com MeOH/H,O
(80:20), para remocao de interferentes menos polares . Apos eliminacdo do solvente do
eluato, o residuo foi dissolvido em 10,0 mL MeOH e entdo mais 10 mL de H,O, resultando
numa solugio MeOH/H,O (50:50) contendo cerca de 50 mg.mL"da amostra. Em cada analise
foram injetados cerca de 1,0 mL dessa solu¢cdo. O modo de eluicdo foi isocratico com vazao

de 12,0 mL.min"' e composi¢do da fase movel de MeOH/H,O (46:54).
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A purificacdo das substancias 5 e 6 foi feita a partir das sub-fragdes F8CC19-21,
F8CC22-24, F8CC25 e F8CC26-33. Primeiramente, as sub-fragdes foram submetidas a por
EFS-C18, como descrito acima e posteriormente dissolvidas em MeOH/H,0O 1:1 (50 mg.mL"
" e injetadas em CLAE-C18 preparativo, FM MeOH/H,0 (43:57) e vazdo de 10,0 mL.min™

4.8 Ionizacgao por eletrospray e dissociacido induzida por colisao

As estirilpironas foram dissolvidas em MeOH/H,0O (9:1) na concentragdo de 10 ppm.
Essa solucdo foram inseridas através de bomba de infusio com vazdo de 10 pL.min”. Os
espectros ESI-MS foram obtidos operando o espectrometro em modo positivo, para obteng¢ao
dos fons [M+Na]", [M+K]" e [M+H-H,0]".

A dissociagdo induzida por colisdo (CID) foi realizada através da colisdo com Ny
para o equipamento micrOTOF-QII Bruker-Daltonics e com géas He) para o LCQ Fleet LC-
MS Thermo Analitica, variando-se a energia de colisdo de 0 a 40 eV, sendo os ions
resultantes analisados em alta resolugdo pelo tempo de voo (TOF) e em baixa no ion trap. A
partir desses resultados, foram propostas as possiveis vias de fragmentacdo para as moléculas

cationizadas e protonadas.

4.9 Derivacao das estirilpironas com MSTFA para analise por CG-MS
A reacdo de sililacao das estirilpironas seguiu as etapas listadas abaixo:

0,3 mg de estirilpirona foi dissolvida em 200 pL de piridina, em frascos de 4 mL.
Foi adicionado 200 pL. de MSTFA [N-metil-N-(trimetilsil)-trifluoracetamida].
A amostra foi homogeneizada para dissolver completamente.

O meio reacional foi mantido em banho de 4gua a 37 °C por 30 minutos.

O O

A amostra foi filtrada com microfiltro de 0,22 um e transferida para frasco de 2
mL com insert de 350 pL.
6. As amostras foram mantidas em repouso por 24 hr a 5 °C (geladeira).

7. As estirilpironas foram injetadas no cromatografo gasoso.
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4.10 Analise por cromatografia gasosa com deteccao por FID e MS

As anadlises por GC-FID e GC-MS foram realizadas com as estirilpironas apos
derivacdo com MSTFA. O injetor estava no modo split 1/25, a temperatura do detector foi
mantida a 310°C.

Foi realizada uma rampa de aquecimento com uma taxa de 5,0 °C.min"". No inicio da
corrida a temperatura foi mantida a 200 °C por 3 min, apds esse tempo inicia-se o

aquecimento terminando em 310 °C e esta temperatura ¢ mantida por mais 6 min.

4.11 Determinacio da configuraciao absoluta das estirilpironas

A determinacdo da configuragdo absoluta dos centros estereogénicos hidroxilados das
estirilpironas seguiu as etapas listadas abaixo e esquematizadas nas Figuras 18 - 22:

1. Preparagdo dos ésteres de MPA;

2. Preparagdo de acetonideos para determinar a configuracao relativa;

3. Purificago das substancias apos reagoes;

4. Obtengao dos espectros de RMN e dicroismo circular eletronico;

5. Andlise dos dados de RMN aplicando a metodologia adequada para propor a
configuragdo absoluta a partir das estirilpironas derivadas (Figura 13 e Figura 14).

6. Hidrolise do anel lactonico e repeticao do item 1 para determinar a configuracao do

centro estereogénico em C6.

Figura 18 - Planejamento para analise configuracional da estirilpirona desacetilcriptocarialactona (1).
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Figura 19 - Planejamento para analise configuracional da estirilpirona criptomoscatona D1 (2).
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Figura 20 - Planejamento para andlise configuracional das estirilpironas criptomoscatona E2 (3) e
criptomoscatona E1 (4).
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Figura 21 - Planejamento para analise configuracional da estirilpirona criptomoscatona E3 (5).
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4.11.1 Preparacio dos ésteres de MPA de estirilpironas

As estirilpironas foram esterificadas com acido (R)- e (S)-MPA. Resumidamente, a
solucdo de estirilpirona (1 equiv) em diclorometano seco, na presenga de cloridrato de EDC
(2,2 equiv para cada hidroxila) e DMAP catalitico, sob atmosfera de Ny, foi adicionada a
uma solu¢do de MPA (2,2 equiv para cada hidroxila), também em diclorometano seco. A
mistura foi mantida sob agitagdo por 3-8 horas. A seguir, a fase organica foi lavada
sequencialmente com agua, HCI (1 M), agua, NaHCOs (sat) e 4gua novamente, entdo seca

com Na,SO4 e concentrada a vacuo em rota evaporador (FREIRE et al., 2007a). As
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estirilpironas esterificadas foram purificadas por CLAE preparativo ou CCD preparativo.

Todos os compostos foram analisados por RMN (1D e 2D) e dicroismo circular eletronico.

4.11.2 Preparacio do acetonideo

Aproximadamente 10 mg das estirilpironas foram dissolvidas em 2,2-DMP e a elas foi
adicionada quantidade catalitica de acido p-toluenosulfonico. A reacao foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 2-4 horas. A fase orgénica foi lavada com solugdo
saturada de NaHCO;, seguida de dgua. A fase organica foi concentrada até evaporagdo total
do solvente e o acetonideo obtido, apds dissolucdo em solvente deuterado (CDCl3), submetido

a analise por RMN de 'H e "°C e dicroismo circular (SABITHA; GOPAL; YADAV, 2008)

4.11.3 Hidrdlise do anel pironico

A etapa de hidrdlise ¢ utilizada para abrir o anel pirénico, obtendo-se os 6-hidroxi
acidos correspondentes, e subsequente avaliagdo da configura¢ao absoluta em C6, através da
preparagdo dos ésteres de MPA. Os resultados obtidos foram confrontados com as andlises de
dicroismo circular eletrénico.

A solugdo de estirilpirona em MeOH adicionou-se uma solugéo 0,2 M de NaOH, gota
a gota com pipeta Pasteur. A mistura foi mantida sob agitagdo, a reacao foi acompanhada por
CCDC e, quando necessario, mais solucdo de NaOH foi adicionada. Apos o término da
reacdo, foi adicionado HCI 1M para neutralizar o meio e em seguida realizou-se uma extracao
lig/liqg do meio reacional aquoso com diclorometano, para extragdo do produto da hidrdlise.

(COLLETT et al., 1997; KHURANA; CHAUHAN; BANSAL, 2004).

4.11.4 Analise por dicroismo circular eletronico (CD)

Todas estirilpironas foram solubilizadas em metanol na concentracdo de 0,2-0,3

mg.mL™" e analisadas por CD.



5 RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 Fracionamento do extrato etanoélico e purificacio das estirilpironas
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O processo de preparagdo do extrato EtOH, a partir de 1,0 kg de folhas secas de C.

mandioccana, rendeu 197,0 g (19,7 %) de extrato, que foi inicialmente fracionado por ELL,
fornecendo 39,4 g (19,9%) da fragdo hexéanica (FHex), 76,4 g (38,7%) da fracdo acetato de
etila (FACOEt) e 82,9 g (42,0%) da fragao hidrometandlica (FHidroMeOH). Na anélise dessas

fragdes por CLAE-DAD verificou-se que as estirilpironas ficaram concentradas na FAcOEt

(Figura 23). Essa fracao foi entdo submetida a EFS em silica.

Figura 23 - Cromatogramas em CLAE-DAD analitico, modo reverso (C-18), registrados em 254 nm, das
fragdes do extrato etandlico obtidas por ELL.
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O fracionamento da FAcOET foi realizado por EFS em silica gel segundo gradiente de

eluicdo descrito na Tabela 1. A Tabela 2 apresenta os valores de massa de cada fra¢do obtida

e o rendimento do processo. As fragoes de F6 até F9 sdo as que apresentaram maior

rendimento e também nelas ficaram concentradas as estirilpironas, novamente localizadas

devido a seus espectros no UV caracteristicos (Anexo 1). Na fra¢do 6 ficaram concentradas as

estirilpironas mono e di-hidroxiladas, purificadas subsequentemente por CLAE preparativo.
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Tabela 2 - Balanco de massa da EFS-Si e rendimento em porcentagem de cada fracao.

Fracao/ Solvente/Proporc¢iao Massa (mg) Rendimento (%)
F1: Hexano 15,7 0,02
F2: Hex/AcOEt (95:5) 11,0 0,01
F3: Hex/AcOEt (90:10) 90,8 0,12
F4: Hex/AcOEt (80:20) 560,2 0,73
F5: Hex/AcOEt (60:40) 1046,7 1,37
F6: AcOEt 8937.4 11,7
F7: AcOEt/MeOH (95:5) 13834 18,1
F8: AcOEt/MeOH (80:20) 37611 49,2
F9: AcOEt/MeOH (60:40) 14477 18,9
F10: MeOH 2780 3,64
F11: MeOH/H,O 1570 2,05

SOMA 80933,8 105,8

A seguir a F8 foi submetida a CC de silica. Apos CC, nas subfragcdes 9 a 20 foi
observado a presenca de precipitados quando essas eram solubilizadas em metanol. Telascréa
(2006) identificou esse precipitado como sendo os flavondides (5-hidroxi- 3,7,4-trimetoxi-
flavona e 5-hidréxi-7,4’-dimetoxiflavanona). A Figura 24 apresenta os cromatogramas das
fragdes apos serem reunidas por comparacdo por CCDC. As estirilpironas tri-hidroxiladas
foram detectadas nas fragdes de 16 a 44, a partir da comparagao do tempo de retengdo com
padrdes disponiveis no laboratorio. A Tabela 3 apresenta o balanco de massa das subfra¢des

apos reuni-las de acordo com o perfil cromatografico obtido por CCDC.

5.2 Purificacio das estirilpironas por CLAE preparativo

As estirilpirona 1 (100 mg), 2 (100 mg), 3 (100 mg) e 4 (40 mg) foram obtidas apds
14 injecdes em CLAE preparativo da fragdo F6 apds pré-tratamento da fragdo por EFS-C18.
A Figura 25 apresenta os cromatogramas no modo isocratico analitico e preparativo, € 0s
cromatogramas no modo gradiente das substincias apds purificacdo. As substancias
apresentaram um alto grau de pureza apds purificacao.

As estirilpironas 5 (400 mg) e 6 (250 mg) foram purificadas a partir das sub-fracdes
F8CC19-21, F8CC22-24, F8CC25 e F8CC26-33 obtidas da CC da fracdo F8. A Figura 26
apresenta os cromatogramas no modo isocratico preparativo € os cromatogramas no modo
gradiente das substincias apos purificacdo. As substancias apresentaram um alto grau de

pureza ap0s purificagao.
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Tabela 3 - Balango de massa da cromatografia em coluna da fragdo F8 e rendimento em porcentagem de cada
fragdo obtida.

Fracao Massa (mg) Rendimento (%) Fracio Massa (mg) Rendimento (%)
4 9,2 0,049 49 64,6 0,34
5 4,9 0,026 50 102,2 0,54
6 3,6 0,019 51 88,2 0,47
7 3,1 0,016 52 120,5 0,64
8 3,6 0,019 53 96,9 0,52
9 337,4 1,79 54 97,1 0,52
10 251,2 1,34 55 84,9 0,45
11-12, 275,6 1,47 56 78,7 0,42
13-14 1343 0,71 57 87,4 0,46
15 62,5 0,33 58 77,4 0,41
16-18 237 1,26 59 54,7 0,29
19-21 312,8 1,66 60 53,8 0,29
22-24 562,3 2,99 61 49,4 0,26
25 251,1 1,34 62 1576 8,38
26-29 641,3 3,41 63 398.,4 2,12
30-33 399,7 2,13 64 1900,0 10,1
34-38 477,2 2,54 65 858,6 4,57
39-44 979,2 5,21 66 539,5 2,87
45 96,8 0,51 67 279,3 1,49
46 69,9 0,37 68 125,2 0,67
47 81,7 0,43 69 69 0,37
48 66,4 0,35 70 57,8 0,31

Total 12120,40 64,47
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Figura 24 - Cromatogramas das fragoes da CC da fragdo F8, obtidos em CLAE-DAD fase reversa C-18 ¢
registrados em 254 nm. @ Flavonoéides, % Estirilpironas

o F8CC 13-18
sood 371,3 mg
F8CC 19-21
312,8 mg
OZi F8CC 22-29
soo] 1454,7 mg
F8CC 30-35
699,7 mg
F8CC 36-38
coo 277,2 mg
FSCC 39-44
979,2 mg
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Figura 25 - Cromatogramas da fracdo F6 no modo analitico isocratico e preparativo para isolamento das
substancias 1, 2, 3 e 4 e cromatogramas analiticos apds purificagdo no modo gradiente, registrado em 254 nm.

30(}—‘ i Anrm (1 .00) =

Analitico

EX) = o EX=) o S 7o —ie

Ao
Sanre  anrs (7T . 005 =

[
0
PO
!

Preparativo

!
!

)

N

0

a
A

:
Pt

]
0

0

phuaniun

E=Y =o =o Y= so so [enayrgy

mAU
1z200d25anm . Anm (1.00) =
11007

Gradiente

A
0
0
9

] [}
o} o}
£.2.2.0.0.2.9.8.8.8

1]
0

N
0

0
0

[
00

N
0

a
o]

[
i

0

Ofaeduns

10 20 30 ao s50 so min

>
c

N
0
hs

NnmM . 4nm (1.00)

4156

Gradiente

75

50

2s

R U SO S L

1
b4

o
3

T S 536 T T T a0 O = 7 e min

3 o
>
C

N
0
N

Am . anm (1.00)

[l

0
0

Gradiente

0
0

NN
o 0
P20 0. 0.0 4

4
o 0

]
0

TN

0

1o 7 T 2o 7 77 T 3o 7 7 7T 4o 7 T so 7 7 7T &o min

>
c

N
0
N

nm . anm (1.00)

0
0

Gradiente

']
0

W
0

N A
0 0
P90 0.0 .0,

a
0

1
i

10 f=Ye) 30 ao 50 [=Ye) min



Volts

53

Figura 26 - Cromatograma preparativo para isolamento das estirilpironas 5 e 6 e cromatogramas analitico apos
purificagdo no modo gradiente, registrado em 254 nm.
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5.3 Estudo do Mecanismo de Fragmentac¢ao das Estirilpironas por Eletrospray (ESI)

Ao analisar as estirilpironas por espectrometria de massas utilizando ionizagdo por
eletrospray, modo positivo, foram observados ions referentes a molécula cationizada com
sodio [M+Na]" e com potassio [M+K]", além do ion referente a molécula protonada menos
uma molécula de dgua [M+H-H,0]". No entanto, o ion [M+Na]" aparece sempre mais
intenso, enquanto os demais sao dificeis de distinguir do ruido em alguns casos. Neste estudo

foram avaliadas apenas as estirilpironas 1, 2, 3, 5 ¢ 6 nos equipamentos micrOTOF QII e

LCQ Fleet (ion trap).
5.3.1 Fragmentacio das Estirilpironas Protonadas

Uma caracteristica importante notada nos espectros de massas de ions totais de todas
as estirilpironas estudadas ¢ o fato de ndo apresentarem o ion referente as moléculas
protonadas [M+H]", mas sim das moléculas protonadas menos uma molécula de agua
[M+H-H,0]", ou seja, pode estar ocorrendo uma dissocia¢io na fonte de ionizagio (Figura
27). E isto pode ser explicado levando em consideracdo que uma diferenca de potencial ¢
aplicado no capilar, assim, o processo de ionizacdo por ESI inicia-se ainda em fase
condensada podendo ocorrer reagdes de dissociagao, como neste caso.

O ion resultante da eliminagdo de H,O na fonte foi submetido a CID e foram
observadas eliminagdes neutras de moléculas de H,O em sequéncia, lembrando que
estirilpironas sdo poli-hidroxiladas. Sugere-se que estas eliminagdes ocorram de forma a
manter um sistema conjugado com o grupo estireno. Por fim, ocorre a abertura do anel
pironico e novamente ocorre eliminacdo de H,O formando um ion acilio, seguida de perda
neutra de CO, gerando o ion [M+H-nH,O-CO]" (Figura 28 e Figura 29). Similarmente,
Crotti et al. (2004) estudaram o mecanismo de fragmentacdo de algumas lactonas saturadas e
insaturadas de cinco membros, € observaram que o ion fragmento principal eram derivados de

uma perda neutro de H,O e CO.
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Figura 27 - Espectro de massas em alta resolu¢do da estirilpirona 2 obtido no equipamento micrOTOF QII.
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equipamento lon Trap.

Fernando_EP1_0,1%ac_fragt 10ppm #541 RT: 8,47 AV: 1 NL: 1,64E3
T: ITMS + p ESI Full ms2 227,10@cid20,00 [60,00-10C

[M+H-2H,0-CO]"

\ [M+H-2H,0]"

209,08

181,08

_.
o
7

920
80
70
60
50

40
117,00
30
20 [M+H-H,0]"
167,08

110,92 199,00
131,00 141.00 453 00 1 8

90,92 96,92 1 1. le L | 211,67 || 245,08 262,42 275,50
e e T L M Ly i e e

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

10 227,08

66,92
T

o




56

Figura 29 - Proposta do mecanismo de fragmentacéo das estirilpironas apds eliminagdo de H,O.
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5.3.2 Fragmentacao das Estirilpironas Cationizadas com Sodio

Para avaliar os sitios de protonacdo ou cationizagdo de cada estirilpirona, as cargas
atdmicas foram tracadas em combinacdo com o mapa eletrostatico molecular (MEP) (Figura
30) para as cinco estirilpironas selecionadas. As andlises dos MEPs indicaram que o oxigénio
carbonilico presente no anel lactonico ¢ o d&tomo mais nucleofilico dessas moléculas. Assim,
pode-se sugerir que esse € o sitio de interagdo para o qual uma carga positiva poderia ser
atraida (Figura 30). Esses resultados estdo de acordo com os descritos na literatura para
lactonas de cinco e seis membros (CROTTI et al, 2004; BOUCHOUX; LEBLANC, 1997,
ESSEFFAR; MO; YANEZ, 2003; HUZINAGA, 1985).

Para entender as interacdes dessas moléculas com Na', foram realizados os calculos da
estrutura eletrdnica molecular com os possiveis sitios de interagdo. Trés possiveis
conformeros foram obtidos para as interacdes das estirilpironas com o cation Na'. Para todas
as moléculas, o conformero mais estavel foi aquele no qual o ion sodio interagiu com o
oxigénio carbonilico (Figura 31 e Anexo 2). Esses resultados estdo de acordo com as
propostas de fragmentagdo dessas substancias, onde os mecanismos sugeridos foram baseados
na interagdo do ion Na' com o oxigénio carbonilico, o que ocorreu de forma similar com

todas as estirilpironas analisadas.
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Figura 30 - Mapa do potencial eletrostatico molecular (MEP) para as cinco estirilpironas 1, 2, 3, 5 e 6. Regides

vermelhas sdo mais nucleofilicas.

Ezsirstalic Potsniial

1 0.321

0,120

. 0,052

-0.0714

-0.202

~0,0729

-0,201

4 L ’ . : 47
/ 0.0573
\?\

# 1

Potsniiaf
337

it
0.

0,202

-0.0575

-0.202

Elssiresille Potsniial
0.331

0,194

.’J.U'J/U

~0.0740

-0.209

0.200

.U. 0559

=0.0431

-0,202

Figura 31 - Conformeros mais estiveis para a interagio entre Na' e 1 obtidos pelo modelo B3LYP/6-31+G
(d,p). Todos os valores sido energias de Gibbs relativas, em kcal.mol ™.

(6.8)

(0.0)

(13.1)

Todos os espectros de ions totais exibiram sinais

relativos as estirilpironas

. . —+ —+ e . . . .
cationizadas com Na e K, sendo que os ions sodiados apresentam-se significativamente

.. . . . . . N + .
mais intensos, muitas vezes como pico base. Os sinais relativos a [M+Na]" foram obtidos em

alta resolugdo, com erros de 2,37 ppm para 1, 0,20 para 2, 0,84 para 3, 0,93 para 5 ¢ 0,91 para
6. (Tabela 4, Anexo 3-11).

Tabela 4 - Espécies cationizadas observadas nos espectros de ESI-MS das estirilpironas cationizadas.

1 2 3 5 6
fon Massa Massa Massa Massa Massa Massa Massa Massa Massa Massa
acurada exata acurada exata acurada exata acurada exata acurada exata
[M+Na]*| 267,0998 | 267,0992 | 311,1251 | 311,1254 | 337,1411 | 337,1410 | 355,1513 | 355,1516 | 381,1676 | 381,1672
[M+K]" | 283,1078 | 283,0731 | 327,1154 | 327,0993 | 353,1299 | 353,1150 | 371,1281 | 371,1255 | 397,1566 | 397,1412
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O pico base gerado apos CID ¢ a espécie [1+Na]” independente do potencial aplicado
(Anexo 1). Para esta substincia ndo foi possivel propor o mecanismo de fragmentagao.
Entretanto, essa espécie pode ser analisada em alta resolucdo, ou a partir da espécie
[M+H-H,0]".

A variacdo da intensidade relativa dos ions moleculares cationizados com Na' em
fun¢do da energia de colisdao aplicada (Epp) € apresentada na Figura 32. O valor 6timo para
energia de colisdo que proporciona o maximo de intensidade dos fragmentos MS? ¢ de 30 eV

para o equipamento micrOTOF QIIL.

Figura 32 - Intensidade relativa das espécies idnicas em fun¢do da energia de colisdo aplicada sobre as
estirilpironas cationizada com sodio: [3+Na]", [6+Na]", [5+Na]" e [2+Na]".
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O ion molecular cationizado com Na foi bastante estdvel até 20 eV, quando o ion
[M+Na—148]" comega a ser detectado. Para as estirilpironas 3 e 6, os ions correspondentes a
essa perda de massa tém m/z 189 e 233, respectivamente. Isso sugere uma perda neutra de
148u (C;oH20) (Figura 33). O potencial de colisdo foi aumentado e a partir de 30 eV, foi
detectado o ion com m/z 189 para a estirilpirona 6, [6+Na—148—44]. Este resultado sugere
uma perda neutra de acetaldeido e esse ion pode ser o mesmo daquele detectado da

estirilpirona 3 (Anexo 9-11).
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Similarmente aos casos acima, os espectros MS? das substincias 2 ¢ 5 exibem a
mesma perda de 148u gerando os ions com m/z 163 e 207, respectivamente. O aumento no
potencial de colisdo resultou na detecgdo do ion com m/z 163 para a estirilpirona 5,
[5+Na—148]", referente a perda neutra de uma unidade de acetaldeido (Anexo 5-8). Assim,
pode-se sugerir a formagao do mesmo ion para ambas estirilpironas.

Consequentemente, foi observado um perfil de fragmentacdo comum entre as
estirilpironas homologas di e tri-hidroxiladas quando cationizadas com sddio, uma vez que
todas elas apresentaram perda de 148u apds CID. As substancias 5 e 6 sofreram uma segunda

fragmentacao com perda de 44u (Figura 33).

Figura 33 - Proposta do mecanismo de fragmentagao das estirilpironas cationizadas com sédio [M+Na]".
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™
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De acordo com as propostas de fragmentacdo apresentadas acima, pode-se concluir
que o espectro de massas de estirilpironas homologas, obtidos por ESI a 3,5 kV, modo
positivo, apresentou como ion mais intenso aquele referente a molécula cationizada com sédio
[M+Na]" e, como ions diagndsticos secundario o fragmento [M+H-H,0]" oriundo da
molécula protonada [M+H]". A fragmentagio subsequente (MS?) do fon [M+Na]", foi obtida
a partir de energias superiores a 20 eV, idealmente a 30 eV. Esse resultado fornece

informacdes estruturais adicionais resultantes das perdas neutras da unidade referente ao acido
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cindmico [M+Na-148]" e acetaldeido [M+Na—148-44]", enquanto que a fragmentagdo da
espécie [M+H-H,0]" resulta nos fons de eliminagdes sucessivas de moléculas 4gua

[M+H-nH,0]" e seguida da perda de CO [M+H-nH,0-CO]".

5.4 Estudo do mecanismo de fragmentacio das estirilpironas derivadas com MSTFA
com ionizacao por elétrons (EI)

A viabilidade de andlise das estirilpironas por GC-FID foi avaliada apds derivacao das
mesmas com MSTFA, obtendo-se os derivados trimetilsililados (TMS). Esta analise
exploratdria inicial foi bem sucedida (Figura 34), isto é, & possivel analisar as estirilpironas
homologas de Cryptocarya mandioccana por cromatografia gasosa.

Em relacdo aos espectros de massas obtidos por EI, de uma maneira geral, o sinal
referente ao ion molecular das estirilpironas sililadas sdo de baixa intensidade (m/z 316 para
estirilpirona 1) ou, na maioria dos casos, nao detectados (Figura 34). O pico base para todos
os derivados sililados ¢ referente ao cation trimetilsili (TMS) (m/z 73), enquanto os outros
fragmentos podem ser explicados segundo o mecanismo de fragmentacgdo de éteres, através da
clivagem homolitica B em relacdo aos oxigénios ligados ao trimetilsilano. Este resultado ¢ o
esperado ja que a carga positiva pode ser localizada no fragmento que contém o oxigénio e
estabilizada por ressondncia (Figura 35). Quando esta quebra ocorre proxima ao sistema
estirénico, o ion com m/z 205 foi detectado. Este ion ¢ comum a todas as estirilpironas
derivadas estudadas.

Quando a clivagem homolitica ocorre entre os carbonos C2’ e C3’ das estirilpironas 2
e 5, ¢ formado o ion com m/z 213, que pode ser usado como indicativo da auséncia de ligacao
dupla entre C1’ e C2’ das estirilpironas 3 e 6. O ion com m/z 97 € resultante da clivagem da
ligacao C6-C1°.

Nos espectros de massas de ions totais obtidos para todas as estirilpironas também foi
observado o ion com m/z 230, cuja formag¢ado ainda ndo foi possivel explicar.

Desta forma, estes resultados sdo interessantes, pois contribuird para o
desenvolvimento de novo método de andlise dessas estirilpironas visando analisd-las em
misturas complexas de substancias de média e alta polaridade por CG-MS. Além disso, esses

podem ser complementares as analises por ESI-MS/MS discutidas anteriormente.



Figura 34 - Analise das estirilpironas derivadas por GC-MS.
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Figura 35 Proposta do mecanismo de fragmentagdo das estirilpironas apos reacdo de sililagdo analisadas por
CG-MS com ionizagao por EI.
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5.5 Analise configuracional das estirilpironas

A determinagdo da configuracao absoluta dos centros estereogénicos hidroxilados das
cadeias laterais das estirilpironas foi realizada aplicando os modelos ja estabelecidos e muito
bem detalhados nos trabalhos de Seco, Qui 04 e Riguera (2004) e (2012) (Figura 13, pag. 32
e Figura 14, pag 33).

A atribuicdo dos sinais de RMN de 'H foi feito com o auxilio dos experimentos de
HSQC, HMBC e COSY (Anexo 13-160). A configuracio absoluta em C6 do anel pironico foi
determinada por dicroismo circular eletronico e confirmada através preparagdo do derivado

acetonideo ou MPA apo6s reacao de hidrolise.

5.5.1 Substiancia mono-hidoxilada - Estirilpirona 1

A Figura 36 apresenta os espectros de RMN de 'H da substancia 1 ap6s derivacdo com
R e S-MPA (Anexos 35-44).

A variacdo de deslocamento quimico para os hidrogénios H3, H4, H5, H6 e H1’ ¢
positiva e negativa para os hidrogénios H3’ e H4’. Assim, os ligantes sdo posicionados de
acordo e com o modelo (Figura 13, pag. 32) e a regra de ordem de prioridade criada por
Cahn-Ingold-Prelog para o sistema R e S foi aplicada. A estirilpirona 1 tem configura¢dao R
em C2’, sendo esta configuragdo a mesma da substancia isolada de C. myrtifolia (DREWES et
al.; 1998).

Figura 36 - Espectros de RMN de 'H da estirilpirona 1 ap6s esterificagdo com -(R) MPA (acima) e (S) MPA
(abaixo), obtido em 600 MHz, em CDCl;.
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5.5.2 Substancias di-hidroxildas - Estirilpironas 2, 3 e 4

Para as substancias poli-hidroxiladas, primeiramente foram analisadas as
configuragdes relativas dos centros estereogénicos, a partir da reacdo de formagdo de
acetonideo.

As substancias com configuragdo syn apresentam o deslocamento quimico de RMN de
BC de uma das metilas do acetonideo em torno de 19 ppm, enquanto que a outra esta em
torno de 30 ppm, e o carbono do cetal tem o sinal em torno de 99 ppm. Para a configuragao
anti os valores de deslocamentos quimicos para as duas metilas sdo identificados de 24 a 25
ppm e o valor para o carbono cetal ligeiramente acima de 100 ppm (RYCHNOVSKY;
AKALITZKY, 1990; EVANS; RIEGER; GAGE, 1990; RYCHNOVSKY; ROGERS; YANG,
1993).

Essa diferenga entre uma configuracdo e outra se deve principalmente a conformacao
dos acetonideos formados. Na configura¢do syn a substancia permanece em uma conformagao
tipo cadeira, preferencialmente, em que os ligantes mais volumosos permanecem na posi¢ao
equatorial. Na configuracdo anti, a conformacdo adotada ¢ a bote torcido, isto devido aos
efeitos estéricos entre as metilas ligadas ao carbono cetal e os substituintes da molécula
original (Figura 37).

As Figura 38 e Figura 39 apresentam os espectros de RMN de 13C obtidos para as
substancias 2, 3 e 4 ap0s reacao com 2,2-DMP, respectivamente. A analise dos sinais relativos
as metilas e ao carbono cetal para a substancia 3 sugere a configuragdo relativa anti, enquanto

que para a 2 e 4 a configuracdo € syn.

Figura 37 - Conformagdo dos acetonideos com configuracdo syn e anti.
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Figura 38 - Espectro de RMN de "°C da estirilpirona 2 apos reacio de formagio de acetonideo obtido em 75

MHz, em CDCl;.
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Os espetros de RMN de 'H relativos & estirilpirona 2 apos derivagdo com o reagente
(R) e (S)-MPA podem ser vistos na Figura 40 (Anexos 45-54). De acordo com o modelo para
substancia di-hidroxiladas (Figura 14 pag. 33), avaliam-se apenas os hidrogénios ao redor dos
centros estereogénicos hidroxilados. Assim, a A8™® foi positiva para os hidrogénios H3, H4,
HS5, H6, H1’ e H2’ e negativa para os hidrogénios H4’, H5’ e H6’. Dessa forma, o modelo
“d” foi aplicado, e a configuragdo absoluta foi assinalada como § para o centro C2’ ¢ R para o
centro C4’. Esta configuracao ¢ a mesma da substancia sintetizada por Novaes et al. (2014) e

isolada por Cavalheiro e Yoshida (2000), conhecida como criptomoscatona D1.

Figura 40 - Espectros de RMN de 'H da estirilpirona 2 apés esterificagio com (R) e (S) MPA, obtidos em 600
MHz, em CDCl;.
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A seguir sio apresentados os resultados da analise dos espectros de RMN de 'H da
substancia 3 ap6s derivacdo com R e S-MPA (Figura 41, Anexos 65-74). No caso dessa
substancia, que tem a configuracgdo relativa anti, foram analisados apenas os hidrogénios H4’,
HS5’ e H6’ conforme o modelo “c” (Figura 14, pag. 33). A variagdo de deslocamento quimico

observada para esses hidrogénios foram positivas. Desta forma, foi possivel sugerir a



configura¢do absoluta S para C4’ e R para C6’. Esta configuracdo ¢ a mesma proposta por

Cavalheiro e Yoshida (2000) para a configuracdo relativa e da obtida por sintese por Das et al.
(2011), conhecida como criptomoscatona E2.

Figura 41 - Ampliagdo dos espectros de RMN de 'H da estirilpirona 3 apos esterificagdo com (R) e (S) MPA,
obtidos em 600 MHz, em CDCl;.
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Os espetros de RMN de 'H relativos a estirilpirona 4 ap6s derivagdo com o reagente
(R) e (S)-MPA podem ser vistos na Figura 42 (Anexos 55-64). Diferentemente da estirilpirona
3, para esta substancia deve-se avaliar a variacdo de deslocamento quimico para os
hidrogénios ao redor dos centros estereogénicos. Assim as A8™ foram positivas para os H3,
H4, HS, H6, H1°, H2’, H3’ e H4’ e negativas para os hidrogénios H6’, H7’ e H8’. Desta

forma, seguindo o modelo “d”” (Figura 14 pag. 33), foi possivel sugerir a configuracdo R para

o centro C4’ e R para o centro C6’. Esta configuracdao ¢ igual a substancia sintetizada por

Yadav et al. (2013) e isolada por Cavalheiro e Yoshida (2000), conhecida como
criptomoscatona E1.
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Figura 42 - Espectros de RMN de 'H da estirilpirona 4 apos esterificagio com (R) e (S) MPA, obtidos em 600
MHz, em CDCl;.
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5.5.3 Substancias tri-hidroxildas - Estirilpironas 5 ¢ 6

Para a analise da configuragdo absoluta das substancias tri-hidroxiladas,
primeiramente foram preparados os acetonideos tanto para protecdo das hidroxilas, quanto
para a avaliagdo da configuragdo relativa desses mesmos centros estereogénicos, conforme
metodologia apresentada nas Figura 21 e Figura 22. Os acetonideos formados foram
submetidos a reacdo com (R) e (S)-MPA para a determinagdo da configuracao absoluta do
centro metinico hidroxilado livre. O modelo para substancia mono-hidroxilada, Figura 13 foi
aplicado.

A Figura 43 apresenta o espectro de RMN de "°C para a estirilpirona 5 ap6s reagio
com o 2,2-DMP, o acetonideo foi formado entre carbonos 4’ ¢ 6’. O deslocamento quimico
para as metilas e para o carbono cetal foram de 19,7, 30,2 ppm e 99,0 ppm, com esse

resultado foi possivel sugerir uma configuragao relativa syn entre as hidroxilas 4’ e 6’.
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Figura 43 - Espectro de RMN de "°C da estirilpirona 5 com protegio das hidroxilas 4’e 6’, obtidos em 75 MHz,
em CDCls.
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A Figura 44 (Anexos 75-84) apresenta os espectros de RMN de 'H dos ésteres de
MPA da estirilpirona 5 apds formacgdo do acetonideo. Foi observada uma variagdo de
deslocamento quimico negativa para os hidrogénios H3, H4, HS5, H6 e H1’, e positiva para os
hidrogénios H3’, H4’, H5’, H6’, H7’, H8’ e para as duas metilas. Aplicando-se o modelo para
substancias mono-hidroxildas pode-se sugerir uma configuragdo absoluta R para o centro

estereogénicos C2’.

Figura 44 - Espectros de RMN de 'H da estirilpirona 5 com protecio das hidroxilas 4’ ¢ 6’ - (R) e (S) MPA,
obtidos em 600 MHz, em CDCl;.
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A Figura 45 apresenta o espectro de RMN de "*C da estirilpirona 5 ap6s formagio do
acetonideo entre as hidroxilas 2 e 4’. s deslocamentos quimicos para as metilas e para o
carbono cetal foram de 24,9, 24,9 e 100,0 ppm, respectivamente, o que sugere uma
configuragdo relativa anti para as hidroxilas 2’e 4°.

A Figura 46 (Anexos 85-94) apresenta os espectros de RMN de 'H dos ésteres de
MPA da estirilpirona 5§ ap6s formagdo do acetonideo. Pode-se observar uma variagdo de
deslocamento quimico negativa para os hidrogénios H7” ¢ H8’, e positiva para os hidrogénios
H3, H4, HS5, H6, H1°, H2’, H3’, H4’e para as duas metilas. Aplicando-se o modelo para
substancias mono-hidroxildas, a configuracao absoluta para o centro estereogénicos C6’ ¢ R.

Como o C4’tem uma configuragao relativa anti em relacdo ao C2’ e syn em relagdo ao
C6’, pode-se sugerir uma configuragdo absoluta R para o centro C4’.

Assim, a estirilpirona 5 apresentou configuracdo absoluta 2’R, 4°’R e 6’R para o os

centros estereogénicos da cadeia lateral.

Figura 45 - Espectro de RMN de "*C da estirilpirona 5 com protegio das hidroxilas 2° e 4°, obtido em 75 MHz,
em CDCl;.
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Figura 46 - Espectros de RMN de 'H da estirilpirona 5 com protecio das hidroxilas 2,4 e derivagdo com (R) e
(S) MPA, obtidos em 600 MHz, em CDCl;.
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A metodologia empregada para determinar a configuragdo absoluta dos centros
estereogénicos hidroxilados para a estirilpirona 6 foi a mesma da 5. Assim, foi possivel
propor uma relagdo syn para as hidroxilas nas posicoes 6’e 8’(Figura 47) e uma relagdo anti
para as hidroxilas nas posi¢des 4’e 6 (Figura 49).

Da mesma maneira que para a substancia 5, os acetonideos obtidos foram submetidos
as reacoes com (R) e (S)-MPA (Anexos 95-104 e 105-114). A analise dos espectros de RMN
dos ésteres de MPA (Figura 48 e Figura 50), juntamente com a aplicagdo do modelo para
substancias monohidroxilas foi possivel sugerir uma configuragdo S para C4’, R para C8’ e R
para o C6.

Assim, a configuragdo absoluta dos centros hidroxilados C4’, C6’e C8’ da estirilpirona

6 ¢S, R e R, respectivamente.
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Figura 47 - Espectro de RMN de "°C da estirilpirona 6 com prote¢io das hidroxilas 6’e 8’, obtido em 75 MHz,
em CDCl;.
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Figura 48 - Espectros de RMN de 'H da estirilpirona 6 com protegio das hidroxilas 6’ ¢ 8’e derivada com (R) e
(S) MPA, obtidos em 600 MHz, em CDCl;.
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Figura 49 - Espectro de RMN de "°C da estirilpirona 6 com protecio das hidroxilas 4’e 6’, obtido em 75 MHz,
em CDCls.
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Figura 50 - Espectros de RMN de 'H da estirilpirona 6 acetonideo entre 4°,6” e derivada - (R) e (S) MPA,

obtidos em 600 MHz, em CDCl;.
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5.5.4 Analise Configuracional do Centro C6 do anel pironico

A etapa da abertura do anel pirdnico teve por objetivo determinar a configuracao
absoluta do centro C6. Como ja citado na introducdo (item 1.5, pag. 33), a configuragdo deste
centro estereogénico quando determinada foi realizada por dicroismo circular eletronico,
observando-se um efeito Cotton positivo em 254-272 nm para a pirona com configuracao R e
negativo para a § ou por sintese enantioseletiva (CAVALHEIRO; YOSHIDA, 2000;
DAVIES-COLEMAN; RIVETT, 1989).

Os produtos de hidrdlise obtidos foram resultados de uma transesterificacdo,
juntamente com adi¢do de uma metoxila na posicdo C4. Nos espectros de RMN de BCce'H
foi possivel observar os sinais relativos a duas metoxilas (Figura 51).

Os produtos da hidrélise foram submetidos as reagdes de esterificagdo com (R) e (S5)-
MPA para a determinacgdo da configuragdo absoluta do centro C6.

A andlise configuracional do centro C6 da substancia 1, mono-hidroxilada, foi feita
primeiramente reagindo a substancia hidrolisada com 2,2-DMP para a formacdo do
acetonideo. Desta forma, foi determinada a configuracdo relativa como sendo anti entre os
centros C6 e C2°, como pode ser observado no espectro de RMN de °C (Figura 51, Anexo
115-119). Como ja foi determinada a configurag@o absoluta para o centro C2°, pdde-se sugerir

uma configuragdo absoluta de C6 ¢ S.

Figura 51 - Espectro de °C da estirilpirona 1 ap6s reagio de hidrélise e de formagdo do acetonideo , obtidos em
75 MHz em CDCls;.
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Para confirmar este resultado, a substancia hidrolisada também foi esterificada com os

MPAs e foram obtidos os espectros de RMN de 'H (Figura 52, Anexo 120-130). Como
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existem duas hidroxilas livres, foi aplicado um dos modelos para as substancias di-
hidroxildas, a andlise desse resultado corroborou o resultado anterior, ou seja, a configuracao
do centro C6 ¢ S. Além disso, o espectro de dicroismo circular eletronico da estirilpirona 1
apresentou um efeito Cotton negativo em 254-272 nm (Anexo 161), o que também sugere
uma configuragdo S para este centro estereogénico.

A estirilpirona 1 ¢ conhecida como desacetilcriptocarialactona tendo sido isoladas das

espécies de C. moschata e wyliei e também por sintese. Com esta mesma configuragdo foi
isolada de C. myrtifolia por Drewes et al. (1998).

(65,2’ R)-desacetilcriptocarialactona
(68)-6-[(2’R,3’E)-4’-fenil-2’-hidroxi-3’-butenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona

Figura 52 - Espectros de RMN de 'H da estirilpirona 1 apos reagio de hidrolise e esterificagio com (R) e (S)
MPA, obtidos em 600 MHz, em CDCl;.
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A reacdo de abertura do anel pironico foi bem sucedida para estirilpirona 2. Assim
como para a 1, foi formado um éster e ocorreu adi¢do de uma metoxila a dupla ligagdo do anel
pironico.

Os espectros de RMN de 'H para os ésteres de MPA para a estirilpirona 2 hidrolisada
pode ser visto na Figura 53 (Anexo 131-134). Os derivados apresentaram uma A" negativa
para os hidrogénios H3, H4, HS5, metoxila e metoxila do éster, uma AS®S positiva para os
hidrogénios H1’, H2’, H3’, H4’, H5’, H6’ e para as metilas do cetal (Figura 53). Aplicando o
modelo para determinagao da configuracao absoluta para substancias mono-hidroxiladas, foi
possivel sugerir a configuragdo S para o centro C6.

Um efeito Cotton negativo em 250-280 nm (Anexo 164) foi observado no espectro de
dicroismo circular eletronico da estirilpirona 2. Este resultado ¢ inverso daquele obtido por
Novaes et al. (2014) para os quatro diastereoisomeros sintetizados com configuragdo R para o
C6 e da substancia natural obtida por Cavalheiro e Yoshida (2000) Estas informagdes

corroboram o resultado anterior para a configuracao absoluta do centro C6 como sendo S.

(6S5,2°S,4’R)-Criptomoscatona D1 (2)
(65)-6-[(2°S,4°R,5’E)-6’-fenil-2’,4’-dihidroxi-5-hexenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona

Da mesma maneira, foi assinalada a configuragdo absoluta do centro C6 para as
estirilpironas 3 e 4. A analise dos espectros de RMN de 'H dos derivados de MPA para as
duas substancias apresentaram A8™ positiva para os hidrogénios H3, H4, H5, metoxila e
metoxila do éster e AS®S negativa para os hidrogénios H1’, H2’, H3’, H4’, H5’, H6’, H7’, H§’
e para as metilas do cetal (Figura 54, Anexo151-160, Figura 55 ¢ Anexo 141-150). Aplicando
o modelo para determinacdo da configuragdo absoluta para substdncias monohidroxiladas, foi
possivel sugerir uma configuragdo absoluta R para o centro C6.

Assim, a estirilpirona 3 tem a mesma configuragao absoluta da Cripotomoscatona E2
(criptofoliona) e a 4 ¢ a Cripotomoscatona E1, estas sdo as mesma substancias sintetizadas por
Das et al. (2011) e Yadav et al. (2013), respectivamente, e isoladas por Cavalheiro e Yoshida
(2000).
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(6R,4°S,6’R)-Criptomoscatona E2 (Criptofoliona) (3)
(6R)-6-[(1’E,4°S,6’R,TE)-8-fenil-4’,6°-dihidroxi-1°,7’-octadienil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona

(6R, 4’R,6’R)-Criptomoscatona E1 (4)
(6R)-6-[(1’E,4’R,6’R,T’E)-8’-fenil-4’,6°-dihidroxi-1°,7’-octadienil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona

Neste trabalho nao foi possivel obter os produtos da hidrodlise das estirilpironas 5 ¢ 6,
pelo fato das reagdes ndo terem sido bem sucedidas. Os espectros de CD dessas duas
substancias sdo interessantes no sentido de ndo apresentarem um padrdo semelhante aquele
apresentado pelas outras estirilpironas, ou seja, um efeito Cotton positivo ou negativo em
250-280 nm. Para a estirilpirona 5 o espectro apresenta uma banda positiva em 270 nm e uma
negativa 240 nm, assim como seu acetonideo formado entre as posi¢des 2’ e 4’. Ja o
acetonideo formado entre as posi¢des 4’e 6’apresenta um efeito Cotton positivo em 260 nm
semelhante aquele das outras estirilpironas (Figura 56). O mesmo comportamento foi
observado para a estirilpirona 6 (Figura 57).

Desta maneira, foi possivel sugerir a configuragdo R para o centro C6 das
estirilpironas 5 e 6 considerando o efeito Cotton positivo em 270-280 nm (Figura 56 e Figura

57).

(6R, 2’R,4’R,6’R)-Criptomoscatona E3 (5)
(6R)-6-[(2’R,4’R,6’R,T’E)- 8’-fenil-2’,4’,6’-trihidroxi-7’-octenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona
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OH OH OH

(6R,4’S,6’R,8’R)-Criptomoscatona F1 (6)
(6R)-6-[(1’E,4°S,6’R,8’R,9’E)-10’-fenil-4’,6°,8’-trihidroxi-1’,9’-decadienil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona

Figura 53 - Espectros de RMN de 'H da estirilpirona 2 apods formagdo do acetonideo seguida da reagdo de
hidroélise e derivagdo com - (R) e (S) MPA, obtidos em 600 MHz, em CDCls.
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Figura 54 - Espectros de RMN de 'H da substincia 4 apos formagio do acetonideo seguida da reagdo de

hidroélise e derivagdo com - (R) e (S) MPA, obtidos em 600 MHz, em CDCls.
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hidroélise e derivacdo com - (R) e (S) MPA, obtidos em 600 MHz, em CDCl;.
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Figura 56 - Espectros de dicroismo circular eletronica da substincia criptomoscatona E3 e apos reagdo de
formagdo dos acetonideos, obtidos em metanol, concentragdo de 0,3 mg.mL'l.
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Figura 57 - Espectro de dicroismo circular eletronica da substancia criptomoscatona F1 e apos reagdo de
formagdo dos acetonideos, obtidos em metanol, concentragdo de 0,3 mg.mL'l.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram isoladas seis estirilpironas de C. mandioccana, com as quais foi possivel
realizar os estudos de mecanismo de fragmentagdo por ESI-MS/MS, avaliar a viabilidade de analise
desses policetideos poli-hidroxilados por GC-MS (ap0s sililagdo) e analisar a configura¢do dos centros
metinicos hidroxilados e do C6 do anel pirénico, por RMN e por CD.

Nos espectros de massas de ions totais, destacaram-se os ions das estirilpironas cationizadas
com sodio [M+Na]". Os ions das espécies protonadas [M+H]" ndo foram observados, mas o ion
referente a perda de uma molécula de dgua foi detectado [M+H-H,O]’, e este também pode ser
utilizado como ion diagnostico.

As espécies [M+H-H,0]" foram submetidas a CID e como resultado foram observados
eliminagdes sucessivas de moléculas de 4gua referentes as perdas das hidroxilas [M+H-nH,0]", com
posterior abertura do anel pironico e elimina¢do de mais uma molécula de agua, seguida de CO
[M+H-nH,0-CO]". As analises por ESI-MS/MS e os calculos tedricos permitiram sugerir o oxigénio
carbonilico como sitio preferencial de cationizagdo das estirilpironas em fase gasosa. Este resultado ¢é
similar aquele apresentado pelas lactonas de cinco e seis membros descritos na literatura.

Os espectros MS/MS das espécies [M+Na]" apresentaram fons com mesma relagio m/z.
Consequentemente, os mecanismos de fragmentacdo sdo comuns a todas estirilpironas estudadas.
Todas elas apresentam perda da unidade referente ao (C6.C3) [M+Na—148]" e as substincias tri-
hidroxiladas sofrem uma segunda fragmentacdo com perda que pode ser referente a unidade de
acetaldeido [M+Na—148-44]".

Nas analises configuracionais por RMN dos MPA derivados das estirilpironas, foi possivel
assinalar a configuragdo absoluta dos centros estereogé€nicos hidroxilados das seis estirilpironas e,
apos hidrolise do anel pirdnico, também foi possivel determinar a configuracdo em C6 do anel
pirbnico para as substincias desacetilcriptocarialactona, criptomoscatona D1, criptomoscatona E1 e
E2, bem como por comparagdo dos espectros de dicroismo circular eletronico com os descritos na
literatura. A configuracdo absoluta do centro C6 das substancias criptomoscatona E3 e F1 foram
sugeridas a partir dos dados de dicroismo circular eletronico.

Estas estirilpironas apresentaram diferentes configuragdes do centro C6 e para os
centros metinicos hidroxilados. Concluiu-se que as estirilpironas estudadas possuem a
seguinte configuragdo absoluta: (6S,1’R)-desacetilcriptocarialactona (1), (6S,2°S,4’R)-
criptomoscatona D1 (2), (6R,4’S,6’R)-criptomoscatona E2 (3), (6R,4’R,6’R)-criptomoscatona
El (4), (6R,2’R,4’R,6’R)-criptomoscatona E3 (5) e (6R,4’S,6’R,8’R)-criptomoscatona F1 (6).
Diferentemente dos dados descritos na literatura, que indicam configuragao R em C6 para as

estirilpironas relatadas, neste estudo verificou-se a ocorréncia de configuracao R e S em C6,
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indicando auséncia de estereoespecificidade no fechamento do anel pirdnico durante a

biossintese dessas substancias.

Desta forma, neste trabalho foi apresentada uma proposta de fragmentagdo inédita de
estirilpironas de C. mandioccana por ESI-MS/MS que contribuird para a identificacdo rapida destes
compostos em extratos brutos, além da possibilidade de analisa-las por GC-MS, ap6s derivagao com
MSTFA. A configuracdo absoluta dessas substincias foi determinada por RMN com o auxilio dos

reagentes de derivagdo quiral e dicroismo circular eletronico.
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Anexo 1 - Cromatogramas das fragdes EFS em silica, obtidos em CLAE-DAD fase reversa C-18 e registrados em

254 nm. ® Flavonéides, % Estirilpironas.
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Anexo 2 - Conférmeros de menor energia para as estirilpironas criptomoscatona D1 (2), criptomoscatona E3 (5),
criptomoscatona E2 (3) e criptomoscatona F1 (6), respectivamente.




93

Anexo 3 — Espectro de massas em alta resolucdo e fragmentograma da substancia desacetilcriptocarialactona (1).
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Anexo 4 - Espectro de massas em baixa resolucio e espectro MS/MS da espécie [M+H-H,0]" da estirilpirona
desacetilcriptocarialactona (1).
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Anexo 5 - Espectro de massas em alta resolucdo e fragmentograma da substancia criptomoscatona D1 (2).
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Anexo 6 - Espectro de massas em baixa resolugdo e espectro MS/MS das espécies [M+Na]" e [M+H-H,0]" da
substancia criptomoscatona D1 (2), respectivamente.
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Anexo 7 - Espectro de massas em alta resolugdo e fragmentograma da substancia criptomoscatona E3 (5).
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Anexo 8 - Espectro de massas em baixa resolucio e espectro MS/MS das espécies [M+Na] e [M+H-H,0]" da
substancia criptomoscatona E3 (5), respectivamente.
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Anexo 9 - Espectro de massas em alta resolucdo e fragmentograma da substancia criptomoscatona E2 (3).

Intens +MS, 2.4min #142
x108
337.1411
124
1.04
153.1299
0.8
651.2894
06
0.4
7.2810
0.24
491.2052
Zre.1373 550.6245503 2851
0.0-
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz
ntens. +MS2(337.1389), 06V, 4.1min #246
x104] 337.1390
109
05
RO FMS2(337.1393), 56V, 4 2min #253
337.1393
. I
2
X105 +MS2(337.1391), 10V, 4.4min #263
6-| 337.1391
4]
2]
x10%7 +MS2(337.1392), 15eV, 4.7min #282
337.1392
. I
2
x10% +MS2(337.1392), 20eV, 5.0min #299
3] 337.1392
23
13
189, I0511
1053 +NS2(337.1393), 256V, 5.3min #314.
337.1393
075
0504
0254 189.0512
o +NIS2(337.1380), 306V, 5.5min #331
107 337.1380
189.0512
054
00 161.0550 A
30003 +NIS2(337.1393), 356V, 5.8min #344
189.0503
2000
10003 337.1393
. 1310832 _149.0456 199.0718
+NIS2(337.1500), 406V, 6.5min #389
4004 189.0443
2009 131.0852 217.0563
*
0dlun VR P 1 NI PN O R T T Y i
50 100 150 200 250 350 mz

99



Relative Abundance

Relative Abundance

Relative Abundance

100

Anexo 10 - Espectro de massas em baixa resolucio e espectro MS/MS das espécies [M+Na] e [M+H-H,0]" da
substancia criptomoscatona E2 (3), respectivamente.
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Anexo 11 - Espectro de massas em alta resolu¢do e fragmentograma obtido da substancia criptomoscatona F1

(6).
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Anexo 12 - Espectro de massas em baixa resolucio e espectro MS/MS das espécies [M+Na]" e da estirilpirona
criptomoscatona F1 (6), respectivamente.
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Anexo 13 — Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 ¢ 600 MHz, respectivamente, em
CDCIl; para a desacetilcriptocarialactona (1).

Desacetilcriptocarialactona Drewes et al. (1998)
"C (ppm) 'H (ppm/ J Hz) "C (ppm)
2 164,4 - 164,7
3 121,3 6,03 ddd (9,6; 2,4; 1,0) 121,1
4 145,4 6,89 ddd (9,6; 5.4; 3,0) 145,4
5 29,8 2,38 m 29,7
6 74,7 4,80 m 74,7
vooea fEEGIAES e
2’ 68,2 4,70 m 68,2
3 131,6 6,23 dd (15,6; 6,6) 131,6
4 130,3 6,64 d (15,6) 130,2
1” 136,4 - 136,5
2”e6” 126,5 7,37 d1(8,0) 126,4
4” 127,8 7,25 11 (8,0) 127,6
3”e5” 128,6 7,32 11 (8,0) 128,5

Anexo 14 — Espectro de RMN de 'H e ampliagdes para a substancia desacetilcriptocarialactona (1) em CDCI3
obtido em 600 MHz.
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Anexo 15 — Ampliagio do espectro de RMN de 'H e espectro de RMN de "“C para a substincia

desacetilcriptocarialactona (1) em CDCI3 obtido em 600 MHz e 150 MHz.
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Anexo 16 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCI; para a criptomoscatona D1 (2).

Criptomoscatona D1 YCO;‘I?(;:eggO%) Novaes et al. (2014)
“C(ppm)  'H (ppm/J Hz) C (ppm) C (ppm)
2 164.,6 - 164,0 164,8
3 121,3 6,02 dd (9,6; 2,3; 1,2) 121,9 121,1
4 1455 6,88 ddd (9.6; 6,0; 3,0) 145.4 145.6
5 29,9 2,36 m 29,9 29,8
6 74,7 4,76 m 74,7 74,7
r B0 g9 dddl(’fj,(l)? 9.,5;2.5) 42,9 42,8
2 67,5 433 m 67,5 67,4
3 5.6 {;g m 45 85
4 73,6 4,59 m 73,7 73,4
5 131,6 6,22 dd (15,6; 6,3) 131,5 131,5
6 130,3 6,60 d (6,3) 130,3 130,2
1” 136,4 - 136,5 136,4
27e6” 1265 7,37 d1(7.2) 126,5 126,5
47 127,8 7,251 (7,2) 127.8 127.8
37e5” 1286 73111(7,2) 128,6 128,6

Anexo 17 - Espectro de RMN de °C da substancia criptomoscatona D1 (2) obtido em 150 MHz, em CDCI3.
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Anexo 18 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdes para a substincia criptomoscatona D1 (2) obtido em 600

MHz, em CDCls.
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Anexo 19 — Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona D1 (2) obtido em 600 MHz,

em CDCls.

Anexo 20 - Dados espectroscopicos de RMN de

T
6.95 6.85 6.75

f1 (ppm)

CDCIl; para a criptomoscatona E1 (4).

BC e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em

Criptomoscatona E1 Y?):l‘liiadl:iggﬂ‘:)) Yadav et al. (2013)
PC(ppm)  'H (ppm/J Hy) "C (ppm) "C (ppm)
2 164,1 - 164,0 163.9
3 121,5 6,03 dd (9,7; 1,8) 121,6 121,5
4 144.9 6,87 ddd (9,7; 5,0; 3,0) 144,7 1447
5 29,7 2,43 m 29,7 29,7
6 77,9 4,90 m 77,2 77,8
1 130,0 5,69 dd (15,0; 6,6) 130,2 130,1
2’ 130,8 5,88 dtd (15,6; 6,6 1,2) 130,8 130,6
3 40,7 2,29 11 (6,6) 40,8 40,6
4 71,2 4,0 q (6,0) 71,2 71,2
5 42,7 1,72 m 42,8 42,7
6’ 73,4 4,55 q (6,6) 73,5 73,6
7 131,7 6,21 dd (15,6; 6,6) 130,0 131,5
8 130,2 6,59 d (15,6) 131,5 130,3
1” 136.5 - 136,4 136,4
2”7 e 6” 126,5 7,38 dl(7,2) 126,5 126,5
4” 127,6 7,24t (7,2) 127,8 127,8
3e5” 128,6 7,31t (7,2) 128,6 128,6
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Fernando F6P4 1H 12/05/2014

Fernando F6P4

Anexo 21 - Espectro de RMN de 'H da substéncia criptomoscatona E1(4) obtido em 600 MHz, em CDCl;.
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Anexo 23 - Ampliagdo do espectro de 'H e espectro de RMN de "°C da substancia criptomoscatona E1(4) obtido
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Anexo 24 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 ¢ 600 MHz, respectivamente, em
CDCl; para a criptomoscatona E2 (3).

Anexo 25 - Espectro de RMN de 'H da substéncia criptomoscatona E2 (3) obtido em 600 MHz, em CDCl;.

Fernando F6P5
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2 164,0 - 164,0 164,2

3 121,6 6,04 ddd (9,7; 2,5; 1,3) 121,5 121,5

4 144,7 6,87 ddd (9,7; 5,2; 3,5) 144,7 145,0

5 29,7 2,44 m 29,7

6 77,8 4,90 m 77,8 76,5

1 130,0 5,70 dd (15,6; 6,0) 129,9 130,0

2’ 131,1 5,88 dtd (15,6; 7,2; 1,2) 131,1 131,1

3 40,4 2,311 (6,6) 40,4 40,2

4 68,2 4,66 m 68,1 68,0

5 422 t;? gg g:;: 328 422 42,1

6’ 70,5 4,07 m 70,4 70,3

7 131,6 6,28 dd (15,6; 6,0) 131,7 132,0

8 130,1 6,64 d (15,6) 130,0 130,1

1” 136,6 - 136,6 136,6
2”7e6”  126,5 7,39 dl (7,8) 126,5 126,8

4” 127,7 7,24 t1 (7,8) 127,7 127,9
3”e5” 128,6 7,32 t1 (7,8) 128,6 128,9
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Anexo 26 - Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da substéncia criptomoscatona E2 (3) obtido em 600 MHz,

em CDCls.
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Anexo 27 - Espectro de RMN de "°C da substancia criptomoscatona E2 (3) obtido em 150 MHz, em CDCl;.
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Anexo 28 - Dados espectroscopicos de RMN de >C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCIj; para a criptomoscatona E3 (5).

Criptomoscatona E3 Yﬁ;‘;ﬁ;:‘gg 03)
"C (ppm) 'H (ppm/ J Hz) "C (ppm)

2 165,0 - 164,5

3 121,1 5,99 ddd (9,7; 3,0; 1,0) 121,3

4 145,9 6,87 ddd (9,7; 5,6; 3,0) 145,5

5 29,8 2,33 m 29,9

6 75,0 4,75 dddd (12,0, 9,5; 3,0; 3,0) 75,1

g 43,1 }gg m 42,9

2’ 64,0 4,33 11(9,0) 64,5

3 4.5 1,74 ddd (14,4; 3,0) 05

1,83 m

4 69,6 4,27 11 (9,0) 70,2

5 43,6 1,62 m 433

6’ 73,2 4,56 t1 (6,6) 73,8

7 131,7 6,21 dd (16,2; 6,6) 131,5

8 129,9 6,58 d (16,2) 130,3

1” 136,6 - -
2”e6” 126,5 7,36 d1(7,2) 126,6

4” 127,6 7,22 t1(7,2) 127,8
3”es” 128,5 7,30 tl (7,2) 128,7




Anexo 29 - Espectro de RMN de 'H da substéncia criptomoscatona E3 (5) obtido em 600 MHz, em CDCl,.
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Fernando F8 CC 1820 Pico 1 1H 18/05/2014
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Anexo 30 - Espectro de RMN de °C da substancia criptomoscatona E3 (5) obtido em 150 MHz, em CDCl;.
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Anexo 31 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em

CDCl, para a criptomoscatona F1 (6).

Criptomoscatona F1

Cavalheiro e Yoshida (2000)

C (ppm) 'H (ppm/ J Hz) C (ppm)
2 164,2 - 164,1
3 121,5 6,03 dtl (9,7; 1,2) 121,4
4 144,9 6,87 ddd (9,7; 5,1; 3,6) 144.8
5 29,7 2,45 m 29,7
6 77,9 4,89 ddd (9,6; 6,6; 5,0) 77,9
1’ 129,8 5,69 dd (15,6; 6,6) 129,7
2’ 131,4 5,87 dtl (15,6; 7,0) 131,4
3’ 40,3 2,29 m 40,3
4 70,0 428 m 70,0
5° 423 1,67 m 423
6’ 68,1 4,04 ddd (11,5; 6,6; 6,6) 68,1
7 42,9 1,85 ddd (1175,3;“;0,0; 10,0) 42,9
8 73,7 4,58; ddd (10,0; 6,6; 2,2) 73,6
9’ 131,6 6,22 dd (16,2; 6,6) 131,6
10° 130,2 6,60 d (16,2) 130,2
1” 136,5 - -
2” e 6” 126,5 7,37 d1(7,2) 127,8
4” 127.,8 7,24 t1(7,2) 126,5
37e5” 128,6 7,21 t1(7,2) 128,6

Anexo 32 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdes da substancia criptomoscatona F1 (6) obtido em 600 MHz, em

CDCl;.
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Anexo 33 - Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona F1 (6) obtido em 600 MHz,

em CDCls.
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Anexo 34 - Espectro de RMN de "°C da substancia criptomoscatona F1 (6) obtido em 150 MHz, em CDCl,.
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Anexo 35 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 75 e 600 MHz, respectivamente, em CDCl,
para a desacetilcriptocarialactona (1) apds esterificagdo com R-MPA.

Desacetilcriptocarialactona R-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,62 - - -
3 121,43 5,98 ddd (9,6; 2,5; 1,0) 6,81;2,28
4 144,50 6,81 ddd (9,6; 6,0; 3,0) 2,28; 5,98 29,45
s aas 22 dUB0004206 g, 7398
6 73,98 4,33 dddd (4,2;4,2; 8,0;8,0) 2,28;2,13; 2,11
, 2,08 ddd (15,0; 8,4; 4,2
! 39,73 2,13 ddd EIS,O; 9,6; 4,2;
2 71,41 5,71 dddd (10,0; 7,2; 3,0; 1,0) 6,03; 2,11 125,72
3 132,91 6,35 dd (16,2; 6,0) 6,03 71,41; 125,72
4 125,72 6,03 d (16,2) 6,35; 5,71 71,41; 132,91; 135,76; 39,73
1 135,76 - - -
27e6” 1265 7,20 1 (8,0) 128,1
4” 128,1 7,24 1l (8,0)
37e5” 1285 7,25 11 (8,0)
169,6
57,4 3,44 82,6
82,6 4,84 57,4;127,0; 136,1; 169,6
136,1 - - -
127,0 7,45
128,8 7,35 127,0
128,7 7,35 135,76

Anexo 36 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdes da substincia desacetilcriptocarialactona (1) ap6s reagio com
R-MPA obtido em 600 MHz, em CDCls.
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Anexo 37 - Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da substancia desacetilcriptocarialactona (1) ap

com R-MPA obtido em 600 MHz, em CDCl;.
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Anexo 38 - Espectro de RMN de “C obtido em 75 MHz e mapa de contorno COSY da substincia
desacetilcriptocarialactona (1) apds reagdo com R-MPA (CDCls, 7,0 T).
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Anexo 39 — Mapas de contorno HSQC ¢ HMBC da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apds reagdo com
R-MPA (CDCls, 7,0 T).
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Anexo 40 - Dados espectroscopicos de RMN de "*C e 'H obtidos em 75 e 600 MHz, respectivamente, em CDCl,
para a desacetilcriptocarialactona (1) apds esterificacdo com S-MPA.

Desacetilcriptocarialactona S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,5 - - - -
3 121,3 5,91 ddd (9,6; 2,4; 0,6) 2,11; 6,68
4 1444 6,68 ddd (9,6; 6,0; 3,0) 2,11;591
1,90 dddd (18,0; 5,1; 0,6) e
5 29,4 210 gt (18,0, 11.4: 2.4) 3,89; 6,65; 5,91
6 73,9 3,80 dddd (4,2; 4,2; 8,0; 8,0) 2,05
, 1,95 ddd (15,0; 9,0; 4,2) e P
1 39,8 205 ddd (15.0,9.6. 4.2) 3,89; 6,65; 5,69 71,5 ;29,4; 73,9
2 71,5 5,69 dddd (10,0; 7,2; 3,0) 1,90; 6,11
3 125,9 6,11 dd (16,2; 6,0) 5,69; 6,65 71,5; 135,8
4 133,7 6,65 d (16,2) 6,11 71,48; 125,98; 135,8
1 135,38 -
27e6” 126,7 7,34 dl (7,8)
4> 128,6 7,25 11 (7,8)
37 e5” 128,7 73 1 (7,8) 133,7; 128,3; 135,8
169,6 - -
57,3 3,41 s 82,5
82,5 4,77 s 57,3; 127,4; 136,4; 169,6
136,4 - -
127,4 7,45 dl (7,8) 82,5; 128,3
128,9 7,34 1 (7,8) 128,3; 136,5

128,3 7,34 1(7.,8)
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Anexo 41 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdes da substancia desacetilcriptocarialactona (1) ap

S-MPA obtido em 600 MHz, em CDCl;.
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Anexo 42 - Ampliagio do espectro de RMN de 'H e espectro de "*C da substincia desacetilcriptocarialactona (1)

S-MPA obtido em 600 e 75 MHz, respectivamente, em CDCls.
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Anexo 43 — Mapas de contorno COSY e HSQC da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apos reagdo com S-
MPA (CDCl3, 7,0 T).
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Anexo 44 — Mapa de contorno de HMBC da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apos reagdo com S-MPA

(CDCLy, 7,0 T)..
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Anexo 45 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCIl; para a criptomoscatona D1 (2) ap6s esterificacdo com R-MPA.

Criptomoscatona D1 R-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163.6 - -
3 1214 5,97 ddd (9,6 2,5; 1,0) 2,20: 5,78 29.5: 163,6
4 1445 6,78 ddd (9,6;6,0:3,0)  2,16:2.22:5.97 29.5:74.3
216 dddd (18,0; 6,0:4,2: 1,2
> 29,5 222 nt18,0;11,4; 3,0) ) 144,5
6 743 4.6 dddd (42:42:7.8:7.8)  2.21: 2,16: 2,04;
, 1,88 ddd (15,0: 7,0; 3,0
! 39,3 2.04 ddd EIS,O; 9.0: 4,2; 3,06 125.1
2 69,1 5,04 dddd (9,0, 9,0;4,8;4.8)  1,90;2,10
N 189 1,92 ddd (9,6: 4.8: 3,0) 524 s
2.10 m
& 718 5,24 4 (7.2) 1,90: 2,10; 5,75 125,15 1332
5 125,1 5,75 dd (16,2; 6,0) 71,8; 133,3; 135,8
6 1332 5,76 d(16.2) 127.4; 1332
1 1358 ] ; ]
276”1266 7,08 dl (8,0) 7,23 127,4; 1332
47 1280 721 1 (8,0) 126,6
37657 1284 7.24 1 (8.0)
169.6
170.0
57.4 342 s 82,4
57.4 4,43 s 82,5
82.4 4.80 s 57.4: 127.0; 136,0: 170.,0
82,6 481 s 57.4; 136,5; 169,6
127.0 747 dl (8.0) 738 82.4
1274 7,42 dl (8,0) 82,5
128,7 7,38 (8,0
1288 7,32 1 (8,0)
128.9 7,34 1 (8.0)
128.9 733 1 (8.0)
136,0 - ; ;

136,0 - - -
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Anexo 46 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdes da substancia criptomoscatona D1 (2) apds reagio com R-
MPA obtido em 600 MHz, em CDCl;.
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Anexo 47 - Ampliagdes espectro de RMN de 'H da substéncia criptomoscatona D1 (2) ap

obtido em 600 MHz, em CDCl;.
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Anexo 48 - Espectro de RMN de "C obtido em 150 MHz e mapa de contorno COSY da substincia
criptomoscatona D1 (2) apds reagdo com R-MPA (CDCls, 14,1 T)
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Anexo 49 - Mapa de contorno HSQC e HMBC da substancia criptomoscatona D1 (2) ap6s reagdo com R-MPA
(CDCl;, 14,1 T).
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Anexo 50 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em

CDCI; para a criptomoscatona D1 (2) ap6s esterificacdo com S-MPA.

(-)-Criptomoscatona D1 S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,4 - - -
3 121,2 5,86 ddd (9,6; 2,5; 1,0) 6,56 29.2:163,4
4 1443 6,56 ddd (9,6; 6,0; 3,0) 1,60; 5,86 29.2;74.1; 1634
s 59 1,77 gt (18,0; 11,4; 3,0)
’ 1,60 dddd (18,0; 6,0; 4,2; 1,0)
6 74,1 3,61 dddd (4,2; 4,2; 8,0; 8,0) 1,69; 1,77
, 1,51 ddd (15,0; 7,0; 3,0
1 39,2 160 dddElS,O; 90, 4,2; 3,61; 5,01 68.,4; 74,1
2’ 68,4 5,01 m
, 1,94 dt (15,0; 6,6
3 38,9 2100 dtd(l(S,O; 6.0: 272) 5,01; 5,51 39,2; 68,4; 71,9
4 71,9 5,51 q(7.2) 2,00; 6,12 38.9; 68.,4; 125,7; 133,7; 169,7
5 125,7 6,12 dd (16,2; 6,0) 5,51; 6,50 38,9; 71,9; 126,7; 135,8
6’ 133,7 6,50 d(16,2) 6,12 71,9; 135,8
1 135,8 - - -
27e6” 1267 7,35 dl (8,0) 133,7; 128,2
4> 128,2 7,28 1l (8,0)
37e5” 1286 7,33 1 (8,0)
169,7 - - -
169,8 - - -
57,2 3,35 s 82,3
57,4 3,42 s 82,6
82,3 4,69 s 57,2; 169,8; 127,45; 136,2
82,6 4,80 s 57,4;127,3; 136,1; 169,7
127,3 7,48 dl (8,0) 82,6
127,4 7,38 dl (8,0) 82,3
128,8 7,35 1 (8,0)
128,8 7,34 1 (8,0)
128,8 7,32 1l (8,0)
128,9 7,40 1l (8,0)
136,2 - - -

136,1




132

000'0—-

628~

/ SIS s

_J
Kooy
L
0E'T
0S'T
prse

F W€

Yov'e -

Fernando EP8 SMPA 05/08/2013

Fernando EP8 SMPA

Anexo 51 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdes da substancia criptomoscatona D1 (2) apés reagdo com S-

MPA obtido em 600 MHz, em CDCl;.

‘.
—— 1 o
N UW 01

699y —— 90T
A jm jodd
~ 960

~ 0T

~ 107

N 00T

/b9
Wm@ >= Fooz

=617
E— Feger
— ST

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

8.0

mom.a
Em.ﬁ/
916'T

90T
€LY'T %
[4: TN -
164'T —

86b'T/.
£0S°T % -

PIS'T

6/5'T
€85°'T
€09'T
mof/
Eo.ﬂ/\
oS.ﬁM\H
159'T
L69°T~" —
mmfw\\
19T =
Ef\ =

0eLT
pELT S =
e A
osc1 TS
bSOT _
8s/'T =
e
89/'T
08L'T
v8LT
68L'T

2.20 2.15 2.10 2.05 2.00 1.95 1.90 1.85 1.80 1.75 1.70 1.65 1.60 1.55 1.50 1.45 1.40
f1 (ppm)

2.25

vLS'E
085°€
£859°E

P6S'E~E_

009°€ %~

£09°€
v19°€
129°€

J

4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5
f1 (ppm)

5.0

5.1



133

8
(o9
<
~
Q o
[
] .
000 ——
- <
F o
s
N wn
= L6v'5 7 [
2 805
m Fa
o ~N
8 L~
£ ’ 6167 —-
5 0€8' |
S €68'S -\ i
o= 9p8'G 1= £6'8€
) N
= 6v8' (] 816/
2
o
3 < 280'9 [
v
N Q p609 L — L =
S A/ 6019 7= © LS~ _
o 1219 o 8ees
o m e
o 2 - L6789
o g Fe v6'TL -—
o & 8/b°9 80°bL I
£ © S05°9 | < E.EW -—
3 =) 259 < L)
o, m 875°9 " veLL
n 2 SS9~ = Fag 0£'28 7 -—
[P . = £ za/
15) 6£5'9 =3 s 9528
o o 0vS5'9 o
& LS
T @ bS'9 ©
-9 155°9 R
o 555°9 L
o N I
z .
z2 .
w S 0z'1zT
@ — 69°'STT
) o pL 92T
=) N sTLer
52 YT Ly zeLen —
o \© 0L L Sy'LeT _
g 1€,y €T8TT~E = =
0 O 9TEL ~ 65°8¢T
o o T2€°L A PN 8/'8¢T I
< T vees| a.wﬁ\ ——
o B 62€°L - Lo €LEeT
) P = PSET
& < - vmm.Tm _ = . - 0T"9€T 62bbT ———
= g el N g PT9ET
o & 3 sve'L] TN g
g = S 8vE'L ] S8Y'L = | -3
< th S 09¢°2 8v°L B 8
\ £g wse] £g
g == cges ) L e ==
~ [k L ~N [R7}
] © © © © b €97 ———
w5 S8 S8
S o 83 R8s 04691
ﬁ S zf 5 126910
23 &8 RN 1
=

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170




134

Anexo 53 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia criptomoscatona D1 (2) apds reagdo com S-MPA
(CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 54 - Mapa de contorno HMBC da substancia criptomoscatona D1 (2) apds reagdo com S-MPA (CDCls,
14,1 T), respectivamente.
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Anexo 56 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCIl; para a criptomoscatona E1 (4) apds esterificacdo com R-MPA.

Criptomoscatona E1 R-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,8 - -
3 121,6 6,03 ddd (9,6; 2,4; 0,6) 6,84 29,5;163,8
4 144.6 6,84 ddd (9,6; 6,0; 3,0) 2,32: 6,03
5 29,5 2,32 m 6,84 121,61; 144,6
6 77,5 4,78 ddd (4,8; 4,5; 10,8) 2,32: 5,61
I 128,9 5,64 dd (15,6; 6,0) 4,78 71,5
2 130,7 5,61 dt (15,6;7,2) 36,9
3 36,9 ggg Z 38,2;70,3; 128,9; 130,7
4 70,7 4,88 m 2,00
5 38,2 fgg ZZZ 838 gg 461(2)3 1,75; 4,88: 5,16 36,9; 70,7; 72.,2; 125,0;
6’ 72,2 5,16 m 2,00; 1,76 125,0; 133,5
7 125,0 5,68 dd (16,2; 6,0) 5,16 72,2; 133,5; 135,8
8’ 133,5 5,68 d (15.,6) 72,2; 125,0; 126,6; 133,5; 135,8
1 135,8 - - -
27e6” 1266 7,06 dl (8,0) 7,23 127:4; 133,5
47 128.0 7,2 1 (8,0) 126,6
37e5” 1284 7,23 1 (8,0) 7,06 135,8; 128,7
169,5 -
170,0 -
57,3 3.4 s
57,3 3.4 s
82,5 4,75 s 57,3;169,5
82,6 4,76 s 57,3; 127,6; 136,2; 170,0
127,1 7.5 dl (8,0) 82,5;127,4; 128.9
127.,4 7,41 dl (8,0) 128,7
128,7 733 1 (8,0)
128,8 7,34 1 (8,0) 127,35
128,8 7,34 1 (8,0)
128,9 7,39 1l (8,0) 128,80; 136,19
136,1

136,2
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Anexo 57 - Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona E1 (4) ap

MPA, respectivamente, obtido em 600 MHz, em CDCl;.
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Anexo 58 - Espectro de RMN de °C e mapa de contorno COSY da substancia criptomoscatona E1 (4) apés
reacdo com R-MPA, respectivamente, (CDCl;, 14,1 T).
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Anexo 59 - Mapa de contorno HSQC e HMBC da substancia criptomoscatona E1 (4) apds reagdo com R-MPA
(CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 60 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em

CDCI; para a criptomoscatona E1 (4) apds esterificacdo com S-MPA.

Criptomoscatona E1 S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 1637 - 3
3 121,5 6,01 ddd (10,0; 2,4 0,6) 6,80; 2,14 292
4 144.4 6.8 ddd (10,0; 5,6 3,6) 2,41; 6,01
5 292 2,14 m 4,44; 6,01 773; 121,5; 144.4
6 773 4,44 ddd (4,8; 4,5; 10,8) 2,14 128,6; 130,1; 144.4
P 128,6 5,07 dd (15,6, 6,0) 36,3; 77,3
2 130,3 527 di (15,6; 6,0) 4,44 36,3; 77,3
, 2,01
3 36,3 os 4,78, 5,46 38,0; 128,6
& 70,3 4,78 m 1,77: 1,96
5 180 1,96 m 36,3; 70,3; 72,2; 125,5;
’ 177 ddd (14,0;7,2; 5.,4) 128,6; 130,2
6 72,2 5.46 4 (6,0) 1,77, 196 530:70.3:125,5: 1336,
169.8
7 1255 6,06 dd (16,2;7.2) 6.45; 5,46 72,2, 135,8
g 1336 6,45 d(15,6) 6,06 72,2; 126,6; 135,8
1 135,8 -
2766”1266 7,32 di (7.2)
4 1282 7,25 1(7,2)
37e5” 1286 7,38 i(7,2) 136,1
MPA 1696 - - - -
MPA  169.8 ; ; ; ;
MPA 572 3,32 s 82,3
MPA 573 341 s 82,5
MPA 825 4,79 s 57,2;127.2; 136,1, 169,6
MPA 823 4,66 s 57,3;127,2; 136,3; 169.8
MPA 1272 7,48 dl (7,2) 7,36; 7,38 82,5; 127,2; 128,7
MPA 1272 747 di(7,2) 82,3; 128,2
MPA 1283 741 i(7,2)
MPA 1284 7,26 i1(7,2)
MPA 1287 7,36 i(7,2) 136,3; 128,7
MPA 1287 7,32 i1(7,2) 136,1, 127,2
MPA 1361
MPA 1363
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Fernando F6P4SMPA M2 1H 17/11/2013

Fernando F6P4SMPA M2

Anexo 61 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdes da substincia criptomoscatona E1 (4) apés reagido com S-

MPA obtido em 600 MHz, em CDCl;, respectivamente.
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Fernando F6P4SMPA M2 1H 17/11/2013

Fernando F6P4SMPA M2

Anexo 62 - Ampliagio do espectro de RMN de 'H e espectro de °C da substéancia criptomoscatona E1 (4) apds
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Anexo 63 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia criptomoscatona E1 (4) apos reagdo com S-MPA

(CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 64 - Mapa de contorno HMBC da substancia criptomoscatona E1 (4) ap6s reagdo com S-MPA (CDCl;,
14,1 T), respectivamente.
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Anexo 65 - Espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona E2 (3) apés reagio com R-MPA em CDCl,
obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 66 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em

CDCIl; para a criptomoscatona E2 (3) apds esterificacdo com R-MPA.

Criptomoscatona E2 R-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,9 - - -
3 121,5 6,03 ddd (9,6; 2,4; 0,6) 6,83 163,9
4 144,6 6,83 ddd (9,6; 6,0; 3,0) 29.4; 163,9; 77,31
5 29,4 g}é at (18’0;;11’4; 3.0) 4,66; 6,83 77,3; 121,5; 144,6
6 77,3 4,66 ddd (4,8; 4,5; 10,8)
I 128,4 5,39 dd (15,6; 6,0) 37,0; 77,3; 130,5
2’ 130,5 5,38 dt (15,6;7,2) 37,0; 77,3; 128,4
3’ 37,0 ;;i Z 5,09 38,4; 69,7; 128,4; 130,5
4 69,7 5,09 m 71,0; 170,1
5 38,4 1,93 ddd (16,2; 6.6; 4.8) 5,10; 5,52 37,0; 69,7; 71,0; 125,9
6’ 71,0 5,52 m 5,94 38,4; 69,7; 169,8; 125,9; 1322
7 125,9 5,94 dd (16,2; 6,0) 5,52; 6,16 38,4; 71,0
8’ 312,2 6,16 d(16,2) 71,0; 126,5; 135.8
17 135,8 -
27e6” 1265 7,16 dl (8,0) 125,9; 1322
4 128,0 7,24 1 (8,0) 126,5
37e5”  128,5 7,29 1 (8,0) 135,8
169,34 - - ;
170,1 . . -
57,6 3,41 s 82,2
57,6 3,48 s 82,4
82,2 4,76 s 57,6; 136,2; 169.8; 127,3
82,4 4,85 s 57,6; 136,4; 170,1; 127,4
127,3 747 dl (8,0)
127,4 7,46 dl (8,0)
128,7 7,38 11 (8,0)
128,7 7,38 11 (8,0)
128,7 7,38 1 (8,0)
128,8 7,35 11 (8,0)




146

0s reacdo com R-

I3

Anexo 67 - Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substéncia criptomoscatona E2 (3) ap

MPA obtido em 600 MHz, em CDCl;, respectivamente.
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Anexo 68 - Espectro de RMN de "C obtido em 150 MHz e mapa de contorno COSY da substincia

criptomoscatona E2 (3) apos reacdo com R-MPA (CDCl;, 14,1 T).
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Anexo 69 - Mapa de contorno HSQC e HMBC da substancia criptomoscatona E2 (3) apds reagdo com R-MPA
em CDCI; (14,1 T), respectivamente.
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Anexo 70 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCIl; para a criptomoscatona E2 (3) apds esterificacdo com S-MPA.

EP2 S-MPA
BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,9 - -
3 121,6 6,03 ddd (9,6; 2.,4; 0,6) 6,85 29,5;163,9
4 144,6 6,85 ddd (9,6; 6,0; 3,0) 2,27, 6,03
5 29,5 227 m 4,75 77,51; 121,6; 144,6
6 77,5 4,75 ddd (4.8; 4,5; 10,8) 2,27
I 128,9 5,47 dd (15,6; 6,0) 2,19; 4,75 37,1;77,5; 130,4
2 130,4 5,49 dt (15,6;7,2) 37,1;77,5; 130,4
3 37,1 2,19 1 (6,0) 4,59 38,6; 70,1; 130,4
4 70,1 4,59 m 1,80; 1,72; 2,19
5 38,6 }gg ZZZ 8:1 }85 ggg 4,59;5,03 70,1; 71,7
6’ 71,7 5,03 ddd (9,6; 7,8; 3,6) 1,80; 1,72; 5,94
7 126,0 5,94 dd (16,2; 6,0) 5,03; 6,30 38,6;71,7; 135,9
8 133,4 6,30 d (16,2) 5,94 71,7; 126,7
17 135,9 -
27e6” 1266 7,28 dl (7,8) 133,3
4> 128,2 7,26 1 (7,8) 126,6
3¢5 128,6 7,30 1 (7,8) 135,9
169,6 -
169,9 .
57,3 3,38 s 70,1
57,4 3,40 s 71,7
82,6 4,68 s 57,3; 127,4; 136,2; 169,9
82,7 4,71 s 57.4; 127,4; 136,3; 1696
127,4 7,41 dl (7,8) 82,6; 82,7; 128,2
128,7 7,36 dl (7,8)
128,7 7,37 1 (7,8)
128,8 7,37 1 (7,8)
128,8 7,38 1 (7,8)
128,9 7,38 1 (7,8)
136,2

136,2
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Anexo 71 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdes da substincia criptomoscatona E2 (3) apés reagdo com S-

MPA em CDCI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 73 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia criptomoscatona E2 (3) ap6s reagdo com S-MPA
(CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 74 - Mapa de contorno HMBC da substancia criptomoscatona E2 (3) apos reagdo com S-MPA (CDCls,
14,1 T), respectivamente.
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Anexo 75 - Espectro de RMN de 'H da substincia criptomoscatona E3 (5) apos reagdo de formacio do

acetonideo entre 4’ ¢ 6’ e com R-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 76 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCIl; para a criptomoscatona E3 (5) apds formagido do acetonideo entre 4’e 6’ e apés esterificagdo com R-

MPA.
Criptomoscatona E3 ACT entre 4’e¢ 6° R-MPA
BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,7 - - -
3 121,4 591 ddd (10,0; 2,7; 0,6) 6,66 29.4; 163,7
4 144,6 6,66 ddd (10,0; 6,0; 1,8) 1,97; 5,91 29.4; 163,7
5 294 2,08 qt (18,0; 12,0; 2,4)
’ 1,97 dqd (18,0; 6,0; 3,6; 0,6)
6 74,2 3,94 dddd (3,6; 3,6; 8,4; 8,4) 29.4;40,2; 144,6
P 40.2 2,01 ddd (15,0; 8,4; 3,6)
’ 1,77 ddd (15,0; 9,6; 4.2)
2 69,1 5,30 dddd (3,6; 3,6; 8.,4; 8,4) 1,77; 1,68 40,2
YA TR Gad4690.40)
4 65,2 3,82 ddt (2,4,9,0;11,6)  1,50; 1,34; 1,36; 1,69 19,6;37,3; 41,8
5 373 };g dil (12516; 2.4) 129.7
6’ 70,0 4,41 ddd (12,6; 6,0;1,5)  1,34/1,36/1,50/6,13 19,6; 37,3; 129,7; 130,8
7 129,7 6,13 dd (16,2; 6,6) 4,41/ 6,57 37,3
8 130,8 6,57 d (16,2) 6,13 126,5
Metila 19,6 1,35 s - 30,1; 99,0
Metila 30,1 1,41 s - 19,6; 99,0
Cetal 99,0 - - -
1 136,7 - - - 129,7
27¢e6” 126,5 7,37 dl (7,8) 130,8; 127,7
4> 127,7 7,23 1 (7,8)
37e5” 128,5 7,3 11 (7,8)
169,9
57,3 3,4 s 82,7
82,7 4,74 s 57,3; 127,5; 136,5; 169,9
127,4 7,44 dl (7.,8) 82,7
128,9 7,3 1 (7,8)
128,8 7,34 1 (7,8)

136,5
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Anexo 77 - Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da subst

formacao do acetonideo entre 4’ ¢ 6° ¢ com R-MPA em CDCI; obtido em 600 MHz, respectivamente.

9EL'T
SPL'T
6vL'T
SSL'T
8SL'T
S9L'T
89L'T
€LLT
18L°T
€8L°T
68L'T
86L'T
S08°'T

0y

190 1.85 1.8 1.75 170 1.65 160 155 1.50 145 140 135 130 125 1.20 1.15
f1 (ppm)

1.95

235 230 225 220 215 210 205 2.00

196 1.94 1.92 1.90fl(1.88) 186 184 182 180 178 176 174 172 170 1.68 1.66 1.64
ppm

1.98

2.06 2.04 202 2.00

212 210 2.08

S8C'S
6T'S
66C'S
L0€°'S
vIe's
TeE's
£2€°S

-

53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33
f1 (ppm)

5.4

77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56
f1 (ppm)

7.8



156

Anexo 78 - Espectro de °C obtido em 150 MHz e mapa de contorno COSY da substincia criptomoscatona E3
(5) ap6s reagdo de formacao do acetonideo entre 4’ ¢ 6° ¢ R-MPA (CDCls, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 79 - Mapa de contorno HSQC ¢ HMBC da substéncia criptomoscatona E3 (5) apds reagdo de formagao
do acetonideo entre 4’ ¢ 6’ ¢ R-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 80 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCI; para a criptomoscatona E3 (5) ap6s formacao do acetonideo entre 4’e 6’ e apds esterificacdo com S-MPA.

Criptomoscatona E3 ACT entre 4’e 6> S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,8 - -
3 121,4 5,99 ddd (10,0; 2,4; 0,6) 2,35; 6,82 29.4; 163,8
4 144,6 6,68 ddd (10,0; 6,0; 2,4) 2,25;5,99 29,4;163,8
5 294 ;gj dq;it((llgé?(;;61’g:03;’g: 40)’6) 437 39,9:121,4; 14,6
6 74,5 4,37 dddd (4,2;4,2;8,0;8,0)  1,94;2,10;2,24 39,9; 29.,4; 68.6; 144.6
I 39,9 é?g ZZZ 828 ;g jg 531;4,37 41,5; 6,08
2 68,6 5,31 dddd (3,6; 3,6; 8.,4; 8,4) 1,61; 1,94 41,5 39,9:64,8; 170,0
3 41,5 1,61 1 (6,0) 5,31;3,36 37,1;39,9
4 64,8 3,36 ddt (2,4;9,0; 11,6) 1,23; 1,61 37,1; 30,0; 41,5; 68,6
5 37,1 1,22; 1,24 I’fl 4,20; 3,36 41,5;129,7
6’ 69,8 4,2 ddd (12,6; 6,6; 0,6) 6,07; 1,21 37,1; 30,0; 129,7; 130,6
7 129,7 6,08 dd (15,6; 6,6) 4,20; 6,82 37,1; 136,6
8 130,6 6,53 d (15,6) 6,08 69,8; 126,5, 136,6
Metila 19,5 1,15 s 30,0; 98,9
Metila 30,0 1,35 s 37,1;19,5; 98,9
Cetal 98,9 -
1 136,6 -
27e6” 126,5 7,36 dl (7,2) 127,7; 130,6
4> 127,7 7,23 1 (7,2)
37e5” 128,5 7,30 1(7,2) 136,6
170,0
57,4 3,43 s 82,5
82,5 4,79 s 57,4;127,1; 170,0, 136,5
127,1 7,47 dl (7,2) 82,5; 128,8
128,7 7,37 1 (7,2)
128,8 7,36 1 (7,2) 127,1, 136,5

136,5
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Fernando EP3 ACT4 SMPA 1H 14/10/2013

Fernado EP3 ACT4 SMPA

Anexo 81 - Espectro de RMN de 'H da substincia criptomoscatona E3 (5) apos reagdo de formacio do

acetonideo entre 4’ e 6’ e com S-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 82 — Ampliagdo do espectro de RMN de 'H e espectro de °C da substéncia criptomoscatona E3 (5) apos
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Anexo 83 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia criptomoscatona E3 (5) apos reagdo de formagdo do
acetonideo entre 4’ e 6’ e S-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 84 - Mapa de contorno HMBC da substancia criptomoscatona E3 (5) apos reagdo de formagdo do

acetonideo entre 4’e 6° ¢ S-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 86 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCIl; para a criptomoscatona E3 (5) apés formagdo do acetonideo entre 2’e 4’ e apds esterificagdo com R-

MPA.
Criptomoscatona E3 ACT 2’e4’ R-MPA
BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 164,2 -
3 121,5 6,02 ddd (10,2; 2,4, 1,2) 6,86; 2,33 29.9; 164,2
4 145,0 6,86 ddd (10,2; 6,0; 2,4) 6,02; 2,33 74,7; 1642
5 29,9 ;;g » (18,0;’72’0; 24) 6,86; 6,02; 4,57 121,5; 145,0
6 74,7 4,57 dddd (3,6, 3,6; 8,4; 8.,4) 1,67; 1,87;2,32
ity S
2’ 62,3 4,13 dddd (2,4; 6,0; 9,0; 9,6) 1,53; 1,64
3’ 38,5 }:22 %((1122,’66;’99,666;66’,00)) 4,13;3.81; 41,2;40,3; 62,3
4 63,3 381  dddd(10,0,10,0;5,0;4,2) 1,54;1,64; 1,77, 2:01
5 40,3 ;g? ZZZ Sjj Sj 228 3,81 5,61; 72,8; 63,3; 38,5; 126,2
6’ 72,8 5,61 ddd (6,6; 6,6; 6,6) 5,94;1,78;2,01  40,3;169,7; 133,1; 1265
7 126,2 5,94 dd (15,6, 7,2) 6,32; 5,61 72,8; 1362
8’ 133,1 6,32 d (15,6) 5,94 72,8: 136,2
Metila 24,6 1,33 s 24,8: 100,7
Metila 24,8 1,25 s 24,6; 100,7
Cetal 100,7 - -
17 136,2 -
27e6” 1265 7,18 dl (7.8) 133,1; 127,3
47 127,9 723 1 (7.,8) 126.5
3¢5 1285 7,26 i (7.,8) 136,1
169,68
57,37 342 s 82,8
82,8 4,78 s 574
127,3 7,44 dl (7,8) 82,8; 128.6
128,6 7,36 1 (7,8) 7,44
126,6 7,35 1 (7,8)

136,1
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Anexo 87 — Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona E3 (5) ap

acetonideo entre 2°e 4° ¢ com R-MPA em CDCI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 88 - Espectro de RMN de "C obtido em 150 MHz e mapa de contorno COSY da substincia
criptomoscatona E3 (5) apos reagdo com acetonideo entre 2’¢ 4> e com R-MPA (CDCl;, 14,1 T),
respectivamente.

Fernando EP3ACT3 RMPA
13C

o
=1
<
NINOoOOYTTNOO
oNhwvwinamin AL i
MO OWWNMNWWH
SN NNSSY oot
g — & e lge =28n . %RRy
& | 3 | S o . 0N amh QALY
> < byl S > NN © © In s NAANAN
[N o — ™ T8 N
3 O ‘ I | | \ [~
T T ! T i1 ‘ | ! [ oo \‘/‘/ P
|
| |
Ll A [l] ' LHI “ ‘ “l l ﬂ.l A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)
Fernando EP3ACT3 RMPA = Lo
Hidrogenio “
&
o ri
¢ o &2
=%
@ D
- - =2
. @
r3
- £
R g
- . 4 =
L - o
r5
— e =
@ o e a® L6
5 @
- - =
r7
—= :*

T
7.5 70 65 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f2 (ppm)



166

Anexo 89 - Mapa de contorno HSQC ¢ HMBC da substancia criptomoscatona E3 (5) apds reagdo de formagao
do acetonideo entre 2’e 4’ ¢ R-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.

by ol

Fernando EP3ACT3 RMPA g o
HMBC '

r10
F20
30
40

2 =g O

50
+60
70
b 80
‘ 90

o 100

110

f1 (ppm)

@ r120
r130

140
150
160

0 v L] r170

T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
2 (ppm)

Fernando EP3ACT3 RMPA
Fernando EP3ACT3 RMPA HSQC 24/02/2014 ro

10
20

oo

— S 30

50
60
70

80

L

90

— 100
110
— ° 120
r130

140

150

40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
2 (ppm)



167

Anexo 90 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCI; para a criptomoscatona E3 (5) ap6s formacao do acetonideo entre 2°e 4’ e apds esterificacdo com S-MPA.

Criptomoscatona E3 ACT 2’e 4> S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 164,2 - - -
3 121,5 6,01 ddd (9,6, 2,4; 1,2) 29.9; 164,7
4 145,0 6,86 ddd (9,6; 5,4; 2.,4) 2,33; 6,01 164,2
5 29,9 ;;g dd‘i]‘i Sgg ?’10’;?’22’;(;’6) 4,54; 6,86 74,7; 121,5; 145,1
6 74,7 4,54 dddd (3,0,4,5,7.8; 11,4)  1,82;2,32
P S Gaaessss 4% %7
2 62,2 4,05 dddd (2,4; 6,0,9,0;9,6)  1,36; 1,54 82,7
3 38.3 }gj % 8;2 gg 2:83 4,05 62,0: 40,0; 41,1
4 63,0 3,62 dddd (10,0, 10,0; 5,0; 4,2)  1,90; 1,69
5 40,0 }28 ZZZ 8;2 gg 223 3,62 72,9; 38,3; 63,0; 126,6
6 72,9 5,56 ddd (6,0 6,0; 6,0) 1,69; 1,90  40,0; 169,7; 133,8; 126,4; 169,7
7 126,4 6,08 dd (15,6,7,8) 5,56 72,9; 136,1; 126,6
8 1338 6,61 d (15,6) 6,08 72,9
Metila 24,6 1,29 s 100,58; 24,73
Metila 24,7 1,17 K 100,58; 24,73
Cetal 100,6 - - -
1 136,1 - ; -
27e6” 1266 7,33 dl (8,0) 133,8
47 128,1 7,26 11 (8,0) 126,63
37e5” 1286 7,32 1 (8,0)
169,7 ; ;
574 3,41 s
82,7 4,76 s 57,4:127,2; 169,7; 136,3
127,2 7,46 dl (8,0) 82,7; 128,8
128,7 7,31 11 (8,0) 128.8; 1363
128,8 7,36 1 (8,0) 128,7; 136,3

136,3 - . -
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Anexo 91 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdes da substancia criptomoscatona E3 (5) ap

acetonideo entre 2°e 4’ ¢ com S-MPA em CDCI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 92 — Ampliagdes do espectro de RMN de 'H e espectro de "*C da substéncia criptomoscatona E3 (5) apds

tonideo entre 2’¢ 4’ e com S-MPA em CDCI; obtido em 600 e 150 MHz, respectivamente.
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Anexo 93 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia criptomoscatona E3 (5) apos reagdo de formagdo do
acetonideo entre 2’e 4° e S-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 94 - Mapa de contorno HMBC da substancia criptomoscatona E3 (5) apos reagdo de formagdo do
acetonideo entre 2°e 4° e com S-MPA (CDCls, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 95 - Espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona F1 (6) (6) apés reagdo com acetonideo entre
6’¢ 8 e com R-MPA em CDCl; (14,1 T), respectivamente.
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Anexo 96 - Dados espectroscopicos de RMN de "°C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCl; para a criptomoscatona F1 (6) apds formagdo do acetonideo entre 6’¢ 8’ e apds esterificagdo com R-

MPA.
Criptomoscatona F1 ACT 6’e 8 R-MPA
BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,9 -
3 121,6 6,02 ddd (9,6; 2,4; 1,2) 6,83
4 144,5 6,83 ddd (9,6; 5,4; 2,4) 6,02
2,25 m
> 294 2:16 qt (18,0; 11,4; 2,4)
6 77,5 4,71 ddd (10,5; 5.,4; 5,4) 2,20; 5,46
I 130,2 5,46 dd (15,6, 6,0) 4,71
2 129,2 5,51 drl (15,6; 7,0)
3’ 374 ;gf " 4,71 129,7
4 70,6 523 m 1,69
5 40.7 }:28 ddd (14,(;;1 9,0; 3,6)
6’ 65,0 3,73 m 1,69
7 37,3 1,48; 1,34 di (13”5; 3.0) 30,1
8’ 70,0 4.4 ddd (12,6; 6,0; 1,5) 1,34; 6,13
9 129,7 6,13 dd (15,6; 6,6) 4,40; 6,57 136,6
10° 130,8 6,57 d (15,6) 6,13 126,5
Metila 19,5 1,27 s 30,1; 98,9
Metila 30,1 1.4 s 19,5; 98,9
Cetal 98,9 - - -
1” 136,6 -
27e6” 126,5 7,38 dl (7,8) 127,2; 136,6
4 127,7 7,24 1 (7,8) 126,5
37e5” 128,5 7,31 1(7,8)
170,1
57,3 3,42 s 82,8
82,8 4,76 s 127,2; 136,4; 170,1
127,2 7,47 dl (7,8) 7,38 82,8; 127,5; 128,7
128,8 7,34 1 (7,8)
128,7 7,36 1 (7,8)

136,4
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Anexo 97 — Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona F1 (6) ap
acetonideo entre 6’e 8’e com R-MPA em CDCI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 98 - Espectro de RMN de "C obtido em 150 MHz e mapa de contorno COSY da substincia
criptomoscatona F1 (6) ap6s reagcdo com acetonideo entre 6’¢ 8’e com R-MPA (CDCl; 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 99 - Mapa de contorno HSQC ¢ HMBC da substancia criptomoscatona F1 (6) (6) apos reagdo de

formacao do acetonideo entre 6’e 8’ e com R-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 100 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCI; para a criptomoscatona F1 (6) apos formagdo do acetonideo entre 6’e 8’ e apos esterificacdo com S-MPA.

Criptomoscatona F1 ACT 6’e¢ 8’ S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 163,9 -
3 121,6 6,05 ddd (9,6;2,4; 1,2) 6,86 29,5 163.,9
4 144,6 6,86 ddd (9,6; 5,4; 2,4) 6,05; 2,38
2,38 m
5 29,5 238 e 6,86; 4,86
6 77,6 4,86 ddd (10,5; 5.,4; 5,4)
I 130,3 5,64 dd (15,6, 5,4) 4,86 129,7
2 1293 5,75 dtl (15,6; 6,0) 2,32; 2,40 77,6
3 37,7 ;i(z) Z 5,75 129,3; 1293
4 70,3 5,21 m 1,53;2,32; 2,40
5 40,9 };11 ddd (14’?;1 9,0;3,6) 521;3,24
6’ 64,6 3,24 m 1,19; 1,54
7 37,2 1,19 m 64,6; 69,8
8’ 69,9 4,14 ddd (12,6; 6,0; 1,5) 6,07; 1,19
9 129,7 6,07 dd (15,6; 6,0) 6,52; 4,14 136,6
10 130,6 6,52 d (15,6) 6,07 69,9; 126,5
Metila 19,3 1,04 s 30,0; 98,8
Metila 30,0 1,33 s 19,3; 98,8
Cetal 98,3 -
1 136,6 -
27e6” 12651 737 dl (8,0) 127,34
4 127,70 7,23 1 (8,0)
3°e5” 128,50 73 11 (8,0) 136,6
170,0
57,2 3.4 s 82,4
82,4 4,75 s 57,2; 127.4; 136,6; 170,0
127,2 7,48 dl (8,0) 82,4; 128,5
128,7 7,33 11 (8,0)
128,7 7,38 11 (8,0) 136,6

136,6
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Anexo 101 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdo da substincia criptomoscatona F1 (6) apds reagio com
acetonideo entre 6’e 8’¢ com S-MPA em CDClI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 102 - Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da substéncia criptomoscatona F1 (6) apds reagio com
acetonideo entre 6’e 8’¢ com S-MPA em CDClI; obtido em 600 MHz, respectivamente.

Fernando EP5 ACT4 SMPA
Fernando EP5 ACT4 SMPA 1H 25/02/2014

@
o
A
™
|
QN
59 0 A
< < © o
Y o T
1l i
W ../M’\‘\..
Y 'y
~ o
= o
T T T T T T T T T T T T T T T T T
45 4.4 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 3.1 3.0 29
f1 (ppm)
Fernando EP5 ACT4 SMPA
Fernando EP5 ACT4 SMPA 1H 25/02/2(14
Ll‘lv—!l\lﬂ‘l‘v—i%r\jv—!(h
ONLILM—=O n o
MmonmMmmmMmmpN NN
NNNNKNNNNKNKN
—S\/le—"
|
QO m
N O
< < <
NNN
\1/ \ ©®© N O
~NOwnMm
eceqc
O O Vo
| ~ 2% ~
| 0 0 ONT ANV O
@ 0 O OWNT MmO M
© ! NN NYOVOY
I g( nmumwnwmwnwmmn
| | | —\/ \‘///
! M
1h I
|
T T =z =z - L
- o = b S S 0
N @ = N = 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
6.9 6.8 6.7 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4

6.6
f1 (ppm)



179

Anexo 103 - Espectro de RMN de "C obtido em 150 MHz e mapa de contorno COSY da substincia
criptomoscatona F1 (6) apds reagdo com acetonideo entre 6’¢ 8 e com S-MPA (CDCl;, 14,1 T),

respectivamente.
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Anexo 104 - Mapa de contorno HSQC ¢ HMBC da substancia criptomoscatona F1 (6) apds reacdo de formagdo
do acetonideo entre 6’¢ 8’e com S-MPA (CDCls, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 105 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCIl; para a criptomoscatona F1 (6) apds formagdo do acetonideo entre 4’¢ 6’ e apds esterificagdo com R-

MPA.
Criptomoscatona F1 ACT 4’ ¢ 6° R-MPA
BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 164,0 -
3 121,6 6,03 ddd (10,0; 2.,4; 1,2) 6,85 29,7
4 144.6 6,85 ddd (10,0; 6,0; 2,4) 6,03; 2,40 164,0
5 29,7 2,42 m 6,85; 4,87 121,6; 144,6
6 77,9 4,87 ddd (7,2) 5,65; 2,41
1’ 129,3 5,64 dd (15,6, 6,6) 4,86 38,3; 77,9
2 130,8 5,78 dtl (15,6; 7,0) 2,19 38,4;77,9; 129,3
¥ B4 50 06060 5,78
4 65,8 3,82 m 2,25; 1,55
5 38,0 1,57 m 3,82
6’ 63,2 3.8 m 1,98
7 40,3 }gg ZZZ 822 gg ‘6‘28 5,60; 3,80 65,8; 129,3
8 72,8 5,60 ddd (8,4) 5,95; 1,76; 1,98 126,2; 133,1; 169,7
9 126,2 5,95 dd (15,6;7,2) 6,33; 5,60 72.,8; 136,1; 133,2
10° 133,2 6,33 d (15,6) 5,95 72,8;126,5
Metila 24,7 1,31 s 24.8: 100,6
Metila 24,8 1,26 s 24,7; 100,6
Cetal 100,6 -
1” 136,1 -
27e6” 126,5 7,19 dl (7.8) 127,9; 127,3; 133,2
4” 128,0 7,23 1 (7,8) 126,5
37e5” 128,5 727 1 (7,8) 136,2
169,7
57,4 3,42 S 82,84
82,8 4,78 s 57,4;169,7; 127,2; 136,2
1273 7,45 dl (7,8)
128,8 7,35 1 (7,8) 127,3
128,7 7,37 1 (7,8) 127,3; 136,2

136,2
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Anexo 106 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdo da substincia criptomoscatona F1 (6) apds reagio com

acetonideo entre 4’e 6’¢ com R-MPA em CDCI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 107 - Ampliagdo do espectro de RMN de 'H e da substincia criptomoscatona F1 (6) apds reagio com
acetonideo entre 4’e 6’¢ com R-MPA em CDCI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 108 - Espectro de RMN de "C obtido em 150 MHz e mapa de contorno COSY da substincia
criptomoscatona F1 (6) apds reacdo com acetonideo entre 4’¢ 6’¢ com R-MPA (CDCl;, 14,1 T),
respectivamente.
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Anexo 109 - Mapa de contorno HSQC ¢ HMBC da substancia criptomoscatona F1 (6) apds reacdo de formagdo

do acetonideo entre 4’e 6’ e com R-MPA (CDCls, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 110 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCI; para a criptomoscatona F1 (6) apos formacdo do acetonideo entre 4’e 6° e apos esterificacdo com S-MPA.

Criptomoscatona F1 ACT 4’ ¢ 6° S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 164,0 -
3 121,6 6,04 ddd (10,0; 2,4; 1,8) 29.8; 164,0
4 144,6 6,86 ddd (10,0; 6,0; 2,4) 2,40; 6,04
5 29,8 2,40 m 121,6; 144,6; 77,9
6 77,9 4,86 ddd (7,0) 2,4 130,8
ik 129,2 5,62 dd (15,6, 6,6) 4,85 38,3; 77,9
2’ 130,8 5,75 dtl (15,6; 7,0) 2,13; 2,18 38,35; 6,7, 77,7; 129,2
3’ 383 ;}é n”z 838 gg 2283 37,8; 65,7; 130.8
4 65,7 3,75 m 1,39; 1,48;2,18; 2,13 130,8
s oma M ameoao
6’ 62,9 3,61 dddd (9’55;)9 334 30,148 1,68; 1,87
7 40,0 }g? jjj E}gg 22 2% 72,9; 126,4; 62,9; 37,8
8’ 72,9 5,57 ddd (7,8) 1,68; 1,87 40,0; 62’91;7103(3)’7; 126,4;
9’ 126,6 6,09 dd (16,2;7,8) 5,57 40,0; 72,9; 136,1
10’ 133,9 6,62 d (16,2) 6,09 72,9; 126,6; 130,8
Metila 24,7 1,27 s 24.,8; 100,5
Metila 24,8 1,19 s 24,7, 100,5
Cetal 100,5 -
1 136,1 -
27e6” 1266 7,33 dl (7,8) 133,9
4 128,1 7,26 1(7.,8) 126,6
37e5” 1288 7,36 1(7,8) 136,1
169,7
57,4 34 S 82,65
82,6 4,76 s 57,4;127,2; 136,3; 169,7
127,2 7,45 dl (7,8) 82,6: 128,8
128,6 7,31 1(7.,8) 128,8
128,7 7,37 1 (7,8)

136,3
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Fernando EP5 ACT3 SMPA 1H 28/02/2014

Fernando EP5 ACT3 SMPA

Anexo 111 - Espectro de RMN de 'H e ampliagdo da substancia criptomoscatona F1 (6) ap

acetonideo entre 4’e 6’¢ com S-MPA em CDClI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 112 - Ampliagio do espectro de RMN de 'H e espectro de ">C da substéncia criptomoscatona F1 (6) apés

tonideo entre 4’¢ 6’e com S-MPA em CDCI; obtido em 600 e 150 MHz, respectivamente.
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Anexo 113 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia criptomoscatona F1 (6) apds reagdo de formagio
do acetonideo entre 4’e 6’e com S-MPA (CDCls, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 114 - Mapa de contorno HMBC da substancia criptomoscatona F1 (6) apds reagdo de formagdo do
acetonideo entre 4’e 6’e com S-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 115 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 75 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCI,; para a desacetilcriptocarialactona (1) ap6s reagoes de hidrélise e formagdo do acetonideo.

(-)-Desacetilcriptocarialactona HID ACT

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 172,1 -
3 39,0 ;23 ZZ Egg }gg 63,1;74,5; 172,1
4 74,6 3,80 dddd (6,0) 1,69; 1,90; 2,56 172,1
5B U aaseen s 746
6 63,1 4,05 dddd (5,4; 5,4; 8,6; 8,6) 1,70; 6,24
E 38 1,80 ddd (13,2; 9,6; 5.4)
’ 1,90 ddd (13,2;7,0; 5.,4)
2 67,7 4,52 dddd (14,0;9,0; 6,0; 2,4) 1,90
3 129,7 6,24 dd (15,6; 6,0) 4,05; 6,57 136,7
4 130,5 6,57 d (15,6) 6,24 67,7;126,5
Metoxila 51,7 3,70 s 172,1
Metoxila 56,9 3,35 s 74,6
Metila 24,7 1,42 s 25.4; 100,5
Metila 25,4 1,41 s 24.7;100,5
Cetal 100,5 - -
1 136,7 - -
27e6” 126,5 7,38 dl (8,0) 127,5
4 127,6 7,24 1 (8,0) 127,6; 136,7
37e5” 128,5 7,31 1 (8,0)

Anexo 116 - Espectro de RMN de 'H da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apos reagdo de hidrolise e de
formacao do acetonideo em CDClI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 117 — Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apés reagio de

hidroélise e de formagdo do acetonideo em CDCIl; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 118 - Espectro de RMN de "C obtido em 75 MHz e mapa de contorno COSY da substincia
desacetilcriptocarialactona (1) apods reacdo de hidrolise e de formagdo do acetonideo (CDCl;, 14,1 T),
respectivamente.
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Anexo 119 - Mapa de contorno HSQC ¢ HMBC da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apos reagdo de
hidroélise e de formagdo do acetonideo em CDCl; (7,0 T), respectivamente.
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Anexo 120 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 125 ¢ 600 MHz, respectivamente, em

CDCI; para a desacetilcriptocarialactona (1) ap6s reacdes de hidrélise e com R-MPA.

(-)-Desacetilcriptocarialactona HID R-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 171,7 - - -
3 383 ggé jj EZ; }gg; 3,17 38,0; 74,0; 1713
4 74,0 3,17 dddd (6,0) 1,60; 1,73; 2,30 56,5; 171,3
1,60 ddd (14,4; 6,6; 4,8
5 38,0 173 oy 51424; e 6:0; 3,17; 5,12 70,9; 74,0
6 68,0 5,12 m 1,60; 1,73; 1,95
I’ 39,1 1,95 1 (6,6) 5,12; 5,47 38,0; 68,0; 70,9; 125,9
2’ 70,9 5,47 ddd (6,6) 1,95; 5,92 39,1 68’01; 619%2’9; 132,0;
3’ 125,9 5,91 dd (15,6; 6,0) 5,47; 6,15 70,9; 135,8
4 132,0 6,15 (d) d (15,6) 5,92 70,9; 126,4
Metoxila 51,6 3,65 K - 171,7
Metoxila 56,5 3,01 s - 74,0
1 135.8 - - -
27e6” 1264 7,14 dl (8,0) 132,0
4 127.9 7,21 1(8,0) 126,4
37e57 1284 7,25 1(8,0) 1358
169,8 _ ; ;
170,1
57,5 3.4 s 82,2
57,6 3,46 s 82,4
82,2 4,73 s 57,5, 127,3; 1362
82,4 4,82 s 57,6 127.4; 136,0
127.3 7,45 dl (8,0) 82,2
127.4 7,43 dl (8,0) 82,4
128,6  7,32-7,39 1 (8,0)
128,7  7,32-7,40 1 (8,0) 127,4; 136,2
128,7  7,32-7,41 1 (8,0) 128,7
128,7  7,32-7,42 1(8,0)
136,2 - - -

136,3
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Anexo 121 - Espectro de RMN de 'H da substéncia desacetilcriptocarialactona (1) apés reagdo de hidrélise e

com R-MPA em CDCI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 122 — Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apés reagio de
hidrélise e com R-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 123 - Espectro de RMN de "C obtido em 500 MHz e mapa de contorno COSY da substincia
desacetilcriptocarialactona (1) apods reacdo de hidrolise e de formagdo do acetonideo (CDCl;, 14,1 T),
respectivamente.
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Anexo 124 - Mapa de contorno HSQC ¢ HMBC da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apos reagdo de

hidroélise e com R-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 125 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 ¢ 600 MHz, respectivamente, em
CDCI; para a desacetilcriptocarialactona (1) ap6s reagdes de hidrolise e com S-MPA.

(-)-Desacetilcriptocarialactona HID S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 171,5 - - -
3 38,5 ;gi ZZ Egg 128 38,16; 74,50; 171,55
38,50; 74,50; 56,66; 68,59;
4 74,5 3,48 dddd (6,0) 17160
5 38,16 }:gg Zzzgjﬁz gg 2:‘0‘3 4,75 38,50; 68,59; 74,50
6 68,59 4,75 m 1,60; 1,80; 1,75; 1,89
r 39,36 }Zé add gjj gg 3(9); 4,75, 4,95 71,68
2 71,68 495  dddd(0,6;3,0;7,0,10,0)  5,91;1,75; 1,89 126,12; 1255395 169,75;
3 126,12 5,91 dd (15,6;7.2) 6,25; 4,95 39,36; 71,68; 135,97
4 133,35 6,25 d (15,6) 5,91 71,68; 126,60; 135,97
Metoxila 51,66 3,67 s - 171,6
Metoxila 56,67 3,18 s - 74,5
1” 136,0 - - -
27¢6” 1266 7,25 di (8,0) 133,3
4 128.5 7,29 1 (8,0) 136,0
37e57 1281 7,24 1 (8,0) 128,5; 126,6
169,62 - _ -
169,95 - - -
57,38 3.4 s - 82,6
57,45 3,41 s - 82,8
82,65 471 s - 57.4; 127,3; 136,2; 169,9
82,76 4,72 s - 57.4; 127,3; 136,2; 169,6
127,35 7,43 dl (8,0) 82,8; 136,2
127,35 7,42 di (8,0) 82,8
128,68  7,32-7,41 1 (8,0)
128,69  7,32-7,42 1 (8,0) 136,23
128,77  7,32-7,43 1 (8,0)
128,78 7,40-7,41 1 (8,0)
136,2 -

136,25
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Anexo 126 - Espectro de RMN de 'H da substincia desacetilcriptocarialactona (1) apés reagdo de hidrélise e

com S-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 127 — Ampliagio do espectro de RMN de 'H e espectro de °C da substéncia desacetilcriptocarialactona

(1) ap6s reagdo de hidrélise e com S-MPA em CDClI; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 128 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apds reacdo de
hidrélise e com S-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 129 - Mapa de contorno HMBC da substancia desacetilcriptocarialactona (1) apds reagdo de hidrélise e

com S-MPA (CDCls, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 130 - Espectro de RMN de 'H da substincia criptomoscatona D1 (2) apds reagdo de

acetonideo seguida de hidrolise e com R-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 131 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em

CDCIl; para a criptomoscatona D1 (2) ap6s reacdes de acetonideo, hidroélise e com R-MPA.

(-)-Criptomoscatona D1 ACT HID R-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 1716 i -
3 38,8 ;i‘l‘ ZZ g; }ggg 38,7; 74,6, 171,6
4 74.6 333 dddd (6,0) 1,67: 1,80: 2,34
5 38,7 }g; 33383:33 ;é ‘S‘Zg 5.24:3.33 38,8; 69,1; 74,6
6 69,1 5,24 dddd (4.2) 1,67: 1,83: 1,70
I 415 g UAESERD 3,715 5,26
2 65,0 3,71 m 1,33; 1,46; 1,70
3 37,2 ifé it (12.6: 2.4) 4,37
4 70,0 4,37 ddd (12,0; 6,0; 2.4) 1,33: 1,46
5 129,7 6,13 dd (16,2: 6,6) 6,57; 4,39 136,6: 126,5
6 130,7 6,57 4(162) 6,13 70,0
Metoxila 51,6 3,66 s ; 1716
Metoxila 56,7 3,12 s ; 74.6
Metila 19,4 126 s ; 30,1: 98,9
Metila 30,1 1,39 s ; 19.4: 98,9
Cetal 98,9 ; ; ; 65,0; 70,0
1 136,6 ; ] ;
2766”1265 737-738 dl(7.2) 1297
4 1277 723724 i(7.2) 126.5
37657 1285 73 i(7.2) 136,6
170,1 - -
57,4 343 s 82,9
82,9 4,76 s 170,1: 57.4: 127.3; 136,5
1273 747-748 dl(7.2) 82.9: 128.6
1288 7,34 i4(7.2)
128,7 7,37 i0(7.2) 127,3: 136,5

136,5
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Anexo 133 - Espectro de RMN de "°C e mapa de contorno COSY da substincia criptomoscatona D1 (2) apés
reacdo de formagdo do acetonideo seguida de hidrélise e com R-MPA (CDCls, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 134 - Mapa de contorno HSQC e HMBC da substancia criptomoscatona D1 (2) apos reagdo de formagdo
do acetonideo seguida de hidrélise e com R-MPA (CDCls, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 135 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCIl; para a criptomoscatona D1 (2) ap6s reagdes de acetonideo, hidrélise e com S-MPA.

(-)-Criptomoscatona D1 ACT HID S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 171,7 - - -
3 38,9 2,54 d (6,0) 3,67 38,98; 75,04; 171,73
4 75,0 3,67 m 1,73; 1,92
5 39,0 }gg 2 5,26; 3,68 39,89; 69,08; 75,04
6 69,1 5,26 m 1,51; 1,73; 1,92; 2,54
1’ 41,8 }gé Z 5,26 69,08; 64,64
2 64,6 3,18 m 1,16; 1,59
3 37,1 Hg & (lzt'é; 24) 4,12; 3,18 64,64; 69,86
4 69,9 4,14 ddd (12,0; 6,0; 2.,4) 6,05; 1,15
5 129,8 6,05 dd (16,2; 6,6) 4,12; 6,51 136,65
6’ 130,6 6,51 d (16,2) 6,05 69,86; 126,50
Metoxila 51,7 3,69 s - 171,72
Metoxila 56,9 3,31 s - 75,04
Metila 19,4 1,07 s - 30,02; 98,85
Metila 30,0 1,34 s - 19,37; 98,85
Cetal 98,8 - - -
1” 136,6 - - -
27e6” 126,5 7,36-7,37 dl (7,8) 129,78
4” 127,7 7,23-7,24 1 (7.,8) 126,5
37e5” 128,5 7,29-7,31 1 (7,8) 136,65
170,0 - - -
57,4 3,45 s - 82,44
38,96; 127,15; 170,00;
82,4 4,77 s - 136.72
127,1 7,49-7,50 dl (7.,8) 82,44; 128,62
128,6 7,37-7,38 1 (7,8) 127,15
128,7 7,4 1 (7,8) 136,72

136,7 - - -
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Anexo 136 - Espectro de RMN de 'H da substincia criptomoscatona D1 (2) apos reagdo de formagdo do
acetonideo seguida de hidrolise e com S-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 137 — Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da substdncia criptomoscatona D1 (2) apos reagdo de
formacao do acetonideo seguida de hidrdlise e com S-MPA em CDCI; obtido em 600 MHz, respectivamente
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Anexo 138 - Espectro de RMN de "°C e mapa de contorno COSY da substincia criptomoscatona D1 (2) apés
reacdo de formacdo do acetonideo seguida de hidrélise e com S-MPA (CDCls, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 139 - Mapa de contorno HSQC e HMBC da substancia criptomoscatona D1 (2) apos reagdo de formagdo

do acetonideo seguida de hidrélise e com S-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 140 - Mapa de contorno TOCSY da substancia criptomoscatona D1 (2) apds reagdo de formagdo do
acetonideo seguida de hidrolise e com S-MPA em CDCl;.
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Anexo 141 - Espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona E1 (4) apés reagdo para formagdo do
acetonideo, hidrdlise e esterificagdo com R-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz.
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Anexo 142 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 ¢ 600 MHz, respectivamente, em
CDCI; para a criptomoscatona E1 (4) ap6s reagoes de acetonideo, hidrolise e com R-MPA.

Criptomoscatona E1 ACT HID R-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 1716 - -
3 388 2,44:2.54 Zj Egg }ggg 38,7; 74,5; 171,6
4 74.5 361 dddd (6,0) 1,75, 1,96,224  38,8:38,7:72,5: 56,1; 171,6
5 38,7 };i ZZZ 822 gg ;‘2‘; 5.41; 3,74 38.7: 72,5: 74,5; 129.8
6 72.5 541 ddd (6.6) 1,75: 1,96 38.7: 74.3: 129.8: 169.7
% 1298 535 dd (15,0; 6,6) 39,15 72,5, 129.8
2 1298 5.48 dt (15.0: 3.0) 2,03: 2,20 72,5: 129.8: 38.8
3 39,1 ;gg ZZZ 833 Zg gég 5.48; 3,74 36,5: 68,2; 129.8
4 68.2 374 dddd (11,0;6,5:6,5:2.4)  1,24:2,03:2.20
5° 36,5 }4212 a Ven " 39,1 68,2; 70,0; 129,8
6 70,0 4,45 m 1298
7 1298 6,15 dd (16,2: 6,0 6.40; 4,45 36,5: 70,0; 136.7
g 130,7 6,59 4(162) 6,15 70,0; 126,5; 136,7
Metoxila 51,7 3,67 s - 171,6
Metoxila 56,8 3,28 s - 74,3
Metila 19.8 1,47 ; ; 30,2; 98,7
Metila 302 1,43 ] ; 19.,6: 98,7
Cetal 98,7 - - -
1 136,7 ; ; ;
2766”1265  7.38-7.39 dl(7,2) 130,7
4 1277 722-724 i(7.2) 126,5
37657 1285 73 i(7.2) 136,7
169.7 - - -
57.4 341 s ; 82,6; 1697
82,6 4,75 s ; 57.4; 127.1; 136,2
1272 742-743 dl(7,2) 82.6
128.5 731 i(7.2)
1287 7,34-7,36 i(7.2) 136,2; 128,5

136,2
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I3

0s reagdo para

formacao do acetonideo, hidrélise e esterificacdo com R-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz, respectivamente.

Anexo 143 - Ampliagdes do espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona E1 (4) ap
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Anexo 144 - Espectro de RMN de "C obtido em 600 MHz e mapa de contorno COSY da substancia

criptomoscatona E1 (4) ap6s reacdo para formagdo do acetonideo, hidrolise e esterificagdo com apos reagdo com
R-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 145 - Mapa de contorno HSQC e HMBC da substancia criptomoscatona E1 (4) apods reagdo para
formacdo do acetonideo, hidrélise e esterificagio com apds reacdo com R-MPA (CDCl;, 14,1 T),

respectivamente.
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Anexo 146 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCIl; para a criptomoscatona E1 (4) ap6s reagoes de acetonideo, hidrolise e com S-MPA.

Criptomoscatona E1 ACT S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 1715 - - -
3 38,6 ;gé ZZ Egg 1283 74.2; 171,5
4 742 3,36 m 1,67: 1.85: 2,36 38.6: 56,6: 72,7 82,5: 171,5
5 38.5 }:gz ZZZ ﬁjj gg gg; 38,6: 72,7; 74,2 130,0
6 72,7 5,38 ddd (6,6) 5.49; 1,67; 1,85 74.2; 130,0; 169,7
1 130,0 5.49 dd (15,0, 7.2) 5,75: 5,38 39,1; 72,7
2 130,5 5,75 dr (15.0:7.2) 5.49:2,15; 2,31 39,1; 72,7
3 39,1 g;f % 831 23 28 5,75: 3,90 36,6: 68,3; 130,5: 130,0
4 68.3 3.9 dddd (1 12”0;)6’5; 6.5 133215231
5 36,6 }gg (125 24) 4,50; 3,90 68,3; 70,0; 129.8
6 70,0 45 m 133 1,58 130,5
7 1298 6,16 dd (16,2; 6,6) 6,59; 4,50 36,6 70,0; 136,7
g’ 130,7 6,59 d(162) 6,16 70,0; 126,5; 136,7
Metoxila 51,6 3,63 s 171,5
Metoxila 56,7 3,15 s 74,2
Metila 19,9 1,5 ; ; 30,2; 98,8
Metila 302 1,45 ; ; 19.9: 98,8
Cetal 98,8 - - -
1 1367 ; ; ;
276”1265 737-7.38 dl (7.2) 723 130,7
47 1277 721-7.24 i(7.2) 738 1265
3765 1285 7,29-731 i4(7,2) 136,7
169,7 - - -
573 34 s ; 82,7
82,7 4,73 s . 573;127,7; 136,7: 169,7
1273 7.43-7,44 di (7.2) 128,75
1286 7.35-7.36 i4(7,2)
1287 7,32-7,34 i4(7,2) 128.7: 136.3
1363 ] ] 127.3: 128.6
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0s reagdo para

I3

Anexo 147 - Espectro de RMN de 'H e ampliagio da substdncia criptomoscatona E1 (4) ap

formacao do acetonideo, hidrélise e esterificacdo com S-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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S-MPA em CDCl; obtido em 600 e 150 MHz,

ao com

formacdo do acetonideo, hidrdlise e esterificaca

respectivamente.

reagdo para

Fernando F6P4 ACT HID SMPA 1H 22/05/2014

Fernando F6P4 ACT HID SMPA

Anexo 148 — Ampliagdo do espectro de RMN de 'H e espectro de "°C da substéncia criptomoscatona E1 (4) apés
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Anexo 149 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia criptomoscatona E1 (4) apds reagdo para formagdo
do acetonideo, hidrélise e esterificagdo com apds reagdo com S-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 150 - Mapa de contorno HMBC da substancia criptomoscatona E1 (4) apos reagdo para formagdo do
acetonideo, hidrélise e esterificagdo com ap6s reagdo com R-MPA ,(CDCl;, 14,1 T).
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Anexo 151 - Espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona E2 (3) apés reagdo para formagdo do
acetonideo, hidrolise e esterificacdo com R-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz.
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Anexo 152 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCI; para a criptomoscatona E2 (3) ap6s reagdes de acetonideo, hidrolise e com R-MPA.

Criptomoscatona E2 ACT HID R-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 171,6 - -
3 38,8 ;:gj ZZ 828 28% 74,4;171,6
4 74,4 3,62 dddd (6,0) 1,75; 1,96; 2,24; 2,54
ST g wesrany O 74721
6 72,8 5.4 ddd (6,6) 74,4, 129.,8; 169.6
I 129,8 5,33 dd (15,0; 7,4) 5,53
2 130,7 5,53 dt (15,0;7,2) 5,31 72,8
3 38.8 2,10 ddd (14,4;7,0; 7,0)
’ 2,21 ddd (14.,4; 7,0 7,0)
4 65,6 3779  dddd(11,0;6,5;6,5) 1,60;1,70;2,10;2,21
> 37,2 }g(l) ddd (13,;;9,0; 6.0) 4,46 65,6
6’ 67,8 4,46 m 1,60; 1,70; 6,21
7 129,8 6,21 dd (15,6; 6,6) 6,54; 4,46 136,7
8 130,5 6,54 d (15,6) 6,21 67,7;126,5
Metoxila 51,7 3,68 S - 171,7
Metoxila 56,9 3,28 K - 74,4
Metila 24,8 1,37 - - 25,6;100,4
Metila 25,6 1,39 - - 24.8; 1004
Cetal 100,4 - - -
1 136,7 - - -
27e6” 1265 7,39 dl (7,2) 130,5
4” 127,7 7,23 1 (7,2) 126,5
37e5” 1285 7,29 1 (7,2) 136,7
169,6 - - -
57,3 3.4 s - 82,6
82,6 4,73 s - 127,2; 136,1; 169,6
127,2 7.4 dl (7.2) 82,6
128,6 7,31 1(7,2)
128,6 7,32 1 (7,2)

136,1 -
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Anexo 153 — Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substincia criptomoscatona E2 (3) ap

formacao do acetonideo, hidrélise e esterificacdo com R-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz, respectivamente.
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Anexo 154 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia criptomoscatona E2 (3) apds reagdo para formagdo
do acetonideo, hidrélise e esterificagdo com apds reagdo com R-MPA (CDCl;, 14,1 T), respectivamente.
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Anexo 155 - Mapa de contorno HMBC da substincia criptomoscatona E2 (3) apos reagdo para formagdo do
acetonideo, hidrolise e esterificacdo com ap6s reagdo com R-MPA (CDCl;, 14,1 T).
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Anexo 156 - Espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona E2 (3) apés reagdo para formagdo do
acetonideo, hidrélise e esterificacdo com S-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz.
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Anexo 157 - Dados espectroscopicos de RMN de °C e 'H obtidos em 150 e 600 MHz, respectivamente, em
CDCI; para a criptomoscatona E2 (3) ap6s reagdes de acetonideo, hidrolise e com R-MPA.

Criptomoscatona E2 ACT HID S-MPA

BC (ppm) 'H (ppm) J (Hz) COSY HMBC
2 171,70 -
3 38,53 ;g; ZZ 828 22; 3,37 38,5;74,11; 171,7
4 74,11 3,37 m 1,68; 1,85; 2,37
5 38,36 igg " 3,37:5.38 38,5: 74.11; 130,5
6 72,76 5,38 ddd (7,0) 1,68; 1,85 38,3; 74,11; 130,0; 169,7
I 130,00 5,49 dd (15,6; 7,8) 5,75 38,3
2 131,00 5,75 dt (15,6; 6,6) 2,22;2,32; 5,49 38,3; 72,76
3 38,53 ;;3 Z
4 65,77 3.9  dddd(11,0;6,5,6,5) 1,73;1,81;2,21;2,30
5 37,35 }S 2 3,90; 4,50
6’ 67,76 4,5 m 1,73; 1,81; 6,21
7 129,73 6,21 dd (16,2; 6,0) 4,50; 6,55 137
8 130,50 6,55 d (16,2) 6,21 67,77; 126,46
Metoxila 51,53 3,64 s 171,7
Metoxila 56,50 3,16 s 74,11
Metila 24,70 1,4 - 25,5;100,5
Metila 25,50 1,41 - 24,7, 100,5
Cetal 100,50 -
1 137,0 -
27e6” 126,46 7,38 dl (7,2) 127,65; 130,50
4” 127,65 7,23 i (7,2) 126,4
37e5” 128,55 7,21 1 (7,2) 137
169,74 -
57,18 3,38 s 82,6
82,60 4,71 s 57,2;127,3; 136,7; 169,7
127,32 7,42 dl (7,2) 82,60; 128,5
127,75 7,28 i (7,2)
128,60 7,36 i (7,2) 136,7

136,7
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Anexo 158 - Ampliagdo do espectro de RMN de 'H da substancia criptomoscatona E2 (3) ap
formagao do acetonideo, hidrolise e esterificagdo com S-MPA em CDCl; obtido em 600 MHz.
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Anexo 159 - Mapa de contorno COSY e HSQC da substancia criptomoscatona E2 (3) apds reagdo para formagdo

do acetonideo, hidrdlise e esterificacado com S-MPA (CDCls, 14,1 T).
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Anexo 160 - Mapa de contorno HMBC da substancia criptomoscatona E2 (3) apos reagdo para formagdo do
acetonideo, hidrdlise e esterificacdo com S-MPA (CDCls, 14,1 T).
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Anexo 161 - Espectro de dicroismo circular eletronica da substancia desacetilcryptocaryalactona (1) e dos seus
derivados com R e S MPA.
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Anexo 162 - Espectro de dicroismo circular eletronica da substancia cryptomoscatona E2 (3), apds reagdo de
formacao do acetonideo e dos seus derivados com R e S MPA, e seus derivados apds reag@o de hidrolise.
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Anexo 163 - Espectro de dicroismo circular eletronica da substancia cryptomoscatona E1 (4), apds reagdo de
formacao do acetonideo e dos seus derivados com R e S MPA, e seus derivados apds reagdo de hidrdlise.
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Anexo 164 - Espectro de dicroismo circular eletronica da substancia cryptomoscatona D1 (2) e dos seus
derivados com R e S MPA, apds reagdo de formagdo do acetonideo e seus derivados de MPA apds reagdo de
hidrolise.
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Anexo 165 - Espectro de dicroismo circular eletronica da substancia cryptomoscatona E3 (5) e apos reacao de
formacdo do acetonideo, apds reagdo de formacdo do acetonideo e dos seus derivados com R e S MP,

respectivamente.
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Anexo 166 - Espectro de dicroismo circular eletronica da substancia cryptomoscatona F1 (6) e apos reagdao de
formacdo do acetonideo e apds reagdo de formagdo do acetonideo e seus derivados com R e S MPA,
respectivamente.
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Anexo 167 - Espectro de dicroismo circular eletronica da substancia R e S MPA.
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