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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo determinar a composicdo quimica do
extrato etandlico de folhas da espécie Aristolochia warmingii Mast. (Aristolochiaceae). O
extrato foi fracionado utilizando técnicas cromatogréficas, tais como Cromatografia em
Coluna (CC) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em fase reversa acoplada a
Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD). As substancias isoladas foram analisadas
por Ressonancia Magnética Nuclear e Polarimetria. Ao final foram identificadas dez
substancias, sendo elas: as lignanas tetraidrufurofuranicas epieudesmina, filigenina,
episesamina, fargesina, eudesmina e kobusina; a lignana dibenzilbutirolactonica

kusunoquinina; duas lignanas tetraidrofuranicas; e o ciclitol metoxilado sequoitol.

Palavras-chave: Aristolochiaceae; Aristolochia warmingii; lignanas.



ABSTRACT

The present study aimed to determine the chemical composition of the ethanolic
extract from the leaves of Aristolochia warmingii Mast. (Aristolochiaceae). The extract was
fractionated using chromatographic techniques, such as Column Cromatography (CC)
and High-Pressure Liquid Cromatography in reverse phase coupled with a Diode-Array
Detector (HPLC-DAD). The compounds were analyzed by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) and Polarimetry for the measure of optical activity. Ten compounds were identified:
six tetrahydrofurofuran lignans (epieudesmin, phillygenin, episesamin, fargesin,
eudesmin, and kobusin); one dibenzylbutyrolactone lignan (kusunokinin); two
tetrahydrofuran lignans; and one methoxylated cyclitol (sequoitol).

Keywords: Aristolochiaceae; Aristolochia warmingii; lignans.
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1 INTRODUCAO

Desde tempos imemoriais, a humanidade nutre fascinio pela Natureza e seu
incrivel e complexo maquinario quimico e bioldgico. Fascinio esse que, além de derivar
de um senso de apreco e anseio de adquirir conhecimento sobre o mundo ao redor,
também é motivado pela necessidade dos seres humanos de aproveitar 0s recursos
naturais para suprir suas necessidades mais basicas. Neste contexto, a Quimica de
Produtos Naturais se faz muito presente. De fato, pode-se dizer que a area de Produtos
Naturais sempre andou lado a lado com o proprio decorrer da histéria humana, sobretudo
na area medicinal para cura ou tratamento de doencas, que pode ter sido uma das
primeiras e principais razdes do emprego de plantas pela humanidade.

Muito antes do surgimento dos primeiros sistemas de escrita, as civilizacdes ja
faziam uso de plantas para fins alimenticios ou mesmo como remédios. No periodo Pré-
histérico, por exemplo, é provavel que a descoberta das propriedades Uteis ou nocivas
de vegetais se desse por meio de tentativas e erros. Ou seja, 0 conhecimento era
exclusivamente de ambito empirico e limitado apenas a conclusdes que se obtinham por
observar os efeitos que determinadas plantas exerciam em outros humanos, ou mesmo
o comportamento de animais em relacdo a elas. Algumas eram também tidas como
lendarias ou capazes de conceder poderes divinos, o que as incluiam em rituais religiosos
como uma forma de aproximar o ser humano primitivo com a figura de seus deuses. E
claro que, devido a inexisténcia de um sistema caligrafico, muito do conhecimento
adquirido por uma geracéo era transmitido, a principio, de forma unicamente oral as
geracOes seguintes (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).

Com o advento dos primeiros sistemas de escrita, 0 uso de plantas com fins
terapéuticos passa a ser documentado em detalhes pelas civiliza¢cdes. Os primeiros
registros nesse sentido remontam a pelo menos 2900-2600 AEC, e relatam o uso de
aproximadamente 1000 produtos derivados de plantas utilizadas na regido da
Mesopotamia, dentre elas 6leos de cedro (Cedrus sp.), alcaguz (Glycyrrhiza glabra), mirra
(Commiphora sp.) e até mesmo a papoula (Papaver somniferum). Essas espécies ainda
sao utilizadas atualmente para o tratamento de gripes, resfriados, infeccbes parasitarias

e bacterianas, e inflamac&o. E ainda durante o periodo da Antiguidade que surge, no
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Egito, um dos documentos mais representativos e notaveis acerca do uso de plantas
medicinais pelo homem, o Papiro de Eber (Figura 1). Datado de cerca de 1550-1500
AEC, este tratado médico enumera mais de 100 doencas e descreve cerca de 700-800
drogas de origem vegetal e animal como formas de tratamento. Também inclui remédios
populares, incluindo extratos de plantas, venenos de animais e até mesmo Oleos
vegetais. Algumas das plantas ali citadas ainda sdo utilizadas hoje em dia, como, por
exemplo, funcho, coentro, genciana, zimbro, sene, timo e losna (CRAGG; NEWMAN,
2013; MONTEIRO; BRANDELLI, 2017)

Figura 1 - Pagina do Papiro de Eber
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Fonte: Eber papyrus. US National Library of Medicine. Disponivel em:
http://resource.nim.nih.gov/101436767.
Acesso em: 19 de maio de 2021.
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Venenos também foram descobertos durante a Idade Antiga e aproveitados para
fins de defesa e caca. Extratos vegetais eram até mesmo utilizados como uma forma de
execucado, algo comum de ocorrer na Grécia Antiga. O exemplo mais conhecido nesse
contexto é o de Sdécrates, que foi sentenciado a morte por ingestdo de uma bebida a base
de cicuta (Conium maculatum), que continha em sua composi¢cdo quimica o alcaloide
altamente toxico coniina. Nesse periodo destacam-se dois filosofos importantes que
contribuiram com estudos de histéria natural. O primeiro deles foi Hipocrates (460-377
AEC), considerado o “pai da medicina”. Hipdcrates se destacou por observar a natureza
como guia para a escolha de remédios, fato este que o levou a escrever sua obra Corpus
Hipocratium, um conjunto de cerca de 70 livros que sintetizavam os conhecimentos
médicos de seu tempo e indicavam tratamentos e remédios vegetais adequados para
varios tipos de enfermidades. O segundo foi Teofrasto (372-287 AEC), que escreveu uma
série de livros detalhando a histéria das plantas de sua época. Em suas obras, chegou a
listar mais de 455 plantas tidas como medicinais e que formaram o primeiro herbério
ocidental. Teofrasto também registrou 0 uso da espécie Papaver somniferum e suas
propriedades analgésicas oriundas da presenca do, na época desconhecido, alcaloide
morfina (PINTO et al., 2002; VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; MONTEIRO;
BRANDELLI, 2017).

J& durante a era cristd, mais especificamente em seu primeiro século, Pedanius
Dioscorides (40-90 EC), médico grego e militar, viajou com 0s exércitos romanos pelo
entdo “mundo conhecido” e catalogou as cole¢des e uso de ervas medicinais pelos
lugares em que passava. Seus dados e observac¢des foram compilados em sua obra De
Materia Medica. Nela, Dioscorides ja descrevia 0o uso do 6pio tanto como medicamento,
guanto veneno, e ainda sugeriu o uso do salgueiro branco (Salix alba L.) como tratamento
para dor, fato este que seria corroborado séculos mais tarde pela descoberta da presenca
de salicinas em sua composi¢cdo quimica. Logo no século seguinte, Claudius Galeno
(129-216 EC), médico e filésofo grego, desenvolve misturas complexas com base em
preparacdes antigas relatadas pelos egipcios e gregos. Essas misturas vieram a ficar
conhecidas como “misturas galénicas”, ou também “cura-tudo” (PINTO et al., 2002;
CRAGG; NEWMAN, 2013; MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).
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Com a chegada da ldade Moderna, o0 mundo se tornava um lugar maior em
consequéncia das Grandes Navegacdes e, com elas, a descoberta de novos continentes,
0 que expandiu consideravelmente o arsenal terapéutico de origem vegetal. Paralelo a
este evento, surgiam as ideias de Theophrastus Bombastus von Hohenheim (1493-1541),
também conhecido como Paracelso, sendo a mais famosa a teoria da assinatura dos
corpos, segundo o qual a atividade farmacoldgica de uma planta estaria relacionada ao
aspecto morfolégico da mesma. E também de Paracelso a nogéo de que a diferenca entre
o efeito terapéutico e o efeito téxico estd na dose do medicamento (MONTEIRO;
BRANDELLI, 2017).

O contato com os mais diferentes grupos étnicos lograram valiosas contribuicdes
para o avango dos Produtos Naturais, bem como no entendimento de suas propriedades
biologicas. Neste contexto, a histéria do Brasil esta4 intimamente ligada ao proprio
comércio de Produtos Naturais. Diante da escassez de remédios trazidos da Europa, 0s
médicos portugueses que aqui chegaram em 1500 logo precisaram perceber a
importancia dos remédios aos quais os indigenas faziam uso. Ndo s6 isso, notaram
também o enorme potencial natural que a terra em que haviam desembarcado possuia.
Quando Portugal comecou a perder suas fontes de especiarias, uma corrida se iniciou
atrds daquelas que eram facilmente encontradas em solo brasileiro, tais como canela,
baunilha, cravo, anil, raizes aromaticas, sementes oleaginosas, e outras. Em meio a tudo
isso, também se destacava uma das espécies mais importantes da época: o pau-brasil
(Cesalpinia echinata). Dela se extraia um corante avermelhado que mais tarde atribuiu-
se a presenca de uma substancia batizada de brasilina. Este corante era largamente
utilizado no tingimento de roupas e também como tinta de escrever, e 0 mesmo ja era
conhecido pelas indias Orientais desde a Idade Média. Quando se leva em conta que,
até o final do século XIX, somente corantes naturais eram disponiveis, entdo é facil
perceber que esses produtos eram altamente valiosos para os colonizadores, tanto que
0 pau-brasil ocupou o centro da historia brasileira durante todo o primeiro século de
colonizag&o. Outros corantes também eram extraidos e utilizados pelos indigenas, tais
como a bixina, encontrada nas sementes do fruto de urucum (Bixa orellana), e a genipina,
da seiva do fruto de jenipapo (Genipa americana) (PINTO et al., 2002; VIEGAS JR;
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BOLZANI; BARREIRO, 2006; ALMEIDA; MARTINEZ; PINTO, 2017). A Figura 2 ilustra a

estrutura quimica dos corantes mencionados.

Figura 2 - Estrutura quimica dos corantes brasilina, genipina e bixina
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Fonte: Elaborado pelo autor

A partir do inicio do século XIX se tem inicio a descoberta racional de drogas
oriundas de plantas, com o pontapé inicial sendo dado pelo alemao Friedrich Serturner,
gue foi bem-sucedido em isolar o agente analgésico e indutor de sono do 6pio, o qual ele
batizou de morphium (morfina), em alusdo ao deus grego do sono, Morfeu. A grande
importancia da morfina como analgésico foi reconhecida apds a invengdo da seringa
hipodérmica (1853), sendo amplamente utilizada pelas tropas dos Estados Unidos
durante a Guerra da Secessao (1861-1865). O trabalho de isolamento desenvolvido por
Serturner desencadeou estudos de outras ervas medicinais, e durante as decadas
seguintes, varios produtos naturais bioativos, sobretudo alcaloides, foram isolados de
suas fontes naturais, tais como capsaicina (1816, Capsicum sp.), cafeina (1819,
sementes de café), atropina (1819, Atropa beladona L.), colchicina (1820, Colchicum

autumnale), nicotina (1828, Nicotiana tabacum), cocaina (1860, Erithroxylum coca) e
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também a quinina. Esta ultima foi isolada por Pelletier e Caventou em 1820 da quina
(Cinchona L.), e por muitos anos foi o Unico principio ativo eficaz no tratamento de
maléria. De notavel mencdo sdo também os estudos conduzidos por Johann A. Buchner
em 1828 no Instituto de Munique, em que isolou uma pequena quantidade de salicina a
partir do extrato de Salix alba. Em 1860, Hermann Kolbe, visando melhorar a qualidade
e rendimento das salicinas obtidas do extrato natural, sintetiza, junto aos seus alunos, o
acido salicilico e seu sal sédico a partir do fenol. Por fim, em 1898, Felix Hofmann,
buscando uma substéancia que apresentasse menos efeitos colaterais que os salicilatos
de sodio, descobre o acido acetilsalicilico (AAS), que embora possuisse carater acido
reduzido, ainda assim mantinha sua propriedade analgésica (SNEADER, 2005; VIEGAS
JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; ATANASOQV et al., 2015).

Ao longo do século XX ha um aumento expressivo de trabalhos envolvendo nao
somente isolamento de substancias, mas também propostas de suas sinteses. E durante
esta época que se tem 0s primeiros relatos de sintese de substancias de natureza
esteroidal que, até entdo, somente haviam sido isoladas, tais como colesterol (1951) e a
cortisona (1952). Também ocorrem as primeiras sinteses dos alcaloides quinina (1945),
estriquinina (1954) e reserpina (1958). Paralelo a isso sdo reportados os isolamentos da
galantamina, um inibidor colinesterasico presente na espécie Galanthus nivalis L.; da
artemisinina, derivada da erva chinesa tradicional Artemisia annua L. e dotada de
atividade antimalarica e anticancer; e do paclitaxel, um poderoso agente anticancer
obtido a partir da casca da espécie Taxus brevifolia. Com o descobrimento da penicilina
em 1928, uma era de exploracdo de farmacos a partir de micro-organismos se iniciou na
década de 30, que forneceu os fundamentos cientificos e financeiros para a industria
farmacéutica moderna pos-Segunda Guerra Mundial. O uso de extratos e produtos
naturais parcialmente purificados passaram a ser substituidos gradativamente pelo uso
de substancias puras (PINTO et al., 2002; SNEADER, 2005; VIEGAS JR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006; ATANASOV et al., 2015).

A Figura 3 ilustra algumas das substancias isoladas e/ou sintetizadas durante os
séculos XIX e XX.
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Figura 3 - Algumas substancias isoladas de produtos naturais e/ou sintetizadas durante os séculos XIX e
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Com certeza, a area de Produtos Naturais carrega consigo um legado historico
extremamente rico e cujas contribuicdes e importancia perduram até os dias atuais. Para
se ter uma ideia, das 1073 entidades quimicas pertencentes ao grupo de moléculas
pequenas aprovadas entre 1981 e 2010, apenas 36% eram puramente sintéticas,
enguanto mais da metade eram derivadas ou inspiradas em fontes naturais (ATANASOV
et al., 2015). Ainda outro levantamento recente realizado por Cragg e Newman (2020)
revelou que, mesmo em anos recentes, novas substancias bioativas foram descobertas
em razdo de novas pesquisas e estudos, com cerca de 506 farmacos baseados em
Produtos Naturais aprovados entre 1981 e 2019, sobretudo com capacidades antiviral,
bactericida, antiparasitaria, antitumoral e muitas outras (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Atualmente, o paradigma de grandes industrias farmacéuticas se apoia no uso de
bibliotecas sintéticas, quimica combinatorial e técnicas como a de high throughput
screening (HTS) para pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. Limitagcdes na
descoberta de novos compostos com atividade biolégica desejada e a dificuldade em
adaptar algumas dessas técnicas para produtos naturais tem levado a um declinio, em
anos recentes, no interesse por produtos naturais. Entretanto, estruturas quimicas
sintéticas muitas vezes apresentam atividades biol6gicas menos especificas por conta
de fatores como: numero reduzido de centros estereogénicos, massas moleculares
menores, maior numero de ligagcdes com rotacdes livres permitidas, tamanhos de cadeia
maiores, e quantidade e complexidade reduzida de anéis em suas estruturas. Por outro
lado, moléculas oriundas de produtos naturais sdo tidas como privilegiadas e possuem
propriedades que séo otimizadas para servir a diferentes fun¢des biologicas. N&o raro
elas apresentam também atividades bioldgicas seletivas e afinidades de ligacdo por
receptores especificos e relevantes para sua funcao biologica, além de serem dotadas
de uma alta diversidade e complexidade quimica caracteristicas de suas rotas
biossintéticas. Sendo assim, embora haja desafios no desenvolvimento de farmacos
baseados em produtos naturais, ela pode ser um aliado importante na descoberta de
novas substancias, sobretudo com o avancgo expressivo ocorrendo em tecnologia nas
areas de determinacdo analitica, engenharia genética e de sistemas de -cultivo
(ATANASOQV et al., 2015, 2021; KHAN, 2018; LI; VEDERAS, 2009; NEWMAN; CRAGG,
2020).
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Uma estimativa proposta por Cragg e Newman (2013) aponta que apenas 6% de
um total de cerca de 500.000 espécies de plantas foi sistematicamente investigado
quanto as suas propriedades farmacoldgicas, e apenas 15% quanto a sua fitoquimica.
Embora o numero de espécies caracterizadas muito provavelmente seja maior
atualmente devido aos esfor¢cos continuos em pesquisas na area, é razoavel pensar que,
com certeza, existe muito trabalho a ser feito que, aliado aos avancos tecnoldgicos e
cientificos, ainda podera render muitas descobertas notaveis ao longo das préximas
décadas (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Tendo em vista o que foi discutido, € de suma importancia que mais estudos sejam
conduzidos na area de Produtos Naturais para aprofundar cada vez mais o conhecimento
que a humanidade tem acerca do potencial da flora, em especial a possibilidade de
descoberta de novas substancias bioativas e mais eficazes no tratamento de doengas.
Ha mais de 35.000 espécies vegetais somente no Brasil, que € um pais extremamente
privilegiado em termos de biodiversidade (Flora do Brasil 2020). Nesse sentido, este
trabalho teve como objeto de estudo uma planta cujo género, Aristolochia, possui pelo
menos 550 espécies catalogadas, muitas das quais ainda ndo foram investigadas
guimicamente ou farmacologicamente, ou até foram, mas ndo em sua totalidade, e as
que foram apresentaram resultados promissores no isolamento e identificacdo de
substancias bioativas. Desta forma, um detalhamento acerca da familia, género e espécie

tratados neste estudo sera dado nas préximas secoes.

1.1 A familia Aristolochiaceae

A familia Aristolochiaceae é caracterizada sob a ordem das Piperales (APG IV,
2016), que € um dos clados mais ricos em espécies dentre as angiospermas. Embora
muitas divisbes ja tenham sido propostas para esta familia, ela é tradicionamelmente
dividida em duas subfamilias e quatro géneros: Asaroideae, contendo os géneros Asarum
L. e Saruma Oliv.; e Aristolochioideae, contendo os géneros Aristolochia L. e Thottea
Rottb. Juntos, esses géneros somam 600-700 espécies de plantas, sendo Aristolochia o
mais representativo, com cerca de 550 espécies, seguido por Asarum, com um pouco

mais de 100 espécies reportadas. Espécies dentre a subfamilia Asaroideae sé&o
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encontradas principalmente em regides temperadas mais ao norte, com um centro de
diversidade na regido asiatica, como ocorre com as espécies do género Saruma,
endémicas a China central. J& para o caso da subfamilia Aristolochioideae, as espécies
do género Thottea sdo restritas as regides tropicais da Asia, enquanto espécies de
Aristolochia podem ser encontradas tanto em regifes tropicais quanto subtropicais ao
redor do mundo (Figura 4) (GONZALEZ, 2012; NASCIMENTO; CERVI; GUIMARAES,
2010; TIAN-SHUNG et al., 2005; WANKE et al., 2007).

Figura 4 - Distribuicdo geografica das espécies de plantas da familia Aristolochiaceae

L -

Fonte: Angiosperm Phylogeny Website. Disponivel em:
http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/welcome.html. Acesso em: 19 de maio de 2021.

1.2 O género Aristolochia

O género Aristolochia € o Unico dentre aqueles descritos para a familia
Aristolochiaceae a ser encontrado em territério brasileiro, em que se tem, pelo menos, 83
espécies catalogadas (Flora do Brasil, 2020). Plantas deste género recebem muitos
nomes populares, alguns deles sendo “jarrinha”, “papo-de-peru”, “cagau”, “cipé mil-
homens”, “mata-porcos” e “milome”, e sdo geralmente observadas nas formas de
trepadeiras, arbustos, subarbustos e ervas (Figura 5) (CAPPELARI JR., 2002; FREITAS;
ALVES-ARAUJO, 2017). J4 seu nome cientifico provém da contragéo entre os termos
gregos aristos (melhor) e lochios (descarga uterina ou expulséo da placenta). Isso porque

essas espécies sdo muito utilizadas como forma de tratamento para males do estbmago
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e intestino, bem como por suas propriedades abortivas. Outros usos na medicina popular
remetem, ainda, as suas capacidades antiofidicas, anti-inflamatorias, antissépticas,
analgésicas, antifiungicas, expectorantes e outras (CHAWLA et al., 2013; FREITAS, 2016;
KUO; LI; WU, 2012; LOPES; NASCIMENTO; SILVA, 2001).

género Aristolochia.
el

F -

Aristolochia gigantea

Fonte: Flora do Brasil 2020. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br. Acesso em: 20 de maio de 2021.

Quando se trata de sua composicdo quimica, o género Aristolochia se destaca por
conter uma diversidade consideravel de metabdlitos secundarios reportados na literatura,
tais como terpenoides, lignoides, alcaloides, flavonoides, derivados fendlicos, acidos
graxos e outros. A grande variabilidade quimica de substancias encontradas é
responsavel por atividades bioldgicas interessantes, o que as tem tornado alvo de
interesse crescente entre estudos envolvendo essas espécies. Por exemplo, em se
tratando de compostos isolados de espécies de Aristolochia, vale mencionar as lignanas
tetraidrofurofuranicas (-)-epieudesmina e (+)-sesamina por suas atividades
antitripanossomal; as lignanas tetraidrofuranicas talaumidina, aristolignina e nectrandina
B por suas atividades neuroprotetoras; os terpenos (-)-kaur-15-en-17-ol, &cido (-)-kaur-

16-en-19-oico e acido (—-)-copdlico por suas atividades inseticida, antiespasmaddica e
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antitripanossomal, respectivamente; a cumarina 7,9-dimetoxitariacuripirona, com
atividade antibacteriana; o flavonoide kaempferol, com propriedades anti-inflamatorias; e
0 acido aristoloquico IVa, aristolamida Il e aristolactama llla, por suas atividades anti-
inflamatoérias (CHAWLA et al., 2013; LOPES; NASCIMENTO; SILVA, 2001). Também s&o
de grande relevancia as lignanas (-)-cubebina, com atividades antitripanossomal, anti-
inflamatoria, analgésica, vasorelaxante, antiprotozoaria e neuroprotetora; e (-)-
kusunoquinina, com atividades antitripanossomal, anti-inflamatoria, analgésica,
antimutagénica e quimiopreventiva (Figura 6) (PISSURNO; LAURENTIZ, 2017;
RAJALEKSHMI et. al., 2016; SOMANI et. al., 2017)



Figura 6 - Algumas substéncias bioativas identificadas em espécies de Aristolochia
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Embora espécies do género Aristolochia apresentem perspectivas promissoras
para estudos quimicos e biologicos, é necessario cautela em seus usos com fins
terapéuticos, uma vez que algumas espécies contém em sua composi¢ao quimica os
chamados acidos aristoléquicos, cujas propriedades carcinogénicas e nefrotdxicas
trazem graves riscos, a meédio e longo prazo, para quem faz uso indiscriminado dessas
plantas.

O contexto histoérico envolvendo o perigo dessas substancias remonta a década
de 1990. Entre os anos 1991 e 1992, na Bélgica, houve um aumento expressivo do
namero de pacientes que deram entrada em salas de emergéncia com sintomas de
insuficiéncia renal. Os pacientes eram majoritariamente do sexo feminino e tiveram seus
sintomas rapidamente progredidos de uma nefrite intersticial para sinais de faléncia renal
em questdo de meses. Estudos epidemiolédgicos, conduzidos por centros de Nefrologia,
revelaram um aumento na admissao de pacientes exibindo o mesmo padrao de sintomas
e que precisaram passar por hemodialise entre 1991 e 1992. Estima-se que 0s casos
tenham superado a marca de 100 individuos afetados na época. A razdo daquele quadro
clinico era o uso de pilulas de emagrecimento a base de ervas chinesas. No entanto, as
espécies de ervas que normalmente faziam parte da composicdo daquelas pilulas eram
Stephania tetranda e Magnolia officinalis, que ndo apresentam nefrotoxicidade aparente.
Na verdade, a real causa do problema se deu por conta de uma substituicdo acidental
ocorrida em 1990 da erva Stephania tetranda (“Han Fang Ji”) pela espécie Aristolochia
fangchi (“Gang Fang Ji”), muito por conta de ambas pertencerem a familia “fang ji” de
ervas tradicionais chinesas e terem nomenclatura similar. Estudos quimicos puderam
demonstrar, entdo, que os acidos aristoloquicos | e Il presentes em Aristolochia fangchi
estavam causando os sintomas observados na época. De inicio, essa patologia ficou
conhecida como Nefropatia das Ervas Chinesas, mas ap0s a constatacdo dos acidos
aristoléquicos serem responsaveis pelos sintomas, a doenca teve sua identificacdo
apropriadamente alterada para Nefropatia do Acido Aristoléquico (AAN, Aristolochic Acid
Nefropathy), uma nefrite intersticial progressiva caracterizada pelo aumento de creatinina
sérica, profunda anemia e leve proteinaria, bem como fibrose severa. Frequentemente,

AAN é também acompanhada de carcinoma, mais comumente carcinoma urotelial do
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trato superior (UUC, Upper Urothelial Carcinoma) (DEBELLE; VANHERWEGHEM,;
NORTIER, 2008; LUCIANO; PERAZELLA, 2015).

Acido aristoléquico é um termo genérico que se refere a um grupo de é&cidos
carboxilicos nitrofenantrénicos derivados de plantas da familia Aristolochiaceae, com
relatos de sua presenca sendo mais comuns em espécies dos géneros Aristolochia e
Asarum. Os acidos aristoloquicos | e Il, que diferem entre si apenas pela presenca de um
grupo metoxila na posi¢cao 8, sdo considerados os componentes mais abundantes e
ativos dentre os &cidos aristoléquicos conhecidos. Quanto ao mecanismo de acao,
estudos sugerem que os &acidos aristoléquicos | e Il passam por processos de
demetilagcdo e reducdo via catalise enzimatica para a formacdo de aristolactamas
capazes de se ligarem covalentemente com grupos purina presentes no DNA por meio
da formacdo de um intermediério nitrénio, gerando, ao final, adutos DNA-AA. Essa
interacao bloqueia processos chave nas células, como a replicacdo e a transcricao celular
(Figura 7). O resultado € a apoptose celular. Pacientes com AAN diagnosticados tiveram
esses adutos de DNA-AA detectados em seus rins, e aqueles que consumiram altas
dosagens de &cidos aristoloquicos desenvolveram a doenca a ponto de progredir para
sintomas de faléncia renal em uma média de um a sete anos (ANGER; YU; LI, 2020;
DEBELLE; VANHERWEGHEM; NORTIER, 2008; LUCIANO; PERAZELLA, 2015) .

Devido a gravidade do consumo de &cidos aristoléquicos, muitos paises baniram
0 uso de remédios e plantas contendo esses metabdlitos. No Brasil, 0 uso de produtos
de higiene pessoal com acidos aristéloquicos ou sais dos mesmos em sua composi¢ao
sdo proibidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de acordo com a
resolucdo numero 83 de 17 de junho de 2016 (ANVISA, 2016). Entretanto, devido a
distribuicdo mundial de espécies da familia Aristolochiaceae, muitas regides fazem uso
das mesmas como ervas medicinais e, portanto, ainda se tem relatos de casos de

individuos expostos a intoxicagéo por acidos aristoléquicos (ANGER; YU; LI, 2020).
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Figura 7 - Mecanismo de acao sugerido para AAl e AAll
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Fonte: Adaptado de Debelle e colaboradores (2008)

Acidos aristoloquicos também s&o conhecidos por apresentarem toxicidade
incomum para insetos em geral, atuando na inibicdo alimentar. No entanto, insetos de
varias espécies da ordem das Lepidopteras, tais como a lagarta Battus polydamas, sao
especialistas e se alimentam quase que exclusivamente de plantas da familia
Aristolochiaceae. Isso por conta da capacidade desses insetos de sequestrar e
armazenar os acidos aristoloquicos em seus tecidos, 0 que 0s torna, tanto na fase larval,
guanto adulta, impalataveis para predadores (PRIESTAP et al., 2012; TRIGO, 2000).

Levando em conta o que foi discutido acerca do género Aristolochia, é possivel
concluir que a continuagao de estudos quimicos e bioldgicos com essas espécies se faz

extremamente necessaria, ndo somente pelo claro potencial de descoberta de novas



32

substancias bioativas, mas também para aumentar o conhecimento que se tem
disponivel acerca do género e, assim, determinar o real beneficio que o uso dessas

plantas pode trazer ao ser humano.

1.3 A espécie Aristolochia warmingii Mast.

A espécie Aristolochia warmingii Mast. (Figura 8) é encontrada pelo Brasil nos
estados do Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, em que € conhecida pelos nomes
populares “batatinha” e “jarrinha-bico-de-passarinho” (Flora do Brasil, 2020). Na regido
de Monte Alegre — GO, o cha das raizes € muito utilizado para ma digestdo e como

expectorante (CUNHA, C. L., comunicagédo pessoal).

Figura 8 - Aristolochia warmingii

o

Fonte: Foto a esquerda por Camila L. Cunha,; foto a direita obtida de: Flora do Brasil 2020. Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br. Acesso em: 19/05/2021.

Curiosamente, ha uma escassez de dados de composi¢ao quimica e propriedades
bioldgicas da espécie Aristolochia warmingii na literatura. Na verdade, os Unicos registros
se referem a dois trabalhos desenvolvidos pelo préprio grupo de pesquisa, que
analisaram o extrato acetonico a partir das folhas da planta. Os autores dos estudos
empregaram técnicas cromatograficas como Cromatografia em Coluna (CC),
Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) para fracionamento e
purificacdo, bem como técnicas espectrométricas e espectroscopicas, tais como
Espectrometria de Massas (EM), Espectroscopia de Absorcéo na regido do Ultravioleta
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(UV), Espectroscopia de Absorcdo Vibracional na regido do Infravermelho (IV) e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C uni e bidimensionais para
identificagdo dos compostos. Em conjunto, os dois trabalhos permitiram o isolamento de
34 substancias, sendo elas: quatorze lignanas tetraidrofurofuranicas, onze lignanas
tetraidrofuranicas, uma lignana dibenzilbutirolacténica, cinco  neolignanas
diidrobenzofuranicas, uma dilignana tetraidrofuranica, um derivado butirolacténico e um
derivado CeC2 (Figura 9) (ANTONIO, 2018; CUNHA, 2018).

A riqueza de lignanas isoladas do extrato acetonico das folhas de Aristolochia
warmingii sugere a possibilidade desses metabdlitos serem parte importante do
metabolismo especifico da espécie em questdo. Sendo assim, a proxima secao trata em

mais detalhes as definicdes e propriedades interessantes de lignanas e neolignanas.

Figura 9 - Substancias isoladas do extrato acetdnico de folhas de A. warmingii
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(continuacao)

Figura 9 - Substancias isoladas do extrato acetdnico de folhas de A. warmingii

RZ
R1 R2 R1 RZ
17 OH
15 OCH; OH
16 OCH.O. 18 OCH; H
2 19 OH B-glc

29

26 H
27 CH,

28 B-glc



35

Figura 9 - Substancias isoladas do extrato acetdnico de folhas de A. warmingii
(continuacao)
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1.4 Lignanas e neolignanas

O termo ‘lignana” foi sugerido pela primeira vez em 1936 por Haworth e
colaboradores para descrever uma classe de produtos naturais baseada em esqueletos
carbonicos contendo dimeros de unidades fenilpropanicas (CsCs), ligadas entre si pelos
carbonos das posicdes B/B’ (ou C-8/C-8’) de suas cadeias laterais (HAWORTH, 1942;
TURNER et al., 1936). Entretanto, nos anos seguintes foram descobertos muitos
esqueletos adicionais, cujas unides se davam entre outras posi¢cdes que nao aquelas
especificadas pela antiga definicdo, tornando-a obsoleta. Assim, para englobar a nova
variacao, Gottlieb propbs o termo “neolignana” para definir os dimeros isentos de ligagao
B/B’, e posteriormente expandiu essa definicdo a luz da biossintese para classificar
neolignanas como derivadas do acoplamento oxidativo de propenilfenois e alilfenois,
enguanto o termo lignanas seria mantido para os derivados de acoplamento oxidativo de
alcoois cinamilicos e/ou &cidos cinamicos (GOTTLIEB, 1972; GOTTLIEB; YOSHIDA,
1984). Atualmente, lignanas sdo definidas pela International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) como sendo, em traducédo simples: “produtos vegetais de baixa
massa molecular formados primariamente pelo acoplamento oxidativo entre os atomos
de carbono em B de duas unidades p-propilfenol; produtos com unidades acopladas de
outras formas sdo neolignanas” (MOSS, 2000).

Esses metabdlitos possuem uma variabilidade quimica muito rica, uma vez que
exibem diversos padrbes de ligacdes, diferentes substituintes e configuracdes
estereogénicas, e uma variedade de niveis de oxidacdo em algumas posi¢cdes. Todos
esses fatores permitem as lignanas existirem em até oito tipos diferentes de esqueletos
carbdnicos, conforme ilustrado na Figura 10. A depender da forma como o oxigénio &
incorporado, as lignanas ainda podem ser subclassificadas em: lignanas com 9(9’)-
oxigénio (também chamadas oxilignanas), lignanas ausentes de 9(9’)-oxigénio e acidos
dicarboxilicos de lignanas (SUZUKI; UMEZAWA, 2007; TEPONNO; KUSARI;
SPITELLER, 2016).
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Figura 10 - Esqueletos carbdnicos de lignanas

Dibenzilbutirolactona Tetraidrofurofurano Tetraidrofurano

Fonte: Adaptado de Teponno e colaboradores (2016)

Biossinteticamente, lignanas e neolignanas se originam do &cido cindmico e seus
derivados, que por sua vez estéo relacionados ao metabolismo da fenilalanina, um dos
aminoéacidos formados a partir do acido chiquimico na via do chiquimato. Por meio de
uma série de etapas enzimaticas, o acido cinamico € convertido em alcool coniferilico,
que entdo atua como precursor na formacdo de lignanas em gimnospermas e
angiospermas (Figura 11). O alcool coniferilico passa entdo por acoplamento oxidativo
para gerar a lignana furofuranica pinoresinol. Este acoplamento tem sido extensivamente
estudado e envolve um mecanismo que se inicia pela oxidagdo de um elétron do fenol,
mediado por oxidases (por exemplo, lacases e peroxidases), seguido pela interacdo com
uma proteina chamada de dirigente (DIR, dirigent protein), que assegura a
estereoseletividade da dimerizagéo entre as unidades de alcool coniferilico. O resultado
€ a formacdo de um intermediario que sofre subsequente ciclizacao intramolecular para
formar a lignana furofuranica (+)-pinoresinol ou (-)-pinoresinol, a depender da orientacéo
favorecida durante o acoplamento pelo tipo de proteina dirigente (Figura 12)
(ALBERTSON; LUMB, 2019; PANIAGUA et al., 2017; TEPONNO; KUSARI; SPITELLER,
2016).



Figura 11 - Rota biossintética para formacao do alcool coniferilico
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Figura 12 - Acoplamento oxidativo entre moléculas de alcool coniferilico na formacédo das lignanas furofuranicas (+)-pinoresinol e (-)-pinoresinol
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As proteinas dirigentes exibem um controle excepcional na regio e
estereosseletividade do acoplamento C-C dos radicais fenoxi, mesmo elas ndo possuindo
atividade oxidante, o que as faz dependentes de agentes oxidantes exdgenos (tais como
as oxidases). Estudos in vitro, envolvendo tentativas de dimerizacdo de unidades de
alcool coniferilico por agentes oxidantes organicos ou inorganicos, levaram a formacéo
de uma mistura complexa de dimeros contendo acoplamentos com os carbonos 8, 5 e
oxigénio na posicdo 4, além de extensa polimerizacdo e decomposicdo. Nessas
condicdes, o pinoresinol, principal produto da rota biossintética do &lcool coniferilico, é
gerado em concentracBes traco. Ou seja, na auséncia de proteinas dirigentes, a
seletividade dos acoplamentos € comprometida em resultado da deslocalizagdo do
elétron ndo emparelhado do radical fenoxi, que gera densidade de spin parcial nos
carbonos 1, 3, 5, 8 e 0 oxigénio 4. Destas posi¢des, acoplamentos aleatdrios envolvendo
os carbonos 1 e 3 sdo extremamente improvaveis de ocorrerem devido ao impedimento
estérico e a incapacidade de restauracdo da aromaticidade das unidades uma vez que
estejam acopladas. Dimeros de acoplamentos 8,5 e 8-O-4 geram as estruturas chaves
para a classe das neolignanas. A Figura 13 ilustra as possibilidades de acoplamento
discutidas. As ligacbes C-C adjacentes que unem as unidades de alcool coniferilico sao
conservadas em todas as lignanas, e transformacfes subsequentes da estrutura central
levam a outros derivados (Figura 14) (ALBERTSON; LUMB, 2019; DAVIN et al., 1997;
DAVIN; LEWIS, 2003; PANIAGUA et al., 2017; PICKEL; SCHALLER, 2013).

Lignanas tém um papel importante como sistema de defesa de plantas vasculares
contra patdgenos, por inibir enzimas degradativas secretadas por microorganismos como
celulases, glicosidases e lacases. Além disso, lignanas também podem agir como
inibidores alimentares de insetos predadores por causar perturbacdes em seus sistemas
endocrinos. Ainda outro papel de lignanas esta na formacdo de ligninas, polimeros
naturais biossintetizados a partir de unidades basicas de lignanas. As ligninas compdem
a parede celular de muitas plantas vasculares, e sdo responsaveis por conferir
estabilidade e hidrofobicidade ao sistema vascular e atuarem como barreira contra o
espalhamento de toxinas e enzimas de microorganismos. Isso se da por meio de

alteracdes na compressibilidade e porosidade da parece celular (PANIAGUA et al., 2017).
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Figura 13 - Principais acoplamentos oxidativos para o alcool coniferilico
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Figura 14 - Rotas biossintéticas de algumas lignanas principais (setas tracejadas: rota ndo determinada)
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Com uma quimica tdo rica e complexa, lignanas e neolignanas tém atraido
interesse de muitos pesquisadores frente as suas mais variaveis e notaveis atividades
biolégicas. De fato, a literatura relata para esses metabdlitos uma gama de propriedades
interessantes, como bactericida, antifangica, antiviral, antitumoral, anti-inflamatoria,
antialérgica, antiparasitaria, inseticida, antiesquistossomal, antitripanossomal,
antiosteoporotica e muitas outras (CHAWLA et al., 2013; KUO; LI; WU, 2012; TEPONNO;
KUSARI; SPITELLER, 2016).

Possivelmente o membro mais conhecido da familia de lignanas é a podofilotoxina,
uma das substancias majoritarias encontrada nos extratos das raizes e rizomas de
Podophyllum peltatum. Ela € empregada na forma de cremes para tratamento de
verrugas genitais. Dois derivados da podofilotoxina, etoposida e teniposida, sao
administrados em conjunto com outras drogas anticancer para tratamento quimioterapico
de quadros como sarcoma de Kaposi, sarcoma de Ewing, cancer de pulméao, cancer
testicular, linfoma, leucemia e glioblastoma multiforme (TEPONNO; KUSARI;
SPITELLER, 2016; ZALESAK; BON; POSPISIL, 2019).

Alguns outros relatos encontrados na literatura séo das lignanas (-)-epieudesmina,
por sua atividade antitripanossomal (CHAWLA et al., 2013); (+)-sesamina e (+)-
eudesmina, por suas atividades inseticidas contra larvas de Anticarsia gemmatalis
(NASCIMENTO et al.,, 2004); talaumidina, aristolignina e nectandrina B por suas
atividades neuroprotetoras (CHAWLA et al., 2013; KUO; LI; WU, 2012); (-)-cubebina e
(-)-kusunoquinina, por uma série de atividades biol6gicas, como anti-inflamatéria,
analgésica, antitripanossomal e quimiopreventiva (PISSURNO; LAURENTIZ, 2017;
RAJALEKSHMI et. al., 2016; SOMANI et. al., 2017); e (-)-arctigenina, com propriedades
anticancer interessantes, além de efeito protetor em células hepéticas (CHENG et al.,
2018; ZALESAK; BON; POSPISIL, 2019). Recentemente foram relatados também
estudos com a lignana filigenina, onde foi constatado seu potencial protetivo contra
osteoartrite por reprimir processos inflamatorios associados a essa condi¢cdo (ZHOU et
al., 2021), e a capacidade de supressao do crescimento de células de cancer de colon
pela lignana fargesina por interferir em uma das vias sinalizadoras envolvidas na doenca
(LEE et al.,, 2021). H& relatos at¢é mesmo de lignanas tetraidrofurofurédnicas com

atividades anticolinesterasicas que mostraram resultados contra doencas
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neurodegenerativas como as de Alzheimer e Parkinson, bem como lignanas e
neolignanas como substancias principais ou intermediarias no tratamento de patologias
cronicas como quadros cardiovasculares, diabetes, obesidade e atividades
antineuroinflamatorias (HU et al., 2021; WORAWALAI et al., 2019). A Figura 15 ilustra
algumas das estruturas quimicas mencionadas.

Esses sdo apenas alguns poucos exemplos do potencial biolégico que lignanas e
neolignanas podem oferecer. Com certeza, ainda ha todo um universo a ser desbravado
para essa familia de compostos. Assim, a continuidade de estudos envolvendo essas
substancias podera abrir caminho para a descoberta de outras lignanas e neolignanas
com novas propriedades bioldgicas e/ou até mesmo prover estruturas bases para
protoétipos e derivados mais eficientes do que aqueles disponiveis atualmente para uma
série de doencas.

Figura 15 - Algumas lignanas com atividades biolégicas reportadas
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2 OBJETIVOS

Contribuir para o conhecimento da composi¢cao quimica da espécie Aristolochia

warmingii Mast. (Aristolochiaceae).

2.1 Objetivos especificos

v" Analisar o perfil quimico do extrato etandlico de folhas de Aristolochia warmingii
por CLAE-DAD e RMN de 1H;

v" Fracionar o extrato por métodos cromatograficos (CC, CCDP, CLAE) e/ou fisico-
quimicos (solubilizagcédo fracionada por solventes e solucbes de acidos e bases)

para isolamento dos metabdlitos secundarios;

v Elucidar/determinar as estruturas das substancias por técnicas espectroscopicas

e espectrométricas (RMN de 'H e de 3C uni e bidimensionais, EM, UV, IV).
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3 METODOLOGIA

Este estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Produtos Naturais, Departamento
de Bioquimica e Quimica Organica do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara,

coordenado pela Profa. Dra. Isabele Rodrigues Nascimento.

3.1 Solventes

Os solventes deuterados [CDCIs, CD3OD (com pureza = 99,8% para D) e DMSO-
de] utilizados nos experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram da
marca Sigma-Aldrich™. Os solventes ndo deuterados empregados nos processos
cromatograficos foram das marcas J.T. Baker e LiChrosolv, em grau HPLC. A agua foi
destilada e deionizada em aparelho da marca Milli-Q (resistividade minima 18,2 MQ.cm
a 25 °C).

3.2 Equipamentos

A eliminacéo dos solventes das amostras foi feita a pressé@o reduzida, utilizando
evaporador rotatdrio Buchi® (Waterbath B-480) e capela de exaust&o.

As andlises por CLAE foram realizadas utilizando cromatégrafo JASCO® com
controlador LC-Net II/ADC, bomba PU-2086 Plus, injetor automatico AS-2055 Plus,
detector de arranjo de fotodiodos MD-2018 Plus e detector de dicroismo circular CD-
2095. No modo analitico foi empregada coluna C-18 ODS (Zorbax RX-C18, 4,6 x 250
mm, 5 um, Agilent®), enquanto no modo semipreparativo foi utilizada coluna C18 ODS
(Zorbax RX-C18, 9,4 x 250 mm, 5 um, Agilent®).

Os espectros de RMN unidimensional (*H e '3C) e bidimensional (HSQC e HMBC)
foram adquiridos em espectrometro Bruker, modelo Avance Ill HD 600 (14,1 T), com
frequéncia de 600 MHz para o nucleo de H e de 151 MHz para 13C. As amostras foram
analisadas em sonda criogénica de 5 mm com detecc¢éo inversa e na temperatura de
23 °C.
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As medidas de rotacéo optica especifica [a]o foram feitas em polarimetro digital
Perkin Elmer® 341 LC, com filtro de sédio (589 nm) e cela de quartzo com caminho 6ptico
de 1,00 dm.

3.3 Andlises cromatograficas

Para o fracionamento cromatogréafico em coluna foi utilizada coluna de vidro com
didmetro de 2,8 cm e comprimento de 72,0 cm, preenchida com Sephadex LH-20 (Sigma-
Aldrich®).

As amostras analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
previamente submetidas a extracdes em fase sélida com cartuchos de fase reversa
Macherey-Nagel C18 ec (500 mg, Chromabond®) e, na sequéncia, filtradas em microfiltro
de PVDF (13 mm; 0,22 um, Exacta®).

3.4 Coleta e identificacdo do material vegetal, e preparacédo dos extratos

As folhas de Aristolochia warmingii Mast. foram coletadas nos dias 11 e 14 de
fevereiro de 2016 no municipio de Monte Alegre - GO. A identificacdo botanica foi
realizada por Dr. Joelcio Freitas. Uma exsicata foi depositada no herbario do Museu de
Biologia Prof. Mello Leitdo (MBML) e registrada com o numero 50515. O cddigo de
cadastro no SisGen é A3486D8. As folhas foram entdo secas, moidas e submetidas a
sucessivas extracdes, a temperatura ambiente, com hexanos, acetona e etanol. Em
seguida, a biomassa remanescente foi extraida até exaustdo com etanol em aparelho
Sohxlet. As etapas de coleta e preparacéo dos extratos foram realizadas previamente por
Camila L. Cunha (CUNHA, 2018).
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3.5 Isolamento e purificagcdo das substancias

A solubilizacdo do extrato etandlico em MeOH gerou um precipitado, que foi
separado da solucao, lavado em solvente organico e identificado posteriormente como
sendo um ciclitol metoxilado (X). O sobrenadante resultante foi submetido a
cromatografia por exclusdo em fase estacionaria de Sephadex LH-20, em que se utilizou
fase movel isocréatica de MeOH 100%. Ao final, foram coletadas 65 fracdes de cerca de
10 mL cada, cujos perfis quimicos foram tracados, inicialmente, por CCD. As fragbes
julgadas como semelhantes foram agrupadas e renumeradas. Sendo assim, foram
obtidas, ao total, 8 fracBes. Aliquotas das fracbes 2 e 3 foram submetidas a CLAE em
escala semipreparativa, o que resultou no isolamento de nove substancias, a saber: seis
lignanas tetraidrofurofuranicas (I-VI), uma lignana do tipo dibenzilbutirolactbnica (VII) e

duas lignanas tetraidrofuranicas (VIIl e 1X) (Figura 16).



Figura 16 - Fracionamento do extrato etandlico de Aristolochia warmingii
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As etapas de extracao, fracionamento e isolamento descritas na secédo anterior
permitiram a separagao de dez substancias do extrato etanodlico de folhas de Aristolochia
warmingii, sendo a maioria delas pertencente a classe das lignanas. Detalhamentos
acerca da triagem quimica dos extratos e da identificacdo das estruturas quimicas sao

dadas a sequir.

4.1 Triagem quimica dos extratos etandlico e etandlico Soxhlet

Os extratos etandlico e etandlico Soxhlet foram analisados por RMN de *H e CLAE-
DAD (APENDICES 1-4).

Os espectros de RMN de 'H dos extratos apresentaram sinais referentes a
hidrogénios carbindlicos, metinicos e metoxilicos, bem como hidrogénios arométicos. No
caso do extrato etandlico Soxhlet, foi possivel ainda observar uma grande quantidade de
sinais na regiao 6 3,0 - 4,0, indicativo de presenca consideravel de acucares neste
extrato. Ja com relacdo aos perfis cromatograficos, o extrato etandlico apresentou uma
quantidade maior de picos definidos em seu cromatograma do que aqueles observados
no extrato etanolico Soxhlet.

Levando em conta as caracteristicas espectrais e os perfis cromatograficos, o

extrato etandlico foi selecionado como objeto de estudo deste trabalho

4.2 Lignanas tetraidrofurofurénicas (I-VI)

As substancias [-VI foram identificadas como sendo lignanas do tipo

tetraidrofurofuranicas e suas estruturas quimicas estéo ilustradas na Figura 17.
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Figura 17 - Lignanas tetraidrofurofurénicas isoladas

R3
R4
5
R! R2 R3 R R’ R?
| OCHj,4 OCH; OCH;  OCH, V. OCH;  OCHj;
Il OCH, OH OCH;  OCHj Vi -OCH,-
I -OCH- -OCH,-
IV -OCH,- OCH;  OCH,

Fonte: Elaborado pelo autor

As lignanas naturais do tipo tetraidrofurofuranicas apresentam juncao de seus
anéis tetraidrofuranos em configuracao cis, devido a grande tenséo torcional inerente ao
sistema biciclico do anel tetraidrofurofuranico (LUTZ et al., 1997). Dependendo da
orientacdo dos substituintes arilicos ligados aos carbonos C-7 e C-7’, é possivel notar
uma diferenciacdo de valores de deslocamento quimico observados para os hidrogénios
carbindlicos benzilicos (H-7 e H-7’) nos espectros de RMN de 'H, o que permite
diferenciar entre trés tipos de configuracdes relativas para essas lignanas. Se o0s
substituintes estiverem posicionados em pseudo-equatoriais (caso A, Figura 18) ou
pseudo-axiais (caso B, Figura 18), os intervalos de deslocamentos quimicos dos
hidrogénios serdo de 6 4,7 - 4,8 e 6 4,9 - 5,1, respectivamente. Entretanto, se um dos
substituintes estiver em pseudo-axial e o outro em pseudo-equatorial (caso C, Figura 18),
entdo serdo observados dois dupletos com deslocamentos quimicos em 6§ 4,8 - 49 e 6

4,4 - 4,5, Este ultimo caso é chamado de série epi (KATO, 1984).
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Figura 18 - Intervalos de deslocamentos quimicos para H-7 e H-7' de lignanas tetraidrofurofuranicas
54,7 -4,8 ppm 54,9 -51 ppm 54,8 -4,9 ppm

H
NG

64,4 -4,5ppm

C
Fonte: Adaptado de Kato (1984)

Um estudo recente revelou uma nova sistematica para determinacdo da
configuracdo relativa dessas estruturas. Ela se baseia na diferenca dos valores de
variacdo dos deslocamentos quimicos dos pares de hidrogénios metilénicos
diastereotopicos 2H-9 e 2H-9’ (AbH-9 e AbH-9) para os trés tipos de configuracao relativa
gue a estrutura pode assumir. Para o caso de uma configuracdo do tipo H-7/H-8 trans e
H-7’/H-8 trans, tanto Adn-9 quanto AdH-9 assumem um valor médio que compreende a
faixa de 0,30-0,40 (caso A, Figura 19); no caso de uma configuracdo do tipo H-7/H-8 cis
e H-7'/H-8’ cis, AdH-9 e AbH-9 assumem valores abaixo de 0,20 (caso B, Figura 19); e para
0 caso de uma configuracéo do tipo H-7/H-8 trans e H-7°/H-8’ cis, Abn-9 assume valores
na faixa de 0,25-0,36, enquanto Ad+-9 assume valores acima de 0,50 (caso C, Figura 19).
Os valores de Abn-9 € Adn-9 sofrem pouca variagdo em CDCls, CD3OD e DMSO-ds e,
portanto, esta sistematica pode ser aplicada em quaisquer desses trés solventes
deuterados. Entretanto, cabe uma ressalva: para os casos em que houver substituicdes
em C-2 e/ou C-6, as regras discutidas anteriormente devem ser empregadas com cautela,
uma vez que essas substituicbes podem ter um efeito significativo nos valores de

deslocamento quimico dos hidrogénios metilénicos 2H-9 e 2H-9’ (SHAO et al., 2018).
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Figura 19 - Valores de Abn-9 € AdH-9 Observados para diferentes configuracdes relativas em lignanas
tetraidrofurofuranicas

H
0,30-0,40 O\ i A
H
AT 2 N0 0,30-0,40
A
A B c

Fonte: Elaborado pelo autor

As substancias I-IV apresentaram em seus espectros de RMN de 'H sinais de
hidrogénios tipicos de um sistema tetraidrofurofuranico ndo simétrico, em que se
observaram valores de AéH-9 € AdH-9° de 0,30-0,31 e 0,50, respectivamente, o que indicou
uma configuracédo relativa do tipo H-7/H-8 trans e H-7’/H-8’ cis (vide caso C da Figura
19). Corroborando com isso, ainda foram observadas também diferencas nos valores de
deslocamentos quimicos dos pares de hidrogénios H-7/H-7’ e H-8/H-8’ condizentes com
essa configuracéo relativa (vide caso C da Figura 18).

O espectro de RMN de 'H de | (APENDICE 5, Tabela 1) apresentou dois dupletos
em & 4,44 (d,J =7,2 Hz) e 6 4,87 (d, J = 5,7 Hz) referentes aos hidrogénios carbindlicos
benzilicos H-7 e H-7’, bem como dois multipletos em 6§ 2,89-2,93 e 6§ 3,29-3,37 referentes
aos hidrogénios metinicos H-8 e H-8’. Além disso, ainda foi possivel observar sinais para
quatro hidrogénios carbindlicos (2H-9 e 2H-9’) na forma de dois multipletos e um dupleto,
a saber, em 6 3,29-3,37, 6 3,83-3,86 e 6 4,13 (d, J = 9,5 Hz), e quatro simpletos
caracteristicos de metoxilas aromaticas em 6 3,87, & 3,88, 6 3,89 e 6 3,91. Por fim, o
multipleto em 6 6,83 - 6,93, com integral para seis hidrogénios, se refere aos hidrogénios

aromaticos dos dois anéis trissubstituidos.
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Tabela 1 - Dados de RMN de 'H de | (CDCls, J = Hz)

Posicéo \ | (14,1 7) Epieudesmina? (7,05 T)
2.5.6 6,83-6,93 (M) 6,86-6,94 (M)
7 4.44(d,J=172) 4.45(d, J=7,2)
8 2.89-2,93 (M) 2.94 (M)
9a 413 (d, J = 9,5) 414 (d, J = 10,2)
9b 3,83-3,86 (M) 3,82-3,86 (M)
2.5, 6 6.83-6,93 (m) 6.86-6,94 (m)
7 4,87 (d, J=57) 4,88 (d, J=51)
8 3,29-3,37 (m) 3,33 (m)
9'a 3.83-3,86 (m) 3,82-3.86 (M)
9'b 3.29-3,37 (m) 3,33 (m)
OCH3-3 3,91 (s) 3,91 (s)
OCH3-3 3,88 (s) 3.88 ()
OCH3-4’ 3.89 (s) 3.90 (s)
OCHa-4’ 3,87 (s) 3,87 (s)

@ Dados de Yu e colaboradores (1998)

A comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos, constantes de
acoplamento e multiplicidades com aqueles reportados na literatura, e também com
substéancias isoladas previamente pelo proprio grupo de pesquisa, permitiu sugerir que a
| fosse a epieudesmina. Algumas atividades biolégicas descritas para esta substancia
sdo antitripanossomal (SARTORELLI et al.,, 2010), antiproliferativa para algumas
linhagens de células cancerigenas (AIMAITI et al., 2019), anti-inflamatéria (WU et al.,
2018), antifungica (WU et al., 2018) e antineuroinflamatoria (WU et al., 2016).

Os espectros de RMN de 'H de Il, Il e IV apresentaram sinais de hidrogénios do
esqueleto basico muito semelhantes aqueles descritos anteriormente para |, salvo
pequenas diferencas observadas em relacdo aos substituintes ligados aos anéis
aromaticos das estruturas. Desta forma, a discussdo dessas substancias seré feita de
forma comparativa com os dados de | em torno das pequenas altera¢gdes pontuadas pelos
sinais em seus espectros de RMN de H.

O espectro de RMN de H de || (APENDICE 6, Tabela 2) diferencia-se em relagéo
a | na auséncia de um dos sinais de metoxilas aromaticas e no surgimento de um simpleto
em & 5,67, atribuida a presenca de um grupo hidroxila. Sendo assim, concluiu-se que o
esqueleto basico da substancia € o mesmo, porém com a substituicdo de um dos grupos

de metoxilas aromaticas por uma hidroxila.
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Tabela 2 - Dados de RMN de 'H de Il (CDCls, J = Hz)

Posicao \ 1(14,17) Filigenina? (7,05 T)
2,5,6 6,83-6,93 (M) 6,84-6,91 (m)
7 4,43 (d,J=7,2) 4,41(d,J=7,2)
8 2,88-2,92 (m) 2,90 (m)
9a 4,13 (d,J=9,4) 4,10 (d, J =10,0)
9 3,82-3,86 (M) 3,81-3,83 (m)
2,5,6 6,83-6,93 (M) 6,84-6,91 (m)
7 4,87 (d,J=5,7) 4,85 (d, J =5,5)
8 3,29-3,37 (M) 3,20-3,45 (m)
9a 3,82-3,86 (M) 3,81-3,83 (m)
9b 3,29-3,37 (M) 3,20-3,45(m)
OCHs-3 3,91 (s) 3,88 (s)
OCH3s-3’ 3,88 (s) 3,85 (s)
OCH3s-4’ 3,89 (s) 3,86 (s)
OH-4 5,67 (s) -

@ Dados de Yu e colaboradores (1998)

A comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos, constantes de
acoplamento e multiplicidades com aqueles reportados na literatura, e também com
substéancias isoladas previamente pelo proprio grupo de pesquisa, permitiu sugerir que a
Il fosse a filigenina, também conhecida como epipinoresinol metil éter. Algumas
atividades bioldgicas descritas para esta substancia sdo protetora contra osteoartrite
(ZHOU et al., 2021a), anti-inflamatéria (ZHOU et al., 2021b), antifibrética (HU et al.,
2020a; 2020b), hipolipidémica (KANG; WANG, 2010), antioxidante (KANG; WANG,
2010), antihipertensiva (LIU et al., 2019), hepatoprotetora (SONG et al.,, 2018) e
antitumoral (JIANTAO et al., 2019).

O espectro de RMN de H de Il (APENDICE 7, Tabela 3) apresentou um dupleto
e um simpleto largo em 6 5,95 (d, J = 0,9 Hz) e 6 5,96 (sl), respectivamente, referentes a
dois grupos metilenodioxilicos, em detrimento dos sinais de metoxilas aromaticas
encontradas em | ou mesmo em I, o que sugeriu que ambos os anéis aromaticos

estariam substituidos por um grupo metilenodioxilico cada.
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Tabela 3 - Dados de RMN de 'H de Ill (CDCls, J = Hz)

Posicao \ I (@4,17) Episesamina?(7,05T)
2,5,6 6,77-6,86 (M) 6,73-6,84 (m)
7 4,39 (d,J=7,1) 4,37 (d,J=7,3)
8 2,84-2,87 (m) 2,85 (m)
9a 4,09 (d, J=9,3) 4,08 (d, J=8,4)
9 3,81-3,84 (m) 3,75-3,81 (m)
2,5,6 6,77-6,86 (M) 6,73-6,84 (m)
7 4,83 (d, J =5,6) 4,81 (d,J=5,2)
8 3,28-3,33 (M) 3,27 (m)
9a 3,81-3,84 (m) 3,75-3,81 (m)
9b 3,28-3,33 (M) 3,27 (m)
-OCH20-3,4 595 (d,J=0,9) 5,93 (s)
-OCH20-3' 4’ 5,96 (s 5,93 (s)

@ Dados de Yu e colaboradores (1998)

A comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos, constantes de
acoplamento e multiplicidades com aqueles reportados na literatura, e também com
substéancias isoladas previamente pelo préprio grupo de pesquisa, permitiu sugerir que Ill
fosse a episesamina, também conhecida como asarinina. Algumas atividades biolégicas
descritas para esta substancia sédo antialérgica (JANG; PARK; KIM, 2020; HOU et al.,
2020), indutora de biossintese de dopamina (PARK et al., 2017), imunossupressora (GU
et al.,, 2015), antifangica (XIAO et al., 2021), antiestrogénica (JIN; HATTORI, 2011),
anticancer (JEONG et al., 2018) e deterrente (ZHANG et al., 2018).

O espectro de RMN de 'H de IV (APENDICE 8, Tabela 4) apontou a presenca de
um grupo metilenodioxilico na forma de um dupleto em & 5,95 (d, J = 1,0 Hz). Além disso,
quando comparados os espectros de RMN de 'H de | e IV (APENDICES 5 e 8), nota-se
que dois dentre os quatro sinais de metoxilas aromaticas ndo estdo mais presentes, o
gue sugeriu que as mesmas foram substituidas por um grupo metilenodioxilico em um
dos anéis aromaticos.
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Tabela 4 - Dados de RMN de 'H de IV (CDCls, J = Hz)

Posicao \ IV (14,17) Fargesina® (7,05 T)
2,5,6 6,76-6,88 (M) 6,77-6,90 (m)
7 4,42 (d,J=7,1) 4,40 (d,J=7,1)
8 2,85-2,89 (m) 2,85 (m)
9a 4,12 (d, J =9,5) 4,10 (d, J =8,4)
9 3,82-3,85 (M) 3,82-3,89 (m)
2,5,6 6,76-6,88 (M) 6,77-6,90 (M)
7 4,87 (d, J =5,6) 4,85 (d, J =5,3)
8 3,28-3,34 (M) 3,27 (m)
9a 3,82-3,85 (M) 3,82-3,89 (m)
9b 3,28-3,34 (M) 3,27 (m)
-OCH20-3,4 595 (d, J=1,0) 5,93 (s)
OCH3s-3’ 3,91 (s) 3,89 (s)
OCHs-4’ 3,88 (s) 3,86 (s)

@ Dados de Yu e colaboradores (1998)

A comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos, constantes de
acoplamento e multiplicidades com aqueles reportados na literatura, e também com
substancias isoladas previamente pelo préprio grupo de pesquisa, permitiu sugerir que a
IV fosse a fargesina, também conhecida como metilpluviatilol. Algumas atividades
biolégicas descritas para esta substancia sdo anticancer (LEE et al.,, 2021),
antitripanossomal (SARTORELLI et al., 2010), deterrente (ZHANG et al., 2018), como
aliviadora de aterosclerose (WANG et al., 2020), antimelanogénica (FU et al., 2019), anti-
inflamatoria (YUE et al., 2018; PHAM et al., 2017), antihipertensiva (SHA et al., 2016) e
melhora no metabolismo de lipideos e glicose (LEE et al., 2012).

As substancias V e VI apresentaram em seus espectros de RMN de 'H sinais de
hidrogénios tipicos de um sistema tetraidrofurofuranico simeétrico, em que ambos 0s
valores de AdH-9 € ASH-9° permaneceram na faixa media de 0,30-0,40, o que indicou uma
configuracéo relativa do tipo H-7/H-8 trans e H-7'/H-8’ trans (vide caso A da Figura 19, p.
53). Além disso, houve pouca ou nenhuma distingdo nos valores de deslocamentos
quimicos dos pares de hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7 e H-7’, metinicos H-8 e H-
8’ e carbindlicos H-9 e H-9’ (semelhante ao caso A, Figura 18, p. 52).

O espectro de RMN de 'H de V (APENDICE 9, Tabela 5) demonstrou um unico
dupleto em & 4,75 (d, J = 4,2 Hz) integrando para dois hidrogénios referente aos

hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7 e H-7’. O mesmo comportamento de apenas um
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anico sinal pdde ser observado para os hidrogénios metinicos H-8 e H-8 no multipleto
em 6 3,10-3,12, devido a simetria da estrutura tetraidrofurofuranica. Entre outros sinais
ainda foi possivel notar a presenca de hidrogénios aromaticos na regiao de & 6,83-6,90,
cujas multiplicidades e integrais sugeriram dois anéis aromaticos em um sistema 1,3,4-
trissubstituido; e dois simpletos em 6 3,87 e 6 3,89 com integral para doze hidrogénios

caracteristicos da presenca de metoxilas aromaticas.

Tabela 5 - Dados de RMN de 'H de V (CDCls, J = Hz)

Posicao | V (14,1 7) Eudesmina? (7,05 T)
2,2 6,91 (d, J = 1,8) 6,83-6,89 (M)
5,5 6,84 (d, J = 8,2) 6,83-6,89 (M)

6, 6’ 6,88 (dd, J = 8,2; 1,8) 6,83-6,89 (M)
7,7 4,75 (d, J = 4,2) 4,75 (d, J = 4,2)
8,8’ 3,10-3,12 (m) 3,12 (m)
9a, 9'a 3,86-3,91 (m) 3,83-3,91 (m)
9b, 9'b 4,26 (dd, J=9,1; 6,9) 4,25 (dd, J=9,1; 6,9)
OCHs-3, 3’ 3,89 (s) 3,89 (s)
OCHz-4, 4’ 3,87 (s) 3,87 (s)

@ Dados de Seo e colaboradores (2010)

A comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos, constantes de
acoplamento e multiplicidades com aqueles reportados na literatura, e também com
substéancias isoladas previamente pelo proprio grupo de pesquisa, permitiu sugerir que a
V fosse a eudesmina. Algumas atividades biologicas descritas para esta substancia séo
inseticida (NASCIMENTO et al., 2004), antitumoral (JIANG et al., 2017; YU et al., 2019),
antifingica (CESPEDES et al., 2006), antibacteriana (CESPEDES et al., 2006),
anticonvulsivante (LIU et al., 2015), sedativo (LIU et al., 2015), antiadipogénica (NAM et
al., 2018) e anti-inflamatoria (LI et al., 2020; YANG et al., 2018).

O espectro de RMN de *H de VI (APENDICE 10, Tabela 6) apresentou sinais que
seguem o0 mesmo padréo de simetria observado para V, com valores de deslocamentos
quimicos para os pares de hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7 e H-7’, metinicos H-8
e H-8 e carbindlicos H-9 e H-9’ sendo muito parecidos com aqueles descritos para V. A
diferenca estd na presenca de um simpleto em 6 5,95 para VI, referente & um grupo
metilenodioxilico, e os simpletos observados em & 3,87 e & 3,90, referentes as metoxilas

aromaticas, com integrais reduzidas para seis hidrogénios, indicativo, portanto, da
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substituicio de duas metoxilas aromaticas da estrutura de V por um grupo
metilenodioxilico, como observado em VI.

A comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos, constantes de
acoplamento e multiplicidades com aqueles reportados na literatura, e também com
substéancias isoladas previamente pelo proprio grupo de pesquisa, permitiu sugerir que a
VI fosse a kobusina, também conhecida como metilpiperitol. Algumas atividades
biolégicas descritas para esta substancia sao anti-inflamatéria (KIM et al., 2007; LI et al.,
2020) e antiprotozoéria (ORTET et al., 2011).

Tabela 6 - Dados de RMN de 'H de VI (CDCls, J = Hz)

Posicéo | VI (14,1 7) Kobusina?(11,7 T)
2 6,90 (d, J=1,7) 6,79-6,92 (m)
5 6,84 (d, J = 8,2) 6,79-6,92 (m)
6 6,87 (dd, J=8,2;1,7) 6,79-6,92 (m)
7 4,72-4,74 (m) 4,76 (m)
8 3,04-3,11 (m) 3,10 (m)
9a 3,86-3,88 (M) 3,91 (m)
9b 4,22-4,26 (m) 4,27 (dd, J = 9,0; 4,0)
2’ 6,85 (d, J = 1,3) 6,79-6,92 (m)
5 6,78 (d, J = 8,0) 6,79-6,92 (m)
6’ 6,81 (dd, J = 8,0; 1,3) 6,79-6,92 (m)

7 4,72-4,74 (m) 4,76 (m)

8’ 3,04-3,11 (m) 3,10 (m)

9a 3,86-3,88 (M) 3,91 (m)-

9'b 4,22-4,26 (m) 4,27 (dd, J = 9,0; 4,0)
OCHz-3 3,87 (s) 3,80 (s)
OCHs-4 3,90 (s) 3,89 (s)

-OCH20-3’, 4’ 5,95 (s) 5,97 (s)

a Dados de Chang e colaboradores (2009)
4.2.1 Analise das medidas de rotacdo Optica das lignanas furofuréanicas I-VI

As lignanas furofurénicas I-VI tiveram suas atividades Opticas medidas em
polarimetro, de forma que esses valores pudessem servir de base de comparagdo com
aqueles reportados na literatura para determinacdo das configuragdes absolutas dos
centros estereogénicos 7/7’ e 8/8’. Os dados obtidos estao resumidos na Tabela 7.



60

Tabela 7 - Dados de rotagéo optica [a]p para as substancias I-VI (CHCIs, ¢ = g/100 mL)

Substancia [a]o experimental [a]o literatura Referéncia
I -91,4 (c 0,21) -101,0 (c 0,15) GIBBONS et al., 1997
+118,2 (¢ 0,17) SWAIN; BROWN; BRUTON, 2004
Il -104,5 (c 0,2) -120,0 (c 0,2) MESSIANO et al., 2008
+128,0 (c 0,8) FERREIRA et al., 1989
1] +24,8 (¢ 0,11) -116,2 (¢ 0,3) OH et al., 2010
-112,0 (c 0,1) LI; CHOW; WU, 2005
+77,8 (c 0,45) LIN et al., 2018
+120,0 (c 0,1) NAVARRETE et al., 2003
+121,0 (c 0,9) TAKAHASHI; NAKAGAWA, 1966
\Y; +11,8 (¢ 0,17) +123,3 (c 0,21), SWAIN; BROWN; BRUTON, 2004
\Y -25,6 (¢ 0,2) -64,7 (c 0,2) KISE et al., 2003
+17,5 (c 0,12) HOLZBACH; LOPES, 2010
+37,2 (c 0,1) KIM et al., 2009
+62,0 (c 0,3) SCHMIDT et al., 2006
VI +20,0 (c 0,16) -73,0 (c 0,6) ENDERS et al., 2002
-71,5 (c 0,4) BANERJEE; ROY, 2005

+51,4 (c 0,21)
+68,5 (¢ 0,4)

HOLZBACH; LOPES, 2010
SCHMIDT et al., 2006
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Embora as lignanas | e Il tenham apresentado valores de rotacdo Optica
relativamente proximos daqueles reportados na literatura, as demais substancias (I11-VI)
tiveram medidas significativamente destoantes do que seria esperado. Desta forma, nao
€ possivel estabelecer uma base de comparacao confiavel, de modo que a configuragédo
absoluta das substéncias I-VI ndo foi determinada.

Uma das razdes postuladas, a principio, para a divergéncia nos valores de rotacao
Optica foi a possibilidade de as amostras, apesar de terem sido separadas e purificadas
via CLAE-DAD, ainda conterem impurezas que pudessem afetar as medidas da atividade
optica. Entretanto, os espectros de RMN de 'H n&o indicaram sinais que sugerissem a
presenca de outra(s) substancia(s) em mistura com as amostras.

Outra hipétese, e aquela que se acredita que possa ser 0 caso, é a possibilidade
de que as substancias tenham sido isoladas na forma de uma mistura de enantibmeros.
Assim, um deles estaria em excesso enantiomérico, influenciando os valores de rotacao
Optica observados. Embora ndo tenha sido possivel confirmar essa hipotese, sugere-se
que, futuramente, as lignanas I-VI sejam analisadas em coluna cromatografica quiral. Se
constatada a presenca de enantibmeros nas amostras, entdo seria interessante que
fossem tracados seus perfis de dicroismo circular eletrénico e 0s mesmos comparados,
se possivel, com padrdes ja reportados na literatura para a determinacao de configuracéo
absoluta para essas lignanas.

Curiosamente, a espécie A. warmingii ndo aparenta ser estereosseletiva na
biossintese de suas lignanas tetraidrofurofuranicas, uma vez que diferentes
configuracdes para os centros 7/7’ e 8/8 podem ser observadas nao somente para as
substancias |-Vl descritas neste trabalho, mas também em outras lignanas
tetraidrofurofuranicas isoladas em estudos anteriores envolvendo o extrato aceténico da
espécie (vide Figura 9, p. 33-35). Conforme discutido na secdo 1.4 (p. 36-44), a
biossintese de lignanas tetraidrofurofuranicas € mediada régio e estereosseletivamente
por proteinas dirigentes, que orientam as unidades de alcool coniferilico de forma a
favorecer um ou outro tipo de configuracédo para os centros 7/7° e 8/8’. A configuragéo
favorecida depende também do tipo de proteina dirigente que participa no processo, que
tem atividade especifica. A falta de preferéncia da espécie A. warmingii pela biossintese

de configuracdes absolutas especificas sugere que, talvez, elementos mediadores de
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estereosseletividade, tais como as proteinas dirigentes, ndo se fazem presentes no
metabolismo da espécie, ou que eles possam existir em mais de um tipo. No entanto,
esta é somente uma hipétese, baseada unicamente no perfil quimico dos metabdlitos
isolados de A. warmingii, e sua confirmacéo ou nédo depende de estudos adicionais,

sobretudo a nivel de biossintese.

4.3 Lignana dibenzilbutirolactonica (VII)

A substancia VII foi identificada como sendo uma lignana do tipo

dibenzilbutirolacténica. Sua estrutura quimica esté ilustrada na Figura 20.

Figura 20 — Kusunoquinina

Vil

Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN de 'H de VII (APENDICE 11, Tabela 8) apresentou dois
simpletos em 6 3,83 e 6 3,86, referentes a presenca de duas metoxilas aromaticas, bem
como dois dupletos em 6 5,93 (d, J = 1,3 Hz) e 6§ 5,94 (d, J = 1,4 Hz), indicativos de um
grupo metilenodioxilico. Além disso, os sinais de hidrogénios aromaticos encontrados na
faixa de 6 6,47-6,77 e suas multiplicidades sugeriram a presenca de dois sistemas

aromaticos 1,3,4-trissubstituidos.
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Tabela 8 - Dados de RMN de 'H de VII (CDCls, J = Hz)

Posicao \ VII(14,1T) Kusunoquinina® (7,05 T)
2 6,59-6,60 (M) 6,53 (s)
5 6,71 (d, J =8,0) 6,64 (d, J=8,5)
6 6,58 (dd, J = 8,0; 1,6) 6,49 (dd, J=8,1; 2,1)
7 2,85(dd, J=14,1;7,3) 2,78 (dd, J=14,1; 6,6)
2,96 (dd, J = 14,1;5,2) 2,89 (dd, J=14,1;5,1)
8 2,54-2,57 (m) 2,48 (m)
2 6,47 (d, J = 1,8) 6,41 (d, J =2,1)
5 6,76 (d, J=8,1) 6,70 (d, J=8,1)
6’ 6,57 (dd, J=8,1; 1,8) 6,52 (dd, J=8,1; 2,1)
7 2,47-2,52 (M) 2,43 (M)
2,57-2,62 (m) 2,53 (M)
8 2,47-2,52 (M) 2,42 (m)
9 3,86-3,88 (M) 3,81 (dd, J=9,3; 7,2)
4,15(dd, J=9,1;7,2) 4,08 (dd, J=9,3; 7,2)
OCH3s-3’ 3,86 (s) 3,78 (s)
OCHs-4’ 3,83 (s) 3,75 (s)
593(d,J=1,4) 5,86 (d,J=1,2)
“OCH0-3, 4 5,94 (d, J = 1,3) 5,87 (d, J = 1,2)

@ Dados de SRIWIRIYAJAN e colaboradores (2017)

A configuragéo relativa do par de hidrogénios H-8/H-8' pode ser sugerida a partir
de valores de deslocamentos quimicos exibidos pelo par de hidrogénios metilénicos 2H-
9'. Isso porque em uma configuracao do tipo H-8/H-8’ cis, os hidrogénios metilénicos se
tornam equivalentes no espectro de RMN de 'H, de forma que ndo apresentam
diferenciacdo em seus valores de deslocamentos quimicos. Entretanto, para o caso de
uma configuracéo do tipo H-8/H-8’ trans, os hidrogénios metilénicos exibem valores de
deslocamentos quimicos distintos, sendo, portanto, possivel diferencia-los (LOPES;
YOSHIDA; GOTTLIEB, 1983). O par de hidrogénios metilénicos 2H-9 exibiram
diferenciacdo de deslocamento quimico para a substé@ncia VII, com um multipleto em 6
3,86-3,88 (m) e um duplo dupleto em 6 4,15 (dd, J = 9,1; 7,2). Com base nessas
observacdes, foi sugerida a configuracéo relativa para H-8/H-8' do tipo trans.

A comparacao dos dados de deslocamentos quimicos, constantes de acoplamento
e multiplicidade dos sinais obtidos no espectro de RMN de 'H com aqueles encontrados
na literatura, bem como no proprio grupo de pesquisa, permitiu sugerir VIl como sendo a
lignana dibenzilbutirolacténica kusunoquinina. Algumas atividades biolégicas descritas

para esta substancia sdo antitripanossomal (SARTORELLI et al., 2010), inseticida
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(MESSIANO et al, 2008), anticancer (RATTANABUREE et al., 2019, 2020;
TANAWATTANASUNTORN et al., 2021; TEDASEM et al., 2020) e antifungica (BICALHO
et al., 2012).

4.4 Lignanas tetraidrofurofuranicas (VI e 1X)

As substancias VIl e IX foram identificadas como sendo duas lignanas do tipo
tetraidrofuranica. Suas estruturas quimicas estéo ilustradas na Figura 21.

Estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa com esse tipo de lignana
revelaram, por meio da andlise dos espectros de RMN de 'H, que ha uma diferenciacéo
nos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7/H-7" e
metinicos H-8/H-8 a depender dos tipos de configuragbes relativas que os substituintes
do anel furanico podem assumir (Figura 22) (CUNHA, 2018).

Figura 21 - Lignanas tetraidrofuranicas isoladas

N Vil O, IX
Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 22 - Diferenciacéo dos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios H-7, H-7’, H-8 e H-8
das lignanas tetraidrofurénicas. Espectros obtidos em CDsOD.
HO

a)
m
b)
MUJ
c)
JJJL
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72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 ‘;.f(pp:;;l 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18

Fonte: Adaptado de Cunha (2018)

O espectro de RMN de H de VIII (APENDICE 12, Tabela 9) apresentou dois
dupletos em 6 4,41 (d, J = 9,3 Hz) e 6 4,53 (d, J = 9,7 Hz) referentes aos hidrogénios
carbindlicos benzilicos H-7 e H-7’, respectivamente. Também foram observados dois
multipletos em 6§ 2,32 -2,37 e 6 2,61-2,66 relacionados aos hidrogénios metinicos H-8 e
H-8', respectivamente, bem como dois multipletos e um duplo dupleto referentes aos
hidrogénios carbindlicos 2H-9 e 2H-9’ em 6 3,61-3,64, 6 3,66-3,71 e & 3,78 (dd, J = 10,6;
3,5 Hz). Na regido de alta frequéncia foram observados sinais de hidrogénios aromaticos
caracteristicos de um sistema 1,3,4-trissubstituido em & 6,92 (d, J = 1,8 Hz; H-2), 6 6,84
(d, J = 8,2 Hz; H-5 e H-5"), 6§ 6,88 (dd, J = 8,2; 1,8 Hz; H-6), § 6,94 (d, J = 1,8 Hz; H-2) e
6 6,90 (dd, J = 8,2; 1,8 Hz; H-6’), cujas integrais somadas para seis hidrogénios sugeriu
a presenca de dois anéis aroméaticos. Por fim, quatro simpletos com integrais somadadas
para 12 hidrogénios foram observados em 6 3,88, 6 3,89, 6 3,91 e & 3,92, indicativos da
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presenca de quatro metoxilas aromaticas. A diferenciacdo nos valores de deslocamento
quimico dos pares de hidrogénios carbinodlicos benzilicos H-7 e H-7’ e metinicos H-8 e H-
8’ se assemelham ao padrao de configuragéo relativa ilustrado para o caso c) da Figura
22.

Ao comparar os dados de deslocamento quimico, constantes de acoplamento e
multiplicidades de VIII com aqueles obtidos previamente pelo grupo de pesquisa, foi
possivel identificar VIII como sendo a substancia 25 (vide Figura 10, p. 33-35), que ja
havia sido isolada anteriormente em um estudo conduzido com o extrato acetonico da
planta por Camila L. Cunha (CUNHA, 2018), e sua estrutura é inédita na literatura, de

forma que ainda ndo ha um nome comum associado a ela.

Tabela 9 - Dados de RMN de *H de VIII (CDCl3, J =Hz, 14,1 T)

Posicdo | VI Substancia 252
2 6,92 (d, J = 1,8) 6,90 (d, J = 1,8)
5 6,84 (d, J = 8,2) 6,82 (d, J = 8,1)
6 6,88 (dd, J = 8,2; 1,8) 6,87 (dd, J = 8,1; 1,8)
7 4,41 (d, J=9,3) 4,39 (d, = 9,1)
8 2,32-2,37 (M) 2,28-2,33 (m)
9 3,66-3,71 (m) 3,63-3,66 (M)
3,78 (dd, J = 10,6; 3,5) 3,75 (dd, J = 10,6; 3,4)
2 6,94 (d, J = 1,8) 6,92 (d, J = 1,8)
5 6,84 (d, J = 8,2) 6,84 (d, J = 8,1)
6 6,90 (dd, J = 8,2; 1,8) 6,88 (dd, J = 8,1; 1,8)
7 4,53 (d, J=9,7) 4,49 (d, J = 9,4)
g 2,61-2,66 (M) 2,58-2,64 (M)
9 3,61-3,64 (m) 3,60 (d, J = 8,9)
3,66-3,71 (m) 3,63-3,66 (M)
OCHs-3 3,91 (s) 3,89 (s)
OCHs-3' 3,92 (s) 3,90 (s)
OCHs-4 3,89 (s) 3,87 (s)
OCHs-4' 3,88 (s) 3,87 (s)

a Dados de Cunha (2018)

O espectro de RMN de 'H de IX (APENDICE 13, Tabela 10) apresentou dois
dupletos referentes aos hidrogénios carbinélicos benzilicos H-7 e H-77em 6 4,75 (d, J =
7,4 Hz) e 4,53 (d, J = 8,0 Hz), respectivamente. Entretanto, diferentemente de VIII, os
valores de deslocamento quimico para estes hidrogénios estdo mais proximos daqueles

que seriam esperados para 0 caso b) da Figura 22, o que sugeriu uma configuracao
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relativa diferente para IX daquela de VIIl. Também destacam-se dois multipletos em &
1,98-2,03 e 6 2,54-2,58 relacionados aos hidrogénios metinicos H-8 e H-8, e dois
multipletos, um tripleto largo e um duplo dupleto referente aos hidrogénios carbindlicos
2H-9 e 2H-9' em 6 3,26-3,33, & 3,65-3,70, 6 3,91 (tl, J = 8,2 Hz) e 6 4,22 (dd, J =8,9; 4,5
Hz). Na regido de alta frequéncia foram observados sinais de hidrogénios aromaticos
cujas multiplicidades e constantes de acoplamento sugeriram a presenca de dois
sistemas aromaticos 1,3,4-trissubstituidos em & 7,00 (d, J = 1,2 Hz; H-2), 6§ 6,90 (d, J =
8,2 Hz; H-5), 6 6,95 (dd, J = 8,2; 1,2 Hz; H-6), 6 6,84 (sl; H-2') e 6 6,72-6,74 (m; H-5" e H-
6’), bem como dois simpletos em 6 3,81 e 6 3,83 caracteristicos de metoxilas aromaticas.

Além dos sinais descritos, observou-se ainda um dupleto em 6 4,11 (d, J = 7,8 Hz),
cujo deslocamento quimico, multiplicidade e constante de acoplamento sugeriu tratar-se
do hidrogénio anomérico de uma unidade glicosidica ligada em configuracdo S. Isso foi
corroborado pela correlagéo do hidrogénio em 6 4,11 com o carbono em & 103,0 no mapa
de contornos HSQC (APENDICE 14). Para determinar a posi¢éo da unidade glicosidica
na estrutura, foram analisadas as correlacées obtidas pelo mapa de contornos HMBC
(APENDICE 15), em que o hidrogénio anomérico em & 4,11 correlaciona-se com o
carbono carbinélico C-9 em 6 68,7, e este correlaciona-se com o hidrogénio carbindlico
benzilico H-7 em 6 4,75, 0 que permitiu atribuir a substituicdo em C-9 (Figura 23).

Ao comparar os dados de deslocamento quimico, constantes de acoplamento e
multiplicidade dos sinais de RMN de !H, e dos deslocamentos quimicos de carbonos
obtidos por meio do mapa de contornos HSQC com aqueles obtidos previamente pelo
grupo de pesquisa, foi possivel identificar IX como sendo a substancia 21 (vide Figura
10, p. 33-35). A substancia IX, assim como VIII, também foi isolada anteriormente do
extrato acetbnico da planta por Camila L. Cunha (CUNHA, 2018), e sua estrutura € inédita

na literatura, de forma que ainda ndo ha um nome comum associado a ela.



Figura 23 - Principais correlacdes no mapa de contornos HMBC para IX
OH

OCH,

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 10 - Dados de RMN de 'H e 13C de IX (CDsOD, J =Hz, 14,1 T)

69

POSICA IX Substancia 212
0si¢ao &chb 6H éc 6H
1 134,3 - 135,9 -
2 109,9 7,00(d,J=1,2) 111,4 7,02 (d,J=1,8)
3 148,8 - 150,4 -
4 148,4 - 149,9 -
5 111,1 6,90 (d, J=8,2) 112,7 6,91 (d, J=8,3)
6 118,7 6,95 (dd, J = 8,2; 1,2) 120,1 6,96 (dd, J = 8,3; 1,8)
7 83,5 4,75 (d, J = 7,4) 85,0 4,76 (d, J = 7,5)
8 50,0 1,98-2,03 (m) 51,5 2,00-2,04 (m)
9 68,7 3,26-3,33 (m) 70,2 3,28-3,34 (m)
3,65-3,70 (m) 3,67-3,72 (m)
1 137,2 - 138,8 -
2 106,6 6,84 (sl) 108,1 6,86 (sl)
3 147,6 - 149,2 -
4 147.,1 - 148,4 -
5’ 107,4 6,72-6,74 (m) 108,9 6,75 (d, J = 8,4)
6’ 119,4 6,72-6,74 (m) 121,4 6,76 (dd, J = 8,4; 1,7)
7 74,6 4,53 (d, J = 8,0) 76,0 4,54 (d, J = 8,0)
8 49,6 2,54-2,58 (m) 50,9 2,55-2,59 (m)
9 69,5 3,91 (1, J=8,2) 71,0 3,92 (dd, J = 8,8; 7,6)
4,22 (dd, J = 8,9; 4,5) 4,23 (dd, J = 8,9; 4,6)
17 103,0 4,11 (d, J=7,8) 104,4 4,13 (d, J=7,8)
2" 73,6 3,12-3,15 (m) 75,1 3,14-3,17 (m)
3" 76,5 3,18-3,21 (m) 77,9 3,19-3,22 (m)
4 70,1 3,28-3,34 (m) 71,5 3,28-3,34 (m)
5” 77,0 3,28-3,34 (m) 78,1 3,28-3,34 (m)
6” 61,0 3,65-3,70 (M) 62,6 3,67-3,72 (m)
3,84-3,86 (M) 3,85-3,87 (M)
OCH3-3 55,0 3,83 (s) 56,5 3,84 (s)
OCHs-4 55,0 3,81 (s) 56,5 3,82 (s)
-OCH,0-3, &4’ 100,8 5,90 (sl) 102,3 5,92 (d,J=1,2)
5,91 (sl) 5,93 (d,J=1,2)

aDados de Cunha (2018)

® Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC
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4.5 Ciclitol metoxilado (X)

Ciclitois s&o definidos como cicloalcanos em que trés ou mais carbonos do anel
estdo ligados & um grupo hidroxila. Eles possuem papel importante no funcionamento
e manutencao de células em plantas, estando associados a biogénese de membrana,
formacéo de parede celular, osmoregulacéo e até mesmo atividade antioxidante. O
tipo de ciclitol mais abundante em células eucaritticas € o inositol, de formula empirica
CeH1206, sendo o0 myo-inositol o0 mais representativo (Figura 24). Esses inositois
podem dar origem a derivados metoxilados como parte do metabolismo secundario
de plantas, atuando na defesa contra condi¢cdes ambientais desfavoraveis (AL-SUOD
et al., 2017).

A formacdo de um precipitado de coloracdo bege foi observada apds uma
aliquota do extrato etanolico ter sido solubilizada em metanol e centrifugada,
anteriormente a sua aplicacdo em coluna cromatogréafica para o fracionamento. O
precipitado foi entdo separado da solucao, lavado em acetato de etila e analisado por
meio de Ressonancia Magnética Nuclear, que possibilitou a sua identificagdo como

sendo o ciclitol metoxilado X (Figura 24).

Figura 24 - Férmula estrutural do myo-inositol e da substancia X

myo-inositol X
Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN de H de X (APENDICE 16, Tabela 11) apresentou cinco
sinais na faixa de & 3,0-4,0 com integrais somadas para nove hidrogénios. Os valores
de deslocamentos quimicos sugeriram proximidade a atomos eletronegativos capazes
de causar efeito de desblindagem, tais como grupos hidroxila e metoxila. Um duplo
dupleto p6de ser observado em § 3,51 (dd, J = 9,8; 2,8 Hz; H-1 e H-3) com integral

para dois hidrogénios, o que indicou um mesmo ambiente quimico. O mesmo ocorreu
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com o tripleto em & 3,66 (t, J = 9,8 Hz; H-4 e H-6), com uma integral para dois
hidrogénios que também sugere ambientes quimicos equivalentes, e cuja constante
de acoplamento de 9,8 Hz indica interac6es com os hidrogénios H-1 e H-3. Ainda foi
possivel observar um tripleto em 6 4,01 (t, J = 2,8 Hz; H-2), um tripleto em 3,03 (t, J =
9,5 Hz) e um simpleto em 6 3,56, sendo a integral deste ultimo somada para trés
hidrogénios, o que sugeriu, pelo seu valor de deslocamento quimico, se tratar da
presenca de um grupo metoxila.

Ja o espectro de RMN de 13C de X (APENDICE 17) revelou cinco sinais na faixa
de 6 59-84. Os valores relativamente altos de deslocamentos quimicos mais uma vez
reforcaram a ideia de atomos eletronegativos na estrutura da molécula, o que sugeriu
a presenca de carbonos carbindlicos. Destaca-se que o sinal de carbono em & 59,6
também corroborou a existéncia de um grupo metoxilico. As correlacdes obtidas pelo
mapa de contornos de HSQC (APENDICE 18) permitiu atribuir os sinais de
hidrogénios aos seus respectivos carbonos.

Uma vez que ha uma quantidade consideravel de estereocisdbmeros descritos
na literatura para a substancia X, foi necessaria uma comparacdo dos dados de
deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de acoplamento com aqueles
ja reportados. Desta forma, os padrdes de sinais que mais se assemelham com

agueles da substancia X foram os do sequoitol.

Tabela 11 - Dados de RMN de 'H e 13C de X (D20, J = Hz)

o X(14,1T) Sequoitol? (9,4 T)
Posicao oc OH oc OH |
1,3 70,9 3,51 (dd, J=9,8; 2,8) 72,2 3,50 (dd, J=9,9; 2,9)
2 71,9 4,01 (t,J=2,8) 73,1 4,00 (t,J=2,9)
4,6 71,6 3,66 (t, J =9,8) 72,8 3,66 (t, J=9,9)
5 84,1 3,03 (t,J=9,5) 85,3 3,03 (t, J=9,6)
OCHs-5 59,6 3,56 (s) 60,8 3,56 (s)

@ Dados de Sultana e colaboradores (1999)
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5 CONCLUSAO

O estudo parcial da composicdo quimica do extrato etandlico de folhas da
espécie Aristolochia warmingii Mast. permitiu o isolamento de dez substancias, sendo
elas: seis lignanas tetraidrofurofuranicas, uma lignana dibenzilbutirolacténica, duas
lignanas tetraidrofuranicas e um ciclitol metoxilado.

O fato de grande parte das substancias encontradas em Aristolochia warmingii
neste estudo, e em trabalhos anteriores conduzidos pelo grupo de pesquisa, terem
sido da classe das lignanas ou neolignanas sugere que esta espécie possa ser
especialista na producdo desses metabdlitos, e que eles tenham papel central na
manutencao de seu metabolismo, embora estudos adicionais sejam necessarios para

confirmar essa hipotese.
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- Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico das folhas de Aristolochia

APENDICE 1

i (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico Soxhlet das folhas de

Aristolochia warmingii (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE 3 - Perfil cromatografico do extrato etandlico das folhas de A. warmingii

em CLAE, Coluna Zorbax RX-C18, Agilent, 4,6 x 250 mm,

FM 5 — 100% MeOH
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APENDICE 4 - Perfil cromatogréafico do extrato etanolico Soxhlet das folhas de A.
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- Espectro de RMN de 'H de | (CDCls, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de *H de Il (CDClz, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de H de Il (CDClz, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de IV (CDCls, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de V (CDCls, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de VI (CDCls, 14,1 T)

APENDICE 10
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- Espectro de RMN de 'H de VII (CDCls, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de VIII (CDCls, 14,1 T)

APENDICE 12
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- Espectro de RMN de 'H de IX (CDsOD, 14,1 T)
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VL3I0 T

668°€ ]
€TT6°€ 1
7576°€ |
9690y |
ST80°%

5£60h |
bEOT b 1
bOTT b |
0502 1
STTT Y]
86TC'Y 1

¥02L'9 —
8€EL'9
P9 —

9€H¥8'9 ——

€LCT Y-

¢L68'9 —
6016'9 —~

£200°L —

[437Al 2

o

6.90 6.85 6.80 6.75 6.7
f1 (ppm)

6.95

7.00

R

9706y,
SET6'S

¥0¢/L'9
8€EL9
6PLI9L_
9€EPB'9 ~
¢L68'9
60T6'9
91¥6'9
6EV6'9
€5956'9
S/S6°9
£200°L

LA

€T
T

Hb'T
6L
560
HET
5€6'0

=TT
=00°'T

=16°T

e

780°'T

Wm:
01

f1 (ppm)



APENDICE 14 - Mapa de contornos HSQC de IX (CD3OD, 14,1 T)
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APENDICE 15 - Mapa de contornos HMBC de IX (CDsOD, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de X (D20, 14,1 T)
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APENDICE 16
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APENDICE 17 - Espectro de RMN de 13C de X (D20, 14,1 T)
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APENDICE 18 - Mapa de contornos HSQC de X (D20, 14,1 T)
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