JULIANA CRISTINA HOLZBACH

INVESTIGAGAO DA COMPOSIGAO QUIMICA DE ESPECIES DE Aristolochia DO
CERRADO: ESTUDO DOS CAULES DE Aristolochia urupaensis E DE FLORES

DE Aristolochia trulliformis

Tese apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Doutora em Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Isabele
Rodrigues Nascimento

Araraquara
2018



FICHA CATALOGRAFICA

Holzbach, Juliana Cristina
H762i Investigacdo da composicdo quimica de espécies de
Aristolochia do cerrado: estudo dos caules de Aristolochia
urupaensis e de flores de Aristolochia trulliformis/ Juliana
Cristina Holzbach. — Araraquara : [s.n.], 2018
188 f. : il

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Quimica
Orientador: Isabele Rodrigues Nascimento

1. Produtos naturais. 2. Aristolochia. 3. Cerrados.
4. Flores. 5. Quimica organica. I. Titulo.

Elaboragdo: Secdo Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informacao
Biblioteca do Instituto de Quimica, Unesp, campus de Araraquara




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA &

unesp® "o 0

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: “Investigagdo da Composigdo Quimica de Espécies de Aristolochia do Cerrado: Estudo
dos Caules de Aristolochia urupaensis e de Flores de Aristolochia trufiiformis”

AUTORA: JULIANA CRISTINA HOLZBACH
ORIENTADORA: ISABELE RODRIGUES NASCIMENTO

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutora em QUIMICA, pela
Comissao Examinadora:

A el W N@awunle
Prof. DP. ISABELE RODRIGUES NASCIMENTO
Departamento de Quimica Orgénica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

»
<

Prof*. D, LOURDES CANIPANER DOS SANTOS
Departamento de Quimica Orgénica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

, x"‘!i Q Lo

Prof. Dr*. ANGELA REGINA ARAUJO
Departamento de Quimica Organica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

Prof. Dr. ANDRE LUIZ MELEIRO PORTO

Departamento de Fisico-Quimica / Institu Quimica - USP - Sao Carlos

Araraquara, 26 de abril de 2018

Arsracpoes -
Rus Prol. Frarciics Degel 55, 14900060, Arrbauind - £80 Paso
X v i 0080 SN0 Oradacanpuinica-2CNP) 45.011.9%00027 4.



DADOS CURRICULARES

JULIANA CRISTINA HOLZBACH

DADOS PESSOAIS
Nascimento: 28/07/1986
Nacionalidade: Brasileira
Naturalidade: Toledo — PR
Profissdo: Quimica

Enderecgo Profissional: Rua Badejos, Lote 7, Chacaras 69/72, Zona Rural, Caixa
Postal 66, 77402-970, Gurupi —TO.

Endereco eletrnico: juholzbach@uft.edu.br

FORMAGAO ACADEMICA

Graduacéo:
Instituicao:
Monografia:

Orientadora:

Periodo:

Mestrado:
Instituicao:

Dissertagao:

Orientadora:

Bolsa:
Periodo:

Bacharelado em Quimica

Universidade Estadual do Oeste do Parana

Produtos Naturais:

Importédncia e conflitos na variabilidade de

espécies utilizadas com a mesma denominagéo popular.

Profa. Dra. Conceicdo de Fatima Alves Olguin

01/03/2004 —

21/12/2007

Quimica, Area de Concentragdo — Quimica Organica

Universidade Estadual Paulista — Unesp, Instituto de Quimica de

Araraquara

Aristolactamas e alcamidas isoladas de Aristolochia gigantea Mart.

Profa. Dra. Lucia Maria Xavier Lopes

Coordenacéao de Aperfeicoamento de Nivel Superior — CAPES

01/03/2009 —

28/02/2011



ATUAGAO PROFISSIONAL

2008 - 2009 Professora substituta na Universidade Tecnologica Federal do
Parana — Campus Medianeira

2011 -2012 Professora no Centro Universitario de Gurupi (Unirg)

2012 - Atual Professora adjunta nivel | na Universidade Federal do Tocantins —

Campus de Gurupi

PRODUGAO BIBLIOGRAFICA

Artigos completos publicados em periédicos

HOLZBACH, J. C.; NASCIMENTO, I. R.; LOPES, L. M. X. Phenylethylpyranone and
aristolochic acid derivatives from Aristolochia urupaensis. Journal of the Brazilian
Chemical Society, v. 28, p. 2275-2279, 2017.

HOLZBACH, J. C.; BARROS, E. I. T. M.; KRAUSER, M. O.; LEAL, P. V. B. Chumbo:
Uma introducdo a extracdo e a fitorremediagcdo. Journal of Biotechnology and
Biodiversity, v. 3, p. 178-183, 2012.

LEAL, P. V. B.; GREGORIO, A. M.; FARIA, E. O.; SILVA, P. R.; KRAUSER, M. O
HOLZBACH, J. C. Estudo da adsorcao do corante azul de metileno em residuos de
babacu. Journal of Biotechnology and Biodiversity, v. 3, p. 166-171, 2012.

HOLZBACH, J. C.; LOPES, L. M. X. Aristolactams and alkamides of Aristolochia
gigantea. Molecules, v. 15, p. 9462-9472, 2010.

SIMOES, M. R.; COSTA, T. A.; SOUZA, M. L.; HOLZBACH, J. C.; CARNEIRO, L. B ;
GUBIANI, A. M. Analise fisico-quimica de linguigas coloniais comercializadas no
municipio de Toledo, Estado do Parana e comparagao com valores fornecidos pelos
fabricantes. Acta Scientiarum Technology, v. 31, p. 221-224, 2009.



Apresentacgao de trabalhos

HOLZBACH, J. C.; SOARES FILHO, W. A.; NASCIMENTO, I. R. Flavonols from
flowers of Aristolochia trulliformis Mast. In: 6th Brazilian Conference on Natural
Products and XXXI| RESEM, 2017, Vitoria.

SOARES FILHO, W. A.; NASCIMENTO, I. R.; CUNHA, C. L.; HOLZBACH, J. C.
Flavonoides e lignanas de flores de Aristolochia sp. In: XXIX Congresso de Iniciagao
Cientifica da Unesp, 2017, Araraquara.

SOARES, D. F.; HOLZBACH, J. C. Analise quimica e bioldgica dos extratos obtidos
das folhas da espécie Clitoria guianensis Benth. In: XXIV Simpdésio de Plantas
Medicinais do Brasil, 2016, Belo Horizonte.

CUNHA, C. L.; SOARES, D. F.; AMUI, G. C.; FARIA, E. O.; HOLZBACH, J. C.
Avaliagdo da atividade antioxidante e de toxicidade frente a Artemia salina dos
extratos das folhas e raizes de Clitoria guianensis. In: 382 Reunido Anual da

Sociedade Brasileira de Quimica, 2015, Aguas de Linddia.

CUNHA, C. L.; HOLZBACH, J. C. Estudo fitoquimico do extrato de acetato de etila
das raizes da espécie Clitoria guianensis. In: 11° Seminario de Iniciagcdo Cientifica
da UFT, Universidade Federal do Tocantins, 2015, Gurupi-TO.

SOARES, D. F.; HOLZBACH, J. C. Analise das classes de metabdlitos secundarios
presente no extrato de acetato de etila das folhas de Clitoria guianensis. In: 11°
Seminario de Iniciagcao Cientifica da UFT, Universidade Federal do Tocantins, 2015,
Gurupi-TO.

SANTOS, N. B. S.; LEAL, P. V. B.; HOLZBACH, J. C. Analise da agua do corrego
Mutuca de Gurupi-TO. In: VII Encontro Nacional de Quimica Ambiental, 2014,
Brasilia-DF.



CUNHA, C. L.; SOARES, D. F.; HOLZBACH, J. C. Diferentes abordagens para a
selecdo de espécies vegetais para estudos fitoquimicos. In: 1° Semana Académica
Integrada de Biotecnologia e Quimica, 2014, Gurupi-TO.

SOARES, D. F.; AMUI, G. C.; FARIA, E. O.; HOLZBACH, J. C. Avaliagdo da
atividade antioxidante e de toxicidade frente a Artemia salina dos extratos das folhas
de Clitoria guianensis. In: 10° Seminario de Iniciacdo Cientifica da UFT,
Universidade Federal do Tocantins, 2014, Palmas-TO.

SANTOS, N. B. S.; LEAL, P. V. B.; HOLZBACH, J. C. Monitoramento da qualidade
da agua do corrego Mutuca - Gurupi/TO. In: 9° Seminario de Iniciacao Cientifica da
UFT, Universidade Federal do Tocantins, 2013, Palmas-TO.

HOLZBACH, J. C.; LOPES, L. M. X. Constituintes quimicos isolados de Aristolochia
gigantea Mart. In: 33?2 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2010,
Aguas de Lindoia.

HOLZBACH, J. C.; SEBASTIEN, N. Y.; GABRIEL, E. A.; FORNARI, G. G.; OLSEN,
M. F.; DIMER, O.; SOUZA. B. V. C.; AVILA, A. P.; JOHANN, A. S. T.; BENASSI, S.
F. Avaliagdo da qualidade de ambiental das microbacias dos rios Sado Francisco

verdadeiro (SFV), Sao Francisco Falso (SFF) e do Ocoi-Parana. In: XI Congresso
Brasileiro de Limnologia, 2007, Macae.

Participacao em eventos

XXIV Simpdosio de Plantas Medicinais do Brasil, 2016, Belo Horizonte.

11° Seminario de Iniciagao Cientifica da UFT, 2015, Gurupi.

10° Seminario de Iniciagao Cientifica da UFT, 2014, Palmas.

52° Congresso Brasileiro de Quimica, 2012, Recife.
332 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2010, Aguas de Linddia.



Workshop dos Programas de Pdés-Graduagédo em Quimica e Biotecnologia, 2009,
Araraquara.

XVII Encontro Anual de Iniciagao Cientifica, 2008, Foz do Iguagu.

| Congresso Nacional de Engenharia de Pesca, Engenharia Quimica e Quimica,
2007, Toledo.

| Simpdsio Regional de Gestdo de Recursos Naturais e Educagdo Ambiental e IV
Semana Académica de Meio Ambiente da Unioeste/Campus de Toledo, 2007,
Toledo.

IX Semana Académica do Curso de Quimica e | Workshop de Educagdo em
Quimica, 2006, Toledo.

XIV SBQSUL - "Quimica na Sociedade: significados e implicagbes", 2006, Erechim.

| Encontro Paranaense de Engenharia e Ciéncia, 2004, Toledo.

Orientagoes e supervisoes concluidas

SOARES FILHO, W. A. Estudo dos constituintes quimicos presentes na fracao
acetato de etila do extrato etandlico Soxhlet de caules de Aristolochia urupaensis.
2017. Supervisdo Cientifica, Graduacdo em Bacharelado em Quimica Tecnoldgica,

Universidade Estadual Paulista, Instituto de Quimica, Araraquara.

SOARES, D. F. Analise quimica e bioldgica dos extratos brutos hexanico e acetato
de etila obtidos das folhas de Clitoria guianensis Benth. 2016. Trabalho de
Conclusédo de Curso, Graduagao em Quimica Ambiental, Universidade Federal do
Tocantins, Gurupi.



CUNHA, C. L. Estudo do potencial quimico e biolégico das raizes de Clitoria
guianensis. 2015. Trabalho de Conclusdo de Curso, Graduagdo em Quimica
Ambiental, Universidade Federal do Tocantins, Gurupi.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, que sempre me incentivaram e me ajudaram a superar 0s
obstaculos que surgiram em meu caminho, e que mesmo tdo longe se fazem
presentes em minha vida a cada instante do dia.

Aos meus irmaos, pelas conversas, risadas, por serem meus melhores
amigos e por sempre estarem ao meu lado.

Ao meu amor Maike, por me apoiar e confortar em todos os momentos que
precisei e por ser o pai mais incrivel que ja conheci.

A minha orientadora Profa. Dra. Isabele R. Nascimento, pelos ensinamentos,
por ser uma pessoa a qual eu tenho um imenso carinho, sempre disposta a me
escutar e aconselhar nos momentos em que mais precisei, por saber lidar com todas
as adversidades que surgiram no decorrer desta Tese, sempre me amparando,
consolando e preocupando com minha integridade fisica, psicologica e profissional.
A ela sempre terei uma profunda admiracéo e respeito pelo ser humano que ela é.

A Profa. Dra. Lucia M. X. Lopes, pela orientagdo, apoio, incentivo e paciéncia
que teve comigo durante a realizagao deste trabalho.

Ao Dr. Nivaldo Boralle, Dra. Lucinéia, Dra. Juliana Rodrigues e Ms. Jo&o
pelas amizades e pela realizagdo dos experimentos de RMN, dicroismo circular e
espectrometria de massas.

Aos colegas e amigos, em especial para o Dony, Camila, Marcelo, Maraylla,
Rebeca e Walter. As minhas grandes amigas Carolina e Andressa por toda a
amizade e esforgo que fizeram para que esta Tese fosse entregue a tempo.

As agéncias de fomento CAPES, CNPq e FAPESP, pelo auxilio financeiro.



“O preco de qualquer coisa € a quantidade
de vida que vocé troca por isso."
Henry David Thoreau



RESUMO

Este trabalho descreve a elucidacido estrutural dos constituintes quimicos de duas
espécies presentes no Cerrado: Aristolochia urupaensis Hoehne e Aristolochia
trulliformis Mast. Os extratos etandlico e etandlico Soxhlet dos caules de A.
urupaensis foram submetidos a processos cromatograficos, resultando no
isolamento e identificacdo de 36 substancias, entre as quais uma nova piranona,
(2S)-2-[2'-(4-hidroxifenil)etil]-6-metil-2,3-diidro-4H-piran-4-ona, e trés  novos
derivados de acido aristoléquico (acido 7-O-metil-aristoléquico F, aristolocato de
sodio F e 7-O-metil-aristolocato de sédio F); além de outras cinco substancias que
estdo sendo descritas pela primeira vez na familia Aristolochiaceae: tirosol-1-O-3-
glicopiranosil-(6—1)-O-B-xilopiranosideo, a  lignana  (-)-9,9'-O-di-(E)-feruloil-
secoisolariciresinol e os flavonoides quercetina-3-O-B-glicopiranosil-(6—1)-B-
glicopiranosideo, isoquercitrina e kaempferol-3-O-gentiobiosideo. O extrato
metanalico das flores de A. trulliformis foi submetido a processos cromatograficos e
resultou no isolamento de doze substéncias, sendo sete flavonoides. Destaca-se o
isolamento e elucidagc&o estrutural do flavonoide kaempferol-3-O-p-glicopiranosil-
(6"—>1")-O-a-ramnopiranosil-(4"—1"")-O-p-glicopiranosideo descrito pela primeira
vez na literatura. Todas as estruturas foram determinadas por analises

espectroscopicas (RMN 1D e 2D, IV, UV, DC e [a]p e espectrométricas (EM).

Palavras-chave: Aristolochia urupaensis. Aristolochia trulliformis. Aristolochiaceae.
Piranona. Acido aristoléquico. Flavonoide.



ABSTRACT

This work describes the structural elucidation of the chemical constituents of two
species present in the Cerrado: Aristolochia urupaensis Hoehne and Aristolochia
trulliformis Mast. The ethanolic and ethanolic Soxhlet extracts from the stems of A.
urupaensis were submitted to chromatographic processes, resulting in 36
compounds, including a new pyranone, (S)-2-(4-hydroxyphenylethyl)-6-methyl-2,3-
dihydro-4H-pyran-4-one, and three new aristolochic acid derivatives (7-O-
methylaristolochic acid F, sodium 7-O-methylaristolochate F and sodium
aristolochate F); in addition to five other compounds that were first reported in the
Aristolochiaceae family: tyrosol-1-O-B-xylopyranosyl-(1—6)-O-B-glucopyranoside, the
lignan (-)-9,9'-di-[O-(E)-feruloyl]secoisolariciresinol, and the flavonoids quercetin-3-
O-B-glucopyranosyl-(1—6)-B-glucopyranoside, isoquercitrin and kaempferol-3-O-f3-
glucopyranosyl-(1—6)-pB-glucopyranoside. Mast. were also studied. The methanolic
extract of Aristolochia ftrulliformis flowers was submitted to chromatographic
processes, resulting in the isolation of twelve compounds, including seven flavonoids.
The flavonoid kaempferol-3-O-B-glucopyranosyl-(1—4)-a-rhamnopyranosyl-(1—6)--
glucopyranoside is being described for the first time in the literature. All chemical
structures were determined by spectroscopic (NMR 1D and 2D, IR, UV, CD and [a]p

and spectrometric analyzes (MS).

Keywords: Aristolochia urupaensis. Aristolochia trulliformis. Aristolochiaceae.

Piranone. Aristolochic acid. Flavonoid.
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CAPITULO 1

Estudo fitoquimico dos caules de Aristolochia urupaensis
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1 INTRODUGAO

O cerrado é o segundo maior bioma do pais, estando presente principalmente
nos estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Bahia, Maranhdo, Piaui, Rondbnia, Parana, Sdo Paulo e Distrito Federal, além dos
encraves no Amapa, Roraima e Amazonas. A abundancia de espécies endémicas
do Cerrado, com cerca de 11.627 espécies de plantas nativas catalogadas, faz com
que este bioma seja reconhecido como o mais rico do mundo. Estudos sobre o
conhecimento tradicional da biodiversidade das populagbes nativas do Cerrado
mostram que mais de 220 espécies de plantas tém uso medicinal.’

Porém, estimativas do Ministério do Meio Ambiente apontam que 20% das
espécies nativas e endémicas do Cerrado ndo sao mais encontradas nas areas
protegidas, uma vez que o Cerrado €, depois da Mata Atlantica, o bioma que mais
sofreu alteragdes pelo homem.’

Este bioma apresenta um potencial significativo para estudos da composi¢ao
quimica de sua flora, uma vez que estudos fitoquimicos das espécies vegetais
auxiliam no conhecimento da biodiversidade, agregando valor econémico e cultural,
além de favorecer estratégias de desenvolvimento e gestdo dos recursos naturais.

Neste contexto, o seguinte trabalho apresenta o estudo fitoquimico das
especies Aristolochia urupaensis e Aristolochia trulliformis.

1.1 Aspectos Gerais da Familia Aristolochiaceae

A familia Aristolochiaceae compreende aproximadamente 600 espécies de
trepadeiras, decumbentes ou n&o, herbaceas eretas ou prostadas, sendo
geralmente providas de rizomas e tubérculos. Estas espécies s&o encontradas em
regides tropicais e subtropicais de todo o mundo.?3

A posicao sistematica desta familia apresentou varias modificagbes no
decorrer dos anos. Em 2003, a familia Aristolochiaceae foi inserida na ordem
Piperales,” que compreende também as familias Saururaceae e Piperaceae. A
ordem Piperales juntamente com Canellales, Laurales e Magnoliales apresentam
caracteristicas genéticas proximas e formam o grupo das Magnoliideas.’
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A literatura apresenta divergéncias em relagdo ao numero de genéros
pertencentes a esta familia, existindo classificacbes de quatro até dezenove
géneros. Atualmente, com base em caracteres morfolégicos e de biologia molecular,
sdo reconhecidas duas subfamilias para a familia Aristolochiaceae. A subfamilia
Asaroideae consiste dos géneros Asarum e Saruma e a subfamilia Aristolochioideae
com os géneros Aristolochia sensu lato e Thottea.>°

O maior género desta familia & Aristolochia que apresenta cerca de 550
espéecies. No Brasil estima-se a presenca de 92 espécies até 0 momento, uma vez
que novas espécies estdo sendo descritas na literatura nos ultimos anos. Este
género € dividido em quatro subgéneros: Isotrema, Endoteca, Pararistolochia e
Aristolochia.® ®

O nome da familia tem origem da palavra grega “aristos” que significa
‘melhor” e “lochia” referente a “entrega”, em alus&o ao uso original destas espécies
para expelir a placenta apés o nascimento das criancas.’

O interesse pelos estudos fitoquimicos da familia Aristolochiaceae deve-se ao
amplo uso de suas espécies na medicina tradicional e homeopatica. As espécies s&o
utilizadas como antissépticas, estomaquicas, sedativas, antitérmicas, anti-
inflamatorias, antiofidicas, depurativas, diuréticas, vulnerarias, antirreumaticas,
antitussigenas, antiasmaticas, febrifugas, expectorantes, emenagogas, abortivas,
antidiarréicas, além de serem utilizadas no tratamento de inflamagdes pulmonares e

de varios tipos de cancer.%®

1.2 Aspectos metabolémicos

A composicao quimica das espécies pertencentes a familia Aristolochiaceae é
bastante diversificada. Nas ultimas décadas, cerca de 700 substéncias foram
isoladas de espécies da familia Aristolochiaceae.'® Embora metabolitos secundarios
como acidos aristoloquicos, lignanas e alantoina ocorram frequentemente nas
espécies de Aristolochiaceae (Figura 1), algumas classes de metabdlitos sao
especificas, tais como: bicubebinas em Aristolochia lagesiana e A. pubescens'" e bi-

e tetraflavonoides em A. ridicula.'?
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Figura 1 — Exemplos de substancias presentes em espécies da familia Aristolochiaceae

Os metabdlitos especiais isolados principalmente do género Aristolochia
apresentam varias atividades biolégicas comprovadas, como exemplo: lignanas
ariltetralénicas antiplasmédicas de Aristolochia holostylis (antiga Holostylis
reniformes),”® a aristolamida Il isolada de A. manshurienses que possui atividade
anti-inflamatéria e a neolignana licarina A que possui atividade contra
tuberculose.’® Estudos com a espécie A. cymbifera mostraram que o extrato
metanodlico de folhas apresentaram uma alta atividade contra promastigotas de
Leishmania chagasi. Apos fracionamento biomonitorado, o diterpeno acido copalico

demonstrou uma alta toxicidade para a forma extracelular desse parasita,'® "’
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Apesar do uso popular de espécies de Aristolochiaceae, evidéncias
experimentais indicam que a presenca dos acidos aristoloquicos I, Il e llla,
comumente presentes em plantas desta familia, esta associada a efeitos

carcinogénicos, genotoxicos e nefrotoxicos.'®

1.3  Acidos aristoléquicos e aristolactamas

Os 4acidos aristoloquicos (AA) e as aristolactamas (AL) sao derivados
fenéntrenicos que apresentam um grupo nitro (NO2) ou um grupamento lactamico
(CONH) em C-10, respectivamente (Figura 2). Estas substancias sdo amplamente
distribuidas em espécies da familia Aristolochiaceae, principalmente nos géneros
Aristolochia e Asarum, mas existem relatos da presenca de acidos aristoléquicos em

alguns tipos de borboletas e de aristolactamas em plantas de outras familias."® %

(0]

o~ o
NH

<O 10 _NO, <O 10

(a) (b)

Figura 2 — Esqueleto quimico de acidos aristoloquicos (a) e aristolactamas (b)

1.3.1 Biossintese dos AAs

A semelhanga na estrutura quimica dos acidos aristoloquicos com os
alcaloides aporfinicos sugere uma relagdo biogenética entre os mesmos. Em 1966
Spender e Tiwari?' incorporaram na espécie Aristolochia sipho as substancias: [3-
"Cl-tirosina, [2-"*C]-diidroxifenilalanina, [2-'*C]-diidrofeniletanamina e [2-'*C]-
noradrenalina. Em todos os experimentos foi possivel isolar o acido aristoléquico |

marcado isotopicamente e por meio dos dados obtidos pode-se sugerir a biogénese
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nas seguintes etapas: norlaudanosolina — orientalina — orientalinona — orientalinol
— estefanina — acido aristoléquico .

Em 1967 Schiitte et al.?> comprovou a proposta de biogénese anteriormente
descrita por meio de um experimento com incorporagdo da [4-'*C]-
norlaudanosolina.HClI na espécia A. sipho que resultou na obtencdo do AAl
radioativo e também confirmou que o carbono da posi¢ao 4 da norlaudanosolina é
transformado no grupamento carboxilico do acido aristoléquico I.

Em 1969 Comer et al.?® utilizaram [B-'*C]-DL-tirosina, [-'*C,"*N]-tirosina, [o-
'“Cl-diidroxifenilalanina (DOPA), [2-'*C]-diidroxifeniletanamina (dopamina) e [2-'*C]-
DL-noradrenalina para demonstrar que o grupamento nitro do AAIl deriva do grupo
amino presente na tirosina. Com base nesses resultados, eles propuseram a rota
presente na Figura 3, onde as substancias orientalina, orientalinol e prestefanina sado
mostradas como hipotéticos estagios da via postulada, o que envolve uma etapa de
oxidagao do fenol e um rearranjo.

No ano de 1982 Sharma et al.?* confirmou que as substancias norolientalina,
orientalina e estafanina fazem parte da biossintese do AAI por meio de experimentos
na espeécie A. bracteata. As evidéncias apoiaram fortemente a hipotese de que o
acoplamento oxidativo de orientalina fornece a prestefanina, que € convertida em
estefanina. A clivagem oxidativa da stephanina, em seguida, fornece o &acido
aristoloquico |I. Também foi demonstrado que o grupo metilenodioxilico é formado a
partir do precursor o-metoxifenol e demonstraram que a estereoquimica do alcaloide

nororientalina € preservada durante a biossintese do AA.



Capitulo 1 26

HO

NH,

COOH COOH /
R R
NH,
HO
\ HOOC /O
Tirosina L-DOPA

OH

OH

H;CO I

ocH
OCHj4 3 OCH,

HO
O NH
HO

Norlaudanosolina nororientalina Orientalina Orientalinona

4>

H5CO

<53 Illii OH
N NO
\CH3 o 2
OCHg4 l OCH,

HO

OCH,

OCHg4
Orientalinol Prestefanina Estefanina Acido aristoléoquico |

Figura 3 — Biossintese dos acidos aristoloquicos. Fonte: Adaptado de Tian-Shung et al.
(2005)°

1.3.2 Biogénese das ALs

A biossintese das aristolactamas ainda € desconhecida. De acordo com Lee e
Han (1992)* e Lin (1997)%®, a rota biossintética para a formacgdo dos acidos
aristoléquicos, aristolactamas, alcaloides 4,5-dioxoaporfinicos e aporfinicos poderia
ser explicada como mostrada na Figura 4. Sendo que os alcaloides 4,5-
dioxoaporfinicos, derivados dos aporfinicos, seriam os intermediarios da biossintese
das aristolactamas, que por sua vez, seriam as precursoras dos acidos

aristoléquicos.
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Figura 4 — Biogénese de aristolactamas. Fonte: Adaptado de Tian-Shung et al. (2005)° e Lin
et al. (1997)%

Até o momento, ndo se encontram descritos na literatura estudos que
comprovem que as aristolactamas s&o precursores biossintéticos dos acidos

aristoléquicos ou que estes seriam os precursores das aristolactamas.

1.3.3 Problemas de saude associados ao consumo de AAs

Desde a década de 50 inumeros casos de uma doenga renal crdnica,
chamada de nefropatia endémica dos Balcas (Balkan Endemic Nephropathy, BEN),
sdo relatados em pessoas que moram na regidao sudeste da Europa, conhecida
como regido dos Balcas. Dentre as varias hipoteses relacionadas a causa desta
doenca, estd o consumo de sementes da espécie Aristolochia clematitis pela
populacéo.?’

Estudos de Chan e colaboradores (2016)?® % mostraram que amostras de
solos de algumas regibes da Sérvia, onde a espécie Aristolochia clematitis é
endémica, apresentaram quantidades de acidos aristoldquicos expressivas. Ao
analisarem as culturas alimentares de milho, trigo, alface, tomate e cebolinha
desenvolvidas nestas regides, os pesquisadores também detectaram a presenga de
acidos aristoléquicos, obtendo, com isso, a primeira evidéncia de contaminacao dos
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solos e alimentos por acidos aristoléquicos e, possivelmente, a via de introdugao dos
AAs na cadeia alimentar que justificaria a nefropatia endémica dos Balcas.

Na década de 90, uma série de relatos envolvendo severas falhas renais em
mulheres jovens despertou o interesse dos profissionais na area de saude da
Bélgica. Bidpsias realizadas apontaram graves perdas nas fung¢des renais e, em
questdo de meses, a maioria das pacientes necessitava de transplantes de rins ou
sessOes de dialise. Ao investigar as pacientes, constatou-se que todas utilizavam
pilulas para emagrecimento contendo ervas chinesas, denominadas popularmente
como Pin Yin (Stephania tetrandra e Aristolochia fangchii), em suas formulagdes.
Apos analise da composicdo quimica e testes bioldgicos constatou-se que a
presenca dos acidos aristoléquicos da espécie Aristolochia fangchii era a causa da
nefropatia. Esta nefropatia foi inicialmente chamada de Nefropatia das Ervas
Chinesas e posteriormente conhecida como Nefropatia por Acidos Aristoléquicos
(NAA).*

O mecanismo associado a carcinogénese e nefrotoxicidade dos AAs e
analogos esta relacionado a metabolizagdo dos AAs pelo organismo, uma vez que,
quando ingeridos os AAs e analogos sao rapidamente convertidos por diversas
enzimas no ion nitrenium. O ion nitrenium formado reage rapidamente com as bases
purinas (adenina e guanina) formando adutos de AAs com o DNA (Figura 5). Esses
adutos foram detectados em tecidos renais de pacientes com NAA.%

Devido ao alto consumo de espécies de Aristolochiaceae, estima-se que na
China cerca de 100 milhdes de pessoas correm o risco de desenvolver NAA,
podendo desencadear problemas de satde publica consideraveis.?’ Com isso, o uso
de espécies in natura ou de formulacdes contendo espécies de Aristolochia foi
banido de diversos paises, principalmente na Europa.?®
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Figura 5 — Ativacdo metabdlica de AAs e analogos e formacdo de adutos com o DNA.
Fonte: JADOT et al. (2017)*

1.4  Aristolochia urupaensis Hoehne

Presente em areas do cerrado, a espécie Aristolochia urupaensis (Figura 6) é
conhecida popularmente como “cipo-mil-homens” ou “arrinha-pilosa”. As
caracteristicas morfoldgicas principais envolvem a presenga de pelos finos por toda
a estrutura da planta, folhas com peciolos de 5 — 6 cm de comprimento com sete
nervuras principais e flores axilares solitarias com cerca de 7 cm de comprimento.?

Sua classificacdo taxonémica € apresentada na Tabela 1.
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Figura 6 — Folha e flor de A. urupaensis. Fonte: Foto obtida por Juliana C. Holzbach

Tabela 1 — Classificagao taxondmica da espécie Aristolochia urupaensis >

Classe Angiospermae
Subclasse Magnoliidea
Ordem Piperales
Superordem Magnoliiflorae
Familia Aristolochiaceae
Género Aristolochia
Espécie Aristolochia urupaensis

Segundo relatos da populagéo do local de coleta desta espécie, municipio de
Porto Nacional — TO, esta planta é utilizada para o tratamento de dores estomacais e
cicatrizagédo de ferimentos. No entanto, de acordo com um levantamento bibliografico
realizado em diferentes bases de dados, ndo ha relatos sobre utilizacdo popular,
atividades biologicas e sobre estudos fitoquimicos da espécies Aristolochia
urupaensis, demonstrando que esta espécie possui potencial para pesquisas sobre

composi¢ao quimica e atividades farmacoldgicas.
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2 OBJETIVOS

Este capitulo do trabalho teve como objetivo investigar a composigdo quimica
dos caules da espécie Aristolochia urupaensis, ampliando o conhecimento acerca da
constituicdo quimica de espécies da familia Aristolochiaceae.

21 Objetivos especificos

¢ |solamento de substancias por meio de técnicas cromatograficas
e Identificagdo estrutural dos metabdlitos especiais por técnicas
espectrométricas (RMN de 'H e de *C uni e bidimensionais, EM, UV, IV).
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3 CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DOS CAULES DE A. urupaensis

Este capitulo descreve o isolamento e/ou identificagdo das substancias
majoritarias presentes nos extratos etanolico e etandlico de Soxhlet dos caules de A.

urupaensis (Figura 7).

2

3

4 H H OCH, 8 H OH
5 H OCH, H 9 H OCH,

17
16 H OH
11 Glc H -OCH,0-
12 H OH -OCH,0-
13 Glc OH -OCH,O-
14 H H OH OCH,
o)
1 0L 2
R1 1 5 R
OH
R'#
HO 4 R’ R?
R’ 19 O-Glc H
18 OCH, 20 O-Glc-(6—1)-Xyl H

Figura 7 — Substéancias isoladas e/ou identificadas dos caules de A. urupaensis
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Continuagao Figura 7 - Substancias isoladas e/ou identificadas dos caules de A.

urupaensis
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4 PARTE EXPERIMENTAL

41 Especificagcoes dos materiais e equipamentos utilizados

Os solventes deuterados [CDCI;, CD3;0D (D, 99,8%) e DMSO-ds (D, 99,9%)]
utilizados nos experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram da
marca CIL®.

Os solventes ndo deuterados empregados nos processos cromatograficos,
nas lavagens e nas etapas de particdo das fragbes foram das marcas Merck®,
Sigma-Aldrich® e J. T. Baker® em grau HPLC. A agua foi destilada e deionizada em
aparelho da marca Milli-Q (resistividade minima 18,2 MQ.cm a 25 °C). A eliminagao
dos solventes das amostras foi feita a pressao reduzida, utilizando-se evaporador
rotatério Biichi® (Waterbath B-480) e capela de exaustéo.

41.1 Cromatografia em camada delgada e em coluna

Para a cromatografia em camada delgada foi utilizada silica G (2-25 ym, 60 A,
Sigma-Aldrich®) e placas comerciais de silica gel F254 da Whatman®. As revelagdes
das cromatoplacas foram efetuadas mediante o uso de iodo sublimado e por
irradiagdes na regiao de absorg¢ao no UV (254 e 365 nm).

Para as separagdes e os fracionamentos cromatograficos em coluna foram
utilizadas colunas de vidro de didmetros variados preenchidas com silica gel 60 A
(230-400 mesh, Merck®), silica gel de fase reversa C-18 de 40 pym (7025-00, J. T.
Baker®), Sephadex LH-20 (Sigma®) particulas de 25-100 pym e resina Amberlite®
XAD-16.

4.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras analisadas por CLAE foram previamente submetidas a extracdes
em fase solida com cartuchos de fase reversa SampliQ C18 ODS (500 mg, 6,0 mL,
Agilent®) e, na sequéncia, filtradas em microfiltro de PTFE (25 mm, 0,2 pm, Minisart®
SRP25).
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As analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
realizadas utilizando cromatégrafo JASCO® com controlador LC-Net 1I/ADC, detector
de arranjo de fotodiodos MD-2018 plus, bomba PU-2086 plus, injetor automatico AS-
2055 e detector de dicroismo circular (CD-2095). No modo analitico foi empregada
coluna C-18 ChromSep SS (Varian®, 4,6 x 250 mm, 5 um); coluna Zorbax RX C-18
ODS (Agilent®, 4,6 x 250 mm, 5 ym) e Microsorb 100A Fenil (Agilent®, 4,6 x 250 mm,
5 pm), enquanto que no modo semipreparativo foi utilizada coluna Zorbax RX C-18
ODS (Agilent®, 9,6 x 250 mm, 5 uym).

4.1.3 Espectrometros

Os espectros de RMN unidimensional ('H, ®C, TOCSY e NOESY) e
bidimensional (*H-'H COSY, HSQC e HMBC) foram adquiridos em espectrémetros
de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker Avance 11l 600 (14,1 T) a 600 MHz ("H) e
151 MHz ("*C) com sonda criogénica de 5 mm e detecgao inversa de trés canais ('H,
3C e "®N), e Bruker 300 (7,0 T) a 300 MHz (*H) e 75 MHz (**C).

Os espectros de dicroismo circular eletrénico (DCE) foram realizados em
espectropolarimetro JASCO (J 815). Para as medidas, utilizou-se uma cubeta de 0,2
mm, e a varredura foi efetuada de 190 a 400 nm.

As medidas de rotacao 6ptica especifica, [a]p, foram feitas em polarimetro
digital Perkin Elmer™ 341 LC, com filtro de sédio (589 nm) e cela de quartzo com
caminho optico de 1,00 dm.

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos no equipamento
TOF Bruker MaXis Impact™, voltagem do capilar variavel, faixa de aquisicdo de m/z
50-1500, pressao do gas nebulizador 0,5 Bar, vazao do gas de secagem 4,0 L/min
na temperatura de 180 °C.

Os espectros vibracionais de absorgdo na regido do infravermelho foram
obtidos em espectrofotdmetro Bruker VERTEX 70, no intervalo de 400 a 4000 cm™,
utilizando-se suporte ATR (reflexao total atenuada).



Capitulo 1 36

4.2 Coleta e identificagao do material vegetal

A espécie Aristolochia urupaensis Hoehne foi coletada na regido de Porto
Nacional-TO, em dezembro de 2014. A identificacao da espécie vegetal foi feita pelo
Dr. Vinicius Castro Souza (Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Piracicaba/SP) e Ms. Joelcio Freitas. A espécie A. urupaensis foi depositada no
herbario do Museu de Biologia Prof. Mello Leitdo, Santa Teresa-ES (numero 50517).

4.3 Obtencao dos extratos de A. urupaensis

As folhas e os caules de A. urupaensis foram, individualmente, secos em
estufa climatizada (35 °C) e moidos por processo mecanico utilizando moinho de
facas. As partes foram, separadamente, submetidas a extracdo a temperatura
ambiente com hexanos, acetona, etanol, sucessivamente (cada solvente: 3 x ~ 300
mL, agitagdo manual a cada 12 h por 2 min), e em seguida com etanol em aparelho
Soxhlet, conforme (Figura 8). Os extratos foram concentrados sob pressao reduzida

e secos em capela de exaustao para obtengcdo das massas.

Aristolochia urupaensis
(caules e folhas)

Trés extragdes com hexanos

Biomassa

Trés extragdes com acetona

Biomassa

Trés extragdes com etanol

Extrato
hexanico
Extrato
acetbnico

Extrato .
L Biomassa
etandlico

Trés extragdes com etanol em
aparelho de Soxhlet

Extrato etandlico Bi
Soxhlet iomassa

Figura 8 - Procedimento para preparagao dos extratos
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4.4 Fracionamento do extrato etandlico de caules de A. urupaensis

Uma parte do extrato etandlico de caules de A. urupaensis (3,5 g) foi lavada
com metanol (3 x 10 mL) obtendo-se uma parte insoluvel (codificada como P.I; 530,0
mg) e uma parte soluvel (codificada como P.S; 3,0 g). A fragao P.S foi submetida a
coluna cromatografica com silica C-18 de 40 pm (¢ = 3,0 cm, h = 18,7 cm, m = 60,0
g), eluida com sistema em gradiente H,O/MeOH (10-100% MeOH), conforme Figura
9. Deste processo cromatografico resultaram 11 fragbes (aproximadamente 200 mL
cada), as quais foram analisadas por CCD e RMN de H.

A fragdo 1, que continha maior massa, € constituida por agucares e ciclitois.
As demais fragdes selecionadas foram submetidas a cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) em escala semipreparativa, conforme especificado na Figura 9.

4.5 Fracionamento do extrato etandlico Soxhlet de caules de A. urupaensis

O extrato etandlico Soxhlet de caules de A. urupaensis (7,67 g) foi submetido
a coluna cromatografica com resina Amberlite® XAD-16 (¢ = 4,0 cm, h = 25,0 cm, m
= 10,00 g) e eluida primeiramente com agua (~ 2 L), seguido de metanol (~ 1 L) e
acetato de etila (~ 0,8 L), gerando trés fragbes distintas.

A fracdo metandlica (1,5 g) foi submetida a coluna cromatografica com fase
estacionaria C-18 de 40 ym (¢ = 3,2 cm, h = 13,0 cm, m = 26,0 g), eluida com
sistema em gradiente H,O/MeOH (10-100% MeOH), conforme Figura 10. Este
processo resultou em 12 subfragdes, as quais foram analisadas por CCD e RMN de
'H.

A subfragdo 4 foi submetida a cromatografia por exclusdo com fase
estacionaria de Sephadex LH-20 (¢ = 1,0 cm, h = 20,0 cm, m = 18,0 g) e fase mével
isocratica de MeOH/H,O (75:25). As subfragbes 7-10 foram submetidas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com condigbes especificas conforme (Figura
10).
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Extrato etandlico de caules de
A. urupaensis (3,5 g)

Lavagem com MeOH

[ Parte soluvel (3,0 g) ]:

>[ Parte insoluvel H 35 (0,5 g)

Fragao 11l
(23,9 mg)

CC C-18, 10—>100% MeOH:H,0
FM 1:9
(MeOH:H,0) Fragﬁo 1
| (2,789
v 28 ( 36 (1,0 mg)
(- ~ ~ )
(MeOHH:0) [ Fragd02 |cLAEC-18,FM5—>40%MeOHem30min | 36+ 19 (2,0mg)
(21,3 mg) |vazzo 2,5 mL/min, A= 274 nm k 20 (0,9 mg)
FM 3:7
(MeOH:H,0) Frag§o3
(31,1 mg) 21 + 24 (0,5 mg)
FM 4:6 22 (o,B) +25 (a,B) (0,4 mg)
(MeOH:H:0) [ Fragdo4 |CLAEC-18,FM 7:3 MeOH:H,0 > 31 (0,5 mg)
(25,9 mg) | vazgo 2,5 mL/min, %= 274 nm 10 (0,3 mg)
FM 1:1 PR ( 32 (0,7 mg)
(MeOH:H20) Fragdo5 |CLAEC-18,FM 68:32 MeOH:H,0 33 (0,5 mg)
(31,7 mg)  |vazio 2,5 mL/min, A= 274 nm 27 + 29 (0,4 mg)
FM 6:4 28 (3,9 mg)
(21,7 mg) _@
M 7:3
(MeOH:H,0) Frag507
(7,7 mg) ( \
FM 8:2 3 (1,4 mg)
(MeOH:H,0) Fracdo8 4+5(1,2mg)
(25,8 mg) 7 (0,7 mg)
FM 9:1 9 (0,8 mg)
(MeOHH:0) [ Fragdo9 | CLAEC-18, FM 50->100% MeOH em 30 min 8 (1,1 mg)
(24,5 mg) | vazgo 2,5 mL/min, A= 274 nm 15 (2,5 mg)
FM 100% K /
(MeOH) [ Frad010 |cLAE C-18, FM 70-5100% MeOH em 30 min [ 11(0,2 mg)
oo I (17,5 mg) lVazéo 2,5 mL/min, A= 274 nm 3 (0'3 mg)
(MeOH) 15 (0,2 mg)

Onde: CC = cromatografia em coluna; FM = fase mdvel e CLAE = cromatografia liquida de alta

eficiéncia

Figura 9 - Fracionamento do extrato etandlico de caules de A. urupaensis
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Ca

{

Extrato etandlico Soxhlet de

ules de A. urupaensis (7,67 g)

CC XAD 16
FM H,0—>MeOH —AcOEt

A 4

|

Fracdo MeOH
(1,58

|

CCC-18,10—100% MeOH:HO

v A4
Fragdo AcOEt Fragdao

35 (26,3 mg)

CC Sephadex, MeOH:H,0 (75:25)

» 18(1,3 mg)

Dimensdes 20 x 1,0 cm

1(1,0 mg)
2(1,0 mg)
7 (1,1 mg)

6+9(1,0mg)
12+13 (1,0 mg)

16 (0,7 mg)

34 (1,2 mg)

CLAEC-18, FM 45—72 MeOH:H,0 em 40 mﬂ,
Vaz3o 2,5 mL/min, A= 274 nme 415 nm

2 (1,0 mg)

CLAE C-18, FM 30->100 MeOH:H,0 (0,5% HOAc) em 40 min_|,, 14 (0,2 mg)

9 (0,7 mg)
16 (0,5 mg)

Vazdo 2,5 mL/min, A= 274 nm e 415 nm

3 (maj.)

CLAEC-18, FM 67:33 MeOH:H,0 3 (1,0 mg)
’

FM 1:9
(MeOHH:0) (g hfracdo )
— >
_1263mg) |
FM 2:8
(MeOHH:0)  (* Subfracio
202,1mg) |
FM 3:7
(MeOH:H:0)  (* Subfracio )
(301402 |
FM 4:6
(MeOH:H,0) W
— >
(4(140,0mg)
FM 1:1
(MeOH:H,0) [ Subfragdo
| 5(118,7 mg)
FM 6:4
(MeoH:t:0) [~ Subfracdo |
(61233 mg) |
FM 7:3 P
(MeOH:H,0) Subfragao
(71007 mg)
FM 8:2
(MeOH:H,0) W
(8 (66,6 mg)
FM 9:1
(MeOH:H20) Subfragao
9 (87,2 mg)
FM 100%
(MeOH) Subfragdo
— >
10 (76,1 mg)
FM 100%

(MeOH) Subfracdo
11 (72,6 mg)

FM 100%

Vazdo 2,5 mL/min, A= 274 nm e 415 nm 11 (0,6 mg)

17 (0,2 mg)
30 (0,9 mg)

(MeOH) Subfracio 12
(300,0 mg)

Onde: CC = cromatografia em coluna; FM = fase mdvel e CLAE = cromatografia liquida de alta

eficiéncia

Figura 10 - Fracionamento do extrato etandlico Soxhlet de caules de A. urupaensis
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos obtidos (Tabela 2) foram analisados por CCD e RMN de 'H. Na
comparacdo entre os espectros de RMN de 'H dos extratos obtidos (Figura 11 e
Figura 12), tanto para folhas quanto para caules, os extratos etandlico e etandlico
Sohxlet de caules de A. urupaensis apresentaram maior massa e numero de sinais

no espectro de RMN de 'H, sendo selecionados para estudos quimicos.

Tabela 2 — Massas do material seco (g) e dos extratos da espécie A. urupaensis

Folhas Caules
massa (g) massa (g)
Material vegetal seco 178,5 194,7
Extrato hexanico 2,0 1,1
Extrato acetbnico 3,8 1,7
Extrato etandlico 6,3 5,0
Extrato etandlico Soxhlet 18,2 7,6

()

(d)

11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6'5f1?'0 )5.5 50 45 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 O.
ppm

Figura 11 — Espectros de RMN de 'H dos extratos: (a) hexanico, (b) acetdnico, (c) etandlico
e (d) etandlico Soxhlet dos caules de A. urupaensis



Capitulo 1 41

| MMU,EJLMU |
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11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

3
s

Figura 12 — Espectros de RMN de 'H dos extratos: (a) hexanico, (b) acetdnico, (c) etandlico
e (d) etandlico Soxhlet das folhas de A. urupaensis

Apos o fracionamento do extrato etandlico dos caules de A. urupaensis,
conforme citado no item 4.4, constatou-se que a primeira fracdo da coluna de C-18
(fase moével H,O/MeOH 9:1) representava cerca de 90% da massa aplicada. A
analise do espectro de RMN de "H permitiu concluir que esta fracédo era constituida,
majoritariamente, por agucares e ciclitdis devido a presenga de varios sinais na
regido dos hidrogénios oxigenados.

Sendo assim, a fim de remover a maioria dos agucares e ciclitdis presentes
no extrato etandlico Soxhlet, inicialmente foi utilizada uma coluna com fase
estacionaria Amberlite® XAD-16, conforme descrito no item 4.5. Esta resina consiste
em adsorventes poliméricos, ndo-idnica e hidrofébica, que tem suas propriedades
adsortivas originadas de sua estrutura macroreticular (macroporos), o qual contém
tanto uma fase polimérica como uma fase porosa continua. A adsor¢do das
substancias ocorre por meio de interagdes de Van der Waals entre os anéis

aromaticos.>" %2
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As XADs (XAD-2, 4, 7, dentre outras) diferem entre si na composi¢gao quimica,
polaridade, porosidade e area superficial. A XAD-16 possui um tamanho médio de
0,56 — 0,71 mm, com uma area superficial de aproximadamente 800 m2/g e
porosidade de 0,55 mL/g.%" %2

Na Figura 13 pode-se observar que, por meio da utilizagdo da fase
estacionaria Amberlite® XAD-16, foi possivel separar a maioria dos acgucares e
ciclitéis presentes no extrato etandlico Soxhlet, facilitando o0s processos
cromatograficos posteriores e minimizando a quantidade de silica e solventes

utilizados.

| |

WU

o

| |
AW |
I | | A m'w“L ”LM_ IJ %‘\VJ ’(thﬂ VI %‘wﬂm\ ‘-LJ\"M«»AW, ~ m “'“wJ\

VIS R SR S W W N

1

i | W
| m
|,/ ‘N,MWNj\fu“wlvl‘l W,M-M

I N N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 10.5 10.0 95 9.0 &85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figura 13 — Espectros de RMN de 'H de: (a) extrato etandlico Soxhlet, (b) fracdo aquosa
XAD-16, (c) fragdo metandlica XAD-16, (d) fracdo acetato de etila XAD-16

5.1 Determinacao estrutural dos constituintes quimicos presentes nos

extratos etandlico e etandlico Sohxlet dos caules de A. urupaensis

A elucidacédo estrutural das substancias obtidas foi realizada por meio da
analise dos dados de RMN uni e bidimensionais, além dos espectros de massas e
de absorgao nas regides do ultravioleta (UV) e infravermelho (IV). A determinagéo da

configuracdo absoluta das moléculas foi realizada por experimentos de rotag&o
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optica e dicroismo circular. Os espectros das substancias 1 — 36 sdo apresentados

no Apéndice.

5.1.1 2,3-diidro-4H-piran-4-ona (1)

O espectro de IV da substancia 1 (APENDICE A) apresenta uma banda de
absorcdo em 1647 cm™, caracteristica de cetona a,p insaturada, além da banda de
absorgao do grupo hidroxilico em ~3400 cm™.

O espectro de RMN de 'H (APENDICE B) apresentou dois dubletos na regido
de campo baixo (8 7,00 e 6,67; J = 8,4 Hz) que sugerem a existéncia de um anel
aromatico para-substituido. Observou-se também a existéncia de um singleto largo
em J 5,26, caracteristico de hidrogénios olefinicos e outro singleto em & 1,98 com
integral para trés hidrogénios. A analise do mapa de contornos HSQC (APENDICE
C) confirmou que seis sinais presentes no espectro de RMN de 'H tratavam-se de
hidrogénios metilénicos nao equivalentes: H-3 (64 2,40 e 2,31; d¢c 40,3); H-1' (64 1,95
e 1,87, 8¢ 35,8) e H-2' (81 2,64 e 2,58; 8¢ 29,7).

A andlise dos dados de RMN de "*C (APENDICE D) permitiu a determinagao
dos carbonos acima descritos e de trés carbonos quaternarios: em & 192,6
caracteristico de carbonila cetdonica, em & 174,2 referente a um carbono olefinico
oxigenado e em § 155,6 caracteristico de carbonos aromaticos oxigenados.

A estrutura de 1 foi elucidada com auxilio de experimentos de RMN
bidimensionais. No mapa de contornos 'H-"H COSY (APENDICE E) observam-se as
correlagcdes entre H-3 e H-2 e de H-1' com H-2' e H-2. As principais correlagcbes
observadas no mapa de contornos HMBC (APENDICE F) s&o entre H-2"/6" (54 7,00)
e C-2' (6¢ 29,7); H-5 (64 5,26) e C-3 (d¢ 40,3); a posi¢cao da metila foi confirmada
pela correlacao H-7 (o4 1,98) e C-5 (8¢ 104,4) (Figura 14).
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A sugestao da estrutura de 1 como sendo 2-[2'-(4-hidroxifenil)etil]-6-metil-2,3-
diidro-4H-piran-4-ona foi corroborada pelas correlacbes observadas no experimento
de TOCSY-1D entre H-2 e H-3, H-1' e H-2' (APENDICE G).

Figura 14 — Correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC (—) e no 'H — '"H COSY
(«») para a substancia 1

A existéncia de hidrogénios metilénicos ndo equivalentes sugere a presenca
de um centro estereogénico na estrutura, que para a substéncia 1 esta situado na
posicdo 2 do nucleo dihidro-4H-piran-4-ona. Pela analise das constantes de
acoplamento dos hidrogénios H-3a (6 2,40 dd, J = 16,8 e 13,2 Hz) e H-3b (5 2,31
ddd, J = 16,8; 3,7 e 0,7) com H-2 5 4,32 pode-se propor uma conformagao pseudo-
axial para H-2.

A fim de corroborar com a analise conformacional e sugerir as constantes de
acoplamento para os hidrogénios H-2, H-1' a/b e H-2' a/b, foram realizadas
simulagdes das constantes de acoplamento por meio do programa WINDNMR-Pro
(Dnmr71),% as quais resultaram no espectro simulado observado na Figura 15 e nos

valores de constantes de acoplamento relacionados na Tabela 3.
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H-2 H-2a H-2'b H-1'a H-1'b
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Figura 15 — Comparacgao da feicdo espectral dos sinais de H-2, H-1"' a/b e H-2' a/b com os
resultados obtidos na simulagao

Tabela 3 — Dados de RMN de 'H de 1 (DMSO-ds, 8, J = Hz, 14,1 T)

Posicao 1
13C 1H
2 78,4 4,32 dddd (13,2; 8,1; 5,6; 3,7)*
3a 40,3 2,40 dd (16,8; 13,2)
3b 2,31 ddd (16,8; 3,7; 0,7)
4 192,6 -
5 104,4 5,26 sl
6 174,2 -
7 20,8 1,98 s/
1'a 35,8 1,95 dddd (13,1; 9,6; 8,1; 5,9)*
1'b 1,87 dddd (13,1; 9,0; 5,6; 4,4)*
2'a 29,7 2,64 ddd (13,1; 9,6; 4,4)*
2'b 2,58 ddd (13,1; 9,0; 5,9)*
1" 131,3 -
2"/6" 129,4 7,00 d (8,4)
3"/5" 115,3 6,67 d (8,4)
4" 155,6 -

* Constantes de acoplamento e multiplicidades simuladas
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A determinagcdo da configuracdo absoluta de C-2 foi feita mediante
comparagao com os dados da substancia (R)-hepialona (Figura 16) descritos na
literatura.>* A curva de dicroismo circular (DC) da substancia modelo hepialona, de
configuracédo absoluta 2R, possui efeitos Cotton positivos em 261 e 312 nm e valor
de [a]o + 106,4 (c 1,09, EtOH).*® No entanto, como 1 apresenta um perfil oposto [a]p
- 12,85 (c 0,001, MeOH) e a curva de DC exibe efeitos Cotton negativos em 270 nm
(- 40,0) e 318 nm (- 61,5) (APENDICE H), determinou-se a configuragdo absoluta

da substancia.

\\\‘0‘ ) (@]

(R)-Hepialona
Figura 16 — Estrutura quimica da substancia hepialona

No espectro de HRMS (APENDICE |) observa-se o pico referente a molécula
protonada com m/z 233,1175 [M + H]" e o pico com m/z 255,0991 [M + Na]
compativeis com a férmula molecular C14H1603 (calculado para C14H1703, 233,1178),
confirmando, juntamente com as demais informagdes, com isso a substancia foi
identificado como (2S)-2-[2'-(4-hidroxifenil)etil]-6-metil-2,3-diidro-4H-piran-4-ona (1).
Esta substancia esta sendo relatada pela primeira vez na literatura.

Na literatura ha relatos de substéncias analogas a 1, mas de origem
sintética.*® Enquanto que de origem natural, as estruturas mais similares sdo os

37; 38

derivados de ericanona, 0s quais apresentam uma unidade CgC, ligada ao C-6

da dihidro-4H-piran-4-ona.

5.1.2 Acidos aristoléquicos (2 — 5)

R" R R®
2 OH H H
3 H H H
4 H H OCH,
5 H OCH, H
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Os acidos aristoléquicos sdo compostos presentes em varias espécies de
Aristolochiaceae. Estes apresentam estruturas fenantrénicas contendo um grupo
acido carboxilico (-COOH) ligado em C-1 e um grupamento nitro (-NO;) em C-10.

Os espectros de RMN de 'H de 2 — 5 apresentam sinais tipicos de
hidrogénios aromaticos em sistema altamente conjugado, além de singletos
caracteristicos de hidrogénios metilenodioxilicos (6 6,4-6,5).

O espectro de RMN de 'H da substancia 2 (APENDICE J) apresenta um
padrao de deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios H-5, H-7 e H-8
que evidenciam a presenga de um substituinte no anel C (6 8,47, d, J = 2,2 Hz; 7,28,
dd, J = 8,7, 2,2 Hz; 8,10, d, J = 8,7 Hz). A posi¢cao do substituinte foi estabelecida
com base no valor de deslocamento quimico do hidrogénio com acoplamento meta,
uma vez que a posicdo 5 normalmente apresenta hidrogénios mais desprotegidos
devido a interagdo com o oxigénio do grupamento metilenodioxilico. Comparando-se
os dados obtidos (Tabela 4) com os descritos na literatura,® identificou-se a
substancia 2 como acido aristoléquico llla.

Por meio da analise do espectro de RMN de 'H de 3 (APENDICE K), nota-se a
presenca de dois singletos referentes aos hidrogénios H-2 e H-9 e a presenca de
outros quatro hidrogénios aromaticos pertencentes as posicoes 5 a 8. As
multiplicidades, os valores de deslocamentos quimicos, a comparacdo com a
literatura® e com substancias isoladas e identificadas em nosso grupo de pesquisa*
auxiliaram na identificacdo da substancia 3 como sendo o acido aristoloquico |l
(Tabela 4).

Tabela 4 — Dados de RMN de 'H de 2 e 3 (DMSO-ds, 8, J = Hz, 14,1 T)

acido aristoléquico acido aristoléquico

Posicao 2 12 3 1%
2 7,76 s 7,76 s 7,75 s 7,81s
5 8,47 d (2,2) 8,48 d (2,5) 9,07 d (8,4) 9,07 d (8,3)
6 - - 7,86t (7,5) 7,90t (8,3)
7 7,28dd (8,7:2,2) 7,29dd (8,5;:2,5) 7,77 t(7.,5) 7,82 (8,3)
8 8,10 d (8,7) 8,10 d (8,5) 8,21 d (7,5) 8,25 m
9 8,49 s 8,49 s 8,41s 8,58 s

OCH20 6,49 s 6,48 s 6,44 s 6,51s
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O espectro de RMN de 'H da mistura de 4 e 5 (APENDICE L) apresenta
sinais que indicam a presencga de duas metoxilas aromaticas e quatro hidrogénios
metilenodioxilicos. As diferengas nas integrais confirmam a presengca de duas
substancias distintas, sendo que a majoritaria € a substancia 5.

Os deslocamentos quimicos e multiplicidades dos hidrogénios aromaticos
evidenciam a presenca de substituintes no anel C. Para a substancia 4 o substituinte
esta na posicdo 8 e, por meio da comparacdo com um padrao e os dados da
literatura, foi possivel identificar a substancia como o acido aristoloquico 1*' (Tabela
5).

Para a substancia 5, as multiplicidades e constantes de acoplamento para os
hidrogénios do anel C evidenciam a presenga de um substituinte nas posi¢cdes 6 ou
7. Existem duas posi¢cdes que poderiam resultar em um dubleto com constante de
acoplamento meta: a posigao 5 (no caso do substituinte estar no carbono 6) ou a
posi¢ao 8 (no caso do substituinte estar na posigao 7).

No espectro de RMN de '*C (APENDICE M) observam-se 15 sinais
majoritarios, com auséncia de dois carbonos quaternarios oxigenados em & ~145,
mas que sao visualizados no mapa de contornos HMBC. Observa-se, em alta
frequéncia, um sinal referente a carbonila de um acido carboxilico em & 168,5, um
carbono aromatico oxigenado em 6 159,3 e um carbono aromatico ligado a um
grupamento nitro em o 146,3; os carbonos aromaticos estdo entre 5 131 — 111, ja o
carbono em 6 103,2 refere-se ao grupo metilenodioxilico e o & 56,0 ao carbono
metoxilico aromatico, que sugerem a estrutura de um acido aristoléquico metoxilado.

A posicado do substituinte em C-7 foi determinada com base nas correlagdes
observadas no mapa de contornos HMBC (APENDICE N) entre H-9 (84 8,47 sl, ¢
125,5) e C-8 (6¢ 111,6, 61 7,79 d, J = 1,8 Hz), e a correlagéo entre H-5 (6 8,99 d, J =
9,0 Hz) e C-7 (6 159,3) (Figura 17). A confirmagéo que o substituinte aromatico trata-
se de uma metoxila foi obtida por meio da correlagéo entre o hidrogénio metilico em
8 3,94 com o C-7 (5 159,3). Os demais valores deslocamento quimico de "*C foram
atribuidos com auxilio do mapa de contornos HSQC (APENDICE O).
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0
H3C/)

Figura 17 — Correlagbes observadas no mapa de contornos HMBC para estrutura 5

A fim de confirmar a estrutura da substancia 5 foi efetuada a separagao por
CLAE das substancias 4 e 5, pela qual conseguiu-se obter quantidade de material
suficiente para realizar o experimento de espectrometria de massas de alta
resolugdo (APENDICE P).

O espectro de massas de alta resolugao apresenta um pico m/z 342,0610 [M
+ HJ" referente a formula C47H11NO7 e compativel com a estrutura determinada pelos
demais experimentos realizados (calculado para C47H12NO7, 342,0613). O espectro
de absorgcdo na regido do infravermelho evidenciou a presenca de estiramentos
referentes a uma carbonila em 1699 cm™, um grupo hidroxilico em 3145 cm™ e um
grupamento nitro em 1340 e 1521 cm™ (APENDICE Q).

Sendo assim, a substéncia 5 foi denominada de acido 7-O-metil-aristoloquico
F e esta sendo descrita pela primeira vez na literatura. Até o momento, o acido
aristoléquico F, que possui uma hidroxila em C-7 (Figura 18), era a unica substancia
descrita com esse padrdo de substituicdo no anel C de &cidos aristoldquicos.*?

OH

Figura 18 — Estrutura quimica do acido aristoléquico F.
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Tabela 5 — Dados de RMN de 'H de 4 e 5 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T).

4 acido aristoléquico
Posicao
1H 1H 1H 13c
1 - - - 1257
2 7,80 s 7,82 s 7,72 s 111,5
3 - - - 145,9*
4 - - - 145,3*
4a - - - 117,9
4b - - - 123,2
5 8,67 d (8,4) 8,66 d (8,0) 8,99 d (9,0) 128,6
6 7,86 t(7,8) 7,86 t (8,0) 7,51 dd (9,0; 2,4) 120,5
7 7,38 d (7,8) 7,38 d (8,0) - 159,3
8 - - 7,79d (2,4) 111,6
8a - - - 131,1
9 8,55 s/ 8,59 s 8,47 sl 125,5
10 - - - 146,3
10a - - - 116,1
11 - - - 168,5
OCH,0 6,48 s 6,50 s 6,46 s 103,2
OCHg3 4,06 s 4,07 s 3,94 s 56,0
*Dados obtidos por meio de experimentos de HMIBC
5.1.3 Aristolocatos de sé6dio (6 —9)
R' R?
6 OH H
7 H H
8 H OH
9 H OCH,

As substancias 6 — 9 sdo sais de alguns dos acidos aristoléquicos isolados.

Os sinais presentes nos espectros de RMN de 'H destes compostos sdo similares

aos dos acidos aristoloquicos, nos quais observam-se sinais de hidrogénios
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aromaticos em sistemas altamente conjugados e sinais referentes a hidrogénios
metilenodioxilicos.

De acordo com Leu e colaboradores (1998),41 a principal distincdo observada
nos espectros de RMN de 'H entre os acidos aristoldquicos e seus sais refere-se
aos deslocamentos quimicos de H-9, sendo que nos aristolocatos este hidrogénio
absorve em frequéncia ligeiramente menor (Ad = 0,2-0,3) do que nos respectivos
acidos. Outra diferenga que pode ser observada, refere-se a diminuicdo da
frequéncia de absorg&o no infravermelho da carbonila dos aristolocatos em relagéao
aos acidos aristoloquicos, que pode ser justificada pela diminuigdo da forca da
ligac&do entre o atomo de carbono e oxigénio ocasionada pela maior deslocalizagao
dos elétrons, resultando em absor¢des em menores numeros de onda.

A substancia 6 possui um padrao de substituicido do anel C similar ao
observado para o acido aristoléquico llla (2) e mediante analise dos deslocamentos
quimicos do espectro de RMN de "H (APENDICE R) e comparagdo com a literatura®®
pode-se identificar a substancia com o aristolocato de sédio llla.

Uma analise minuciosa dos espectros de RMN de 'H de 7 (APENDICE S)
permitiu evidenciar que ndo ha substituicdo no anel C, sendo, portanto, o sal do
acido aristoloquico Il (3). Essa proposta foi confirmada pela comparagao dos dados
espectroscopicos obtidos (Tabela 6) com os disponiveis na literatura.*?

Tabela 6 — Dados de RMN de 'H de 6 e 7 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T).

Posicao 6 Aristolocato de 7 Aristolocato
sédio llla® de sédio II*®
2 7,65 s 7,69 s 7,65s 7,80 s
5 8,43 d(2,2) 8,43 d (2,2) 9,06 d (8,4) 9,05 d (8,0)
6 - - 7,81dd (8,4,7,8) 7,79t(8,0)
7 7,21 dd (8,6; 2,2) 7,21 dd (8,4;2,2) 7,73 t(7,8) 7,74 t(8,0)
8 7,99 d (8,6) 7,98 d (8,4) 8,16 d (7,8) 8,17 d (8,0)
9 8,17 s/ 8,18 s 8,26 s 8,33 s
OCH,0 6,37 s 6,36 s 6,39 s 6,41s

As substancias 8 e 9 apresentam espectros de absor¢cdo no infravermelho
caracteristicos de sais de acidos aristoloéquicos, nos quais a banda de absor¢édo da
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carbonila ¢ em menor nimero de onda (1540 - 1580 cm™) do que para os &cidos
carboxilicos (1700 — 1730 cm™) (APENDICE T e APENDICE U).

O espectro de massas de alta resolugdo da substancia 8 (APENDICE V)
apresenta, em modo positivo, um pico m/z 350,0268 [M + H]* compativel com a
férmula C16HgNO7Na (calculado para C1sHgNO7Na, 350,0271) e em modo negativo
um pico base de m/z 326,0315 [M — Na]. Para a substancia 9 (APENDICE W)
observa-se um pico de m/z 364,0428 [M + H]" e outro em m/z 342,0608 [M + H —
Na]® que resultam na formula Cq7H1oNO;Na (calculado para Ci7H1{NOsNa,
364,0428).

As duas substancias em questdo apresentam nos espectros de RMN de 'H
(APENDICE X e APENDICE Y) deslocamentos quimicos e multiplicidades que
sugerem o mesmo padrao de substituicdo do anel C, no qual ha um substituinte na
posicdo 7. A auséncia de outros sinais no espectro de RMN de 'H, assim como a
férmula determinada pela espectrometria de massas sugerem que a substancia 8
possui uma hidroxila nesta posicdo. No espectro de RMN de '*C (APENDICE Z) de 8
nota-se a presencga de trés carbonos oxigenados aromaticos que, juntamente com as
correlagbes nos mapas de contornos HSQC (APENDICE AA) e HMBC (APENDICE
BB) que confirmam esta sugestao.

Ja para a substancia 9, a existéncia de um sinal em 5 3,91 com correlagdo em
8 55,8 no mapa de contornos HSQC (APENDICE CC) sugere que a esta substancia
possui uma metoxila. A posigao da metoxila foi confirmada por meio das correlagdes
observadas entre H-5 e OCH3 com C-7 no mapa de contornos HMBC (APENDICE
DD), portanto esta substancia trata-se do sal da substancia 5. As demais correlagdes
observadas nos mapas de contornos HMBC entre os carbonos oxigenados C-4, C-
11 e H-2; assim como C-8 e H-9 corroboram com a determinagao estrutural destas
substancias.

Por fim, pode-se identificar a substancia 8 como sendo o aristolocato de sodio
F e a substancia 9 como 7-O-metil-aristolocato de sdédio F. Estas substancias s&o

descritas pela primeira vez na literatura.
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Tabela 7 — Dados de RMN de 'H e "*C de 8 e 9 (DMSO-ds, &, J = Hz, 14,1 T).

8 9
Posigcao H o " e
1 - 125,3 - @

2 7,67 s 111,1 761s 113,9
3 - 1474 - 1457
4 - 147.,5 - 143,4
4a - 118,1 - 117,6
4b - 122,0 - 122,3
5 8,92 d (9,0) 128,8 8,97 d (9,0) 128,5
6 7,37 dd (9,0; 1,8) 120,8 7,44 dd (9,0; 3,0) 119,5
7 - 157,8 - 158,0
8 7,50 d (1,8) 114,0 7,69 s/ 111,0
8a - 131,2 - 130,5
9 8,37 sl 125,2 8,24 sl 123,8
10 - 146,1 - 146,6
10a - 115,9 - 117,3
11 - 168,7 - 168,0
OCH;0 6,44 s 103,0 6,36 s 101,6
OCHjs - - 391s 55,8

*Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC

5.1.4 Aristolactamas (10 — 14)

R' R R R*
10 H H  -OCH,O-
11 Glc H -OCH,O-
12 H OH -OCH,O-
13 Glc OH -OCH,O-

14 H H OH OCH,

As substancias 10 — 14 apresentam em seus espectros de RMN de 'H sinais

correspondentes a hidrogénios aromaticos em sistemas com alto grau de
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conjugacao (6 7,1 — 8,5), hidrogénios metilenodioxilicos aromaticos (6 ~ 6,5) e, para
as substancias 11 e 13, hidrogénios anoméricos (5 ~5,3).

O espectro de RMN de 'H da substancia 10 (APENDICE EE) revela a
presenca de dois dubletos largos com constante de acoplamento orto em & 8,55 e
7,98, em conjunto com dois triplos dubletos em & 7,61 e 7,58 que evidenciam a
auséncia de substituintes no anel C da estrutura. Além desses sinais, também sé&o
observados quatro singletos: um em & 6,49, referente aos hidrogénios
metilenodioxilicos, dois em 6 7,16 e 7,67 pertencentes a H-2 e H-9, respectivamente,
e um em 6 10,84 relacionado a um hidrogénio ligado a um heteroatomo. A atribuicéo
dos deslocamentos quimicos observados € condizente com a estrutura da
aristolactama Il (Tabela 8).*

A substancia 11 foi isolada em mistura com a substancia 12 (APENDICE FF),
porém €& possivel observar no espectro sinais com deslocamentos quimicos e
multiplicidades semelhantes a subtancia 10. A integragdo dos sinais presentes no
espectro mostram que o dubleto em & 5,34 pertence a substancia 11. Portanto, com
base na comparacdo dos dados obtidos com os da literatura,*® foi possivel identificar
a substancia 11 como sendo a aristolactama Il N-B-glicosideo ou também chamada
de cepharanona A N-B-glicosideo.

A substancia 12 também foi obtida isoladamente. As multiplicidades e os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios aromaticos do anel C sugerem uma
substituicdo em C-6 e, juntamente com os demais dados de RMN de 'H (APENDICE
GG), possibilitaram a confirmag&o de 12 como sendo aristolactama llla (Tabela 9).*°

A analise dos deslocamentos quimicos e das multiplicidades dos sinais dos
hidrogénios aromaticos referentes ao anel C presentes no espectro de RMN de H
(APENDICE HH) sugere que a substancia 13 possui substituinte em C-6, assim
como a substancia anterior. A auséncia de singleto em & ~10 referente a NH,
juntamente com a presenga de um dubleto em & 5,32 com constante de acoplamento
de 9,0 Hz e de sinais em 6 4,0-3,1 sugerem que a estrutura apresenta um glicosideo

ligado ao nitrogénio lactamico.
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Tabela 8 — Dados de RMN de 'H de 10 e 11 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T).

Aristolactama

Aristolactama Il N-3-

Posigao 10 1144 b glicosideo®
2 7,67 s 7,60 s 7,63 s 7,64 s
5 8,55 dl (7,8) 8,5m 8,59 dl (7,8) 8,57 m
6 7,61td (7,8; 1,2) 7,5-7,7Tm 7,66 m 7,67 m
7 7,58 td (7,8; 1,2) 7,5-7,7Tm 7,66 m 7,67 m
8 7,98 d (7,8) 79m 8,05 dl (7,8) 8,04 m
9 7,16 s 7,10 s 747 s 745 s
NH 10,84 s 10,75 s - -
OCH;0 6,49 s 6,45 s 6,53 sl 6,51 s
- - 6,51 s/ -
1" - - 5,33 d (9,6) 5,32 d (9,3)
2' - - 3,30-4,0m 3,10-3,50 m
3' - - 3,30-40m 3,10-3,50 m
4 - - 3,30-4,0m 3,10-3,50 m
5' - - 3,30-40m 3,10-3,50 m
6' - - 3,30-4,0m 3,73 m

Por meio do experimento de TOCSY 1D (APENDICE Il) com irradiagdo no
hidrogénio anomérico, foi possivel atribuir os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios pertencentes a unidade glicosidica. As correlagdes observadas no mapa
de contornos HMBC entre H-1' com C-10 e com o carbono carbonilico confirmam a
posicdo N-glicosidica. Com base nos dados descritos na literatura*’ pode-se afirmar
que a substancia 13 é a aristolactama Illa N-p-glicosideo.

A aristolactama 14 se diferencia das demais devido a auséncia do sinal
referente aos hidrogénios metilenodioxilicos e a presenga de um singleto em & 4,02
no espectro de RMN de 'H (APENDICE JJ). Além deste sinal também s&o
observados trés singletos: & 10,80 referente ao grupamento amida, 6 7,62 e ¢ 7,09
relacionados a H-2 e H-9, respectivamente. Os deslocamentos quimicos e
multiplicidades dos demais sinais sugerem a auséncia de substituintes no anel C da
estrutura quimica. Com base nos dados experimentais e comparagcdo com a

literatura®® foi possivel identificar a aristolactama All.
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Tabela 9 — Dados de RMN de 'H 12 — 14 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T).

Posicao 12 Aristolactama 13 Aristolactama llla N-B- Aristolactama
Na*® glicosideo®’ All®
2 762s 7,60 s 7,72 s 7,69 s 762 s
5 7,97 d (2,5) 7,96 d (2,5) 8,0 d (2,4) 7,98 d (2,5) 9,10 d (7,8) 9,07 m
6 - - - - 7,57 td (7,8; 7,53 m
7 710dd (8,6;  7,14dd(7,8;2,5) 7,13 dd (8,4; 2,4) 7,11 dd (9,0; 2,5) 7,54 td (7.8; 7,53 m
2,5)
8 7,79 d (8,6) 7,78 d (7,8) 7,86 d (8,4) 7,84 d (9,0) 7,94 dd (7,8: 7,90 m
9 7,05s 7,05s 7,35 s 7,32s 7,09 s
NH 10,66 s 10,68 s - - 10,79 s/
OCH0 6,48 s 6,47 s 6,51 d (0,6) 6,49 s/ -
- - 6,50 s/ 6,48 s/ -
OCHs3 - - - - 4,00 s
1 - - 5,32 d (9,0) 5,31 d (9,0) -
2' - - 3,99 t (8,4) 3,97 m -
3' - - 3,35 m 3,34 m -
4' - - 3,37 m 3,48 m -
5' - - 3,39 m 3,73 m -
6' - - 3,77 d (6,4) 3,70 m -
3,50 dd (12,0; -

6,4)
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5.1.5 Alcaloides 4,5-dioxoaporfinicos (15 e 16)

R' R?
15 CH, H
16 H OH

Os alcaloides 4,5-dioxoaporfinicos sao derivados fenantrénicos que, assim
como os acidos aristoléquicos, apresentam um sistema conjugado que resulta em
sinais de RMN na regido de alta frequéncia. A principal distingdo entre esses
alcaloides e os acidos aristoloquicos esta no deslocamento quimico do hidrogénio da
posicéo 3, que se apresenta mais desprotegido nos alcaloides 4,5-dioxoaporfinicos
devido a presencga de dois grupos eletrofilicos carbonilicos.

No espectro de RMN de 'H do composto 15 (APENDICE KK) nota-se a
existéncia de quatro singletos: dois relativos a H-3 e H-7 em & 8,17 e 7,56,
respectivamente, um em & 6,47 relacionado aos dois hidrogénios metilenodioxilicos
e um em o 3,88 referente aos hidrogénios metilicos ligados ao nitrogénio.

A posicao da metila foi confirmada por meio de experimento de NOESY 1D
(APENDICE LL) com irradiagdo em H-7 (8 7,56), no qual é possivel observar a
interacao espacial existente entre este com a metila (5 3,88) e com H-8 (5 7,92-7,91).
Por meio das correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC (APENDICE
MM) entre a metila (6 3,88) com os carbonos C-5 (6 156,6) e C-6a (6 132,2) foi
possivel confirmar que a estrutura se trata de um derivado de alcaloide 4,5-
dioxoaporfinico. A andlise dos dados, e posterior comparagdo com a literatura,*®
resultou na identificagdo da substéncia 15 como sendo a cepharadiona A (Tabela
10), comumente encontrada em espécies de Aristolochiaceae.

A substancia 16 também apresenta singletos referentes aos hidrogénios das
posicdes 3 e 7 com maior deslocamento quimico do que o observado para as
demais substancias isoladas. Cabe ressaltar que o solvente utilizado (DMSO-ds)
para a obtencdo dos espectros é distinto do utilizado para a substancia 15. No
espectro de RMN de 'H da substancia 16 (APENDICE NN) ndo se observam sinais
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referentes a hidrogénios metilicos, porém observam-se dois singletos na regido de
alta frequéncia: 6 10,23 e 12,03. As multiplicidades dos hidrogénios presentes no
anel C e a existéncia de uma correlagao entre H-8 (6 7,83) com C-10 (6 157,1) no
mapa de contornos HMBC confirmaram a existéncia de um substituinte oxigenado
na posi¢ao 10. A comparacio dos deslocamentos quimicos da substancia 16 com a

literatura® permitiu a identificacdo da tuberosinona.

Tabela 10 — Dados de RMN de 'H de 15 e 16 (5, J = Hz, 14,1 T).

Posigao 15° Cepharadiona A** 16° Tuberosinona®®
3 8,17 s 8,15 s 7,99 s 7,86 s
11 9,03-9,01 m 9,01 m 8,34 d (2,4) 8,24 d (2,0)
10 7,69-7,67 m 7,68 m - -
9  7.69-7.67m 7,68 m 7.20 dd (8,6;2,4) 7,14 dd (8,0: 2,0)
8  7.927.91m 791 m 7.83 d (8,6) 7.74 d (8,0)
7 7,56 s 7,54 s 7,51s 7,39 s
OCH,0 6,47 s 6,46 s 6,59 s 6,50 s
NCH; 3,88 s 3,86 s - -
NH - - 12,00 s/ 12,00 s/
OH - - 10,23 s/ 10,00 s/

a Especﬁo obtido em CDClj3, ° Espectro obtido em DMSO-ds

5.1.6 Magnoflorina (17)

No espectro de RMN de 'H de 17 (APENDICE OO) observa-se a presenca de
sinais referentes a trés hidrogénios aromaticos, cujas multiplicidades e constantes de
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acoplamento sugerem ser de dois anéis aromaticos e sinais correspondentes a
hidrogénios alifaticos em 5 ~2,5 — 4,4; e de dois grupos metoxilicos aromaticos em 6
3,66 e 3,69.

Por tratar-se de uma substdncia comumente isolada de espécies de
Aristolochiaceae, a feicdo espectral possibilitou a identificacdo da substancia como
sendo o sal de alcaloide aporfinico magnoflorina.

A rotagéo Optica especifica determinada foi de + 100 (MeOH, ¢ 0,03), e a
descrita na literatura®' é [«]) + 150,0 (c 0,1, MeOH) para a (+)-magnoflorina; com

isso, pode-se definir a configuragao absoluta do centro estereogénico e identificar a

substancia 17.

Tabela 11 — Dados de RMN de 'H de 17 (DMSO-ds, 8, J = Hz, 7,1 T).

Posigdo 17 Magnoflorina®
3 6,51 s 6,51 s
4 2.82 dd (17,5: 3,6) 2.86 m
3,16 m 3,15 m
5 3,66 m 3,66 m
3,58 m 3,59 m
6a 4,37 dd (13,9; 2,6) 4,38 di (12,0)
7 3,11 dd (12,5; 3,3) 3,11 dl (12,0)
2,61t (13,0) 2,62 t (12,0)
8 6,36 di (7,8) 6,36 dl (7,5)
9 6,60 d (7,8) 6,60 d (7,5)
OCHs;-10 3,66 s 3,67 s
OCHj;-2 3,69 s 3,70 s
N-CH3; 2,90 s 291s
N-CH3; a 3,31s

@ Sinal obscurecido pela agua da solvente
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5.1.7 Derivado Cs-C1 (18)

A substancia 18 foi identificada com base nos espectros de RMN de 'H
(APENDICE PP) e nos mapas de contornos HSQC e HMBC (APENDICE QQ e
APENDICE RR). No espectro de RMN de 'H observam-se apenas trés sinais: um

singleto largo em & 7,42 referente aos hidrogénios das posigdes 2 e 6; um dubleto

em 5 6,82 (J = 8,5 Hz, H-5) e um singleto em & 3,79 relativo aos hidrogénios

metoxilicos. A posicdo da metoxila foi confirmada por meio das correlagbes

observadas no mapa de contornos HMBC entre os hidrogénios metoxilicos e H-5

com C-3 em & 147,5. Por meio dos dados obtidos (Tabela 12) e comparagdo com os

da literatura®, e amostra padrdo isolada previamente no grupo de pesquisa, foi

possivel identificar a substancia como sendo o acido vanilico.

Tabela 12 — Dados de RMN de 'H e de "*C de 18 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T)

Posicdo Acido vanilico®®
1H 13c* 1H 13C
1 122,6 122,6
2 7,42 sl 112,7 7,42 s 112,6
3 147,5 147 1
4 150,9 151,0
5 6,82 d (8,5) 114,9 6,82 d (7,8) 114,9
6 7,42 sl 123,4 7,43 d (7,6) 123,4
7 167,8 166,8
OCHj3; 3,78 s 55,4 3,80 55,5

*Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC
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5.1.8 Derivados Cs-C2 (19 e 20)

Os espectros de RMN de 'H dos derivados Cs-C, obtidos apresentam dois
dubletos na regiao hidrogénios dos aromaticos (6 ~ 7,15 e 6,97), com integragcao
relativa a dois hidrogénios e correlagdes no mapa de contornos HSQC com
carbonos em o6 130 e 116, aproximadamente, indicando a existéncia de um anel
aromatico para-substituido. A existéncia de dois tripletos em 6 ~ 2,7 e 3,5 sugere a
presenca de uma cadeia alifatica lateral ligada a um heteroatomo.

A substancia 19 foi obtida em mistura com a substancia 36. O espectro feito
em D,O (APENDICE SS) apresenta os dubletos referentes aos hidrogénios
aromaticos em & 7,15 (J = 9,0 Hz) e 6,97 (J = 9,0 Hz), os tripletos relativos a parte
alifatica aciclica em 6 2,71 (J = 6,6 Hz) e 3,70 (J = 6,6 Hz) e um dubleto atribuido ao
hidrogénio anomérico da unidade glicosidica em & 4,99 (J = 7,8 Hz). Os demais
sinais dos hidrogénios glicosidicos foram atribuidos com auxilio dos experimentos de
TOCSY 1D (APENDICE TT) e de HMBC (APENDICE UU). A posigéo da unidade
glicosidica foi confirmada pela correlagédo entre o hidrogénio anomérico (H-1') e o C-
4. A comparacdo dos dados (Tabela 13) com a literatura® confirmou a estrutura
como sendo o icarisideo D,. Este composto ja foi relatado nas espécies A.
melastoma™ e A. gehrtii®®.

O espectro de RMN de 'H da substancia 20 (APENDICE VV) apresenta sinais
com deslocamentos quimicos semelhantes ao da substancia 19. A distingdo entre os
dois espectros esta no numero de hidrogénios anoméricos, uma vez que a
substancia 20 apresenta dois dubletos em 6 4,73 (J =7,8 Hz) e 4,16 (J = 7,8 Hz).

Por meio do numero de sinais relativos a cada unidade de agucar presente
tanto no espectro de RMN de 'H quanto no TOCSY 1D (APENDICE WW),
juntamente com numero de sinais e os deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono das unidades, foi possivel identificar a presengca de uma unidade de glicose
e outra de xilose na substéncia 20.
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Os demais hidrogénios da unidade de glicose e da xilopiranose foram
atribuidos com auxilio de experimentos de TOCSY 1D, irradiando nos hidrogénios
anoméricos, e nas correlagdes no mapa de contornos HMBC (APENDICE XX). A
posicdo da unidade glicosidica foi atribuida com base na correlagdo existente no
mapa de contornos HMBC entre o H-1' (6 4,73) e 0 C-4 (5 156,0). Ja a conectividade
entre o xilopiranosideo e a unidade glicosidica foi confirmada pela correlagao entre o
H-1" (5 4,16) e o C-6' (5 68,3).

A rotagao Optica da substancia 20 é [a]p — 20,0 (¢ 0,04; MeOH). Portanto, com
a analise dos dados (Tabela 13) e comparacdo com a literatura®” (o] — 48,7; ¢ 0,08;
MeOH), foi possivel a identificagdo do tirosol-1-O-B-glicopiranosil-(6—1)-O-3-
xilopiranosideo. Este €& o primeiro relato desta substadncia na familia

Avristolochiaceae.
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Tabela 13 — Dados de RMN de 'H e de *C de 19 e 20 (5, J = Hz, 14,1 T)

Posicio N 19 oo lcarisideo D, " 20° nes tirosol-1 zgf;?jg:_%?iranosil-
xilopiranosideo™®’
2eb6 7,15 d (9,0) 130,2 7,12 d (8,5) 7,11 d (8,4) 130,0 7,10 d (8,6)
3eb 6,97 d (9,0) 116,5 6,93 d (8,5) 6,95 d (8,4) 116,4 6,95 d (8,6)
4 155,3 156,0
7 2,71 t(6,6) 36,8 2,65-2,67 m 2,641(7,2) 38,3 2,64 1t(6,5)
8 3,70 t (6,6) 61,2 3,54-3,57 m ¢ 62,7 3,54 t (6,5)
Glc 1' 4,99 d (7,8) 100,2 4,79 d (7,5) 4,73 d (7,8) 4,73 d (7,3)
2' 3,44 dd (9,0; 7,8) 72,6 3,25-3,28 m 3,21-3,25m 3,22 m
3' 3,49 t(9,0) 75,7 3,14-3,18 m 3,21-3,25m 3,22 m
4' 3,37 t(9,0) 69,3 3,20-3,24 m 3,16 m 3,14 t (8,8)
5' 3,81 dl (12,0) 70,8 3,28-3,31 m 3,48 m 3,48 dd (8,8; 6,6)
6' 3,64 dd (12,0; 6,0) 60,3 3,45-3,48 m 3,55m 68,3 3,55 dd (10,9; 6,6)
3,50 m 3,68-3,70 m 3,91 d/(10,8) 3,93 dd (10,9; 8,8)
Xyl 1" - - 4,16 d (7,8) 103,9 4,17 d (7,6)
2" - - 2,96 dd (9,0; 7,8) 2,96 dd (8,7; 7,6)
3" - - 3,07 t(9,0) 3,06 t(8,7)
4" - - 3.22m 3,22 m
5" - - 2,92'm 2,94t (11,3)
- - 3,65m 3,65 dd (11,3; 5,3)

@ Dados obtidos em D,0; ® Dados obtidos em DMSO-d; ° Sinal sobreposto ao sinal da agua no solvente; 4 Dados obtidos de mapas de contornos
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5.1.9 Derivados Cs-C3 (21 — 26)

R’ R? R’ R?
21 OCH; H 24 OCH, H
22 H CH.CH, 25 H  CH,CH,
23c H oGl 260 H  o-Glc
233 H B-Glc 26p H B-Glc

Os compostos Cs-C3 encontrados englobam o acido ferulico e derivados do
acido cumarico, nas configuragbes cis e trans. Estes compostos apresentam
fotoisomerizagao da dupla ligagédo resultando em amostras que, com o decorrer do
tempo, apresentam distintas propor¢ées isoméricas.”®

O espectro de RMN de 'H do &cido fertlico (21 + 24) (APENDICE YY)
apresenta sinais na regido dos hidrogénios aromaticos referentes a um sistema
trissubstituido, hidrogénios vinilicos com constantes de acoplamentos referentes as
configuragdes trans e cis e singletos relativos as metoxilas aromaticas (Tabela 14). A
proporgao entre os isdbmeros é de 4:3 trans/cis.

As substancias 22 e 25 apresentam sinais na regido de baixa frequéncia que
as diferem das substéncias 21 e 24 anteriormente descritas. Pela analise do
espectro de RMN de 'H (APENDICE ZZ), observam-se sinais caracteristicos de
hidrogénios oxigenados em & 4,15 e 4,11; além de dois tripletos em & 1,24 e 1,20
referentes as metilas.

Por meio das correlacbes observadas no mapa de contornos COSY
(APENDICE AAA) pode-se confirmar o acoplamento existente entre H-2" e H-3", os
hidrogénios vinilicos (H-7 e H-8), além dos hidrogénios aromaticos (H-2/6 e H-3/5). A
comparacgdo dos dados obtidos (Tabela 15) com os da literatura® resultou na
identificagéo de (E)-4-hidroxicinamato de etila (22) e (Z)-4-hidroxicinamato de etila
(25).
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Tabela 14 — Dados de RMN de 'H de 21 e 24 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T)

Posicao 21 trans - acido 24 cis - acido
feralico® feralico®

2 7,27 d (1,8) 7,28 d (1,8) 7,65d (1,8) 7,67 s

5 6,78 d (7,8) 6,80 d (8,2) 6,74 d (8,4) 6,77 d (9,0)

6 7,07 dd (7,8;1,8) 7,09dd (8,2;1,8) 7,13 dd (8,4;1,8) 7,15 d (7,6)

7 7,47 d (15,6) 7,49 d (16,0) 6,74 d (12,6) 6,77 d (12,6)

8 6,35 d (15,6) 6,37 d (16,0) 5,73 d (12,6) 5,74 d (12,6)
OCHg 3,80s 3,82s 3,75 s 3,76 s

Tabela 15 — Dados de RMN de 'H de 22 e 25 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T)

Posicao 22 trans-4- 25 cis-4-
hidroxicinamato de hidroxicinamato de
etila®® etila®'?
2e6 7,54d(8,4) 7,58 d (8,8) 7,63 d (8,4) 7,57 m
3e5 6,78d(8,4) 6,82 d (8,8) 6,75 d (8,4) 6,83 m
7 7,54 d (16,2) 7,59 d (16,0) 6,86 d (12,6) 6,86 d (12,6)
8 6,38 d (16,2) 6,40 d (16,0) 5,76 d (12,6) 5,81 d (12,6)
2" 4,15 q (7,2) 4,20 q (8,0) 411 q (7,2) 419 q (7,2)
3" 1,24 t (7,2) 1,28  (8,0) 1,20 t (7,2) 1,27 t(7,2)

@ Dados obtidos em CDCl;

Os compostos 23 (a+p) e 26 (a+pB) também foram identificados como ésteres
derivados do acido cumarico, caracterizados por uma ligagao glicosidica com o
carbono C-6" da glicose. Agucares simples como a glicose, quando em solugao,
podem apresentar uma mistura de diastereoisbmeros, com configuragcdo o e f
(Figura 19). A interconversédo entre as configuragcbes o e [ pode ocorrer pelo

processo espontaneo de mutarrotagdo.®?

4
HO /% a R'=OH; R*=H
B R'=H; R>=OH

R
OHR!

Figura 19 — Formas a e 3 da D-glicose
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O espectro de RMN de 'H desses compostos (APENDICE BBB) evidencia a
existéncia de um sistema AA'XX' com dois dubletos em & 7,55 (2H; J = 8,4 Hz) e &
6,78 (2H; J = 8,4 Hz) correlacionados entre si no mapa de contornos COSY
(APENDICE DDD) e com os carbonos em & 130,4 e 115,7 no mapa de contornos
HSQC (APENDICE EEE), respectivamente. Os hidrogénios vinilicos apresentam-se
como dois dubletos, referentes as configuracdes trans 6 ~6,4 e 7,3 (J = ~15 Hz) e cis
em §~5,7 € 6,4 (J = ~12 Hz).

A modificagdo do ambiente quimico na molécula de glicose pela mutarrotagéo
de B para o promove uma distingdo no deslocamento quimico do sinal de C-1' e do
H-1', o que permite diferenciar e sugerir a presenca destes dois andmeros na
amostra. A diferenga nos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios
anomericos esta relacionada ao efeito de hiperconjugacéo com os orbitais do atomo
de oxigénio e ao efeito de anisotropia do ciclo, onde a circulagdo dos elétrons que
formam as ligagdes C-C resulta em um cone de desproteg¢ao na regido do hidrogénio
da posigao equatorial (configuragéo a). Pela analise da constante de acoplamento &
possivel distinguir a configuragao dos hidrogénios anoméricos a e B (Figura 20) e,
com isso, identificar os demais hidrogénios de cada unidade por experimento de
TOCSY 1D (APENDICE CCC). Os deslocamentos quimicos de 'H e '*C foram
confirmados por meio de correlagcdes observadas nos mapas de contornos COSY,
HSQC e HMBC (APENDICE FFF). A comparagdo com os dados da literatura®
possibilitou a identificagdo dos compostos como trans-6-O-p-cumaroil-D-(a. e B)-
glicopiranose (23a e 23p) e cis-6-O-p-cumaroil-D-(a. e B)-glicopiranose (26a. € 26p3)
(Tabela 16).

Estas substancias ja foram isoladas de outras espécies de Aristolochia, como

A. cinnabarina, A. cucurbitifolia e A. manshuriensis.®

HO
HO
H OHoH
o—D-glicopiranose B—D-glicopiranose
J=~3,6 Hz J=~78Hz

Figura 20 — Constantes de acoplamento para a e [S-D-glicopiranose64
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Tabela 16 — Dados de RMN de 'H e "*C de 23 € 26 (5, J = Hz, 14,1 T)

Posicdo 23° trans-6-O-p-cumaroil-D- 26° cis-6-0-p-cumaroil-D-
glicopiranose®® glicopiranose®®
1H 13C 1H 13c 1H 1H

1 - 125,4 - 125,7 - -

2eb6 7,55 d (8,4) 130,4 7,54 d (8,6) 131,0 7,65 d (9,0) 7,65d (8,4)
3e5 6,78 d (8,4) 115,7 6,78 d (8,6) 116,4 6,75 d (9,0) 6,75 d (8,4)

7 7,54 d (16,2) 1449 7,53 d (15,8) 145,6 6,85 d (12,6) 6,81 d (12,9)

8 6,38 d (16,2) 114,2 6,38 d (15,8) 114,6 5,76 d (12,6) 5,77 d (12,9)
B-glc-1' 4,31 d(7,8) 96,8 4,31d(7,3) 97,6 4,31 d(7,8) 4,51 d (7,8)
B-glc-2' 2,92 dd (8,4;7,8) 74,6 d 73,6 2,92 dd (8,4; 7,8) 3,14 dd (7,8; 8,7)
p-glc-3' 3,13-3,16 m 76,2 d 771 3,13-3,16 m 3,33 ¢
B-glc-4' 3,07 t (9,6) 70,2 d 70,9 3,07 t (9,6) 4,02 m
p-glc-5' 3,40-3,37 m° d 75,4 3,40-3,37 m° 3,52 m
B-glc-6' 4,38dd (12,0;1,8) 63,7 d 64,6 4,38 dd (12,0; 1,8) 4,44 dd (11,8; 2,4)

4,09 m d 4,09 m 4,33 dd (11,8; 6,0)
a-glc-1' 4,91 d (3,6) 92,2 491d(4.1) 92,9 4,91 d (3,6) 5,09 d (3,3)
a-glc-2' 3,35 m°® 73,6 d 74,2 3,35 m° 3,36 °
a-glc-3' 3,13-3,16 m 72,3 d 72,8 3,13-3,16 m 3,66 t (9,3)
a-glc-4' 3,81 m 69,2 d 69,6 3,81 m 3,38°
a-glc-5' 3,09 m 70,3 d 71,3 3,09 m 3,33°
a-glc-6' 4,13 dd (12,0; 5,4) 63,9 d 64,7 4,13 dd (12,0; 5,4) 4,29 dd (12,0; 5,1)

4,33 m d 4,33 m 4,46 dd (12,0; 2,5)

(ofe) - 166,0 d 167,3 - -

2 Dados obtidos em DMSO-ds; ° Dados obtidos em CD30D; © Sinal sobreposto ao sinal da agua no solvente; 9 Dados nao fornecidos
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5.1.10 Alcamidas (27 - 29)
OH
s° _OH
0 HsCO

H4CO N I &/Oi 1 h
’ NH R

. 2 HO 07" “NH
HO R! 29

27 H

28 OCH,

Os espectros de RMN de 'H evidenciam para as substancias 27 - 29 sinais
referentes a dois anéis aromaticos (6 6,5 — 7,7), hidrogénios metilenobenzilicos (5
~2,6), hidrogénios olefinicos com configuracao trans (6 ~6,4 e 7,3, J = 15,6 Hz) e cis
(6 ~5,7 e 6,4, J = 13,2 Hz), além de hidrogénios metilénicos ligados a um
heteroatomo (6 ~3,3, sinal este sobreposto ao sinal da agua residual do solvente
DMSO-db).

A analise das multiplicidades dos hidrogénios aromaticos no espectro de RMN
de 'H de 27 + 29 (APENDICE GGG) confirmou a presenca de um anel aromatico
para-substituido e outro trissubstituido na estrutura. Pelos valores de deslocamentos
mais elevados pode-se concluir que o anel trissubstituido esta conjugado a dupla
ligagdo.

Para os hidrogénios relativos as ligagdes duplas do isbmero geométrico cis é
observado um deslocamento para a regido de baixa frequéncia (5 5,7 e 6,4) em
relagdo aos hidrogénios do isémero trans (5 6,4 e 7,3). Este efeito resulta da perda
de planaridade da molécula (Figura 21); com isso a conjugagao entre a ligagao dupla

e 0 anel aromatico deixa de ser efetiva.®®

Figura 21 — Conformagdes propostas para os isdbmeros geométricos (a) trans e (b) cis.
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A integracdo dos sinais no espectro permitiu estabelecer a proporgao 2:1
entre os isbmeros trans e cis da amostra. A interconversdo entre os isbmeros é
possibilitada pela quebra da ligag&o 11, que requer energia, ocorrendo a transigdo de
um életron do orbital 1 (ligante) para o orbital * (antiligante), mantendo a ligagao o
existente e proporcionando a rotag&o.%

No experimento de NOESY 1D (APENDICE HHH) observou-se a interacéo
espacial da metoxila aromatica (& 3,79) com o H-2' (6 7,10), confirmando a posi¢cao
desta em C-3'. Comparando-se os dados obtidos (Tabela 17) com os descritos na
literatura®® e de substancias previamente isoladas e identificadas pelo grupo de
pesquisa, constatou-se que a substancia 27 trata-se da trans-N-feruloiltiramina e 29
da cis-N-feruloiltiramina.

No espectro de RMN de 'H da substancia 28 (APENDICE IlI) observaram-se,
além do ftripleto em & 2,65, sinais referentes a dois sistemas aromaticos
trissubstituidos, hidrogénios vinilicos frans conjugados, e dois sinais referentes a
duas metoxilas aromaticas.

O experimento de NOESY 1D (APENDICE JJJ) revelou as interacdes
espaciais entre uma das metoxilas (6 3,79) ligada a C-3' com H-2' (5 7,10), e a outra
metoxila (6 3,74) ligada a C-3'"” com H-2" (6 6,77). Comparando os dados obtidos
com os descritos na literatura (Tabela 17), identificou-se a substéncia 28 com a
trans-N-feruloil-3-O-metildopamina. Nota-se no espectro a presenga minoritaria do

isbmero cis da substancia.
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Tabela 17 — Dados de RMN de 'H de 27 — 29 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T).

cis-N-feruloiltiramina®?

Posicao 27 trans-N- 28 trans-N-feruloil-3- 29
feruloiltiramina® O-metildopamina®
2 6,42 d (15,6) 6,43 d (15,9) 6,43 d (15,6) 6,43 d (15,3) 5,76 d (12,6) 5,76 d (12,9)
3 7,29 d (15,6) 7,31d (15,9) 7,30 d (15,6) 7,30 d (15,3) 6,48 d (12,6) 6,48 d (12,9)
2 7,10 d (1,8) 7.11d (1,8) 7,10 d (1,8) 7,10 d (2,1) 7,69 d (1,8) 7,67 d(1,8)
5 6,78 d (8,4) 6,79 d (8,1) 6,78 d (8,4) 6,78 d (7,8) 6,70 d (8,4) 6,71 d (8,1)
6 6,97 dd 6,98 dd 6,97 dd 6,97 dd 7,08 dd 7.03 dd (8.1: 1.8)
(8,4: 1,8) (8,1; 1,8) (8,4; 1,8) (7,8: 2,1) (8,4; 1,8)
o a 3.32m a 3,32 m a a
3 2,63 m 2,65t (7,2) 2,65t (7,2) 2,65t (6,9) 2,63 m 2,64 t(7,2)
o1 7,01d (8,4) 7,00 d (8,5) 6,77 d (1,8) 6,77 d (2,1) 6,98 d (8,4) 7,01d (8,5)
3 6,67 d (8,4) 6,68 d (8,5) - - 6,66 d (8,4) 6,68 d (8,5)
5 6,67 d (8,4) 6,68 d (8,5) 6,67 d (7,8) 6,68 d (7,8) 6,66 d (8,4) 6,68 d (8,5)
6" 7,01 d (8,4) 7,00 d (8,5) 6,59 dd 6,60 dd 6,98 d (8,4) 7,01 d (8,5)
(7,8, 1,8) (7.8: 2,1)
OCHa-3' 3,79 s 3,80 s 379 s 379 s 373 s 3,74 s
OCH3-3" . - 374 s 3,74 s ; -
NH 7,98 t (5,4) 7,95¢(5,7) 7,97 t (5.4) 7,94 m 8,10 t (5,4) 7,94 (5,7)

@ Sinal sobreposto ao sinal da agua do solvente.
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5.1.11 Lignana dibenzilbutanica (30)

As lignanas representam uma importante classe de substéncias derivadas de
compostos fendlicos provenientes de dimerizacbes de unidades fenilpropanoidicas
(C6C3) com ligagao entre os carbonos C-8 e C-8".%

O espectro de RMN de 'H de 30 (APENDICE KKK) também apresenta
hidrogénios vinilicos (6 7,52 e 6,46) em configuragao trans (J = 15,9 Hz), além de
hidrogénios metilénicos oxigenados (6 4,26 e 4,06); hidrogénios metilénicos
benzilicos (6 2,74 e 2,56) e um hidrogénio metinico (6 2,18). Observam-se também
sinais referentes a dois sistemas aromaticos 1,3,4-trissubstituidos (6 7,28 — 6,76 € &
6,65 — 6,53), sendo que um dos sistemas apresenta maior desprotecao devido a
conjugagao com a carbonila o, insaturada.

Com a realizagdo do experimento de TOCSY 1D (APENDICE LLL) e com as
correlagdes no mapa de contornos COSY 'H-'H entre H-8,8' com H-7,7' e H-9,9'
(APENDICE MMM) foi possivel determinar a sequéncia da parte alifatica saturada da
estrutura. Por meio das correlagbes entre H-6",6" (6 7,08 d) e C-7",7" (6 145,7); H-
2,2' (8 6,65 d) e C-7,7' (5 34,2) existentes no mapa de contornos HMBC (APENDICE
NNN) pbde-se confirmar a presenga de uma porgédo derivada do acido ferulico e
outra do dihidro-coniferol. A conectividade entre as duas partes foi baseada nas
correlagdes das carbonilas C-9",9" (6 167,4) com H-9,9' (6 4,26 dd) e H-7",7" (5 7,58
d). Os deslocamentos quimicos dos carbonos foram atribuidos com auxilio do
experimento de HSQC (APENDICE 000).
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A observagao de hidrogénios ndo equivalentes em C-7,7' e C-9,9' juntamente
com a existéncia de um carbono metinico na parte alifatica saturada da estrutura
sugere a presenga de um substituinte em C-8. A hipotese de substituintes
oxigenados ou nitrogenados foi descartada com base no valor do deslocamento
quimico do carbono (6 40,1). A auséncia de outros sinais nos espectros de RMN
sugere que a estrutura se trata de uma lignana do tipo dibenzilbutanica.

A posicado das metoxilas aromaticas (5 3,66 e 3,79) foram estabelecidas com
base no experimento de NOESY 1D (APENDICE PPP), no qual se observa a
interacao espacial entre as metoxilas OCHs-3,3' (6 3,66) e os hidrogénios H-2,2' (5
6,65) e a interagao entre OCH3-3",3" (5 3,79) e os hidrogénios H-2",2" (5 7,28).

A fim de confirmar a elucidagao estrutural fez-se o espectro de RMN de 'H em
solvente CDCl; (APENDICE QQQ) e comparou-se a literatura® (Tabela 18). A
medida de rotagao optica especifica para a substancia 30 foi de [a]o — 12,5 (¢ 0,04,
MeOH). A comparagédo com os dados da literatura ([a]p — 42,6; ¢ 0,11, MeOH)

sugere a estrutura da lignana (-)-9,9'-O-di-(E)-feruloil-secoisolariciresinol.
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Tabela 18 — Dados de RMN de 'H e "*C de 30 (5, J = Hz, 14,1 T)

Posicao 30 (DMSO-ds) 30 (CDCl3) 9,9'-0-di-(E)-feruloil-(-)-secoisolariciresinol®® (CDCl;)
1H 13C 1H 1H 13C
1e 131,2 131,9
2e2 6,65 s/ 113,1 6,52 d (1,8) 6,53 d (2,0) 111,5
3ed 147,7 146,7
4ed 145,2 1441
5e5 6,65 d (8,0) 115,6 6,80 d (8,0) 6,81 d (8,0) 114,4
6e6 6,53 dd (8,0; 1,8) 123,5 6,61 dd (8,0; 1,8) 6,62 dd (8,0; 2,0) 122,0
7eT 2,74 dd (14,3; 5,8) 33,9 2,72 dd (12,6; 7,5) 2,75 dd (13,8; 7,2) 35,5
2,56 m 2,70 m 2,70 dd (13,8; 7,2)
8ed8 2,18 m 40,1 221 m 222 m 40,1
9e9 4,26 dd (11,3; 6,5) 64,3 4,39 dd (11,3; 5,7) 4,40 dd (11,4; 5,6) 64,5
4,06 dd (11,3; 5,4) 4,21 dd (11,3; 5,4) 4,22 dd (11,4; 5,4)
1"e 1™ 126,3 127,3
2"e 2" 7,28 sl 111,5 7,01d(1,7) 7,01 d (2,0) 113,1
3"e 3" 148,3 146,2
4" e 4™ 149,3 1474
5"e 5™ 6,76 d (7,7) 115,8 6,91 d (8,2) 6,91 d (8,0) 114,1
6" e 6™ 7,08 dl (7,7) 123,7 7,07 dd (8,2; 1,7) 7,07 dd (8,0; 2,0) 126,0
e 7™ 7,52 d (15,8) 145,7 7,58 d (15,9) 7,59 d (15,8) 144,9
8"e 8" 6,46 d (15,8) 114,7 6,28 d (15,9) 6,29 d (15,8) 116,5
9"e 9" 167,3 166,6
OCHj3 3,3' 3,66 s 55,7 3,77 s 3,78 s 56,0
OCHj; 3",3™ 3,79 s 56,0 392s 3,93s 56,2
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5.1.12 Flavonoides glicosilados (31 — 34)

R R?
31 OH  B-Glc-(6—1)-B-Glc
32 OH B-Glc
33 H B-Glc-(6—1)-p-Glc

34 H B-Glc-6-(p-cumaroil)

As substancias 31 e 32 apresentam em seus espectros de RMN de 'H dois
dubletos em 6 6,2 e 6,4 com constante de acoplamento de 1,8 Hz para os
hidrogénios do anel A e, pela multiplicidade dos hidrogénios presentes no anel B
sugere-se a existéncia de substituintes nas posi¢des 3’ e 4’ do mesmo, sendo assim
pode-se concluir que as substancias obtidas sao derivadas da quercetina.

Para a substancia 31 é possivel observar no espectro de RMN de 'H
(APENDICE RRR) a presenca de dois hidrogénios anoméricos com configuragéo
em 6 5,24 (7,8 Hz) e 6 4,15 (7,8 Hz), os quais apresentam correlagdo com 0s
carbonos &6 103,5 e 104,3, respectivamente, no mapa de contornos HSQC
(APENDICE SSS). O valor do deslocamento quimico observado para C-6" foi

sugestivo de ligag&o do tipo 1"—6" entre as unidades glicosidicas. Esta proposta foi
posteriormente confirmada pela correlacdo existente no mapa de contornos HMBC
(APENDICE TTT) entre H-6" e C-1". Além disso, no mapa de contornos HMBC foi
observada correlacdo entre H-1" e C-3, sendo que esta permitiu estabelecer a
posicéo de ligacao entre o diglicosidico e a aglicona.

Os hidrogénios de cada unidade glicosidica foram determinados com base
nos experimentos de HSQC, HMBC e sua multiplicidades foram determinadas com o
auxilio do espectro de TOCSY 1D (APENDICE UUU) com irradiagdo em cada um
dos hidrogénios anoméricos. Os dados obtidos (Tabela 19) foram comparados com
os dados da literatura®® que confirmaram a estrutura como sendo quercetina-3-O-f3-
glicopiranosil-(6—1)-p-glicopiranosideo (31). Este €& o primeiro relato desta
substancia na familia Aristolochiaceae.

O espectro de RMN de 'H da substancia 32 (APENDICE VVV) apresenta
multiplicidades semelhantes as da substancia 31, corroborando com a hipotese de
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ser um derivado da quercetina. A principal distincdo entre as duas substancias esta
na auséncia de um dos hidrogénios anoméricos. Por meio do mapa de contornos
HMBC (APENDICE WWW) pode-se observar a correlagdo entre o hidrogénio
anomeérico H-1" (3 5,45) com C-3 (8 132,5), confirmando a posi¢ao do glicosideo na
estrutura. A substéncia 32 foi obtida juntamente com uma pequena quantidade da
substancia 29.

Pela andlise dos dados de 32 e comparagdo com os dados da literatura’™
(Tabela 20) pode-se concluir que a substancia 32 trata-se da isoquercitrina ou
quercetina-3-O-p-glicopiranosideo.

No espectro de RMN de 'H de 33 (APENDICE XXX) observam-se dois
singletos largos (6 6,32 e 6,11), além de dois dubletos em & 6,86 (J = 9,0 Hz) e 6
8,00 (J = 9,0 Hz). Os sinais em & 5,33 e 4,02 foram atribuidos (com auxilio dos
experimentos 1D e 2D) a hidrogénios anoméricos e evidenciaram duas unidades
glicosidicas na estrutura molecular de 33.

Os demais sinais das unidades glicosidicas foram determinados com auxilio
dos experimentos de TOCSY 1D (APENDICE YYY), HSQC (APENDICE ZZZ). Por
meio da correlagdo observada no mapa de contornos HMBC (APENDICE AAAA)
entre H-1" (8 5,33) e C-3 (6 133,7) foi possivel determinar que as unidades
glicosidicas estao ligadas na posigao C-3. A correlagao existente entre H-1"(5 4,02)
e C-6" (5 68,6) possibilitou a atribuicao da ligagéo do tipo 6—1 entre as unidades de
glicose.

Com base nos dados obtidos e a comparagéo com a literatura’’ (Tabela 21),
foi possivel a identificacdo da estrutura de 33 com o kaempferol-3-O-gentiobiosideo.
Este é o primeiro relato desta substancia na familia Aristolochiaceae.

No espectro de RMN de 'H de 34 (APENDICE BBBB) observa-se o0 mesmo
padrdao de substituicdo da substancia 33, indicando tratar-se de um derivado do
kaempferol. Porém, a existéncia de hidrogénios olefinicos e de outro sistema
aromatico para-substituido (6 7,30 d e 6,80 d, J = 8,4 Hz) diferencia esta estrutura da
substancia previamente descrita.

A existéncia de um dubleto em & 5,24 com constante de acoplamento de 7,6
Hz sugere a presengca de uma unidade B-glicosidica. Esta confirmagao foi obtida
mediante realizacdo de experimento de TOCSY 1D (APENDICE CCCC) e das
correlagdes observadas no mapa de contornos HSQC (APENDICE DDDD) que
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possibilitaram a atribuicdo dos valores de deslocamento quimico dos demais
hidrogénios e carbonos glicosidicos.

O deslocamento quimico dos hidrogénios olefinicos em alta frequéncia sugere
a ocorréncia de um sistema conjugado e as constantes de acoplamento de 15,9 Hz
caracterizam uma configurag&o frans entre os hidrogénios. As correlagdes presentes
no mapa de contornos HMBC (APENDICE EEEE) entre o hidrogénio olefinico H-7"
(6 7,39) e os carbonos C-2"/5" (6 129,8) e o carbono carbonilico C-9" (5 167,3)

possibilitaram a identificacdo do substituinte para-cumaroil presente na estrutura.

Com a analise do mapa de contornos HMBC determinou-se a posi¢ao da
unidade glicosidica por intermédio da correlagédo entre H-1" (5 5,24) e C-3 (6 133,5);
ja a posigao do substituinte para-cumaroil foi determinada por meio da correlagdo do
H-6" (6 4,30) com a carbonila C-9" (5 167,3) (Figura 22).

Figura 22 — Correlagbes observadas no mapa de contornos HMBC para a substancia 34

A comparagdo dos dados obtidos com a literatura’® possibilitaram a
identificacdo da substancia 34 com o flavonoide glicosidico trans-tilirosideo
[kaempferol 3-O-B-(6"-E-p-cumaroil)-glicopiranosideo] (Tabela 22). Esta substancia

foi isolada de duas espécies de Aristolochia: A. heterophylla e A. kaempferi.



Capitulo 1

Tabela 19 — Dados de RMN de 'H e *C de 31 (CD;0D, §, J = Hz, 14,1 T)

Posigao 31 quercetina-3-0-B-D-glicopiranosil-
(6—1)-p-D-glicopiranosideo®
1H 13Ca 1H 13c
2 - 157,3 - 1571
3 - 134,1 - 134,2
4 - e b 178,0
5 - 161,5 - 161,6
6 6,20 d (1,8) 99,6 6,19 d (1,8) 98,5
7 - 164,7 - 164,7
8 6,41 d (1,8) 94,5 6,39 d (1,8) 93,5
8a - 157,0 - 157,5
4a - 104,3 - 104,4
1" - 121,5 - 121,7
2' 7,70 d (2,4) 117,2 7,69 d (1,8) 116,2
3 - 144.6 - 144,5
4' - 148,5 - 148,5
5' 6,87 d (8,4) 115,8 6,86 d (8,2) 114,7
6' 7,67 dd (8,4; 2,4) 123,2 7,65 dd (8,2; 1,8) 122,2
glc-1" 5,24 d (7,8) 103,5 5,23 d (7,3) 103,2
glc-2" 3,49 dd (8,4;7,8) 75,3 b 74,4
glc-3" 3,43 t (8,4) 77,5 b 76,6
glc-4" 3,37 t (8,4) 70,9 b 70,1
glc-5" 3,39-3,42 m 77,6 b 76,2
gle-6" 3,97 dd (12,0; 1,8) 69,2 b 68,2
3,66 dd (12,0; 5,4) b
gle-1" 4,15 d (7,8) 104,3 414 d (7,7) 102,6
glc-2" 3,06 dd (9,0; 7,8) 74,7 b 73,7
glc-3" 3,17 £ (9,0) 77,4 b 76,4
glc-4™ 3,22 t(9,0) 70,9 b 70,0
glc-5" 2,99-3,02 m 77,3 b 76,5
glc-6™ 3,75 dd (12,0; 2,4) 62,1 b 61,2
3,59 dd (12,0; 5,4) b

@Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC; ® Dados n3o fornecidos; ¢ Sinal ndo

observado
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Tabela 20 — Dados de RMN de 'H e de "*C de 32 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T)

Posigdo 32 Isoquercitrina’®
1H 13Ca 1H 13c
2 - 2 - 155,9
3 - 132,5 - 133,2
4 ® - 176,2
5 - 161,4 - 161,2
6 6,18 d (1,8) 99,0 6,18 s 99,6
7 - 164,4 - 164,8
8 6,39 d (1,8) 93,9 6,39 s 93,6
8a - 156,4 - 156,3
4a - 104,3 - 103,6
1 - 121,4 - 121,5
2 7,56 d (1,8) 116,5 7.58 d (6,4) 1152
3' - 145,1 - 144,9
4 - 148,4 - 148,6
5' 6,83 d (9,0) 115,6 6,84 d (8,8) 116,1
6 7,57 dd (9,0; 1,8) 1220 7.58 d (6,4) 121,0
glc-1" 545 d (7,2) 101,2 546 d (7.,2) 100,9
glc-2" 3,23-3,21 m 74,3 3,60-3,09 m 741
glc-3" 3,08-3,06 m 77,9 3,60-3,09 m 77,5
glc-4" 3,08-3,06 m 70,2 3,60-3,09 m 69,9
glc-5" 3,23-3,21 m 76,8 3,60-3,09 m 76,5
glc-6" 3,31-3,27 m 61,3 3,60-3,09 m 60,9
2 3,60-3,09 m

@Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC; ® Sinais ndo observados
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Tabela 21 — Dados de RMN de 'H e de "*C de 33 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T)

Posigao 33 kaempferol-3-O-gentiobiosideo”’
1H 13Ca 1H 13C
2 - 156,7 - 156,5
3 - 133,7 - 133,2
4 b ¢ 177,3
5 - 2 - 161,1
6 6,11 d (1,8) 99,6 6.21 d (2,0) 98,6
7 - 2 - 164,0
8 6,32 d (1,8) 945 6,41 d (2,0) 93,6
8a - 2 - 156,3
4a - 103,8 - 104,0
1 - 121,2 - 120,8
2'eb 8,00 d (9,0) 131,4 8,10 d (9,0) 130,8
3eb5 6,86 d (9,0) 1156 6,89 d (9,0) 115,0
4 - 160,1 - 159,8
glc-1" 5,33d(7,2) 101,5 5,22 d (7,5) 101,0
glc-2" 3,17-3,14 m 74,4 ¢ 73,3
glc-3" 3,29-3,26 m 76,6 ¢ 76,4
glc-4" 346 dd (12,0; 6,0) 70.2 o 69,6
glc-5" 3,23-3,21 m 76,6 ¢ 78,9
glc-6" 3,71-3,69 m 68,6 ¢ 67,9
3,82 dl (11,4) ¢
glc-1" 4,02 d (7,8) 103,5 4,14 d (8,0) 103,1
glc-2" 2,84-2,81 m 73,6 ¢ 74,0
glc-3" 2,84-2,81 m 76,8 ¢ 76,5
glc-4™ 2,97 t(7,8) 70,1 c 69,7
glc-5" 2,97 dd (7,8; 6,0) 76,8 ¢ 76,2
glc-6" 3,34 dd (12,0; 6,0) 61,2 ¢ 60,7

3,84 dl (12,0)

[

@Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC; ® Sinais ndo observados, ° Dados nao

fornecidos
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Tabela 22 — Dados de RMN de 'H e de *C de 34 (CD;0D, 8, J = Hz, 14,1 T)

Posicio 34 trans-tilirosideo™
1H 13Ca 1H 13c
2 - b - 158,4
3 - 133,5 - 135,2
4 ] X ; 179.4
5 - 162,2 - 162,9
6 6,13 d (1,5) 98,5 6,12 d (2,2) 100,1
7 - 164,4 - 166,2
8 6,30 d (1,5) 93.4 6,29 d (2,2) 94.9
8a - 157,2 - 159,3
4a - 104,2 - 105,5
1 - 121,2 - 122,7
26" 7.98 d (9,0) 130,8 7.96 d (8,8) 1311
35" 6,81 d (9,0) 1147 6,80 d (8,8) 116,0
4' - 159,7 - 161,4
1" 5.24 d (7.6) 102,3 521 d (6,9) 104,3
2" 3,49-3,44 m 74,1 3,30 m 75,7
3" 3,49-3,44 m 76,5 3,44 m 78,1
4" 3,35-3,33 m 70,2 3,28 m 71,4
5" 3,49-3,44 m 74,1 3,45 m 75,8
6" 4,30 dd (11,8; 2,2) 62,8 4,27 dd (11,7; 2,0) 64,3
4,19 dd (11,8: 6,7) 4,15 dd (11,7: 6,6)

™ - 125,7 - 127,1
2"/ 7.30 d (8,4) 129.8 7.29 d (8,6) 132,1
3"/5™ 6,80 d (8,4) 115,3 6,78 d (8,6) 116,8
4" - 159,6 - 161,1
™ 7,39 d (15,9) 145,3 7,37 d (16,0) 146,5
8™ 6,06 d (15,9) 113,2 6,04 d (16,0) 114,7
h - 167,3 - 168,7

? Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC; ° Sinais ndo observados
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5.1.13 Alantoina (35)

oﬁko o
H 5 NH/7U\NH2
35

A substéncia 35 foi recristalizada em metanol formando cristais incolores. O
espectro de RMN de 'H em DMSO-ds (APENDICE FFFF) apresenta somente sinais
na regido de alta frequéncia, referentes a trés singletos em 6 5,79 (NH»-8), 8,05 (NH-
1) e 10,52 (NH-3); um dubleto em & 6,90 (NH-6) e outro dubleto em & 5,24 (H-5)
referentes ao hidrogénio metinico (Tabela 23).

A medida de rotagdo Optica foi obtida [a]p — 80,0 (¢ 0,016; H20). A
comparacao dos dados de RMN de 'H e de *C de 35 com os dados da literatura™ ™

corroboraram a identificagdo com (-)-(S)-alantoina.

Tabela 23 — Dados de RMN de 'H e de *C de 35 (DMSO-ds, 8, J = Hz, 7,1 T)

Posicdo 35 Alantoina”
1H 13C 1H 13C
1 8,05s - 8,04 s -
2 - 157,2 - 156,6
3 10,52 s - 10,54 s -
4 - 174,0 - 173,4
5 5,24 d (8,1) 62,8 5,24 d (8,2) 62,2
6 6,90 d (8,1) - 6,89 d (8,2) -
7 - 157,8 - 157,2
8 5,79 s - 5,78 s -
5.1.14 Nucleosideo adenosina (36)
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No espectro de RMN de 'H (APENDICE GGGG) da substancia 36 observam-
se trés singletos na regido de alta frequéncia, que sugerem a presenca de
hidrogénios heterociclicos aromaticos e um dubleto em & 5,86 (J = 6,0 Hz)
proveniente da unidade glicosidica. Os demais hidrogénios do glicosideo
apresentam deslocamento quimico no intervalo entre & 3,55 — 4,60. A comparagao
com substancias isoladas no grupo de pesquisa e os dados da literatura’ permitiu a

identificagéo de 36 como o nucleosideo adenosina (Tabela 24).

Tabela 24 — Dados de RMN de 'H de 36 (DMSO-ds, 8, J = Hz, 14,1 T)

Posigdo 36 Adenosina’®
2 8,13 s 8,13 s
8 8,34 s 8,34 s
NH, 7,35 sl 7,33 sl
1 5,87 d (6,2) 587 d (6,2)
2 4,60 dd (6,2; 5,4) 4,61 ddd (6,3; 6,2 ¢ 5,1)
3 413 dd (5,4; 3.6) 414 ddd (5.1; 4,6 e 3,0)
4 3,95 ddl (6,6: 3,6) 3,96 ddd (3,7; 3,6 € 3,0)
5'o 3,66 dd (12,0: 3,6) 3,67 ddd (12,1; 4,4 ¢ 3.6)

58 3,55 m 3,55 ddd (12,1; 7,2 e 3,7)
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6 CONSIDERAGOES

Foram isoladas 36 substancias dos extratos etandlico e etandlico Soxhlet dos
caules da espécie A. urupaensis. Dentre estas substancias, pode-se destacar o
isolamento e elucidagao estrutural da 2,3-dihidro-4H-piran-4-ona (1), por tratar-se de
uma substancia inédita na literatura e com esqueleto incomum para espécies
vegetais.

Com base nos tipos de substancias isoladas de espécies de Aristolochia,
torna-se evidente que a existéncia de aristolactamas e acidos aristoléquicos neste
género € comum. No entanto, exemplos destas substadncias com substituintes
oxigenados apenas na posi¢gao C-7 sao raros (acido aristoléquico F). Com isso é
importante destacar que a espécie em estudo apresenta trés substancias com essa
caracteristica (5, 8 e 9) e que estdo sendo descritas pela primeira vez na literatura.

Além das substancias inéditas, ressalta-se também que o tirosol-1-O-[3-
glicopiranosil-(6—1)-O-B-xilopiranosideo (20), a lignana (-)-9,9'-O-di-(E)-feruloil-
secoisolariciresinol (30) e os flavonoides 31 — 33 foram isoladas pela primeira vez de
especies de Aristolochiaceae.

Por tratar-se de uma espécie presente no bioma com maior risco de extingao
no pais e que nao apresenta nenhum estudo sobre sua composi¢ao quimica, afirma-
se que o estudo fitoquimico da espécie Aristolochia urupaensis tende a contribuir
para o conhecimento do cerrado, da espécie e da fitoquimica da familia
Aristolochiaceae.



CAPITULO 2

Estudo fitoquimico das flores de Aristolochia trulliformis

\
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1 INTRODUGCAO

A espécie Aristolochia trulliformis Mast. (Figura 23) tem ocorréncia confirmada
nos estados do Para e Piaui, onde os principais tipos de vegetacédo sao caatinga e
amazodnica.? ° Esta espécie ndo possui estudos fitoquimico ou bioldgico descritos na

literatura e sua classificagdo taxondmica é apresentada na Tabela 25.

Figura 23 — Detalhes das flores de Aristolochia trulliformis Mast. Fonte: Foto obtida por
Juliana C. Holzbach

Tabela 25 - Classificagdo taxondémica da espécie Aristolochia trulliformis®

Classe Angiospermae
Subclasse Magnoliidea
Ordem Piperales
Superordem Magnoliiflorae
Familia Aristolochiaceae
Género Aristolochia
Espécie Aristolochia trulliformis

1.1  Caracteristicas florais do género Aristolochia

As espécies do género Aristolochia sao conhecidas popularmente no Brasil
como cipo-mil-homens, papo-peru, jarrinha, chaleira-de-judeu, erva-de-urubu, dentre
outros.”® Estas denominacdes, em sua maioria, estdo relacionadas as caracteristicas
florais das espécies desta familia.

Segundo Hoehne (1942),? as flores de Aristolochiaceae sdo isoladas, ou

reunidas em racimos, bissexuadas e protoginicas, possuem perianto com estrutura
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variavel com labio inteiro ou bipartido. As flores de Aristolochiaceae apresentam
tamanho que pouco varia (5 — 10 cm), porém existem exceg¢des como a Aristolochia
gigantea ( ~ 28 cm) que contém as maiores flores do mundo.? 7’

Uma caracteristica relevante, que abrange a maioria das espécies de
Aristolochia, esta relacionada ao odor extremamente desagradavel das flores,
semelhante a carne em putrefacdo.”® " Apesar disto, em poucas espécies a
composi¢cao quimica do aroma floral foi estudada, podendo citar, como exemplo,
alguns estudos de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM): A. gigantea na qual identificou-se principalmente (E)- e (Z)-citral, linalol,
citronelol e citronela, além de dissulfeto de dimetila, 2-heptanona e 3-metil-1-
butanol;®® A. arborea onde encontram-se diversos terpenoides (a- e P-pineno,
limoneno, cariofileno, germacreno A e D, dentre outros);’* ®' A. cymbifera que
apresenta substancias de diferentes classes onde dissulfeto de dimetila e alcool
benzilico sdo os mais abundantes;®* A. rotunda que apresenta ésteres, alcoois e
hidrocarbonetos alifaticos®® e A. ringens que tem em sua composicdo aldeidos
volateis e acidos carboxilicos de cadeia carbdnica pequena.®

Além do odor caracteristico, as flores do género Aristolochia apresentam
formato diferenciado em relagdo a maioria das angiospermas, uma vez que seu
perianto € extremamente modificado, sendo subdivido em trés principais partes:
limbo, tubo floral e utriculo (bojo) (Figura 24).2° A coloragdo das flores varia entre

amarelo, verde, castanho, vermelho e vermelho-escuro.?

Figura 24 — Estruturas florais em Aristolochia: limbo (lim), tubo (tub) e utriculo (utr). Flor em

visdo lateral (A) e frontal (B). Fonte: Imagens cedidas por Freitas, J. (2016)®
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Segundo Oelschlagel et al. (2015),%® “Aristolochia representa um dos mais
fascinantes géneros de plantas e € bem conhecido por sua peculiar flor". As
caracteristicas morfolégicas e olfativas das flores de Aristolochia estao intimamente
relacionadas ao tipo de polinizacdo. Enquanto que a maioria das angiospermas
apresenta uma relagdo mutualistica com seu polinizador, na qual as plantas sao
polinizadas e seus polinizadores consomem o poélen ou néctar, as Aristolochias
apresentam um tipo de polinizagdo denominada polinizagdo por engodo. Neste tipo
de polinizacédo, as flores simulam a existéncia de parceiros sexuais, locais de
alimentagao, oviposigc&do ou abrigo de insetos. Dentre as estratégias das plantas para
atrair os polinizadores estdo a emissao de odores, a cor, o tamanho e a morfologia
das flores.”®

Dentre as aproximadamente 400 familias existentes nas angiospermas, onze
apresentam espécies que se enquadram na polinizagdo por engodo: Annonaceae,
Araceae, Aristolochiaceae, Apocynaneae, Burmanniaceae, Hydnoraceae,
Orchidaceae, Rafflesiaceae, Sterculiaceae, Taccaceae e Hyacinthaceae.’” Sao
varios os insetos descritos como polinizadores em espécies de Aristolochia, porém
os dipteros (moscas, mosquitos, dentre outros) sdo os mais comuns.®®

Filogeneticamente, as Aristolochiaceae representam a primeira linhagem de
Angiospermas que desenvolveu flores consideradas como armadilha para os
polinizadores, possivelmente visando tipos especificos de polinizadores. O
mecanismo de polinizacdo destas espécies € dividido em quatro etapas: atracéao,
aprisionamento, retengo e soltura (Figura 25).%°
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1

Atragao a longa distancia.
Estagio feminino da flor (dia 1).

2
Entrada no utriculo. Estagio
feminino da flor (dia 1).

3
A entrada é mediada,
provavelmente, pelo 4 { - .
"i,- ) Deposigao de poélen no

qdor ou por dicas
tateis w estigma receptivo. Estagio
feminino da flor (dia 1).

- Tecidos translicidos
Os insetos s3o atraidos para o acima do ginostémio

W utriculo por estimulos quimicos indicam uma falsa.
Repeticao com e visuais saida do utriculo.

outra flor da

mesma espécie 0Os insetos podem se
alimentar do néctar

presente no utriculo

Os tricomas que
bloqueiam a saida do
inseto perdem sua rigidez

‘. A
\
w4
5
Liberagao do inseto. Fase final 4
da flor masculina (dia 2,3). Aprisionamento noturno seguido por

carregamento passivo de poélen no corpo do
inseto no dia 2. Estagio masculino da flor (dia 2).

Figura 25 — Sequéncia da visita de polinizadores e polinizacéo das flores de A. gigantea.
Fonte: Adaptado de Martin et al. (2016)*

Porém estudos realizados com A. rotunda propdéem que esta espécie, e
possivelmente outras espécies do género Aristolochia, ndo se enquadra na
polinizagdo por engodo e sugerem uma nova forma de polinizagcdo, a qual
denominaram de cleptomiofilia. As duas principais caracteristicas desta forma de
polinizacdo estado relacionadas, primeiramente, a liberacdo de semioquimicos pelas
flores, mimetizando substancias liberadas por insetos recém mortos, ao contrario
das formas de polinizagcdo comuns na qual ocorre a liberagdo de semioquimicos que
simulam animais vivos. A segunda caracteristica refere-se ao fato de que as moscas
polinizadoras enganadas pela espécie A. rotunda, ndo estdo em busca de alimentos
para suas larvas e sim para si. Com isso, 0s pesquisadores concluiram que o
numero de substancias volateis presentes nas flores de A. rotunda esta ligado ao

complexo sistema de polinizagdo por cleptomiofilia.®®
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A composicdo quimica das flores esta diretamente relacionada ao odor e a
coloragdao. Porém, mesmo com uma forma de polinizagdo diferenciada da maioria
das angiospermas, apenas dois estudos fitoquimicos envolvendo o isolamento dos
constituintes quimicos de flores de espécies de Aristolochia sao descritos na

literatura.
1.2 Isolamento de constituintes quimicos de flores de Aristolochia

Ao estudarem o conjunto de flores e frutos de A. zollingeriana, uma espécie
nativa de Taiwan, Chiang e colaboradores (1998)* isolaram as seguintes
substancias: aristolocatos de sédio | (A), Il (C), IVa (D) e C (F); aristolactama I (1) e I-
N-B-glicosideo  (J); cepharadiona A (K); 3,5-piridina-carboxamida; p-
hidroxibenzaldeido; trans-metil-p-cumarato; 6-hidroxi-sitost-4-en-3-ona; S-
sitosterona; f-sitosterol e stigmasterol (Figura 26).

Wu et al. (1998),%° ao estudarem as flores de A. kaempferi, descobriram o
primeiro acido aristoléquico denitro (H). Foram isolados também os acidos
aristoléquicos | (B), IVa (E) e C (G); aristolocatos de sodio | (A) e Il (C); p-sitosterol e
[-sitosterol-glicosideo, asparagina e os flavonoides: kaempferol-3-O-rutinosideo (L)

e quercetina-3-O-rutinosideo (M) (Figura 26).
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R R, R, H R
A Na H OCH, I H
B H H OCH, J glc
C Na H H
D Na OH OCH,
E H OH OCH,
F Na OH H
G H OH H

OH

Figura 26 — Exemplos de substancias isoladas das flores de espécies de Aristolochia

1.3 Flavonoides

Os pigmentos presentes na maioria das flores, frutos e sementes podem estar
associados a existéncia dos flavonoides. Os flavonoides sao metabdlitos
secundarios com ampla distribuicdo no reino vegetal e que possuem diferentes
fungdes nas plantas.*

Os flavonoides possuem uma estrutura quimica com um nucleo composto por
15 atomos de carbono, no qual os anéis aromaticos (A e B) séo interconectados por
meio de um anel pirano (C).?" De acordo com variagdes estruturais no anel pirano,
os flavonoides sao subdivididos, normalmente, em seis categorias: chalconas,
flavonas, flavonodis, flavanodiois, antocianinas e proantocianidinas.®?

Nas plantas, diferentes flavonoides desempenham diversas fungdes

biolégicas incluindo combate ao estresse oxidativo, protegcdo contra radiagao
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ultravioleta e fitopatdgenos, sinalizagdo durante nodulagado, transporte de auxina,
assim como atrac&o de polinizadores por meio da coloragdo das flores.*

A combinagdo de diferentes flavonoides em cada espécie resulta em
espectros de reflectancia na regido do visivel e do ultravioleta que podem ser
detectados por determinados insetos, facilitando a polinizagdo da espécie (Figura
27). Os flavonoides sdo os maiores responsaveis pela coloragédo amarela do pélen e
podem chegar de 2 a 4% do peso do material vegetal seco.*

Figura 27 — Imagem das flores da espécie Ludwigia peruviana sob radiacado na regiao do
visivel (A) e do ultravioleta (B). Fonte: Gronquist, M. et al. (2001)%

Bohm (1998)96 descreve que as espécies de Aristolochia apresentam uma
deposigdao de antocianinas no tubo floral, e que a combinagdo da pigmentacéo
juntamente com o aroma das flores serve para “seduzir’ insetos para dentro do tubo
e com isso efetuarem a polinizagao.

Além de atrair os polinizadores por meio da coloragao, alguns flavonoides,
como naringenina, hesperetina-7-O-rutinosideo e quercetina-3-O-rutinosideo sao
estimulantes de oviposigdo de borboletas Papilio (que sao responsaveis pela
polinizacdo de algumas espécies de Aristolochia).®® ® Outros flavonoides, como a
luteolina-7-O-(6"-malonil)-glicosideo e a isoramnetina glicosilada, estimulam a
oviposicdo de especiés de Papilio polyxenes e Luehdorfia japonica,
respectivamente, em plantas do género Asarum (Aristolochiaceae).®®

Os flavonoides também atuam na protecdo das plantas contra herbivoros,
alterando a palatabilidade ou atuando como repelentes. Como exemplo tem-se a
rutina e a quercetina-3-O-glicosideo que inibem o desenvolvimento e aumentam a

mortalidade de Lymantria dispar (mariposa) e Spodoptera litura.”’
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Por meio do contexto exposto pode-se ressaltar que as espécies de
Aristolochia possuem flores e formas de polinizagéo distintas da grande maioria das
angiospermas e sdo poucos os estudos referentes a composi¢gdo quimica das partes
florais. Sendo assim, o conhecimento acerca da quimica das flores de espécies
deste género pode auxiliar na compreensao sobre o processo de polinizagado e os

polinizadores envolvidos.
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2 OBJETIVOS

Esta parte do trabalho teve como objetivo estudar a composigdo quimica das
flores de Aristolochia trulliformis, parte da planta ainda ndo abordada nos estudos
fitoquimicos do nosso grupo de pesquisa e com poucos relatos em espécies de
Aristolochiaceae, viabilizando o isolamento e elucidacdo estrutural dos principais
metabalitos especiais presentes.

21 Objetivos especificos

o Determinar um processo de extragao para as flores de A. trulliformis
¢ |solamento de substancias por meio de técnicas cromatograficas
e Identificagdo estrutural dos metabdlitos especiais por técnicas

espectrométricas (RMN de 'H e de *C uni e bidimensionais, EM, UV, IV).
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3 CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DAS FLORES Aristolochia

trulliformis

Este capitulo descreve o isolamento e/ou identificagcdo das substancias
majoritarias presentes nas flores de Aristolochia trulliformis. (Figura 28).

1 O
\8 OH \ \g|c
/
HO 4 HO (e} OH

HO #

40

R’ R?
42 H H
43  OH H
4  OH B-Glc-(6—1)-a-Ram
45 OCH, B-Glc-(6—1)-a-Ram
46 H B-Glc-(6—1)-a-Ram
47 H B-Gal-(6—1)-a-Ram

48 H B-Glc-(6—1)-a-Ram-(4—1)-B-Glc

Figura 28 — Substéancias isoladas e/ou identificadas das flores de Aristolochia trulliformis
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4 PARTE EXPERIMENTAL

O sistema hifenado HPLC-SPE-TT (High Performance Liquid Chromatography
- Solid Phase Extraction - Transfer Tube) € composto por um cromatoégrafo liquido de
alta eficiéncia modelo 1260 Infinity (Agilent®) com bomba quaternaria 1260 Quat
Pum, auto sampler 1260 ALS, detector de arranjo de fotodiodos 1260 DAD VL e
injetor automatico; um sistema de extracao em fase sélida Bruker/Spark Prospekt Il e
um transferidor e preparador automatico de amostras Automatic Liquid Handling
(Gilson®).

Os demais materiais e equipamentos utilizados sdo os mesmos especificados

na segao 4.1 do Capitulo 1 (pagina 34).

41 Coleta e identificagao do material vegetal

O material vegetal foi coletado durante o segundo semestre de 2015, no
municipio de Gurupi-TO (11°44'46.62"S e 49° 4'20.78"0). As flores foram cortadas
no inicio do utriculo e dispostas em local seco e arejado. A espécie Aristolochia
trulliformis Mast. foi dentificada pelo Ms. Joelcio Freitas e depositada no herbario do
Museu de Biologia Prof. Mello Leitdo, Santa Teresa-ES (numero 50516).

4.2 Obtencgao do extrato bruto

As flores secas (22,5 g) foram trituradas manualmente e extraidas com
metanol a temperatura ambiente (4 x 80 mL) durante 24 horas, para cada extragao.
O extrato bruto foi concentrado sob pressao reduzida e seco em capela de exaustao.
4.3 Fracionamento do extrato bruto

O extrato bruto obtido (7,0 g) foi submetido a coluna cromatografica com

resina Amberlite XAD-16 (2,0 x 29,0 cm) e eluido primeiramente com agua, seguido

de metanol e acetato de etila, gerando trés fragdes distintas (Figura 29). As fragdes
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foram concentradas sob pressao reduzida, secas em capela de exaustdo e
analisadas por CCD e RMN de 'H. Com base nos perfis cromatograficos e feicdes

espectrais das fracdes, foi selecionada a fragcdo metandlica para estudos quimicos.

4.4 Estudo dafragao metandlica

A parte soluvel em metanol (1,0 g) foi fracionada por cromatografia por
exclusdo com fase estacionaria de Sephadex LH-20 (¢ 1,0 x 30,0 cm) e fase movel
isocratica de MeOH 100% (Figura 29). As subfragdes ( ~ 20 mL) foram analisadas
por CLAE-DAD (gradiente exploratério de MeOH/H,O 5—-100% de MeOH em 60
minutos) e RMN de 'H.

4.4.1 Estudo quimico das subfragoes

A subfracéo 4 (268,7 mg) foi submetida a CLAE-DAD, fase estacionaria C-18
e fase movel MeOH/H,O com proporcao variando de 20—-50% de MeOH em 50
minutos, resultando no isolamento e/ou identificagdo de dez substancias (37 — 41, 44
—48).

A subfragcao 8 foi submetida a separagéo em sistema hifenado HPLC-SPE-TT
com fase estacionaria C-18 e fase movel ACN/H,O com propor¢ao variando de
40—100% de MeOH em 30 minutos. Dois sinais foram obtidos e selecionados. Apos
multiplas coletas e secagem obtiveram-se os flavonoides 42 e 43.

A subfragdo 9 (5,2 mg), ao ser analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, apresentou apenas uma substéncia, obtendo-se o flavonoide 43.
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[

Flores Aristolochia trulliformis

(22,5 g)

]

Extragdo com MeOH (4 x 80 mL)

A 4

[

Extrato Bruto

)

(7,09)
CC XAD 16
FM H,0—>MeOH —>AcOEt
\ 4 +
Fragdao MeOH Fragdo AcOEt Fragdao H,0
[ (10g) 1 [ (0,5g) ] [ (4,9 g) ]

CC Sephadex LH 20 MeOH 100%
Dimensdes 30 x 1,0 cm

( ~ 1 r ~ 2 )
Subfragdo 1
(10,8 mg)

- . - -
Subfragdo 2
(104,4 mg)

~————

( ~ 1 ~ =~
Subfracdo 3
(380,0 mg)

 ~ 1 r ~ 2
Subfragdo 4

37 +38+39 (6,0 mg)
44 (7,9 mg)
47 (2,4 mg)

CLAE C-18, FM 20—50 MeOH:H,0 em 50 min= a6 (16 9 mg)

(268,7 mg)

 ~ 1 r  ~ -
Subfragdo 5
(75,4 mg)

. - _
Subfragdo 6
(18,1 mg)

. - _
Subfragdo 7
(5,5 mg)

. -
Subfracdo 8

Vaz30 2,5 mL/min, A= 274 nm e 315 nm 45 + 46 (215 mg)

48 (1,4 mg)
40 + 41 (6,7 mg)

HPLC-SPE-TT C-18, FM 40—100 ACN:H,0 em 30 min | 42 (0,5 mg)

A 4

(5,3 mg)

( ~ 1 ¢ ~ ~
Subfracdo 9
(5,2mg)

A\ 4

-~ 1  ~_
Subfragdo
10 (3,7 mg)

~—— 7 o J

Subfragdo
11 (1,9 mg)

Vazdo 1,0 mL/min, A= 274 nm e 315 nm "l 43(0,3mg)

43 (5,2 mg)

Subfragdo
12 (22,7 mg)

Onde: CC = cromatografia em coluna; FM = fase mdvel e CLAE = Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia; HPLC-SPE-TT = High Performance Liquid Chromatography - Solid Phase Extraction -

Transfer Tube

Figura 29 — Fracionamento do extrato bruto das flores de A. trulliformis
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar da tradicdo e reconhecimento do nosso grupo de pesquisa no estudo
fitoquimico de espécies da familia Aristolochiaceae, este € o primeiro trabalho
envolvendo o isolamento e a elucidagcdo estrutural dos principais componentes
quimicos presentes nas flores de uma espécie de Aristolochia.

A analise por RMN de 'H do extrato bruto (Figura 30) sugere a presenca de
uma quantidade significativa de acgucares, ciclitdis e acidos graxos na amostra,
devido ao elevado numero de sinais na regido de 6 2,0 — 4,5. Esta analise corrobora
com o aroma adocicado do extrato e pode ser compreendida por tratar-se de flores.

A fim de separar os agucares e ciclitdis das demais substancias presentes no
extrato bruto, optou-se pela cromatografia em coluna com fase estacionaria de
resina Amberlite XAD-16.

Na comparagdo entre os espectros de RMN de 'H do extrato bruto com os
das fragbes aquosa, metandlica e de acetato de etila (Figura 30), pode-se notar que
a maioria dos acucares e ciclitéis ficaram na fracdo aquosa, a qual apresenta a
maior massa (4,9 g). As fracdes metandlicas (1,0 g) e de acetato de etila (0,5 g)
apresentam um conjunto maior de sinais na regido de absor¢cdo de hidrogénios
aromaticos.

A comparagao dos perfis cromatograficos do extrato bruto com os das fragdes
aquosa, metandlica e de acetato de etila (Figura 31) demonstra a presenga de uma
substancia majoritaria presente no extrato bruto (t. ~ 35 min) e que, pela comparagao
dos espectros de absor¢ao na regido do ultravioleta e tempo de retencéo, sugere-se
que também seja a substancia predominante na fragdo metandlica. Esta substancia
posteriormente foi identificada como sendo o flavonoide kaempferol-3-O-rutinosideo
(46).
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Figura 30 — Espectros de RMN de 'H do extrato bruto (DMSO-ds), fragdo aquosa (D-O),
metandlica (DMSO-ds) e acetato de etila (CDCI3) (14,1 T).
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Figura 31 — Perfis cromatograficos do (a) extrato bruto, (b) fracdo aquosa, (c) fragcéo
metandlica e (d) fracdo de acetato de etila (CLAE C-18, fase movel
MeOH/H,0 5—-5100% de MeOH em 60 minutos, A 274 nm, vazao 1 mL/min)
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5.1 Determinagao estrutural dos constituintes quimicos das flores de

Aristolochia trulliformis

A elucidagdo estrutural das substancias foi realizada por técnicas
espectroscopicas (RMN de 'H e de "*C uni- e bidimensionais) e espectrometria de

massas.

5.1.1 Derivados Cs-Cz e Ce-C3 (37 - 39)

HO™ 4
37 38 39

A mistura das substancias 37, 38 e 39 apresenta deslocamentos quimicos
semelhantes aos dos derivados Cs-C3 descritos no item 5.1.9 do Capitulo 1. O
espectro de RMN de 'H (APENDICE HHHH) apresenta, para as substancias 37 e
38, sinais na regido dos hidrogénios aromaticos referentes a um sistema para-
substituido e hidrogénios vinilicos com constantes de acoplamentos referentes as
configuragbes trans e cis (Tabela 26). A proporgédo entre os isbmeros é de
aproximadamente 1:1 trans/cis. Comparando os valores de deslocamentos quimicos
obtidos com os descritos na literatura,”® pode-se confirmar que 37 e 38 s&o os
isémeros (E) e (Z) do acido p-cumarico, respectivamente.

A substancia 39 esta presente na mistura com 37 e 38 em uma proporgao
aproximada de 1:1. Esta substancia apresenta um multipleto entre 6 7,26 — 7,27
relativo a cinco hidrogénios aromaticos, um duplo dubleto em & 2,85 e dois duplos
tripletos em & 3,65 e 3,93 referentes a hidrogénios metilénicos, além de um dubleto
em o 4,18, que, por estar correlacionado a um carbono em & 102,8 no mapa de
contornos HSQC (APENDICE llll), sugere-se que seja um hidrogénio anomérico.

Os experimentos de HSQC e TOCSY 1D (APENDICE JJJJ), irradiando em §
4,18, auxiliaram na determinagdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e

carbonos da unidade glicosidica. A posigao da glicose na estrutura foi determinada
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por meio da correlagdo no mapa de contornos HMBC (APENDICE KKKK) entre os
hidrogénios metilénicos CH2-8 (5 3,65 e 3,93 ppm) com o carbono anomérico 6
102,8. Portanto, comparando os dados experimentais com os da literatura®

identificou-se a substéancia 39 como feniletil-B-glicosideo.

5.1.2 Derivado Cs-C1 (40) e alcaloide tetraidroisoquinolinico (41)

O espectro de RMN de 'H das substancias 40 + 41 (APENDICE LLLL)
apresenta dois dubletos em & 7,78 e 6 6,81 com constantes de acoplamento de 8,7
Hz que indicam a existéncia de um anel aromatico para-substituido. Os valores de
deslocamento quimico dos atomos de carbono, aliado as correlagdes observadas no
mapa de contornos HSQC e HMBC (APENDICE PPPP e APENDICE QQQQ): H-2/6
(67,78) com C-4 (5 161,7) e C-7 (5 167,4), possibilitaram a identificacao de 40 como

sendo o &cido p-hidroxibenzéico® (Tabela 27).
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Tabela 26 — Dados de RMN de 'H e de "*C de 37, 38 e 39 (DMSO-d, 8, J = Hz, 14,1 T)

Posicao 37 38 (E)-acido 39 Feniletil-f-
p-cumarico®® glicosideo®
1H 13Ca 1H 13Ca 1H 1H 13ca 1H 13C
1 125,2 125,2 138,9 139,4
2eb6 7,51 d(8,7) 130,0 7,63 d (8,6) 132,2 7,51 d(8,5) 7,26 -7,27T m 127° 7,16 -7,28m 128,9
3eb 6,79 d (8,7) 115,6 6,74 d (8,6) 114,8 6,78 d (8,6) 7,26 -7,27T m 127° 7,16 -7,28m 129,6
4 159,7 158,5 7,26 -7,27T m 127° 7,16 -7,28m 126,7
7 748d(159) 1442 673d(129) 1413  748d(157) 2.85dd(150;7.1) 355 285t(6,5) 36,5
8  628d(159) 1153 572d(12,9) 1172  628d(159) 3,650dt(8,6:6,7) 694 3,64 m 70.2
3,93 dt (8,6; 7,1) 3,93 m
Glc 1" - - - - - 4,18 d (7.8) 102,8  417d(8,0) 1035
2' - - - - - 2,96 t(8,4) 73,2 3,30-3,50m 74 1
3' - -- - - - 3,07-3,10m 76,7 3,30-3,50m 77,6
4 - - - - - 3,03 £(8,8) 70,0 3,30-3,50m 70,8
5' - - - - - 3,13 t(8,8) 76,6 3,30 - 3,50 m 77,5
6' - - - - - 3,67 dl (10,4) 60,9 3,30-3,50m 61,8
- - - - 3,42 dd (10,4; 5,9) 3,30-3,50m
Cco - 168,1 167,9

®Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC, ° Sinais sobrepostos
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Tabela 27 — Dados de RMN de 'H e de "*C de 40 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T)

Posicao 40 Acido p-hidroxibenzéico
1H 13c 1H 13C
1 - 121,5 - 122,3
2e6 7,78 d (8,7) 131,7 7,79 d (8,0) 131,6
3e5 6,81 d (8,7) 115,3 6,82 d (8,0) 115,1
4 - 161,7 - 161,4
co - 167,4 - 167,8

A substancia 41 apresenta, no espectro de RMN de 'H (APENDICE LLLL),
dois singletos na regidao de campo baixo em § 6,50 e 6 6,49, um tripleto em 6 4,57 e
sinais na regido de ¢ 3,95 — 1,55 referentes a hidrogénios alifaticos. No espectro de
RMN de ®C (APENDICE MMMM) observa-se um sinal em & 172,3 que sugere a
existéncia de uma carbonila na estrutura, dois sinais em & ~144,0 relacionados a
carbonos aromaticos oxigenados, sinais entre 6 128,5-111,8 referentes a carbonos
aromaticos, um sinal em & 55,7 indicando a existéncia de carbonos ligados a um
heteroatomo e sinais de carbonos alifaticos entre 6 36,8 e 27,4 (Tabela 28).

No espectro de COSY (APENDICE NNNN) observam as correlagdes entre os
hidrogénios metilénicos: H-5 e H-6, entre H-2 e H-3 e entre o hidrogénio metinico H-
1 com H-2. Os experimentos de TOCSY 1D (APENDICE OOOO) e HSQC
(APENDICE PPPP) auxiliaram na atribuicdo dos hidrogénios e carbonos alifaticos da
estrutura. A definicdo da estrutura do alcaloide tetraidroisoquinolinico sé foi possivel
por meio das correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC (APENDICE
QQQQ) entre: H-1 (6 4,57) e C-6a (6 123,8); H-5 (6 3,96) e C-6a; H-2 (6 2,57 — 2,50
e d1,55-1,61)com C-4 (6 172,3) e C-10a (6 128,5); H-7 (5 6,49) com C-6 (5 27,4).

Esta substancia identificada como sendo o alcaloide Trolina (41) que foi
isolada primeiramente das flores da espécie Trollius chinensis, possui atividade

antibacteriana'® e esta sendo descrito pela primeira vez na familia Aristolochiaceae.
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Tabela 28 — Dados de RMN de 'H e de '*C de 41 (DMSO-ds, 5, J = Hz, 14,1 T)

Posigdo 41 Trolina™

1H 13C 1H 13C

1 457 t(7,7) 55,7 4,57 t (7,8) 55,6

2 2,57 -2,50 m 27,4 2,63-246m 27,3
1,55-1,61m 1,59 m

3 2,40 dt (17,1; 10,0) 31,4 2,40 m 31,3
2,22 ddd (17,1; 9,2; 1,7) 221 m

4 - 172,3 - 172,0

5 3,96 ddd (12,7; 5,8; 2,6) 36,8 3,95m 36,6
2,90 dt (12,7; 5,9) 2,91 m

6 2,57 -2,50 m 27,5 2,63-246m 27,4

6a - 123,8 - 123,7

7 6,49 s 115,5 6,49 s 115,4

8 - 1443 - 1442

9 - 144 1* - 144,0

10 6,50 s 111,8 6,51 s 111,7

10a - 128,5 - 128,4

* Os sinais podem estar trocados

5.1.3 Flavonoides (42 — 48)

R’ R?
42 H H
43 OH H
44 OH B-Glc-(6—1)-a-Ram
45 OCH, B-Glc-(6—1)-a-Ram
46 H B-Glc-(6—1)-a-Ram
47 H B-Gal-(6—1)-a-Ram

48 H P-Glc-(6—1)-a-Ram-(4—1)-p-Glc

Assim como descrito para as substancias 31 — 34 (segao 5.1.12, pagina 74),
as substancias 42 — 48 apresentam dois dubletos em 6 ~ 6,2 e 6,4 com constante de

acoplamento de ~ 1,8 Hz para os hidrogénios do anel A. As multiplicidades dos
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demais hidrogénios aromaticos das substancias 43 — 45, sugerem a trissubstituicao
do anel B, enquanto que para as demais substancias o anel B € para-substituido.

A substancia 42 apresenta, no espectro de RMN de 'H (APENDICE RRRR),
dois dubletos na regi&o de campo baixo em & 6,92 e 8,11 com constantes de
acoplamento de 8,9 Hz, e dois dubletos em & 6,20 e 6,41 com constantes de 2,0 Hz,
referentes aos hidrogénios dos anéis B e A, respectivamente. A comparagado dos

dados obtidos com a literatura'’

resultou na identificacdo da substancia 42 como
sendo o flavonoide kaempferol (Tabela 29).

No espectro de RMN de 'H da substancia 43 (APENDICE SSSS), observa-se
apenas a existéncia dos hidrogénios aromaticos dos anéis A e B. A comparagao
destes valores de deslocamento quimicos com os da literatura'™' permitiu a

identificagdo de 43 como sendo a quercetina (Tabela 29).

Tabela 29 — Dados de RMN de 'H de 42 e 43 (CDsOD, 8, J = Hz, 14,1 T)

Posicao 42 Kaempferol'"’ 43 Quercetina'"
2 8,11 d (8,9) 8,09 d (8,8) 7,74 d (2,2) 7,73 d (2,0)
3 6,92 d (8,9) 6,91 d (8,8) - -
5' 6,92 d (8,9) 6,91 d (8,8) 6,89 d (8,5) 6,89 d (8,5)
6' 8,11 d (8,9) 8,094d(8,8) 7,63dd(8,5;22) 7,63dd(8,5;2,0)
6 6,20 d (2,0) 6,19 d (2,0) 6,18 d (2,1) 6,19 d (1,9)
8 6,41 d (2,0) 6,40 d (2,0) 6,39 d (2,1) 6,39 d (1,9)

A substancia 44 apresenta no espectro de RMN de 'H (APENDICE TTTT),
além dos sinais de hidrogénios aromaticos, dois dubletos em 6 5,11 (J = 7,7 Hz) e
4,52 (J = 1,3 Hz) com correlagdes em & 104,3 e 102,0, respectivamente, no mapa de
contornos HSQC (

APENDICE UUUU), sugerindo a existéncia de um agtcar com configuragéo
e outro com configuragao .

Por meio da anélise dos espectros de TOCSY 1D (APENDICE VVVV), HSQC
(APENDICE UUUU) e HMBC (APENDICE WWWW) foram atribuidos os
deslocamentos quimicos das duas unidades de hexoses. As unidades de B—glicose
e de a-ramnose foram confirmadas principalmente pelos valores de deslocamentos

quimicos dos carbonos e a existéncia de um carbono metilénico na primeira unidade
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e de um carbono metilico na segunda unidade. A conex&o do tipo 6"—1" entre a
unidade de glicose e a de ramnose foi determinada por meio da correlagédo
observada no mapa de contornos HMBC entre H-1" (6 4,52) e C-6" (6 68,2);
enquanto que a posi¢ao da glicose foi determinada pela correlagao existente entre
H-1" (6 5,11) e C-3 (6 134,1) (Figura 32). Os dados obtidos permitiram a
identificacdo de 44 com o flavonoide quercetina-3-O-rutinosideo, conhecido como
rutina'® (Tabela 30).

CHy
0 >~OH
" [Ho OH
0
OH
OH

Figura 32 - Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC para a
substancia 44

A substancia 45 foi obtida em mistura com a substancia 46. O espectro de
RMN de 'H de 45 (APENDICE XXXX) apresenta sinais semelhantes aos do
flavonoide 44. A principal distingdo esta na presenca de um singleto em 6 3,95, com
integral para trés hidrogénios e correlagdo com um carbono em & 55,3 no mapa de
contornos HSQC (APENDICE YYYY), sugerindo tratar-se de uma metoxila
aromatica. A posi¢gao da metoxila na aglicona foi confirmada por meio da correlagao
entre OCHj; (6 3,95) e H-5' (8 6,92) com C-3' (6 146,9) no mapa de contornos HMBC
(APENDICE 7Z2Z2).

A identificagdo das unidades de hexoses e os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos foram atribuidos com auxilio dos experimentos de TOCSY
1D (APENDICE AAAAA), HSQC e HMBC. A ligagdo entre as unidades de ramnose e
glicose e a posi¢ao dos glicosideos na estrutura foram determinadas por meio das
correlagdes entre H-1" (5 4,53) com C-6" (6 67,8) e H-1" (5 5,25) com C-3 (5 133,8),
respectivamente. Assim, com base nessas informagdes, o composto 45 foi
identificado como sendo o flavonoide isoramnetina-3-O-rutinosideo'®® (Tabela 31).
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Tabela 30 — Dados de RMN de 'H e de '*C de 44 (CD;0D, 8, J = Hz, 14,1 T)

Posicdo 44 rutina'®?
1H 13Ca 1H 13c
2 - 157,9 - 158,5
3 - 134,1 - 135,6
4 - ° - 179,3
5 - 161,4 - 162,9
6 6,20 d (1,9) 99,6 6,20 s 100,0
7 - 165,1 - 166,2
8 6,39 d (1,9) 94,4 6,38 s 94,9
8a - 156,9 - 159,3
4a - 104,1 - 105,5
1" - 121,5 - 1231
2' 7,67 d (2,1) 1174 7,64 s 116,0
3 - 1444 - 145,8
4 - 1484 - 149,8
5' 6,87 d (8,5) 115,8 6,87 d (8,5) 117,6
6' 7,63 dd (8,5; 2,1) 123,2 7,62 d (8,5) 123,5
glc-1" 5,11 d (7,7) 104,3 5,10 d (7,5) 104,7
glc-2" 3,45t (7,1) 74,4 3,47 t(7,5) 75,7
glc-3" 3,43-3,44 m 76,8 3,45m 78,2
glc-4" 3,27-3,28 m 70,1 3,26 m 71,4
glc-5" 3,33-3,35 m 75,8 3,30 m 77.2
glc-6" 3,82 dI (10,0) 68,2 3,81 d (12,0) 68,5
3,39 m 3,40 m
ram-1" 4,52 d (1,3) 102,0 452s 102,4
ram-2" 3,64 sl 70,6 3,64 sl 72,1
ram-3" 3,55 dd (9,5; 3,4) 71,9 3,54 dd (9,5; 3,0) 72,2
ram-4" 3,29-3,28 m 73,6 3,28 m 73,9
ram-5" 3,44-3,46 m 68,3 3,45m 69,7
ram-6" 1,12 d (6,2) 17,5 1,12 d (6,0) 17,9

? Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC; ® Sinal ndo observado
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Tabela 31 — Dados de RMN de 'H e de *C de 45 (CD;0D, 8, J = Hz, 14,1 T)

Posigio 45 isoramnetina-3-O-rutinosideo'®
1H 13Ca 1H 13c
2 - 157,4 - 159,3
3 - 133,8 - 135,9
4 - ° - 179,7
5 - 161,3 - 163,4
6 6,22 d (2,0) 98,5 6,22 d (2,1) 100,4
7 - 164,6 - 166,4
8 6,42 d (2,0) 93,4 6,42 d (2,1) 95,4
8a - 156,9 - 158,8
4a - 104,2 - 106,1
1 - 1214 - 123,4
2' 7,95 d (2,0) 1131 7,95 d (2,0) 115,0
3 - 146,9 - 148,7
4' - 149,2 - 151,2
5 6,92 d (8,5) 1147 6,92 d (8,5) 116,5
6' 7,63 dd (8,5; 2,0) 122,6 7,64 dd (8,5; 2,1) 124,4
OCH; 3,95 s 55,3 3,95s 57,2
gle-1" 525 d (7,5) 1035 524 d (7,5) 104,9
glc-2" 3,46 t(7,1) 74 1 3,26-3,47 m 76,3
glc-3" 3,43-3,44 m 76,8 3,26-3,47 m 77,7
glc-4" 3,45-3,49 m 70,8 3,26-3,47 m 72,0
glc-5" 3,35-3,38 m 76,0 3,26-3,47 m 78,6
glc-6" 3,82 dl (10,0) 67,8 3,84 dl (10,0) 68,9

3,41-3,42 m 3,26-3,47 m

ram-1"" 4,53 d (1,4) 104,3 4,54 d (1,3) 102,9
ram-2"' 3,62-3,63 m 70,6 3,26-3,47 m 72,5
ram-3"' 3,52 dd (9,3; 3,2) 70,8 3,26-3,47 m 72,7
ram-4"' 3,25-3,27 m 72,5 3,26-3,47 m 74,2
ram-5" 3,39-3,41 m 68,3 3,26-3,47 m 70,2
ram-6""' 1,10 d (6,2) 16,4 1,11 d (6,2) 18,3

? Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC; ® Sinal ndo observado
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Os espectros dos flavonoides 46 — 48 apresentam dois dubletos com
constantes de acoplamento orto indicando que o anel B é para-substituido. Portanto
pode-se sugerir que estas substancias sao derivadas do kaempferol.

No espectro de RMN de 'H de 46 (APENDICE BBBBB) observa-se, além dos
hidrogénios aromaticos, um dubleto em 6 5,13 (J = 6,9 Hz) e um singleto largo em &
4,52 referentes a hidrogénios anomeéricos com configuragéo 3 e a, respectivamente.
Os sinais entre 6 3,24 — 3,81 e o dubleto em 6 1,12 estéo relacionados aos demais
hidrogénios das unidades glicosidicas, sendo que uma trata-se da ramnose. Os
experimentos de TOCSY 1D (APENDICE CCCCC), HSQC (APENDICE DDDDD) e
HMBC (APENDICE EEEEE) confirmaram a existéncia de uma unidade de glicose e
outra de ramnose, onde a glicose esta ligada na posigao 3 da aglicona, uma vez que
se observa a correlagao entre H-1" (8 5,13) com C-3 (5 135,2) no mapa de contornos
HMBC, e que a unidade de ramnose encontra-se ligada a posi¢gao 6" da glicose por
meio da correlagédo H-1" (5 4,52) com C-6" (6 68,3). Comparando os dados obtidos

com a literatura® (

Tabela 32), pode-se identificar a substancia 46 com o flavonoide
kaempferol-3-O-rutinosideo.

O flavonoide 47 apresenta sinais no espectro de RMN de 'H (APENDICE
FFFFF) muito semelhantes aos da substancia 46. A diferenga mais perceptivel esta
apenas na variacdo de deslocamento quimico da primeira unidade de hexose, de &
5,13 em 46 para & 5,04 em 47. Ja4 o experimento de TOCSY 1D (APENDICE
GGGGG) com irradiacdao em 5,04 ppm apresenta apenas correlagdes com dois
sinais (6 3,78 — 3,84 m e 3,53 - 3,55 m), o que representa uma diferenga
significativa no numero de sinais em relagao ao experimento de TOCSY da unidade
de glicose presente em 46. Estas informagdes, juntamente com a diferenga no
tempo de retengdo entre 47 (t, 24,8 min) e 46 (t 25,4 min), corroboram com a
sugestdo de que a diferenga entre as estruturas de 46 e 47 esta relacionada a
primeira unidade de hexose.

A analise dos espectros de RMN de *C (APENDICE HHHHH), TOCSY 1D e
dos mapas de contornos HSQC (APENDICE Illll) e HMBC (APENDICE JJJJJ)
permitiram a identificacdo da primeira unidade de hexose como sendo uma
galactose (Figura 33). Com base nas informagdes obtidas (Tabela 33) foi possivel

identificar 47 como sendo o flavonoide kaempferol-3-O-robinobiosideo.'®
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Figura 33 - Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC para a

Tabela 32 — Dados de RMN de 'H e de '*C de 46 (CD;0D, 3, J = Hz, 14,1 T)

substancia 47

Posigdo 46 Kaempferol-3-O-rutinosideo'*
1H 13Ca 1H 13c
2 - > - 158,7
3 - 135,2 - 135,5
4 - ° - 179,4
5 - 162,6 - 163,1
6 6,21 sl 99,7 6,21 sl 100,0
7 - 165,6 - 166,2
8 6,40 s/ 94,7 6,40 s/ 95,0
8a - 158,1 - 159,4
4a - 105,2 - 105,6
7" - 122,4 - 122,8
2'e 6' 8,06 d (8,7) 132,3 8,06 d (9,0) 132,4
3es5 6,90 d (8,7) 116,1 6,90 d (9,0) 116,2
4 - 161,1 - 161,5
glc-1" 5,13 d (6,9) 104,4 5,11 d (7,5) 104,6
glc-2" 3,24-3,28 m 76,7 3,27-3,80 m 76,8
glc-3" 3,43-3,44 m 78,0 3,27-3,80 m 78,2
glc-4" 3,24-3,26 m 71,3 3,27-3,80 m 71,5
glc-5" 3,34-3,38 m 77,0 3,27-3,80 m 77,2
glc-6" 3,81 dl (10,5) 68,3 3,27-3,80 m 68,6
3,39-3,41m 3,27-3,80 m
ram-1" 4,52 sl 102,2 4,52 sl 102,4
ram-2" 3,64 sl 71,8 3,27-3,80 m 72,1
ram-3" 3,53 dd (9,3; 3,2) 72,1 3,27-3,80 m 72,3
ram-4" 3,24-3,26 m 73,6 3,27-3,80 m 74,0
ram-5" 3,43-347 m 69,5 3,27-3,80 m 69,7
ram-6" 1,12 d (6,2) 17,6 1,12 d (6,0) 17,9

? Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC; ® Sinal ndo observado
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Tabela 33 - Dados de RMN de 'H e de *C de 47 (CDsOD, &, J = Hz, 14,1 T)

kaempferol-3-O-

Posigao a7 robinobiosideo'’®
1H 13C 1H 13c
2 - 158,5 - 158,7
3 - 135,7 - 135,9
4 - 179,6 - 179,7
5 - 162,9 - 163,1
6 6,22 s/ 100,0 6,21 s/ 100,2
7 - 166,2 - 166,2
8 6,42 s/ 94,9 6,41 s/ 95,1
8a - 159,3 - 159,5
4a - 105,5 - 105,7
1 - 122,6 - 122,8
2'e6' 8,10 d (8,7) 132,5 8,09 d (8,4) 132,6
3e5 6,89 d (8,7) 116,1 6,88 d (8,4) 116,3
4 - 161,6 - 161,7
gal-1" 5,04 d (7.8) 103,8 5,03 d (7.6) 105,7
gal-2" 3,40-3,84 m 72,0 3,49-3,81 m 72,2
gal-3" 3,40-3,84 m 74,9 3,49-3,81 m 751
gal-4" 3,40-3,84 m 70,1 3,49-3,81 m 70,3
gal-5" 3,40-3,84 m 75,3 3,49-3,81 m 75,5
gal-6" 372 dd (10,2; 5,7) 67,3 3,72 dd (10,4; 5.6) 67,6
3,39 dd (10,2; 6,8) 3,39 dd (10,6; 6,4)
ram-1" 4,52 d (1,3) 101,8 452 s 102,1
ram-2"' 3,40-3,84 m 72,9 3,49-3,81 m 73,1
ram-3"' 3,40-3,84 m 72,2 3,49-3,81 m 72,4
ram-4"' 3,40-3,84 m 73,8 3,49-3,81 m 74,0
ram-5" 3,40-3,84 m 69,7 3,49-3,81 m 69,9
ram-6""' 1,18 d (6,2) 18,0 1,18 d (6,0) 18,1

A substancia 48 apresenta sinais de deslocamentos quimicos no espectro de
RMN de 'H (APENDICE KKKKK) similares aos da substancia 46, porém sao
observados trés dubletos em 6 5,17 (J=7,5Hz); 64,50 (J=1,4Hz)e 64,52 (J=7,8
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Hz) sugerindo a existéncia de trés unidades de hexoses, uma com configuracéo o e
duas .

O espectro de massas de alta resolugdo de 48 (APENDICE LLLLL)
apresentou o pico referente a molécula desprotonada com m/z 755,2065 [M — H] . O
conjunto de informacdes fornecidos pelos espectros de RMN e HRMS sugere a
férmula molecular C33H4002 (calculado para CszH3zgOy9, 755,2033). O espectro de
MS/MS do ion 755,2065 forneceu um pico com m/z 285,0386, sugerindo tratar-se de
um derivado do flavonoide kaempferol. Por meio da diferenca de 470 Da entre o pico
[M — H] e a aglicona, juntamente com a sugestdo de formula molecular e os dados
de RMN pode-se propor a existéncia de trés unidades de acgucares, onde uma
unidade é de ramnose (146 Da).

Ao comparar os valores de deslocamento quimico dos atomos de carbono da
aglicona com os da literatura®' sugere-se que os glicosideos estdo conectados na
posicao 3 do kaempferol.

A anadlise dos experimentos de TOCSY 1D (APENDICE MMMMM), HSQC
(APENDICE NNNNN) e HMBC (APENDICE OOOQO) sugere que os hidrogénios
anomericos em & 5,17 e 4,52 sdo de unidades de glicose, devido aos valores de
deslocamento quimico dos atomos de carbono, enquanto que o hidrogénio em &
4,50 pertence a uma unidade de ramnose.

A sequéncia na qual as duas unidades de glicose e a ramnose estao
conectadas foi determinada por meio das correlacbes observadas no mapa de
contornos HMBC (Figura 34). A conectividade entre a primeira unidade de glicose e
a ramnose foi determinada por meio da correlagéo entre H-1" (& 4,50) com C-6" (6
68,2). Ja a ligagao entre a ramnose e a segunda unidade de glicose foi estabelecida
com base na correlagdo existente entre os prétons metilicos H-6" (6 1,13) e o
hidrogénio anomérico H-1"" (6 4,52) com C-4" (5 83,2) da ramnose. O deslocamento
quimico para campo baixo de C-4" (~ A 10) € de comum ocorréncia quando ocorre
uma glicosilagdo nesta posicéo.'®

Este € o primeiro relato em literatura do kaempferol-3-O-p-glicopiranosil-

(6"—>1"")-O-a-ramnopiranosil-(4"'—1"")-O-p-glicopiranosideo.
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Figura 34 — Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC para a

substancia 48

Tabela 34 - Dados de RMN de 'H e de "*C de 48 (CD;0D, §, J = Hz, 14,1 T)

Posicao 48 Posicao
1H 13Ca 1H 13Ca

2 - 156,1 glc-5" 3,24-3,43 m 77,3
3 - b glc-6" 3,78 dl (10,9) 68,2
4 - ° 3,24-3,43m
5 - 162,3 ram-1" 450d(1,4) 102,0
6 6,21 d(2,1) 99,8 ram-2" 3,24-3,72 m 71,7
7 - 165,9 ram-3" 3,24-3,72 m 71,5
8 6,46 d (2,1) 94,6 ram-4" 3,45-3,47m 83,2
8a - 157,9 ram-5"" 3,45-3,47 m 68,0
4a - 105,2 ram-6" 1,13 d (5,7) 17,6
1 - 122,5 glc-1" 4,52 d (7,8) 105,5

2'e6' 8,08 d (8,9) 132,2 glc-2" 3,24-3,43 m 75,8

3'eb 6,91 d (8,9) 116,0 glc-3" 3,24-3,43 m 77,6
4' - 160,7 glc-4"" 3,24-3,43 m 71,1

glc-1" 5,17 d (7,5) 103,7 glc-5"" 3,24-3,43 m 77,2

glc-2" 3,24-3,43 m 74,8 glc-6"" 3,85 dl(10,2) 62,3

glc-3" 3,24-3,43 m 77,6 3,67-3,70 m

glc-4" 3,24-3,43 m 71,1

?Dados obtidos por meio de experimentos de HSQC e HMBC; ® Sinal ndo observado
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6 CONSIDERAGOES

O estudo da composicdo quimica das flores de Aristolochia trulliformis
resultou, até o momento, no isolamento e/ou identificacdo de doze substancias:
quatro derivados Cs-C,, um alcaloide tetraidroisoquinolinico e sete flavonoides.
Dentre os flavonoides isolados destaca-se o flavonoide kaempferol-3-O-p-
glicopiranosil-(6"—1"")-O-a-ramnopiranosil-(4"—1"")-O-f-glicopiranosideo que esta
sendo descrito pela primeira vez na literatura.

As flores de Aristolochia trulliformis apresentaram como substancia majoritaria
no extrato bruto o flavonoide kaempeferol-3-O-rutinosideo (46). Considerando o
numero de flavonoides glicosilados isolados das flores pode sugerir uma relagéo

entre a composi¢cao quimica e a atragao de polinizadores nesta espécie.
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7 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das espécies Aristolochia urupaensis e Aristolochia
trulliformis resultou no isolamento de 48 substancias. Dentre as substéncias obtidas
destacam-se cinco substancias que estdo sendo descritas pela primeira vez na
literatura:  (2S)-2-[2'-(4-hidroxifenil)etil]-6-metil-2,3-diidro-4H-piran-4-ona (1), trés
novos derivados de acido aristoléquico [acido 7-O-metil-aristoloquico F (5),
aristolocato de sodio F (8) e 7-O-metil-aristolocato de sédio F (9)] e o flavonoide
kaempferol-3-O-p-glicopiranosil-(6"—1")-O-a-ramnopiranosil-(4"—>1"")-O- -
glicopiranosideo (48).

Mesmo a familia Aristolochiaceae apresentando um numero significativo de
substancias isoladas de diversas espécies, neste trabalho estdo sendo descritas
pela primeira vez na familia, além das substancias inéditas, outras seis substancias:
tirosol-1-O-B-glicopiranosil-(6—1)-O-B-xilopiranosideo (20), a lignana (-)-9,9'-O-di-
(E)-feruloil-secoisolariciresinol (30), os flavonoides quercetina-3-O-B-glicopiranosil-
(6—1)-B-glicopiranosideo (31), quercetina-3-O-B-glicopiranosideo (32), kaempferol-

3-O-gentiobiosideo (33) e o alcaloide tetraidroisoquinolinico trolina (41).
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APENDICE A - Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho

de 1

Transmitancia / %

1244 1033
1407

3386
097_ 1602
. 1 ] | . 1 " 1 \ | " 1 A 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda / cm™
APENDICE B - Espectro de RMN de 'H de 1 (DMSO-ds, 14,1 T)
TRt
Y :
T N ONNO égﬁggg gmmNO\.‘EQNEEg@m
g & g ShERIRR

T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 4.0

N4 212=

o

5.0 4.5
f1 (ppm)



APENDICE 130
APENDICE C - Mapa de contornos HSQC de 1 (DMSO-dg, 14,1 T)
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APENDICE E - Mapa de contornos COSY 'H-'H de 1 (DMSO-ds, 14,1 T)

cosy

{4.33,1.94&F
{4.33,2.38%

f1 (ppm)

4.0
f2 (ppm)

APENDICE F - Mapa de contornos HMBC de 1 (DMSO-ds, 14,1 T)

H5;C7

{7.00,29.82}
8

\
5.26,20.70}

{5.26,40.55

{6.67,115.37}
»

{6.67,13 1@35}
{7.00,129.38}

{6.67,156.02}
Y

{7.01,155.87}

H5;C3

{5.26,174.21}
e

o {1.98, 78 60} {1.95,78. 505
{2 41 ,78.33}

{1.98,104.68

H7,C5

{2.62,130.22} {2.58,130.03}
H2:C2"/6"

{1.98,174.21}

{2.29,192.17}
=
{2.38,192.06}

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

5.5

4.5 4.0
f2 (ppm)

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

r20

.30

r40
r50
r60
r70
r80
r90
r100
r110
r120
r130
r140
r150
r160
r170
r180
r190
r200

f1 (ppm)



APENDICE

132

APENDICE G - Espectro TOCSY 1D de 1 com irradiagdo em & 4,32 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 2 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 4 + 5 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE N - Mapa de contornos HMBC de 4 + 5 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE P - Espectro de massas de alta resolucéo de 5 (ESI, + 3,0 eV)
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/06/2016

- Espectro de RMN de 'H de 6 (DMSO-dg, 14,1 T)
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APENDICE T - Espectro de absorcdo na regido do Infravermelho de 8.
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APENDICE V - Espectro de massas de alta de resolugdo de 8: a) ESI, + 2,5 eV; b) ESI, -

2,5eV.
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- Espectro de RMN de 'H de 8 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE Z - Espectro de RMN de *C de 8 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE BB - Mapa de contornos HMBC de 8 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE DD - Mapa de contornos HMBC de 9 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 11 + 12 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 13 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 14 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 15 (CDCl3, 14,1 T)
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APENDICE LL - Espectro de NOESY 1D de 15 com irradiagdo em & 7,56 (CDCls 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 16 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE PP - Espectro de RMN de 'H de 18 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE RR -

Mapa de contornos HMBC de 18 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE TT - Espectro TOCSY 1D de 19 + 36 com irradiacdo em & 4,99 (D,O, 14,1 T)
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APENDICE UU - Mapa de contornos HMBC de 19 + 36 (D,0, 14,1 T)
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APENDICE

- Espectro de RMN de 'H de 20 (DMSO-ds, 14,1 T)

~
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APENDICE XX - Mapa de contornos HMBC de 20 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 22 + 25 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 23a e 23B + 260, € 263 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE CCC - Espectro TOCSY 1D de 23a e 23B + 260 e 26p com irradiagcdo em § 2,92

(a) e 4,91 (b) (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE DDD - Mapa de contornos COSY 'H-"H de 23a e 23p + 260 e 26 (DMSO-db,

14,1 7T)
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APENDICE EEE - Mapa de contornos HSQC de 23a e 23p + 26a e 26p (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE FFF - Mapa de contornos HMBC de 23a e 238 + 260, € 26p (DMSO-dg, 14,1 T)

L

F e

Y

A

[
{3.143,70.293}

0

5
{2.913,7@360}
[ 3

%
{2.913,98080}
e N

{6.789,115.880}\‘({6-749,115-138}

{5.748,126.023}
4

{7.658,132.777} a/6.840,132.982}

\' ‘
{7.560,145.028&
{7.658,143.701}

{6.7%6.,\160.495}\ %\

{7'546’166'718}\‘{7.559,160.239}

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
f2 (ppm)

APENDICE GGG - Espectro de RMN de 'H de 27 + 29 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE

APENDICE HHH - Espectro de NOESY 1D de 27 + 29 com irradiacdo em & 3,79 (DMSO-d,

141T)
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APENDICE JJJ- Espectro de NOESY 1D de 28 com irradiacdo em & 3,74 (a) e 3,79 (b)

(DMSO-dg, 14,1 T)
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APENDICE KKK - Espectro de RMN de 'H de 30 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE LLL - Espectro TOCSY 1D de 30 com irradiacdo em & 2,75 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE NNN - Mapa de contornos HMBC de 30 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE PPP - Espectro de NOESY 1D de 30 com irradiacdo em (a) & 3,66 ppm e (b) &

3,79 ppm (DMSO-ds, 14,1 T).
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APENDICE RRR - Espectro de RMN de 'H de 31 (CD;0D, 14,1 T)
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APENDICE TTT - Mapa de contornos HMBC de 31 (CD;OD, 14,1 T)
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APENDICE VVV - Espectro de RMN de H de 32 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 33 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE ZZZ - Mapa de contornos HSQC de 33 (DMSO-ds, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 34 (CD;0D, 14,1 T)
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APENDICE DDDD - Mapa de contornos HSQC de 34 (CDs;0D, 14,1 T)
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APENDICE EEEE- Mapa de contornos HMBC de 34 (CD;OD, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 35 (DMSO-dg, 7,1 T)
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APENDICE HHHH - Espectro de RMN de 'H de 37 + 38 + 39 (DMSO-ds, 14,1 T)
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APENDICE JJJJ - Espectro TOCSY 1D de 37 + 38 + 39 com irradiacdo em & 4,18 (DMSO-
de, 14,1T)
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APENDICE

- Espectro de RMN de 'H de 40 + 41 (DMSO-dg, 14,1 T)
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APENDICE NNNN — Mapa de contornos COSY 'H — "H de 40 + 41 (DMSO-ds, 14,1 T)

W

@

{4.5553,1.5681} {2.4346,1.5820} f2.3719,1
R =
{2.5129;85772}
o

D

{2.4084,2.2430}

_ {2.9312,2.5802} o~

(3.94902.8847}° = %
B

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f2 (ppm)

APENDICE 0000 - Espectro TOCSY 1D de 40 + 41 com irradiacdo em: (a) & 3,96 e (b) &

4,57 (DMSO-dg, 14,1 T)

(a)

3.9720
3.9669
L= 39622
\\3.9550
3.9410

—-—6.4970
=-—4.5772

r3.0

r3.5

r4.0

r4.5

r5.0

r5.5

r6.0

r6.5

r7.0

r7.5

r8.0

ppm)
(b)
o
N
n
m o o
%Tg Ngv
[To N Y N o
< | < 1\8-—3“3,\,
. n
~- ﬁ.—q.‘_;“'
i ‘o\\ N
? i
— i —_
—
"

52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14

f1 (ppm)



APENDICE 175
APENDICE PPPP - Mapa de contornos HSQC de 40 + 41 (DMSO-dg, 14,1 T)
p . 20
3 {1.5677,27.4203} 0
® e
— {3.9522,36.6084} ] 30
) o \5{2.5740,38.37@}2}  {2.4084,31.3252}
—_— ¢ . {2.8898,36.5576} 40
{4.5649,55.5146} >0
S L 2
] 60
= [
. ®
E ) r70
3 . o £
< Ao Q
80 2
90
100
(]
{6.5017,111.8061} |
——3  {6.4854,115.4782}% 1o
[ (<}
] {6.8139,115.2407} 120
— ‘{7.7771,151.6947} 1130
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0
f2 (ppm)
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APENDICE

- Espectro de RMN de 'H de 42 (CD;OD, 14,1 T)
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APENDICE 177

APENDICE TTTT - Espectro de RMN de 'H de 44 (CD;0D, 14,1 T)
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APENDICE UUUU - Mapa de contornos HSQC de 44 (CD50D, 14,1 T)

T T L

@
{1.10,17.47} 20

r30

r40

160
13.45.69.54) . 13.28,71.15} Lo
{3.82,68.28} - ?%g3.33,76.76}
{3.48,75.31)

f1 (ppm)

{3.43,77.66} 80
{6.40,94.42} L90
e

{4.52,102.01}

{6.21,99.65}4_
{5.11,104.35}

100
110
17.67,117.42}
'8

ej7.63,123.28} 120

0

r130

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5
f2 (ppm)



APENDICE 178

APENDICE VVVV - Espectro TOCSY 1D de 44 com irradiagdo em: (a) 8 5,11 e (b) 4,52
(CD30D, 14,1 7T)
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APENDICE WWWW - Mapa de contornos HMBC de 44 (CD50OD, 14,1 T)
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APENDICE XXXX - Espectro de RMN de 'H de 45 + 46 (CD;0D, 14,1 T)
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APENDICE YYYY — Mapa de contornos HSQC de 45 + 46 (CD5;0D, 14,1 T)
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APENDICE ZZZZ - Mapa de contornos HVIBC de 45 + 46 (CD;0D, 14,1 T)
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- Espectro de RMN de 'H de 46 (CD;0D, 14,1 T)
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APENDICE DDDDD - Mapa de contornos HSQC de 46 (CD50D, 14,1 T)

{1.1444,17.6177} 2
30
40
L] 50
60
{3'3823'68'1553&@{3.4528,69.4728}

/e ' 3 70 —

{3.8107,68.3393} Q {3.3387,77.0296} g_

N L S

{3.4354,75.5805} {3.2614,77.5107} 80 ul
{6.4018,94.6624% r90
{4.5169,102.1714% L 100
{6.2067,99.7404}
{6_8942111596012@ {5.1298,104.3925} L110
r120
é’{8'0693’1322680¢} 130
T T T T T T T T T T T T T T T T 7140
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
2 (ppm)
APENDICE EEEEE - Mapa de contornos HMBC de 46 (CD;0D, 14,1 T)
£
2

.
40
g 50
H1";C6
4.5310,68.9488 [
{4.5310,68. {4.5310,71.6355},£3.4299,72.0375} {1.1367,69.3179 [
{5.1447,77.0297{ Vak X! {3.2667,77.2295} 70
{3.8333,71.1874} & (1.1371,73.541%% L0
{3.3832,76.8203} (3.4558,77.7729}
{6.2212,94.6218 90
{6.4153,99.6801
3.3833,102.0237,
{6.4152,105.2638% ({6.2208,105.2578} ¢ % &(3-4486,104-2231} 100
+
{6.9049,115.9726 (3.8100,102.1867) riio
+
V{6.9055,122.3973} L 120
{8.0783,132.0701}
¥ {5.1440,135.2192 130
M H1";C3
140
150
{8.0795,161.0659} 0/{6'4145’158‘1062}
@’ A n/{6.2203,165.6366) 160
{6.9084,161.0402} LN .
6.4147,165.6010 r
{6.4149,179.1407{* { '
180

T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

0 4.5
f2 (ppm)



183

~

APENDICE

— Espectro de RMN de 'H de 47 (CD;OD, 14,1 T)
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APENDICE HHHHH - Espectro de RMN de °C de 47 (CD;0D, 14,1 T)
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APENDICE Illll - Mapa de contornos HSQC de 47 (CDs;OD, 14,1 T)
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APENDICE JJJJJ - Mapa de contornos HMBC de 47 (CDsOD, 14,1 T)
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APENDICE KKKKK — Espectro de RMN de 'H de 48 (CDs;0D, 14,1 T)
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APENDICE LLLLL - (a) Espectro de massas de alta resolugao de 48 (ESI, — 3,0 eV) e (b)
Espectro de massas de alta resolugéo do ion 755,2069.
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APENDICE MMMMM - Espectro TOCSY 1D de 48 com irradiacdo em: (a) § 5,17; (b) & 4,52
e (c) 51,13 (CD3;0D, 14,1 T)
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APENDICE NNNNN - Mapa de contornos HSQC de 48 (CD3;0D, 14,1 T)
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APENDICE 00000 - Mapa de contornos HMBC de 48 (CD;0D, 14,1 T)

{4.5040,67. 8381 . {1.1112,68.0487
{4.5039,71. 7705 H1 C5 L7
{3 4770,68.0724} )
3. 3829 71.0093
{3.6712,83. 1251(@ (1.1121,83.1632% Lso
H1™,C4™ 4 5183,83.2350 HE™ ;C4
{6.2258,94. 5430{& 90
{6.4726,99. 7450%
{6.4713,105. 2121{& {6.2267,105.2031} {3.2797,105.461%3.4729,105.2527} 100
]
{6.9183,115.6680 ' e -
o
=N
{6.9170,122.4664% Lo o
1 {6.8901,130.6755}
{8.0671,132.2362% , O u 0 L 130
r140
[ ]
o 150
80705160 768{66'8929'156'1526 ({6.4717,157.8842}
z ,160. 2@ . » Q/{5.2242,162.3271} L 160
{6.9147,160.8448)
{6.4769,165.8694} k170

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 7.5 70 65 6.0 5.5 (() 45 40 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05

5
f2 (ppm)



