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RESUMO

As lignanas furofuranicas compreendem uma classe de metabdlitos secundarios
encontrados em plantas do género Aristolochia (Aristolochiaceae). Ao longo dos anos,
estudos sobre isolamento, elucidacdo estrutural e propriedades biologicas dessas
lignanas tém sido descritos na literatura. No entanto, metodologias de separacao
quiral e de andlise enantiomérica sdo escassas. O objetivo deste trabalho foi
determinar condi¢c@es de resolucédo quiral via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) para as lignanas eudesmina, epieudesmina, sesamina, episesamina,
filigenina, kobusina e fargesina, obtidas previamente de Aristolochia. Os isdmeros
foram purificados por CLAE utilizando colunas quirais CHIRALPAK® IC (Daicel) e
CHIRALCEL® OD-RH (Daicel). A comparacdo das medidas de atividade Optica
especifica com os valores descritos na literatura sugeriram que as plantas do género
Aristolochia produzem quatro isémeros diferentes de lignanas furofuranicas:
(7S,7S,8R,8'R), (7TR,7’R,8S,8'S), (7TR,7’S,85,8'S) e (7S,7R,8R,8'R).

Palavras-chave: Aristolochia; lignanas furofuranicas; enantiomeros; resolugao quiral.



ABSTRACT

Furofuran lignans comprise a class of secondary metabolites found in plants of the
genus Aristolochia (Aristolochiaceae). Over the years, studies on the isolation,
structural elucidation and biological properties of these lignans have been described
in the literature. However, chiral separation and enantiomeric analysis methodologies
are scarce. The objective of this work was to determine chiral resolution conditions via
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) for the lignans eudesmin,
epieudesmin, sesamin, episesamin, filigenin, kobusina, and fargesin, previously
obtained from Aristolochia. The isomers were purified by HPLC using CHIRALPAK®
IC (Daicel) and CHIRALCEL® OD-RH (Daicel) chiral columns. Comparison of the
specific optical activity data with the values described in the literature suggested that
plants of the genus Aristolochia produce four different isomers of furofuran lignans:
(7S,7S,8R,8'R), (7TR,7’R,8S,8'S), (7TR,7’S,8S,8’S) and (7S,7'R,8R,8'R).

Keywords: Aristolochia; furofuran lignans; enantiomers; quiral resolution.
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1 INTRODUCAO

1.1 Género Aristolochia

A familia Aristolochiaceae € constituida por quatro géneros: Aristolochia
L., Asarum L., Thottea Rottb. e Saruma Oliv., com mais de 600 espécies
reportadas?!. Dentre eles, o género Aristolochia se destaca pela ampla presenca
no territorio brasileiro em regides tropicais e subtropicais. Somente na area de
Mata Atlantica 39 das 85 espécies encontradas no Brasil estdo registradas??.
Estudos taxondmicos ja se concentram em outras regiées do pais a fim de obter
mais informagdes acerca de um grupo tao vasto da flora brasileira.

As plantas do género Aristolochia sdo caracterizadas como trepadeiras,
subarbustos e ervas. Popularmente as espécies sdo conhecidas como papo-de-
peru, cipd mil-homens, jarrinha etc*°. Apresentam histérico de uso na medicina
popular por apresentarem efeitos analgésicos, emenagogas, antiofidicos,
estomaquicos, expectorantes, sedativos, auxiliador no emagrecimento e
abortivos*¢. O proprio nome do género deriva desta caracteristica: aristos =
melhor; lochios = parto ou expulséo da placenta’.

Grande parcela das propriedades biolégicas observadas nestas plantas
se deve a sua composi¢cao quimica diversificada em metabdlitos secundarios,
como acidos graxos, terpenoides, lignoides, flavonoides e alcaloides®. Enquanto
para 0s organismos vegetais tal producdo garante caracteristicas evolucionarias,
para os estudos fitoquimicos representa uma potencial fonte de desenvolvimento

para novos farmacos ao isolar substancias com atividades especificas.
1.2 Lignanas

A incapacidade de locomocdo das plantas pressionou as espécies a
desenvolver mecanismos que possibilitam seu crescimento flexivel, através da
producdo de substancias que desempenham func¢des adaptativas em resposta
as alteracdes no ambiente e no crescimento da planta®.

Enquanto o metabolismo primario produz carboidratos, lipidios, proteinas
e acidos nucléicos, macromoléculas que desempenham funcfes essenciais no
vegetal, 0 metabolismo secundario ou especial permite a evolucao das espécies

ao gerar produtos especificos e vantajosos na sobrevivéncia e perpetuacao da
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espécie no ecossistema®. Os metabdlitos secundarios pertencem, em geral, a
trés principais grupos de moléculas: terpenos, compostos fendlicos e
nitrogenados. Além destes destacam-se ainda derivados de acidos graxos e
policetideos aromaticos?©.

O estudo destes compostos apresenta diversas aplicacdes praticas.
Muitas destas substancias s&o utilizadas como inseticidas, fungicidas,
medicamentos, fragrancias e aromatizantes e sao o constante foco de
investigacdo da industria farmacéutica, justamente por suas propriedades
biolégicas especificas?.

As lignanas compreendem uma das classes de metabolitos secundarios
produzidos pelo género Aristolochia e se destacam por apresentarem atividades
importantes como: antiviral, antitumoral, antimicrobiana, antioxidante,
imunossupressora, entre outras'?. Sdo derivadas da via biossintética do acido
chiquimico, resultantes do acoplamento oxidativo de duas unidades de &cido
cin@mico e, por esta razdo, sao consideradas dimeros de fenilpropanoides. Para
fins de nomenclatura, segundo a IUPAC, a unidade CesCs é tratada como
fenilpropanoide e numerada de 1 a 6 no anel aromatico e de 7 a 9 no grupo
propil. Na segunda unidade CsCs, 0s numeros sdo de 1' a 9'. Quando as duas
unidades CsCs apresentam juncédo entre os carbonos C-8 e C-8', esses
compostos sao denominados lignanas. Quando a jun¢éo dos dimeros ocorre em
qualquer outra posicdo, os compostos sdo denominados neolignanas (Figura
1)%,

Figura 1: Exemplos de esqueletos carbdnicos de lignanas e neolignanas.

Lignana Neolignana

Fonte: elaborada pela Autora (2023)

As lignanas apresentam enorme diversidade estrutural devido a diferentes

graus de oxidacdo da cadeia lateral e padrées de substituicdo nos anéis
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aromaticos. Dessa forma, podem ser divididas em oito classes diferentes, de
acordo com o padrao estrutural que inclui o esqueleto carboénico, o padrao de
ciclizacdo e a maneira como 0 oxigénio é incorporado no esqueleto molecular
(Figura 2)4.

Figura 2: Esqueletos carbdnicos dos principais grupos de lignanas.

Dibenzociclo-octadieno Arilnaftaleno Ariltetralina Dibenzilbutano Furofurano
OH
. {
O o o O 0 O 0
Dibenzilbutirolactol Dibenzilbutirolactona l o

Tetrahidrofurano

Fonte: adaptado de Teponno e colaboradores®.

1.3 Lignanas furofuranicas

As lignanas furofuranicas s&o uma das maiores subclasses das lignanas,
caracterizadas por conter o esqueleto principal 2,6-diaril-3,7-dioxabiciclo [3.3.0]
octano, isto €, possuem uma porgcdo 7,97',9-diepdxi. Apresentam grande
variedade estrutural com a possibilidade de diferentes substituintes nos grupos
aril e configuracdes do anel furofuranico, e certa complexidade estereoquimica
devido aos quatro centros quirais em (C-7, C-7’, C-8 e C-8). Além disso,
também exibem atividades biolégicas como anti-inflamatoria, antitumoral,
antioxidante, dentre outras'?, o que faz com que diversos estudos fitoquimicos
com enfoque no isolamento destas substancias em diferentes géneros sejam
reportados.

Na natureza essas lignanas tem seus anéis tetraidrofurofuranicos unidos
em configuracao cis, devido a grande tensdo entre o sistema biciclico do anel,

sendo possivel trés configuracdes relativas para essa classe (Figura 3). Estudos
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demonstram que a depender da orientacdo dos substituintes ligados a C-7 e C-
7’ ha uma diferenciagao nos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios
H-7 e H-7’, permitindo a caracterizagao de sua configuracao relativa através de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1HS.

Figura 3: Configuragdes relativas encontradas para as lignanas furofurénicas.

Fonte: adaptado de Kato, 1984

Se o0s substituintes aromaticos estiverem posicionados em posi¢coes
pseudo-equatoriais (1), os hidrogénios exibem o mesmo deslocamento quimico
de 6 4,7- 4,8. Em posicao pseudo-axiais (Ill), o intervalo de deslocamento dos
hidrogénios é de § 4,9-5,1. Em ambas as configuracdes | e Ill as moléculas sao
consideradas simétricas. No caso de um dos substituintes estar em posicao
pseudo-axial e outro em pseudo-equatorial (II), os hidrogénios H-7 e H-7’
apresentam deslocamento quimicoem § 4,4 - 4,5 e 4,8 - 4,9, respectivamente, e
a molécula, por conta de sua assimetria, € chamada de série epi'®

J4 a configuracdo absoluta das lignanas furofuranicas pode ser
determinada por andlise cristalografica de raios X (quando € possivel obter
cristais de alta qualidade), métodos de RMN (usando reagentes de derivatizacao
quiral), sintese estéreo controlada e métodos quirdpticos, que incluem rotacao
optica e Dicroismo Circular Eletrénico (DCE).

Nosso grupo de pesquisa, coordenado inicialmente pela Profa. Dra. Lucia
Maria Xavier Lopes, estudou cerca de 26 espécies do género Aristolochia. Ao
longo dos anos, 15 lignanas furofuranicas foram isoladas e identificadas (Tabela
1, Figura 4).
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Figura 4: Estruturas quimicas das lignanas furofuranicas isoladas de Aristolochia pelo
grupo de pesquisa.
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Tabela 1. Lignanas furofuranicas isoladas de Aristolochia pelo grupo de pesquisa.

Substéncia Nome Espécie
1 sesamina A. pubescens?t’
2 kobusina, A. gehrtiil®, A. warmingiit®
metilpiperitol
3 piperitol A. warmingiil®, A. gehrtiil®
4 eudesmina A. elegans20, A. gehrtiil, A. gigantea2l",
A. pubescens!’, A. warmingiil®
5 pinoresinol A. elegans?0, A. gigantea?!, A. warmingiil®
6 de-4-0O- A. warmingiit®
metilmagnolina
7 medioresinol A. warmingiit®
8 episesamina, A. galeata??, A. warmingii®
asarinina
9 fargesina A. brasiliensis?3, A. esperanzae?3, A.
galeata??, A. malmeana?4, A. warmingiit®
10 xantoxylol A. warmingiit®
11 epieudesmina A. brasiliensis?3, A. cymbifera23, A.
esperanzae?3, A. warmingiil®
12 filigenina A. malmeana?4, A. warmingiit®
13 warmingina C A. warmingiit®
14 warmingina A A. warmingiit®
15 warmingina B A. warmingiit®

Fonte: elaborada pela Autora (2023)
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1.4 Resolucéao Quiral

Enantibmeros sdo estereoisbmeros que apresentam estrutura
tridimensional ndo sobreponivel a sua imagem especular?®. A maneira como
estes atomos estdo arranjados no espaco faz com que cada um apresente as
mesmas propriedades fisico-quimicas em sistemas isotrépicos, inviabilizando o
processo de discriminacdo enantiomérica frente a métodos convencionais de
separacédo como ponto de fusdo, ponto de ebulicéo e solubilidade?6?,

No século XIX, Pasteur foi responsavel por conduzir o primeiro
experimento de resolugdo enantiomérica, ap0s notar que os cristais do racemato
de tartarato de amoénio e sédio possuiam duas formas enantiomorficas distintas.
Separando-as manualmente, Pasteur demonstrou que os dois tipos de cristais
rotacionavam a luz polarizada em sentidos opostos?2.

Desde entdo, estudos que buscam métodos eficientes para a separacao
de enantibmeros tém sido desenvolvidos. Em 1952, com as investigacbes de
Dalgliesh, o campo da separacdo quiral teve grande avanco ao propor um
modelo de interacdo de trés pontos entre os enantibmeros e o seletor quiral.
Segundo tal modelo sdo necessarias trés forcas de interacao simultaneas entre
um dos enantidmeros e o seletor quiral, sendo que pelo menos uma destas deve
ser dependente da estereoquimica?®. Inicialmente apenas interacdes atrativas
eram consideradas para a discriminacdo quiral, posteriormente estudos
confirmaram que interacbes repulsivas e atrativas participam do processo.
Assim, a depender dos tipos das trés interagdes entre o enantibmero e o seletor
quiral, este tende a ficar mais fortemente ligado que o outro®°.

Dentre os métodos de identificagcdo e quantificacdo de enantibmeros
destaca-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com fases
estacionarias quirais, dada sua alta eficiéncia de separacdo sem alterar os
compostos. Os polissacarideos em sua forma natural, apesar de apresentarem
capacidade de separacdo enantiomérica, ndo séo indicados para o uso em CLAE
devido a baixa resolucéo discriminatéria®l. Assim, fases estacionarias baseadas
em seus derivados adsorvidos ou quimicamente ligados aos suportes
apresentam um prospecto mais otimista na separacdo enantiomérica de
compostos alifaticos e aromaticos®?. Dentre estes derivados destaca-se tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de celulose e tris(3,5-diclorofenilcarbamato) de celulose,
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em razao da possibilidade de uso nos dois modos de eluicdo (normal e reverso),
elevada estabilidade e resolucédo enantiomérica3? 34,

A importancia de se isolar enantibmeros puros se da justamente pela
possibilidade de cada um oferecer agbes diferenciadas sobre os organismos
vivos, levando a diferentes sabores, odores, toxicidades e acdes bioldgicas®.
Grande parte dos pesquisadores da area de produtos naturais ainda considera
que o0s metabdlitos secundarios quirais sdo biossintetizados de forma
enantiomericamente pura ou enriquecida, o que faz com que tais substancias
sejam isoladas equivocadamente como racematos ou misturas de
diastereoisdmeros®®. Portanto, a caréncia no estabelecimento de metodologias
de discriminacdo quirais destes metabdlitos apresenta-se como uma
problemética dos produtos naturais visto que, além de dificultar a determinacao
da configuracdo absoluta das substancias, prejudica a avaliacdo de atividade

biolégica dos enantiomeros®’.

2 OBJETIVOS

O obijetivo deste trabalho foi contribuir para o estudo quimico das lignanas
furofuranicas isoladas do género Aristolochia, incluindo os seguintes objetivos
especificos:

« Purificacdo das lignanas furofuranicas de fracdes enriquecidas obtidas
previamente de espécies de Aristolochia;

« Obtencdo das lignanas furofuranicas enantiomericamente puras
utilizando CLAE quiral,

« Elaboragdo de um banco de dados contendo informacdes

espectroscopicas (RMN de 'H e medidas de rotacdo dptica especifica) e

cromatograficas (tempo de retencéo em diferentes condi¢cdes de analise)

das substancias estudadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Solventes

Os solventes metanol, cloroférmio, hexano, etanol, acetonitrila e
isopropanol, usados nos processos cromatograficos e analises de rotacao optica
especifica, foram das marcas Sigma-Aldrich® e Tedia em grau HPLC, e agua
destilada e deionizada em aparelho da marca Milli-Q.

O solvente deuterado CDCls (com pureza = 99,8% para D) foi da marca

Sigma-Aldrich® para Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

3.2 Equipamentos

Os espectros de RMN de 'H unidimensional foram obtidos em
espectrometro Brucker, modelo Avance Ill HD 600 (14,1 T), com frequéncia de
600 MHz para o nucleo de *H. Todas as amostras foram analisadas em sonda
de 5 mm com deteccao direta e temperatura 23 °C. A andlise dos espectros foi
realizada com auxilio do software Mestre Nova (Mestrelab Research) verséo
14.2.0.

As analises por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas utilizando o cromatégrafo JASCO® com controlador LC-Net II/ADC,
bomba PU-2086 Plus, injetor automatico AS-2055 Plus, detector de arranjo de
fotodiodos MD- 2018 Plus e detector de dicroismo circular CD-2095 acoplado a
detector de Dicroismo Circular CD-2095. No modo analitico, foi empregada
coluna CHIRALPAK® IC da Daicel com seletor quiral tris(3,5-
diclorofenilcarbamato) de celulose (4,6 x 250 mm) e coluna CHIRALCEL® OD-
RH da Daicel com seletor quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose (150
X 4,6 mm). JA no modo semipreparativo, foi utilizada coluna C18 Phenomenex
(250 x 10 mm).

As medidas de rotagdo Optica especifica foram realizadas em polarimetro
digital Perkin Elmer, com lampada de sodio, A = 589 nm, e cela de quartzo de

caminho optico 1,00 dm.
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3.3 Andlises Cromatograficas

Para a Cromatografia de Camada Delgada, fez-se uso de silica gel (2-25

um, 60 A, Sigma-Aldrich®). Para as revela¢des das cromatoplacas, fez-se uso

de iodo sublimado e irradiacdes na regido de absorcdo no UV (254 e 365 nm).

Para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram usadas as

seguintes condicOes cromatograficas:

Para purificagéo das substancias epieudesmina e filigenina, coluna
C18 Phenomenex, fase movel MeOH:H20 (60:40), corrida de 21
minutos em fase reversa, método gradiente e fluxo 1 mL/min com
injecdo de 15 pL de amostra solubilizada com CHCls;

Resolucdo quiral da substancia fargesina, coluna quiral
CHIRALCEL® OD-RH (Daicel), fase mével ACN:H20 (1:1), corrida
de 30 minutos em fase reversa, método isocratico e fluxo de 1
mL/min com inje¢c&do de 15 pL de amostra solubilizada com CHCIs;
Resolucao quiral das substancias filigenina, sesamina, episesamina,
kobusina, coluna quiral CHIRALPAK® IC, fase mével Hexano:Etanol
(80:20), corrida de 120 minutos em fase normal, método isocratico e
fluxo de 1 mL/ min com injecdo de 15 pyL de amostra centrifugada e
solubilizada com CHCls e 20 pL de fase movel;

Resolucdo quiral das substancias eudesmina e epieudesmina,
coluna quiral CHIRALPAK® IC, fase mével Hexano:Etanol (70:30),
corrida de 120 minutos em fase normal, método isocratico e fluxo de
1 mL/ min com injecdo de 15 pL de amostra centrifugada e

solubilizada com CHCls e 20 pL de fase movel.

As amostras analisadas por CLAE foram previamente submetidas a

extracdes em fase solida com cartuchos de fase reversa Macherey-Nagel C18

ec (3,0 mL; 500 mg, Chromabond®) e, na sequéncia, filtradas em microfiltro de
PVDF (13 mm; 0,22 um, Exacta®).
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3.4 Triagem quimica das fracdes enriquecidas

Cerca de 26 fracdes enriquecidas de lignanas furofuranicas, obtidas
previamente pelo grupo de pesquisa em estudos quimicos de plantas do género
Aristolochia, foram separadas para andlise e determinacédo de sua composicao,
pureza e massa. Todas foram analisadas por CCD e RMN de H.

Apés triagem, seis fracbes foram selecionadas considerando a presenca
de lignanas furofuranicas em sua composicao, baixo grau de impurezas e massa
maior que 10 mg: Fr-Fargesina (20 mg), Fr-Filigenina (15 mg), Fr-LF11 (131,7
mgq), Fr-LF16 (30 mg), Fr-LF14 (29,7 mg) e Fr-LF26 (430,6 mg).

3.5 Isolamento e purificacdo das lignanas furofuranicas

As fracdes Fr-LF11, Fr-LF16 e Fr-LF26 foram submetidas a Cromatografia
em Camada Delgada Preparativa (CCDP) utilizando fase mével CHCIl3:MeOH
97:3, a fim de purificar as lignanas furofuranicas dos demais componentes
presentes. Todas as subfracdes obtidas das CCDP foram analisadas por RMN
de 'H. Como as lignanas furofuranicas apresentam esqueleto carbénico muito
similar, apenas se diferenciando nos substituintes dos anéis aromaéticos,
diferentes lignanas podem se concentrar na mesma faixa de retencdo nas
separacdes por CCDP, e assim serem isoladas como misturas. Por esta razéo,
as fracdes que indicavam mistura, mesmo que em que pequena proporcao,
foram injetadas em CLAE, a fim de purificar a substancia de interesse.

O fracionamento da Fr-LF11 por CCDP resultou em oito subfracdes
(Figura 5). Ap6s a andlise por RMN de H, a subfracdo 8 (Fr-LF11-F8) exibiu
sinais caracteristicos de lignanas furofuranicas, permitindo a identificacdo
predominante da substéncia eudesmina em mistura com kobusina, propor¢ao
1:3 (APENDICE A). Para obter a eudesmina enantiomericamente pura, utilizou-
se CLAE-DAD quiral (Figura 6).



Figura 5: Fracionamento da fracao Fr-LF11
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Fonte: elaborada pela Autora (2023)

Figura 6: Esquema de purificacdo da fracdo enriquecida Fr-LF11-F8

CLAE,
coluna Chiralcel OD-RH,
ACN:H,0 (1:1), 1mL/min

Eudesmina
m=3,5mg

[ Fr- LF11-F8 ]

m= 6,28 mg J

Kobusina
m=12mg

%
%

Fonte: elaborada pela Autora (2023)

O fracionamento da fragao Fr-LF16 por CCDP resultou em 7 subfracées
(Figura 7). Ap6s a andlise por RMN de 'H, a subfracdo 7 (Fr-LF16-F7) exibiu
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sinais caracteristicos de lignanas furofuranicas, permitindo a identificacao

predominante da substancia sesamina em mistura com kobusina, proporcéo 1:6

(APENDICE B). Para obter a sesamina enantiomericamente pura, utilizou-se

CLAE-DAD quiral (Figura 8).



Figura 7: Fracionamento da fracdo Fr-LF16
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Fonte: elaborada pela Autora (2023)
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F —
Subfragédo 7 RMN de 'H Sesamina + Kobusina
m= 16,0 mg (1:6)
———

Figura 8: Esquema de purificacdo da fracéo enriquecida Fr-LF16-F7

CLAE,

Kobusina
m=15mg

m= 16 mg

coluna Chiralcel OD-RH,
Fr-LF16- F7 ACN:H,0 (1:1), 1mL/min

Fonte: elaborada pela Autora (2023)

%

Sesamina
m= 3,4 mg

O fracionamento da fracéo Fr-LF26 por CCDP resultou em 6 subfracbes
(Figura 9). Ap6s a andlise por RMN de 'H, a subfracédo 6 (Fr-LF26-F6) exibiu

sinais caracteristicos de lignanas furofuranicas, permitindo a identificacdo da

substancia kobusina com elevado grau de pureza (APENDICE C). Neste caso,

nao foi necessério a purificacéo através de CLAE.
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Figura 9: Fracionamento da fracdo Fr-LF26
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Fonte: elaborada pela Autora (2023)

A andlise do espectro de RMN de 'H da fracdo LF14 revelou a presenca
da substancia episesamina em alto grau de pureza, tornando desnecesséria a
etapa de fracionamento por CCDP para purificacdo (conforme indicado no
APENDICE D).

A amostra Fr-Filigenina (15 mg) foi recristalizada utilizando CHCI3 (10 mg),
e na sequéncia submetida a CLAE semi-preparativa para purificacdo das

lignanas filigenina e epieudesmina (Figura 10).

Figura 10: Esquema de purificacdo da fragéo enriquecida Fr-Filigenina

Filigenina
CLAE, m= 3,0 mg
coluna PhenomenexC18,
1 MeOH:H,0 (60:40),
Fr-Filigenina 1mL/min
Epieudesmina
m=1,2mg

m= 10 mg

Fonte: elaborada pela Autora (2023)

No caso da amostra Fr-Fargesina (30 mg), apenas a recristalizacéo
utilizando CHCIs foi suficiente para purificar a lignana fargesina (15 mg). Para

resolucéo enantiomeérica, a fracao foi submetida a CLAE quiral (Figura 11).
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Figura 11: Esquema da purificagdo enantiomérica da fracdo enriquecida Fr-Fargesina

(-)-Fargesina
m= 6,6 mg
CLAE,
] coluna Chiralcel OD-RH,
Fr-Fargesina ACN:H,O (1:1), 1mLimin

m= 15 mg

(+)-Fargesina
m= 6,0 mg

Fonte: elaborada pela Autora (2023)

4 RESULTADOS

As lignanas furofuranicas eudesmina, epieudesmina, sesamina,
episesamina, kobusina, fargesina e filigenina (Figura 12), previamente isoladas
de extratos de Aristolochia pelo grupo de pesquisa, foram purificadas para
estabelecer uma metodologia de resolucdo quiral que viesse a fornecer
informacdes sobre suas propor¢cdes enantioméricas e obter os enantibmeros
puros.

Figura 12: Estruturas quimicas das lignanas furofuranicas purificadas

H
R R2 R? R4 R? R2 R® R4
Epieudesmina OCH; OCH; OCH; OCH; Eudesmina OCH; OCH; OCH; OCH;,
Filigenina OCH; OCH; ©OCH, OH Kobusina -OCH,0- OCH; OCH;
Fargesina -OCH,0- OCH; OCH; Sesamina -OCH,0- -OCH,0-
Episesamina -OCH,0- -OCH,0-

Fonte: elaborada pela Autora (2023)
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4.1 Determinacéo estrutural das lignanas furofuranicas

As estruturas quimicas das substancias eudesmina, sesamina e kobusina
sao caracterizadas pela presenca de um sistema tetraidrofurofuranico simétrico,
o qual exibe pouca ou nenhuma diferenciacdo nos valores de deslocamentos
quimicos dos hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7 e H-7’, hidrogénios
carbindlicos H-9 e H-9” e hidrogénios metinicos H-8 e H-8", de forma que cada
um dos hidrogénios sao simplificados a um Unico sinal, com mesma
multiplicidade e constante de acoplamento.

Ja os espectros das substancias filigenina, epieudesmina, episesamina e
fargesina apresentam sinais tipicos de um sistema tetraidrofurofuranico
assimétrico, caracterizado pela distingdo dos valores de deslocamento quimico
dos hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7 e H-7'. Essas substancias sao

conhecidas como série epi.

4.1.1 Eudesmina

O espectro de RMN de H da lignana eudesmina (APENDICE E) indicou
a presenca de um sistema simétrico. Os hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7
e H-7 se apresentam como um unico dubleto em & 4,78 (d, J = 4,2); os
hidrogénios metinicos H-8 e H-8’, como um multipleto no intervalo § 3,13-3,15; e
0s quatro hidrogénios carbindlicos 2H-9 e 2H-9 aparecem como um duplo
dubleto em 4,29 (dd, J = 9,1, 6,8) e um multipleto no intervalo de § 3,91-3,90
(Tabela 2). Ademais, o espectro exibiu dois simpletos em § 3,89 e § 3,92. Por se
tratar de uma molécula simétrica, os dois simpletos observados no espectro séo
referentes a quatro metoxilas substituidas nos anéis aromaticos. Pela
comparacgdo dos dados obtidos de RMN de 'H com os descritos na literatura

(Tabela 2), a substancia isolada foi identificada como eudesmina.
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Tabela 2: Dados de RMN de *H da substancia eudesmina (CDClz, J = Hz, 14,1T)

Eudesmina Eudesmina3®
Posicao OH OH
2,2 6,94 (d, J = 1,9) 6,83-6,89 (M)
5,5 6,87 (d, J = 8,2) 6,83-6,89 (M)
6,6 6,90 (dd, J = 8,2; 2,0) 6,83-6,89 (M)
7.7 4,78 (d, J = 4,2) 4,75 (d, J = 4,2)
8,8 3,13-3,14 (m) 3,12 (m)
9,9 4,29 (dd, J=9,1; 6,8) 4,25 (dd, J=9,1; 6,9)
3,91-3,90 (m) 3,83-3,91 (m)
CH30-3,3 3,89 (s) 3,87(s)
CH30-4,4’ 3,92 (s) 3,89 (s)

Fonte: elaborado pela Autora (2023)

4.1.2 Sesamina

O espectro de RMN de 'H da amostra (APENDICE F) apresentou sinais

caracteristicos do sistema tetraidrofurofuranico simétrico, muito similares aos

apresentados pela eudesmina, além do substituinte metilenodioxilico (§ 5,97, s)

(Tabela 3). Por se tratar de uma molécula simétrica, o Unico simpleto observado

corresponde a dois substituintes

metilenodioxilicos aromaticos. Pela

comparacdo dos dados obtidos de RMN de 'H com os descritos na literatura, a

substancia isolada foi identificada como sesamina.

Tabela 3: Dados de RMN de *H da substancia sesamina (CDCls, J =Hz, 14,1 T)

Sesamina Sesamina®®
Posicao OH ou

2,2 6,87 (d, J = 1,6) 6,77-6,82 (M)

5,5 6,80 (d, J = 8,0) 6,77-6,82 (M)

6, 6 6,83 (dd, J = 8,0; 1,6) 6,77-6,82 (M)

7,7 4,74 (d, J = 4,3) 4,69 (d, J = 4,4)

8,8 3,06-3,08 (M) 3,02 (m)

9,9 4,26 (dd, J = 9,2; 6,8) 4,21 (dd, J = 9,2; 6,9)

3,88-3,90 (m) 3,84 (dd, J = 9,2: 3,8)

OCH20-3,4; 5,97 (s) 5,93 ()
OCH20-3',4’

Fonte: elaborado pela Autora (2023)
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4.1.3 Kobusina

O espectro de RMN de 'H da amostra (APENDICE G) apresentou um
simpleto em § 5,95, indicando um substituinte metilenodioxilico, e dois simpletos
em § 3,89 e § 3,90 referentes a duas metoxilas aromaticas. O fato de cada anel
aromatico possuir diferentes substituintes faz com que os sinais observados para
os hidrogénios H-7,7’, H-8,8 e H-9,9’ se diferenciem quando comparados a
moléculas completamente simétricas, havendo uma pequena duplicacédo desses
sinais (Tabela 4). Pela comparacédo dos dados obtidos de RMN de *H com os
descritos na literatura, a substancia isolada foi identificada como kobusina,

também conhecida como metilpiperitol.

Tabela 4. Dados de RMN de 'H da substancia kobusina (CDCls, J = Hz, 14,1 T)

Kobusina Kobusina?®°
Posicao e Ou
2 6,78-6,92 (M) 6,79-6,92 (M)
5 6,78-6,92 (M) 6,79-6,92 (M)
6 6,78-6,92 (M) 6,79-6,92 (M)
7 4,74- 4,76 (m) 4,76 (m)
8 3,06-3,13 (M) 3,10 (m)
9 4,24- 4,28 (m) 4,27 (dd, J = 9,0; 4,0)
3,88-3,90 (M) 3,91 (m)
2’ 6,78-6,92 (M) 6,79-6,92 (M)
5’ 6,78-6,92 (M) 6,79-6,92 (M)
6’ 6,78-6,92 (M) 6,79-6,92 (m)
7 4,74- 4,76 (m) 4,76 (m)
8’ 3,06-3,13 (M) 3,10 (m)
o 4,24- 4,28 (m) 4,27 (dd, J = 9,0; 4,0)
3,88-3,90 (m) 3,1 (m)
CHs0-3 3,88 (s) 3,80 (s)
CH30-4 3,91(s) 3,89 (s)
OCH20-3',4’ 5,95 (s) 5,97 (s)

Fonte: elaborado pela Autora (2023)

4.1.4 Filigenina

O espectro RMN de 'H da amostra (APENDICE H) demonstrou que 0s
hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7 e H-7’ aparecem como dois dubletos em
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6 4,46 (d,J=7,1Hz)e § 4,90 (d, J = 5,6 Hz) respectivamente. Os hidrogénios
metinicos H-8 e H-8 se apresentam como dois multipletos nos intervalos § 2,92-
2,95 e 6 3,32-3,39, e os quatro hidrogénios carbindélicos 2H-9 e 2H-9’ como um
duplo dubleto em 6 4,16 (d, J =9,3 e 1,5 Hz) e dois multipletos em § 3,85-3,89.
O padrédo dos descolamentos quimicos e multiplicidades dos hidrogénios sugeriu
a presenca de dois anéis aroméaticos por meio de um multipleto em § 6,86- 6,96,
integrando para seis hidrogénios.

Ademais, 0 espectro apresentou um simpleto em § 5,63, referente a uma
hidroxila substituida no anel aromatico, e trés simpletos em § 3,90, 3,92 e 3,93
referentes a trés metoxilas aromaticas (Tabela 5). Pela comparacao dos dados
obtidos de RMN de 'H com os descritos na literatura, a substancia isolada foi

identificada como filigenina (Figura 17).

Tabela 5: Dados de RMN de 'H da substancia filigenina (CDCls, J = Hz, 14,1 T)

Filigenina Filigenina3®
Posicao e OH
2 6,86-6,96 (M) 6,84-6,91 (M)
5 6,86-6,96 (M) 6,84-6,91 (m)
6 6,86-6,96 (M) 6,84-6,91 (M)
7 4,46 (d,J=7,1) 4,41 (d,J=7,2)
8 2,91-2,95 (m) 2,90 (m)
9 4,16 (d, J = 10,0) 4,10 (d, J = 10,2)
3,86-3,89 (m) 3,81-3,83 (M)
2’ 6,86-6,96 (M) 6,84-6,91 (M)
5’ 6,86-6,96 (M) 6,84-6,91 (M)
6’ 6,86-6,96 (M) 6,84-6,91 (m)
7 4,90 (d, J = 5,6) 4,85 (d, = 5,5)
8’ 3,33-3,38 (M) 3,20-3,45 (m)
9’ 3,86-3,89 (M) 3,81-3,83 (M)
3,33-3,38 (M) 3,20-3,45 (m)
CHs0-3 3,93 (s) 3,88 (s)
CH30-3’ 3,92 (s) 3,85 (s)
CH3O-4’ 3,91 (s) 3,86 ()
HO-4 5,63 (s) -

Fonte: elaborado pela Autora (2023)
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4.1.5 Epieudesmina

O espectro de RMN de 'H da amostra (APENDICE ) exibiu sinais
semelhantes aos da filigenina, diferenciando-se apenas pela presenca de quatro
simpletos em § 3,87, 3,88, 3,89 e 3,91 referentes a quatro metoxilas aromaticas
(Tabela 6). Pela comparacéo dos dados obtidos de RMN de *H com os descritos

na literatura, a substéancia isolada foi identificada como epieudesmina.

Tabela 6: Dados de RMN de 'H da substancia epieudesmina (CDCl;, J = Hz, 14,1 T)

Epieudesmina Epieudesmina®®
Posicao e OH
2 6,86-6,96 (M) 6,86-6,94 (M)
5 6,86-6,96 (M) 6,86-6,94 (M)
6 6,86-6,96 (M) 6,86-6,94 (M)
7 4,48 (d, J =7,1) 4,45 (d, J =7,2)
8 2,92-2,96 (M) 2,94 (m)
9 4,16 (dd, J = 9,4) 4,14 (d, J = 10,2)
3,86-3,89 (M) 3,82-3,86 (M)
2’ 6,86-6,96 (M) 6,86-6,94 (M)
5 6,86-6,96 (M) 6,86-6,94 (M)
6’ 6,86-6,96 (M) 6,86-6,94 (M)
7 4,90 (d, J =5,7) 4,88 (d, J =5,1)
8’ 3,33-3,39 (M) 3,33 (M)
o 3,86-3,89 (M) 3,82-3,86 (M)
3,33-3,39 (M) 3,33 (M)
CHsO-3 3,93 (s) 3,91 (s)
CH30-4 3,92 (s) 3,88 (s)
CH30-3’ 3,91 (s) 3,90 (s)
CH30-4' 3,90 (s) 3,87 (s)

Fonte: elaborado pela Autora (2023)

4.1.6 Episesamina

No espectro de RMN de 'H da amostra (APENDICE D) foi verificado a
presenca de um sistema tetraidrofurofurano assimétrico e dois simpletos em &
5,95 e 5,93 indicando que ambos 0s anéis aromaticos estdo substituidos com

grupo metilenodioxilicos (Tabela 7). Pela comparacdo dos dados obtidos de
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RMN de 1H com os descritos na literatura, a substancia isolada foi identificada

como episesamina.

Tabela 7: Dados de RMN de 'H da substancia episesamina (CDClz, J =Hz, 14,1 T)

Episesamina

Episesamina®

Posicéao e OH
2 6,76-6,87 (M) 6,73-6,84 (m)
5 6,76-6,87 (M) 6,73-6,84 (m)
6 6,76-6,87 (M) 6,73-6,84 (M)
7 4,39 (d,J=7,1) 4,37 (d,J=7,3)
8 2,83-2,86 (M) 2,85 (m)
9 4,09 (dd, J=9,5) 4,08 (d, J =8,4)
3,80-3,83 (M) 3,75-3,81 (m)
2 6,76-6,87 (M) 6,73-6,84 (m)
5’ 6,76-6,87 (M) 6,73-6,84 (M)
6’ 6,76-6,87 (M) 6,73-6,84 (m)
7 4,82 (d, J=5,0) 4,81 (d, J=5,2)
8’ 3,27-3,30 (M) 3,27 (m)
9’ 3,27-3,30 (M) 3,75-3,81 (m)
3,27-3,30 (M) 3,27 (m)
OCH20-3,4 5,95 (s) 5,93 (s)
OCH20-3’,4’ 3,93 (s) 5,93 (s)

Fonte: elaborado pela Autora (2023)

4.1.7 Fargesina

O espectro de RMN de 'H da amostra (APENDICE J) caracterizou um

sistema tetraidrofurofuranico assimétrico e apresentou dois simpletos em § 3,89

e 3,90, relacionados aos hidrogénios metoxilicos aroméaticos, e um simpleto em

6 5,96 referente ao substituinte metileodioxilico aromatico (Tabela 8). Pela

comparacédo dos dados obtidos de RMN de 'H com os descritos na literatura, a

substancia isolada foi identificada como fargesina.
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Tabela 8: Dados de RMN de *H da substancia fargesina (CDCls, J = Hz, 14,1 T)

Fargesina Fargesina®®
Posicao OH OH
2 6,79-6,95 (M) 6,77-6,90 (M)
5 6,79-6,95 (M) 6,77-6,90 (M)
6 6,79-6,95 (M) 6,77-6,90 (M)
7 4,45 (d, J = 7,0) 4,40 (d, J =7,1)
8 2,87-2,91 (m) 2,85 (m)
9 4,14 (dd, J = 9,6) 4,10 (d, J = 8,4)
3,84-3,88 (m) 3,82-3,89 (M)
2 6,79-6,95 (m) 6,77-6,90 (M)
5 6,79-6,95 (M) 6,77-6,90 (M)
6’ 6,79-6,95 (M) 6,77-6,90 (M)
7 4,89 (d, J =5,7) 4,85 (d, J=5,3)
8’ 3,31-3,37 (M) 3,27 (m)
o 3,84-3,88 (M) 3,75-3,81 (M)
3,31-3,37 (m) 3,27 (m)
OCH:0-3',4’ 5,97 (s) 5,93 (s)
CHs0-3 3,90 (s) 3,89 (s)
CH30-4 3,93 (s) 3,86 (s)

Fonte: elaborado pela Autora (2023)

4.2 Resolucédo quiral das lignanas furofuranicas

As lignanas furofuranicas, apos purificacdo e caracterizacdo por RMN de
'H, foram analisadas por CLAE-DAD quiral, com o objetivo de avaliar sua pureza
enantiomerica.

Foram testadas as colunas quirdlicas CHIRALPAK® IC (Daicel), com
seletor quiral tris(3,5-diclorofenilcarbamato) de celulose, e CHIRALCEL® OD-RH
(Daicel), com seletor quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose, em
diversos sistemas de fase movel. A Tabela 9 apresenta os tempos de retencéo
observados para as lignanas nas analises empregando as condicOes

cromatograficas otimizadas.
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Tabela 9-Dados de tempo de retencao e rotacdo Optica especifica das lignanas furofuranicas isoladas de Aristolochia

Lignana Tempo de Retencéo (min) Rotacao Optica
CHIRALPAK®  CHIRALCEL® Observada Literatura
IC OD-RH
(H)-(7S,7’S,8R,8'R)-eudesmina 115,22 * [a]p?® +47 (c 0,1; CHCl5)  [a]o®® +37,2 (c 1; CHCI;)3®

(-)-(7TR,7’S,8S,8'S)-epieudesmina 78,56 @

(+)-(7S,7'S,8R,8'R)-sesamina 15,36 b
(+)-(7S,7R,8R,8'R)-episesamina 16,93 b
(-)-(7R,7'S,8S,8’S)-filigenina 56,87 P
(+)-(7S,7'S,8R,8'R)-kobusina 52,76 °
(-)-(7R,7’S,8S,8’S)-fargesina 34,66 °
(+)-(7S,7'R,8R,8'R)-fargesina 56,67 °

15,25°¢

18,74 ¢

[0]0%-156 (c 0,1; CHCl5)
[0]o%® +35 (c 0,1; CHCI5)
[a]p?* +63 (c 0,1; CHCL)
[o]o?* —139 (c 0,1; CHCl5)
[a]p?® +48 (c 0,1; CHCI3)
[0]o?® —106 (c 0,1; CHCl5)

[o]o?* +101 (c 0,1; CHCl5)

[o]o —101 (c 0,15; CHCI)*2
[o]o +46 (c 1,0; CHCI;)%

[o]o + 101,3 (c 0,64; CHCI;)3
[0]o?0 ~114 (C 0,1; CHCI)*t
[0]o® +51,4 (c 0,21; CHCl5)?!
[0]o® 54,7 (c 0,3; CHCl5)?

[a]p?® + 112,7(c 1,1; CHCI5)®®

aCHIRALPAK®IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), Hexano/Etanol 70:30, fluxo de 1 mL/ min;
b CHIRALPAK®IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), Hexano/Etanol 80:20, fluxo de 1 mL/ min;

¢ CHIRALCEL® OD-RH (Daicel, 4,6 x 150 mm), ACN/H20 50:50, fluxo de 1 mL/ min.

*Substancias ndo foram testadas nesta coluna.
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Todas as lignanas, com excecao da fargesina, apresentaram um Unico pico nos
cromatogramas (APENDICE K-S), sugerindo que estavam opticamente puras.

A amostra fargesina exibiu dois picos com tempos de retencdo em 15,25 e
18,74 minutos na analise em coluna quiralica CHIRALCEL® OD-RH (APENDICE Q),
sugerindo tratar-se de uma mistura de enantiomeros. Apds separacdo por CLAE-DAD
semi-preparativo (secao 3.5, p.27), os picos foram injetados individualmente em
coluna CHIRALPAK®IC. A partir desta andlise observou-se que os enantidmeros da
fargesina se comportam de maneira distinta em relagdo aos seletores quirais,
refletindo em tempos de retencao diferentes (Tabela 9).

Comparando os tempos de retencédo das lignanas analisadas nas mesmas
condi¢des experimentais, observa-se tempos de retengéo diferentes. As substancias
eudesmina e epieudesmina exibiram altos tempos de retencédo, propondo forte
interacdo com o seletor quiral e, portanto, baixa migracéo relativa. Ja as lignanas
sesamina e episesamina apresentaram comportamento contrario com baixos tempos
de retencdo, sugerindo menor interagdo com o seletor. No entanto, para o0s
diastereoisbmeros fargesina e kobusina verificou-se tempos de retencao
semelhantes, 0 que poderia inviabilizar a separacdo destas substancias em uma
mistura.

Para a determinacgéo da configuracao absoluta de cada um dos enantibmeros
isolados, foi medida a rotacdo Optica especifica e os valores comparados com aqueles
descritos na literatura, priorizando artigos de sintese esteroespecifica (Tabela 9). Com
base nos dados obtidos, conclui-se que plantas do género Aristolochia produziram
quatro isOmeros diferentes de lignanas furofuranicas: (7S,7°'S,8R,8'R),
(7TR,7R,8S,8'S), (TR,7'S,8S,8'S) e (7S,7R,8R,8'R).

Por fim, apds a caracterizacdo de cada um dos picos da fargesina e tendo
medido o valor de rotacéo éptica especifica para a mistura [a]o?*- 4,0 (c 0,1; CHCI,),
foi possivel calcular o excesso enantiomérico da fragéo:

ee(%) = ([a]p mistura de enantidmeros + [a]p enantiébmero puro) X 100%
ee(%) = ((—4) + (—106)) x 100%
ee(%) = 3,77%
Portanto, a fracdo Fr-Fargesina corresponde a uma mistura enantiomérica com

excesso de 3,77% do enantidmero (-)-fargesina.
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5 CONCLUSOES

O estudo de fracdes enriquecidas de extratos de Aristolochia resultou na
purificacdo de sete lignanas furofuranicas: eudesmina, epieudesmina, sesamina,
episesamina, kobusina, fargesina e filigenina. Para cada uma delas foi possivel
determinar condigBes cromatogréficas de resolucdo quiral que forneceram
informacBes sobre sua pureza enantiomérica. Com excecdo da fargesina, que
apresentou excesso enantiomérico de 3,77% do enantidmero levogiro, as demais
lignanas furofuranicas apresentaram apenas um enatibmero em sua composicao.

Ademais, as andlises de rotacdo Optica especifica das substancias permitiram
sugerir que as plantas do género Aristolochia produzem quatro isdmeros diferentes
de lignanas furofuranicas: (7S,7’S,8R,8'R), (7R,7’R,8S,8’'S), (7R,7'S,8S,8'S) e
(7S,7R,8R,8'R).
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APENDICE K- Cromatograma de resolucédo quiral da eudesmina. Condicées: coluna
quiral CHIRALPAK® IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), FM- 70% Hexano: 30% Etanol, vazéo
1,0 mL/min em 280 nm.
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APENDICE L- Cromatograma de resolucdo quiral da epieudesmina. Condi¢des:
coluna quiral CHIRALPAK® IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), FM- 70% Hexano: 30% Etanol,

vazao 1,0 mL/min em 280 nm.
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APENDICE M- Cromatograma de resoluc&o quiral da sesamina. Condi¢des: coluna
quiral CHIRALPAK® IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), FM- 80% Hexano: 20% Etanol,
vazéo 1,0 mL/min em 280 nm.
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APENDICE N- Cromatograma de resolucéo quiral da episesamina. Condicées: coluna
quiral CHIRALPAK® IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), FM- 80% Hexano: 20% Etanol, vazéo
1,0 mL/min em 280 nm.
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APENDICE O- Cromatograma de resolucéo quiral da filigenina. Condi¢ées: coluna
quiral CHIRALPAK®IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), FM-80% Hexano: 20% Etanol, vazédo
1,0 mL/min em 280 nm.
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APENDICE P- Cromatograma de resolucéo quiral da kobusina. Condicdes: coluna
quiral CHIRALPAK® IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), FM- 80% Hexano: 20% Etanol, vazédo
1,0 mL/min em 280 nm.
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APENDICE Q- Cromatograma de resolucéo quiral da fargesina. Condi¢des: coluna
quiral CHIRALCEL® OD-RH (Daicel, 150 x 4,6 mm), FM- ACN:H20 (1:1), vazéo 1,0

mL/min em 280 nm.
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APENDICE R- Cromatograma de resolucéo quiral da (-)-(7R,7’S,8S,8'S)-fargesina.
Condicdes: coluna quiral CHIRALPAK® IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), FM- 80% Hexano:
20% Etanol, vazao 1,0 mL/min em 280 nm.
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APENDICE S- Cromatograma de resolucéo quiral da (+)-(7S,7’'R,8R,8'R)-fargesina.
Condicdes: coluna quiral CHIRALPAK® IC (Daicel, 4,6 x 250 mm), FM- 80% Hexano:
20% Etanol, vazéo 1,0 mL/min em 280 nm.



