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RESUMO

O presente trabalho descreve o isolamento e identificagcdo dos constituintes
qguimicos de Aristolochia melastoma Manso. O extrato acetbnico de caules e raizes
foi fracionado por cromatografia em coluna de silica gel, e as fra¢cdes obtidas foram
submetidas a outros fracionamentos cromatograficos (CCDP, Sephadex LH-20, CC
de C-18 e CLAE) e/ou lavagens com solventes organicos, resultando no isolamento
de vinte compostos conhecidos: aristolactama All, 9,9'-diacetato-secoisolariciresinol
dimetil éter, tirosol, acido p-hidroxibenzdico, acido vanilinico, acidos aristoléquicos |
e Il, aristolocatos de sodio Illa e IVa, 4,5-dioxodeidroasimilobineo, aristolocato de
sédio |, sitosterol 3-O-B-D-glucopiranosideo, glicerol, talictosideo, uridina,
talictricosideo, icarisideo D2, adenosina, kaempferol 3-O-B-robinobiosideo e
isorhamnetina 3-O-B-robinobiosideo. A lignana 9,9'-diacetato-secoisolariciresinol
dimetil éter e talictricosideo s&o relatados pela primeira vez na familia
Aristolochiaceae. As identificacBes desses compostos foram baseadas nas andlises
dos seus dados espectrométricos (RMN 1D e 2D, UV e EM). Além disso, a analise
dos dados obtidos a partir de literatura especializada acerca da ocorréncia e
biogénese de derivados nitrofeniletilicos sugere que a familia Aristolochiaceae pode
ter evoluido no sentido de formac&o de compostos nitrados.

Palavras-chave: Aristolochiaceae, A. melastoma, &cidos aristoloquicos, derivados

nitrofeniletilicos e alcalbides.



ABSTRACT

This work describes the isolation and identification of the chemical constituents of A.
melastoma Manso. The acetone extract from stems and roots was fractionated by
CC over silica gel and the resultant fractions were subjected to other
chromatographic methods (PTLC, Sephadex LH-20, CC RP-18, and HPLC) and/or
washed with organic solvents to give twenty known compounds: aristolactam All,
secoisolariciresinol dimethyl ether diacetate, tyrosol, p-hydroxybenzoic acid, vanillic
acid, sodium aristolochates I, Illa, and 1Va, 4,5-dioxodehydroasimilobine, aristolochic
acids | and II, sitosterol-3-O-B-D-glucopyranoside, glycerol, uridine, thalictoside,
icariside D2, adenosine, thalictricoside, kaempferol 3-O-B-robinobioside, and
isorhamnetin 3-O-B-robinobioside. Among these, secoisolariciresinol dimethyl ether
diacetate and thalictricoside have being reported for the first time in the
Aristolochiaceae family. The identifications of these compounds were based on
analyses of their spectroscopic data (1D- and 2D-NMR, UV, and MS). Furthermore,
an analysis of data obtained from specialized literature on the occurrence and
biogenesis of nitrophenylethyl derivatives suggests that the Aristolochiaceae family

may have evolved towards nitro compounds.

Keywords: Aristolochiaceae, A. melastoma, aristolochic acid, nitrophenylethyl

derivatives, and alkaloids.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos botéanicos e quimicos da familia Aristolochiaceae

Aristolochiaceae, considerada membro de Piperales !, compreende um grupo
de plantas floriferas, com distribuicdo predominante nas regides tropicais e
subtropicais do planeta 2. Diversos sistemas de classificacéo foram propostos para a
familia Aristolochiaceae (Tabela 1, p. 23) * *. Entretanto, a classificacdo taxonémica
dentro da familia Aristolochiaceae ainda apresenta controvérsias e permanece
assunto de debate na literatura. Esta familia é usualmente dividida em duas
subfamilias: Asaroideae, a qual inclui os géneros Asarum e Saruma; e
Aristolochioideae, a qual inclui os géneros Aristolochia sensu lato e Thottea °.
Gonzélez e Stevenson (2002), baseando-se em analise cladistica de caracteres
morfolégicos, revisaram as relacfes filogenéticas de Aristolochioideae e dividiram
Aristolochia s.l. em quatro géneros (Aristolochia s. str., Pararistolochia, Endodeca, e
Isotrema) dentro de duas subtribos . Esta anélise é congruente com o esquema das
subtribos Aristolochiinae e Isotrematinae originalmente estabelecido por Huber ’. Em
concordancia com Gonzalez e Stevenson, a estrutura taxondmica apresentada por
Ohi-Toma et al. (2006), construida com base em numero de cromossomos, bem
como caracteres morfologicos e dados moleculares, evidencia diferencas dentro de
Aristolochiaceae apenas no reconhecimento dos seus niveis taxondmicos 2.

O género Aristolochia s.I. € o mais numeroso da familia Aristolochiaceae,
compreendendo cerca de 500 espécies (ervas, arbustos ou subarbustos e
trepadeiras volaveis) ® '°. Da flora brasileira foram catalogadas, como Aristolochia,
cerca de 100 espécies distribuidas por todo o pais **. A maioria das espécies habita

12

bordas de matas Contudo, h& espécies que sdo encontradas em regides

descampadas *.
A quimica da familia Aristolochiaceae tem sido amplamente estudada; e

3, 1316 Egsses trabalhos

alguns textos de revisdo estdo disponiveis na literatura
fornecem uma visdo abrangente da quimica das espécies pertencentes aos géneros
Aristolochia, Asarum e Heterotropa. No género Aristolochia estdo descritas diversas
classes de metabdlitos secundarios (especiais), ocorrendo com maior frequéncia os

lignéides, terpendides, alcaléides, alcamidas e flavonoides * 3 4.

Constituintes micromoleculares de Aristolochia melastoma Manso
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Tabela 1. Sistemas de classificacdo da familia Aristolochiaceae (reproduzida e

adaptada a partir de Lopes et al., 2001) 3.

Subfamilia Subtribo Género
Klotzsch Asaroideae Sarumeae Saruma
(1859); Asareae Asarum
Scmidt Bragantieae Thottea
(1935); Apama
'E'f;rzn)? Aristolochioideae | Aristolochieae Aristolochia
' Holostylis
Euglypheae Euglypha
Duchartre Asaroideae Asarum
(1864); Saruma
Hoehne Bragantioideae Thottea
(1927); (Apamoideae) Apama
Gregory Bragantia
(1956); Avristolochioideae Aristolochia
Euglypha
Holostylis
Schmidt in: Sarumeae Saruma
Hegnauer Asarum s. str.
(1964) Asiasarum
Heterotropa
Hexastylis
Japonasarum
Geotaenium
Bragantieae Thottea
Apama
Aristolochieae Holostylis
Euglypha
Aristolochia
Huber Asaroideae Asarum
(1993) Saruma
Aristolochioideae Bragantieae Asiphonia
Thottea s. str.
Aristolochieae Isotrematinae Isotrema
Endodeca
Aristolochiinae Pararistolochia
Howardia
Einomeia
Euglypha
Holostylis
Aristolochia s. str.
Gonzélez Asaroideae Asarum
(1997) Saruma
Aristolochioideae Thottea
Aristolochia s.1.*
Asaroideae Asarum
Saruma
Gonzalez e Thottea
Steveson Isotrematinae Isotrema
(2002) Aristolochioideae Endodeca

Avristolochiinae

Pararistolochia
Avristolochia s. str

e
* O género Aristolochia s.l. é subdividido em trés subgéneros: Orthoaristolochia, Pararistolochia e Siphisia.

Constituintes micromoleculares de Aristolochia melastoma Manso
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Os perfis metabolémicos das espécies brasileiras de Aristolochiaceae
diferem-se significativamente. Embora, alantéina, acucares, acidos aristoléquicos e
lignanas furofurénicas e butirolacténicas ocorram em muitas espécies, elas também
contém categorias micromoleculares especificas, tais como bicubebinas em
Aristolochia lagesiana e Aristolochia pubescens, lignanas ariltetraldnicas em
Holostylis reniformis, neolignanas benzofurdnicas e A&cidos aristoloquicos
esterificados com diterpenos cauranicos em A. pubescens, diterpenos cauranicos
em Aristolochia elegans, diterpenos labdanicos e clerodanicos em Aristolochia
esperanzae, Aristolochia galeata e Aristolochia chamissonis, sesquiterpenos
aristolanicos, alcaléides dibenzoquinolizidinicos e tetraidroisoquinolinico em
Aristolochia arcuata, alcal6ides benzilberberinicos em Aristolochia gigantea,

alcamidas em Aristolochia gehrtii e bi- e tetraflavonéides em Aristolochia ridicula **.

1.2 Ocorréncia e biogénese de compostos nitrados

Raros, e, portanto com ocorréncia esporadica na natureza, 0S compostos
organicos nitrados foram descritos como produtos do metabolismo secundario
(especializado) de microorganismos, organismos marinhos e plantas superiores *%°;
exemplos incluem acidos aristoléquicos, dioxapirrolomicina, taxtomina A, fidolopina,
aureotina e 1-nitroacdinina (Tabela 2, p. 26) *"°.

Alguns dos compostos organicos nitrados co-ocorrem com seus analogos néo
substituidos e/ou aminados. Com base nessa observacéo, dois caminhos para a
formagédo de compostos nitrados na natureza sdo aceitaveis: nitragdo direta ou N-

oxidacdo enzimatica de aminas %% %,

1.2.1 Nitracao direta

A primeira evidéncia experimental para a nitracdo bioldégica de compostos
organicos foi obtida por Carter et al. (1989) ?°. Mediante experimento de marcacao
isotopica em culturas de Streptomyces fumanus, onde a Unica fonte de nitrogénio foi
o K*®N*03, eles demonstraram que o grupo nitro do antibiético dioxapirrolomicina é

introduzido na estrutura por processo de nitracdo direta 2. Além disso, eles
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sugeriram que a reacgao in vivo ocorre de maneira analoga a nitracao eletrofilica in
vitro de compostos aromaticos *.

Embora avancos estejam sendo alcancados no entendimento da biogénese
de compostos nitrados, o mecanismo biologico de formac&do da espécie reativa
(eletrofilica) de nitrogénio continua ambiguo %%, Em 2004, Kers et al., baseando-se
em estudos biossintéticos do dipeptideo ciclico taxtomina A, evidenciaram que esta
espécie é gerada a partir do 6xido nitrico (NO) 4, o qual é formado pela oxidacdo da
L-arginina por processo enzimatico semelhante aquele observado em mamiferos 2
%5 Conforme dados gendmicos, a reacdo de formacdo do NO nos mamiferos e
microorganismos é catalisada por sintases de 6xido nitrico (SON) homélogas 2*. Ndo
necessariamente contrariando Kers et al., Ratnayake et al. (2008) demonstraram
que inibidores de SON néo afetam a biossintese do metabdlito dioxapirrolomicina %.
Além disso, Ratnayake et al. (2008) mostraram que a bactéria S. fumanus é capaz

de fixar e utilizar o N, atmosférico na biossintese deste composto nitrado 2.

1.2.2 N-Oxidacédo enzimatica de aminas

Atualmente sédo conhecidas duas classes de enzimas que catalisam a
oxidacdo de aminas: haloperoxidases e N-oxigenases genuinas .. Diferentemente
das N-oxigenases, as haloperoxidases catalisam essas reacbes apenas sob
determinadas condi¢des ndo fisiologicas, p. ex., baixo pH, excesso de H,0O, e na
auséncia de fons haletos .

O acido 3-nitropropandico é um dos compostos organicos nitrados conhecidos

mais simples ?* %, Estudos biossintéticos sugerem precursores distintos para a

26, 27

producdo deste metabdlito em fungos e plantas superiores Embora, rota

alternativa empregando fonte inorganica de nitrogénio foi proposta para a biogénese

em fungos 2°, a maioria dos autores concorda que o precursor biogenético é o L-

20, 26

aspartato Segundo Baxter et al. (1992), a via biossintética envolveria a

conversdo enzimatica do L-aspartato para (S)-nitrosuccinato, seguido por

26

descarboxilagdo espontanea Em contrapartida, Candlish et al. (1969), apos

experimentos preliminares com L-aspartato isotopicamente marcado, devido a nao
incorporacao de radioatividade no produto final, sugerem que, em plantas, o acido 3-

nitropropandico seja biossintetizado a partir de malonato e malonilidroximato 2% #’.
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Tabela 2: Exemplos de compostos orgéanicos nitrados

Estrutura Nome

0O
m""w' Aureotina
@)
O2N © OMe

‘ Acido aristoloquico |

Taxtomina A
OH
O
N N NO, Fidolopina
W
07N "N
I
Cl
Cl NO,
Cl /\ Dioxapirrolomicina
N N Cl
H
0. _©0

1-Nitroacdinina
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Um exemplo de oxidac&o bioldgica de amina € o processo catalisado pelo N-

oxigenase Aurf (“Aureothin Biosynthesis Gene®) %% 2% 29

Este gene catalisa a
oxidacdo do acido p-aminobenzdico para &cido p-nitrobenzéico * 2 2°. Estudo
monitorado por cromatografia liquida mostrou que a reacdo enzimatica inicia-se com
a formacéo de hidroxilamina, seguido por hidroxilagdo, desidratacdo e subsequente

oxidac&o do intermediario nitroso %+ %

(Esquema 1, p. 27). Recentemente, via similar
empregando-se N-mono-oxidacfes foi identificada na atuacdo catalitica do gene
pnrD (“Pyrrolnitrin Biosynthetic Gene*) sob arilaminas 2% *°. Além disso, ndo ha relato
na literatura de N-dioxigenase capaz de introduzir simultaneamente dois atomos de
oxigénio de uma molécula de oxigénio num substrato amina . Isso levou Winkler e
Hertweck (2007) a presumirem que na natureza existe um mecanismo geral de
atuacdo das N-oxigenases, e que este englobara reacdes de N-mono-oxidacdes

sequenciais 2.

COH COH
=
H,N O,N
Aurf [O]
/[O] Aurf

CO,H CO,H
CO,H
Aurf HO_ H,O
HO R N P—— N
“NH

[Q] | 1
OH (0]

Esquema 1: Oxidag&o enzimatica de &cido p-aminobenzdico (reproduzido a partir da ref. 21).

1.3 Ocorréncia e biogénese de derivados nitrofeniletilicos

Os derivados nitrofeniletilicos foram encontrados em espécies pertencentes
ao Clado das Magnolideas e as ordens Ranunculales, Alismatales, Malpighiales,
Solanales, Poales e Austrobaileyales (Tabela 3, p. 30-32).

O 1-nitro-2-feniletano foi o primeiro composto Cg-C2-NO; isolado de plantas
superiores *!. Segundo Gottlieb et al. (1961), a biogénese deste composto envolveria
a oxidacdo enzimatica da fenilalanina para acido 2-nitro-3-fenilpropandico, seguido
de descarboxilacdo espontanea *°. Em 1972, Matsuo et al., baseando-se em estudos

biossintéticos de benzilglucosinolatos, sugeriram que a proposta de Gottlieb et al.
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(1961) deveria ser estendida para incluir as oximas como provaveis intermediarios
dos compostos Cg-C,-NO, *2. Recentemente, Tieman et al. (2006) sugeriram uma
rota alternativa para a biogénese do 1-nitro-2-feniletano em Solanum lycopersicum
transgénico 3. Diferente das propostas anteriores, a oxidacdo do grupo amino n&o
precederia a etapa de descarboxilacdo *.

Representantes da categoria micromolecular referida, Cg-C,-NO, foram
isolados e/ou detectados tanto em taxa ndo detentores de glicosideos cianogénicos
e glucosinolatos como em plantas produtoras desses metabdlitos secundarios
(especiais) 3+%°.

Os glucosinolatos ocorrem em espécies da ordem Brassicales e do género

5

Drypetes da familia Euphorbiaceae *°, enquanto os glicosideos cianogénicos s&o

largamente distribuidos no reino vegetal, sendo encontrados em Pteriddfitas,

Gimnospermas e Angiospermas % %,

De Pteridéfitas e Gimnospermas foram
isolados somente glicosideos cianogénicos aromaticos, enquanto de Angiospermas
foram isolados ambos os glicosideos cianogénicos aromaéticos e alifaticos . De
acordo com Bak et al. (2006), essa distribuicdo € indicativa de que os glicosideos
cianogénicos aromaticos foram o0s progenitores na nhatureza dos glicosideos
cianogénicos alifaticos *°. Essa hipétese é suportada pelo fato que Angiospermas
basais, como Magnoliales, contém glicosideos cianogénicos derivados da tirosina *.

As rotas biogenéticas dos glucosinolatos e glicosideos cianogénicos foram

elucidadas por meio de abordagens bioquimicas e genéticas ' 3% 344,

Segundo
Sibbesen et al. (1995), nas plantas produtoras de glicosideos cianogénicos, 0s
derivados Cg-C,-NO, sdo subprodutos, provavelmente gerados em decorréncia de
estresses *? (Esquema 2, p. 29). Além disso, os autores observaram que perturbacao
do citocromo P-450, provocada durante a preparacdo da fragdo microssomal, gera
conférmero enziméatico que favorece a formagcdo do composto nitrado em detrimento

da oxima “.

Diante dessas premissas, eles sugeriram que compostos nitrados
podem facilmente originar da via cianogénica (Esquema 2, p. 29) *. Por outro lado,
de acordo com Halkier e Gershenzon (2006), nas plantas produtoras de
glucosinolatos, os derivados nitrofeniletilicos, ou mais formalmente seus tautémeros
aci-nitro, sdo somente intermediarios efémeros obtidos pela subsequente oxidacéo
das oximas pela enzima CYP83 (enzima pds-oxima da via dos glucosinolatos)

(Esquema 2, p. 29) *°.
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Conforme mostrado pelo esquema 2 (p. 29), os glucosinolatos e glicosideos
cianogénicos sao derivados de aminoacidos e possuem oximas como intermediarios
comuns ¥ 3¢ 4243 Esse indicativo de ancestralidade tem significancia evolutiva e
levou alguns autores a proporem que glucosinolatos evoluiram baseando-se na pré-
disposicéo para glicosideos cianogénicos .36 Esta teoria foi inicialmente suportada
pela demonstracdo de que enzimas homodlogas estdo envolvidas na oxidacdo dos
aminoacidos para oximas em ambas as vias biogenéticas *. Evidéncia adicional
para elo evolutivo entre glucosinolatos e glicosideos cianogénicos foi fornecida por
Hansen et al. (2001) *2. Mediante estudo genético, Hansen et al. obtiveram dados
consistentes com a hipotese de que a enzima pds-oxima da via cianogénica sofreu

mutagdo para uma enzima que converte oximas em compostos nitrados (p. ex.

derivados nitrofeniletilicos); que por sua vez sdo convertidos em glucosinolatos 2,
CO,H CO,H
—-
HO 3 HO HO”™ “OH
L-tirosina N,N-diidroxitirosina
OGlc
H
-
I |
XN HOmOH HOmOZ
HO
dhurrin (E)-aldoxima 1-nitro-2-p-hidroxifeniletano

S. H
I Glc
N | -— N
HO 0SO, HO (@] OH

glucosinolato aci-nitro

Esquema 2: Proposta biossintética de glicosideos cianogénicos e glucosinolatos (baseado nas
refs. 35, 36, 42, 43 e 50).
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1.4 Acidos aristoloquicos (AAs)

1.4.1 Ocorréncia e biogénese

Os acidos aristoléquicos (AAs) — derivados nitrofenantrénicos — ocorrem em
diversos membros da familia Aristolochiaceae (pelo menos 60 espécies) e em
borboletas (Lepiddpteras: Papilionidae), as quais em seus estagios larvais se
alimentam dessas plantas °.

Uma provavel relacdo biogenética entre AAs e alcalbides aporfinicos foi
objeto de especulacédo na literatura até meados da década de 60. Em 1966, Spender
e Tiwari, baseando-se em estudos de incorporacdo de [3-'*C]-tirosina, [2-'*C]-
diidroxifenilalanina,  [2-**C]-diidrofeniletanamina e  [2-'*C]-noradrenalina em
Aristolochia sipho, forneceram a primeira evidéncia experimental condizente com
essa relacdo biogenética *°. Segundo Spender e Tiwari, os dados obtidos foram
consistentes com a rota previamente postulada: norlaudanosolina — orientalina —
orientalinona — orientalinol — estefanina — acido aristoléquico I, mas insuficientes
para comprovar que o alcaldide norlaudanosolina era obrigatoriamente um
intermediario biogenético do Acido aristoldquico | (AA 1) >>. Esta comprovacéo foi
obtida em 1967 por Schitte et al., uma vez que ao administrarem [4-*C]-
norlaudanosolina.HCI as raizes e rizomas em A. sipho obtiveram AAIl contendo
grupo carboxilico com 69 % de radioatividade *°.

Em continuidade ao estudo efetuado em 1966, Comer et al. (1969)
administraram  [B-'*C]-DL-tirosina,  [B-'*C,"N]-tirosina, [a-**C]-diidroxifenilalanina
(dopa), [2-'*C]-diidroxifeniletanamina (dopamina) e [2-'*C]-DL-noradrenalina as
partes subterrdneas em A. sipho °’. Além de comprovarem que tirosina, dopa,
dopamina e noradrenalina séo precursores dos AAs, eles evidenciaram que o grupo
nitro desses compostos deriva do grupo amino da tirosina °’. Com base nessas
informacdes, eles propuseram uma rota biogenética para os AAs (mostrada no
esquema 3, exceto pelo alcaléide nororientalina, p. 34) °’.

Em 1982, Sharma et al. (Esquema 3. p. 34), baseando-se em estudos de
incorporacdo de tirosina, 3,4-diidroxifenilalanina, nororientalina, orientalina,
prestefanina e estefanina em Aristolochia bracteata, forneceram dados compativeis

com o esquema biogenético apresentado por Comer et al. (1969): noraludanosolina
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— orientalina — orientalinona — orientalinol — prestefanina — estefanina — &cido
aristoléquico %, Além disso, eles evidenciaram a participacdo do alcal6ide
nororientalina, confirmaram que o grupo metilenodioxilico é formado a partir do
precursor o-metoxifenol e demonstraram que a estereoquimica do alcalbide

nororientalina é preservada durante a biossintese do AAI 8,

HO MeO MeO
O NH O NH O N
HO HO ~

HO
o T O T
HO HO HO
OH OMe OMe
norlaudanosolina nororientalina orientalina

orientalinol orientalinona

OMe I OMe

estefanina acido aristoléquico |

Esquema 3: Biogénese dos AAs (reproduzido a partir das refs. 57 e 58).

Embora pouco seja conhecido sobre a biogénese de aristolactamas (ALS),
acredita-se que estejam biogeneticamente relacionadas a alcaléides aporfinicos .
Castedo et al. (1976) °°, baseando-se na co-ocorréncia de alcaléides 4,5-
dioxoaporfinicos e aristolactamas, e, sobretudo em dados obtidos por transformacéo

in vitro, sugeriram que a via biogenética das aristolactamas poderia ser ampliada
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para introduzir alcaldides C-4-O-aporfinicos e 4,5-dioxoaporfinicos como provaveis
intermediarios *°. Posteriormente, Priestap (1985) sugeriu que &cidos aristoléquicos
derivem de aristolactamas, e que estas poderiam originar a partir de 3-
carboxifenilalanina ou 3-carboxi-4-hidroxifenilalanina ®* ®. Outras rotas alternativas
para a formagé&o de aristolactamas sao a reducao ou degradacao dos AAs. Embora

> 82 n&o ha

sejam conhecidas condi¢cdes experimentais para tais processos in vitro
registro de estudo biossintético compativel com tais processos em sistema biolégico.

Lee e Han (1992), basendo-se na co-ocorréncia de acidos aristoloquicos com
alcaléides 4,5-dioxoaporfinicos, alcaldides 7-aporfinicos, aristolactamas e
aristolactamas N-glicosiladas em A. contorta, sugeriram que esses constituintes séo
intermediarios biogenéticos destes &cidos 3

Em 1997, Lin et al. propuseram um esguema biogenético para os acidos
aristoléquicos e aristolactamas (Esquema 4, p. 35) ®. Segundo Lin et al. (1997), os
alcaldides 4,5-dioxoaporfinicos seriam intermediarios das aristolactamas, enquanto
os acidos aristoléquicos seriam originados a partir da hidrélise das aristolactamas e
subsequente oxidacdo do grupo amino ®*. Contudo, até 0 momento, n&o hé relato na

literatura que comprove que aristolactamas sejam precursores de AAs ou vice-versa.

g ﬁ;
@ ® O‘ O‘

Esquema 4: Biogénese de &cidos aristoloquicos e aristolactamas (reproduzido a partir da ref.
64).
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1.4.2 Atividades bioldgicas e efeitos deletérios dos AAs

Os acidos aristoléquicos | e Il sdo os principios ativos mais importantes em
formulagcbes contendo material vegetal proveniente de espécies de Aristolochiaceae
3. As plantas desta familia estdo em uso para propésitos medicinais desde de a
antiguidade, sendo empregadas, por exemplo, para o tratamento de picadas de
cobras, artrite, gota e reumatismo °°.

O AA | possui um amplo espectro de atividades comprovadas, incluindo-se
antialimentar, inseticida, antitumoral, imunomodulante, abortiva, antiofidica e
antifertilizante * *. Clinicamente, foi demonstrado que este composto é efetivo
antitumoral e antileucémico, nos tratamentos da tuberculose, bronquite cronica,
asma bronquial e doencas pneumocardiacas * **.

Atualmente, existe uma “campanha” contra o uso de ervas medicinais e
medicamentos que contenham AAs > ® °® devido & ocorréncia de um tipo de
doenca nos rins conhecida por “aristolochic acid nephrotoxic - AAN”, causada por
AAs presente em medicamentos utilizados por um longo periodo, os quais séo
oriundos principalmente de preparac6es fitoterapicas empregadas em regimes para
0 emagrecimento, como suplementos dietéticos e chas > > °°.

Na literatura, h& relatos de carcinomas em camundongos e ratos provocados

por administracdo de AAs ®°

, €, portanto estudos de genotoxicidade vém sendo
conduzidos com a finalidade de avaliar os potenciais efeitos mutagénicos e
citotoxicos desses compostos ¥ > ®” %8 Alguns autores atribuem esses efeitos

3 6 Estudos metabdlicos

deletérios aos produtos de transformacdo dos AAs
evidenciaram que os principais produtos de transformacao dos AAs | e Il sdo as ALs
| e Il * . De acordo com Chen (2007), as aristolactamas podem gerar fons nitrénios
capazes de formar adutos covalentes com os grupos aminos exociclicos de adenina
e guanina ®°. Ha ainda autores que atribuem os efeitos mutagénicos e citotéxicos
dos AAs ao grupo nitro ou ao grau de planaridade do sistema fenantrénico 3. Com
base nesse tipo de evidéncia, a “International Agency for Research on Cancer
(IARC)” classifica formulagbes contendo espécies pertencentes ao género
Aristolochia dentro do Grupo | de carcinogénicos em humanos . Isso levou diversos
paises tais como, Alemanha, Reino Unido, Canada e Australia a banirem esses

produtos de seus mercados * .
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1.5 A espécie A. melastoma Manso (Aristolochiaceae)

1.5.1 Descricéo botanica

A. melastoma, conhecida popularmente como “Capitdozinho” ou “Jarrinha”, é
uma trepadeira vollvel ou prostrada, com ocorréncia nas regides Sul e Sudeste do

Brasil 1% % 70

(Figura 1, p. 37). Esta espécie habita sub-bosques de matas ciliares,
matas de altitude e areas reflorestadas '® ® °. A andlise de alguns caracteres
morfolégicos de A. melastoma levou Capellari (1991) a sugerir uma posicédo basal
dentro de Aristolochia para esta espécie ®. Estudo recente efetuado sob base de
dados morfoldgicos, quimicos e moleculares corroborou com a proposta de Capellari

(1991) .

Figura 1: A. melastoma — Partes aéreas (Folhas e flores em destaque)

1.5.2 Estudo fitoquimico

Na literatura, h4 apenas dois relatos sobre a quimica dessa espécie, 0s quais
descrevem as composicdes do 0Oleo essencial dos caules e raizes coletados em
Araraquara-SP ! e da fracéo diclorometanica das folhas coletadas em Campinas-SP
1.0 6leo essencial dos caules e raizes de A. melastoma é rico em hidrocarbonetos
monoterpénicos, onde limoneno, a-pineno e canfeno sdo 0s compostos majoritarios
no 6leo *. Por outro lado, o extrato CH,Cl, das folhas mostrou alta concentracdo de
Z- e E-cariofileno *. Além destes relatos, existe um estudo fitoquimico preliminar
realizado pelo nosso grupo de pesquisa que resultou no isolamento de [-sitosterol,
4-(2-nitroetil)-1,2-benzenodiol, loliolideo e icarisideo D2 2.

Constituintes micromoleculares de Aristolochia melastoma Manso
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos: o isolamento e elucidacdo estrutural
dos constituintes quimicos do extrato acetonico de caules e raizes de A. melastoma
Manso; avaliar o potencial taxondmico dos derivados nitrofeniletilicos; e sugerir
hip6teses evolutivas em Aristolochiaceae mediante andlise dos dados disponiveis na
literatura acerca da ocorréncia e biogénese de compostos Cg-C2-NOs.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Especificagdes dos materiais e equipamentos utilizados

1. Os solventes organicos empregados nos processos cromatograficos e nas etapas
de lavagem foram de grau cromatografico, enquanto a agua utilizada foi destilada e
deionizada (resistividade minima de 18,2 MQ.cm a 25° C).

2. Para CCDC e CCDP foram utilizadas placas ativadas de silica gel 60 G e PFys4,
respectivamente. As revelacdes das cromatoplacas foram efetuadas por irradiagdes
UV (254 nm e 365 nm) ou em cuba com vapores de iodo.

3. As separacdes cromatograficas em coluna foram realizadas utilizando-se silica gel
de 70-230 mesh (Merck), silica gel de fase reversa C-18 de 230-400 mesh (Merck) e
Sephadex LH-20, particulas de 25-100 ym (Sigma).

4. Todas as fracbes e/ou subfracdes obtidas foram concentradas em capela com
exaustdo e/ou com auxilio de evaporador rotatério (Biichi ™, RE 111 e B 461).

5. As anéalises por CLAE foram realizadas em Cromatégrafos da Shimadzu™:
controlador SCL-10Avp, bomba quaternaria (SPD-10AVp) para analitico e bomba
isocratica (SPD-10AVvp) para semi-preparativo, detector SPD-10AVvp UV-vis e
injetores manuais com alcas de amostragem de 20 pL (analitico) e 5 mL (semi-
preparativo). As colunas cromatogréaficas utilizadas foram: coluna analitica de fase
reversa C-18 (Varian, 250 x 4,6 mm, 5 ym) e coluna semi-preparativa de fase
reversa C-18 (Shimpack, 250 x 20 mm, 10 ym).

6. Os espectros de RMN de 'H (500 MHz e 300 MHz) e de *C (126 MHz) uni- e
bidimensionais foram adquiridos em espectrometros Varian INOVA 500 (11,7 T) e
Varian INOVA 300 (7,05 T), empregando-se sequéncias de pulso tradicionais para
os experimentos de correlacdo homo- e heteronucleares. Como referéncia interna
foram utilizados os sinais relativos aos hidrogénios residuais do solvente para RMN
'H e dos carbonos do solvente para RMN de *3C.

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

8. Os espectros de massas foram obtidos em espectrémetro Fisons ™ Platform I

por injecdo direta com deteccdo em modo positivo ou negativo por “ESI”.
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9. As medidas de ponto fusdo foram registradas em aparelho digital Microquimica
Ind. e Com. Ltda MQAPF-301.

3.2 Estudo fitoquimico de A. melastoma

3.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal (caules e raizes) foi coletado em Araraquara — SP em
Marco de 2006 e 2008, pelo grupo de pesquisa coordenado pela Prof.2 Dr.2 Lucia
Maria Xavier Lopes. O material botanico foi identificado como sendo A. melastoma
Manso pelos Dr. Condorcet Aranha e Dr. Lindolpho Capellari Jr. A exsicata de n°.
ESA88883 foi depositada no Herbario da Escola Superior de Agricultura “Luiz de

Queiroz”, Piracicaba — SP.

3.2.2 Preparagao dos extratos organicos e fracionamento preliminar do extrato

acetdbnico de caules e raizes de A. melastoma

Os caules e raizes (405 g), secos e moidos, de A. melastoma foram extraidos
a temperatura ambiente com hex, (CH3),CO e EtOH, sucessivamente. Os extratos
foram individualmente concentrados sob pressdo reduzida, secos em capela com
exaustdo e analisados por CCDC e RMN de *H. Com base no perfil cromatogréfico e
na analise dos espectros foi inicialmente selecionado o extrato acetonico (9,1 g) para
estudo quimico. Uma parte deste extrato (4,7 g) foi submetida a fracionamento por
cromatografia liquida a vacuo (CLV), utilizando-se silica gel de 70-230 mesh (6 cm &
X 6 cm, 100 g). A coluna foi eluida isocraticamente e com misturas binarias de hex,
AcOEt e MeOH, em gradiente de polaridade crescente, obtendo-se vinte e uma
fracbes de aproximadamente 125 mL cada. As fracdes coletadas foram analisadas
por CCDC e RMN de 'H, sendo que aquelas que aparentemente continham as
mesmas substancias foram agrupadas, chegando-se a um total de 11 fracdes (A-0O1
a A-11). A partir da andlise desses resultados foram selecionadas as seguintes
fracOes para isolamento dos constituintes: A-05, A-06, A-07, A-08 e A-09 (Esquema
5, p. 40).
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3.2.3 Estudo quimico da fracdo A-05

A fracdo A-05 (50,7 mg) foi fracionada por CCDP, eluida com hex-(CH3),CO-
EtOH 6:4:0,5 v/v/v, obtendo-se sete subfracdes (A-05-1 a A-05-7). A subfracao cinco
(5,5 mg) foi lavada com CHCIl; e o material insoltvel foi identificado por RMN de *H e
gNOESY 1D como sendo a aristolactama All (1; 2,1 mg).

3.2.4 Estudo quimico da fracdo A-06

A fracdo A-06 (113,4 mgq) foi fracionada por CC de Sephadex LH-20 [AcOEt-
PrOH (1:1 v/v)], obtendo-se 50 subfractes de aproximadamente 4 mL cada (A-06-1
a A-05-50). As andlises espectroscépicas das subfracdes 16, 24 e 27 resultaram na
identificacdo da lignana dibenzilbutanica (2; 3,0 mg) contaminada com material
graxo, do derivado Cs-C, conhecido como tirosol (3; 10,5 mg) e de uma mistura (4 e

5; 10,2 mg) dos acidos p-hidroxibenzéico (4) e vanilinico (5), respectivamente.

3.2.5 Estudo quimico da fracdo A-07

A fracdo A-07 (274,6 mg) foi lavada com CHCI; e (CH3).CO, sucessivamente.
O material soltvel em (CH3).CO (42,8 mg) foi subsequentemente submetido a uma
separacdo por CLAE, obtendo-se oito subfracBes. Os pardmetros cromatograficos
otimizados foram: coluna analitica de fase reversa C-18 (Varian, 5 ym), fase mével
MeOH-H,0O (AcOH 1,2%) 65:35 v/v, A = 254 nm e vazédo de 0,9 mL/min. As analises
espectroscopicas de RMN de 'H das subfracdes sete, cinco, dois, trés e quatro
resultaram, respectivamente, na identificagdo dos acidos aristoloquicos | (6; 3,0 mg)
e Il (7; 1,8 mg), dos aristolocatos de soédio llla (8; 2,4 mg) e IVa (9; 3,4 mg) e do
alcaloide 4,5-dioxoaporfinico (10; 0,5 mg). Além disso, o residuo insolivel em
(CH3),CO (38,8 mg) foi fracionado por CLAE em coluna semi-preparativa de fase
reversa C-18 (Shimpack, 250 x 20 mm, 10 pym, A = 254 nm, MeOH-H,0 34:66 Vv/v).
Neste processo cromatografico foram obtidas duas subfracfes principais, e de uma

delas foi isolado o aristolocato de sodio | (11; 4,7 mg).
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3.2.6 Estudo quimico da fracdo A-08

De modo similar ao descrito para a fragao A-07, a fragdo A-08 (168,0 mg) foi
lavada com CHCI3; e (CH3),CO, seguida por lavagem com H,O. O residuo insoluvel
em H,O (solido incolor amorfo) foi identificado por métodos espectroscopicos (RMN
de 'H e de **C) e fisicos ([a]o) como sendo o esteréide glicosilado sitosterol 3-O-B-D-
glucopiranosideo (12; 2,0 mg). O material solavel em H,O (127,1 mg) foi submetido
a fracionamento cromatografico por CC de fase reversa C-18 (230-400 mesh, 4,5 cm
® x 6,5 cm), eluida com MeOH-H,0, em gradiente de polaridade decrescente. Nesta
etapa de separacao foram obtidas 20 subfracdes de aproximadamente 125 mL cada.
Nas subfracdes dois e oito foram obtidos o glicerol (13; 27,4 mq) e o talictosideo (14;
3,5 mg), respectivamente. Na subfracao trés, apos purificacdo por CC de Sephadex
LH-20 (1 cm @ x 19 cm), eluida com metanol, foi obtido o nucleosideo uridina (15;
6,8 mg).

3.2.7 Estudo quimico da fragdo A-09

A fracdo A-09 foi submetida a fracionamento por CC de fase reversa C-18,
eluida com MeOH-H,0, em gradiente de polaridade decrescente. Desse processo
cromatografico foram obtidas 25 subfragcbes (B-01 a B-25), as quais foram
analisadas por CCDC e RMN de 'H. Na subfracdo B-11 (34,6 mg) foi obtido um
soélido cristalino que foi identificado por métodos espectroscopicos (RMN 1D e 2D,
EM) e propriedades fisicas (ponto de fusdo e [a]p) como sendo o derivado Cg-Cop-
NO: glicosilado talictricosideo (16).

A subfracdo B-05 (15,7 mg) foi fracionada por CC de Sephadex LH-20, eluida
com metanol, obtendo-se dez subfracfes de 2 mL cada. Nas subfracdes cinco e oito
foram identificados o icarisideo D2 (17; 6,8 mg) e o nucleosideo adenosina (18; 1,0
mg), respectivamente.

A subfracédo B-20 (58,6 mg) foi fracionada por CLAE (coluna analitica C-18 da
Varian, eluente ACN-MeOH-H,O 7:10:83 v/vlv, vazdo 1,0 mL/min e A = 254 nm),
obtendo-se cinco subfracdes. Nas subfracées quatro e cinco foram identificados por
métodos espectroscopicos uni- e bidimensionais os flavondides glicosilados (19; 5,8

mg) e (20; 6,0 mg), respectivamente.

Constituintes micromoleculares de Aristolochia melastoma Manso



OSUBJ\ BWO]SE|aW BIYI0|0ISLY 9P S8J.|NdajoWwo.loIW Sa1uiniisuo)d

"elWo]Se|aW 'Y ap Sazlel 8 Sa|Ned ap 021UQISJE OJeJIXS Op OlusWeRUOoIdRIS G ewanbs]

‘'Gy "d eu epuaba 4
|
| (Bwg'gt)
€ "ians |
'Sans 0z 3
A
! 1l [} (Bw 8'zy)
(Bw 9'v€) 9T (bw 2'sT) (bw T'22T) (B g'ge) 1S
02Z-9 '4ans 5-d ans 195 "Josuj
| | —— | 'SIANS 08
._ b p| o] q
(6es'z) (bw 0'89T) (Bwo'viz) (Bw p'eTT) (Bbw 2'05)
60-V "1 80-V "4 L0~V 14 90-V "I S0V i
_ _ | _ _ |
(TT-V e T0-Y)
'SI4 TT
e|

ENENNERNE



Experimental 45

Continuacdo do esquema 8:

Legenda

a) CLV [silica gel de 70-230 mesh; hex—AcOEt—MeOH, gradiente polaridade
crescente];

b) CCDP [hex-(CH3),CO-EtOH (6:4:0,5 vivIV)];

c) CC de Sephadex LH-20 [AcOEt-propanol (1:1 v/v)];

d) Lavagem com CHCI3 e (CH3),CO, sucessivamente;

e) CLAE [C-18; MeOH-H,0 (ACOH 1,2%) 65:35 v/V];

f) CLAE [C-18; MeOH-H,0 34:66 v/v];

g) Lavagem com CHCI3, (CH3),CO e H,0, sucessivamente;

h e j) CC (C-18 ;230-400 mesh; MeOH-H,0, gradiente polaridade decrescente);
i e ) CC de Sephadex LH-20 (MeOH) e

k) CLAE (C-18; ACN-MeOH-H,0 7:10:83 v/v/v).

3.3 Dados fisicos e espectrométricos dos compostos isolados

— Aristolactama All (1): ESI + 50 eV m/z (rel. int.) 266 [M+H]* (100); RMN de *H (500
MHz, CDCls): 8 7,64 (1H, s, H-2), 9,11 (1H, dd, J = 8,0, 1,0 Hz, H-5), 7,57 (1H, m, H-
6), 7,57 (1H, m, H-7), 7,94 (1H, dd, J = 8,0, 1,5 Hz, H-8), 7,10 (1H, s, H-9), 10,76
(1H, s, NH), 4,03 (3H, s, OMe-4), 10,27 (1H, sl, OH).

— 9,9'-Diacetato-secoisolariciresinol dimetil éter (2). ESI + 50 eV m/z (rel. int.) 497
[M+Na]" (80), 295 (100); RMN de *H (500 MHz, CDCls): 5 6,58 (2H, d, J = 2,0 Hz, H-
2,2"), 6,78 (2H, d, J = 8,0 Hz, H-5,5"), 6,61 (2H, dd, J = 8,0, 2,0 Hz, H-6,6"), 2,67 (4H,
m, H-7,7", 2,12 (2H, m, H-8,8", 4,05 (2H, dd, J = 11,5, 5,5 Hz, H-9,9, 4,22 (2H, m,
H-9,9, 3,83, (6H, s, OMe-3,3"), 3,87 (6H, s, OMe-4,4"), 2,08 (6H, s, Me); RMN de *3C
(126 MHz, CDCl3): & 132,2 (C-1,1, 112,1 (C-2,2"), 148,9 (C-3,3), 147,5 (C-4,4),
111,2 (C-5,5, 121,0 (C-6,6", 34,9 (C-7,7", 39,7 (C-8,8", 64,4 (C-9,9), 55,8, 55,9
(OMe-3,3,4,4", 171,0 (C=0), 21,0 (Me).

— Tirosol (3). RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg): & 6,97 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2,6),
6,63 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3,5), 2,58 (2H, t, J = 7,2 Hz, H-7), 3,50 (2H, tl, Wy, = 7,2
Hz, H-8), 9,05 (1H, sl, OH-4) e 4,50 (1H, sl, OH-5).
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— Acido p-hidroxibenzoéico (4). RMN de *H (500 MHz, CDCls): 8 7,77 (2H, d, J = 8,5
Hz, H-2,6) e 6,81 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3,5); RMN de *C (126 MHz, CDCls): d 121,4
(C-1), 131,4 (C-2,6), 115,0 (C-3,5), 161,5 (C-4) e 167,1 (C-7).

— Acido vanilinico (5). RMN de *H (500 MHz, CDCls): & 7,42 (1H, s, H-2), 6,83 (1H, d,
J = 7,5 Hz, H-5), 7,43 (1H, dd, J = 7,5, 2,0 Hz, H-6) e 3,80 (3H, s, OMe-3); RMN de
13C (126 MHz, CDCls): § 121,6 (C-1), 112,7 (C-2), 147,2 (C-3), 151,1 (C-4), 115,0 (C-
5), 123,4 (C-6), 167,1 (C-7) e 55,5 (OMe-3).

— Acido aristoléquico | (6). Sélido amarelo; RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg): d 7,81
(1H, s, H-2), 8,68 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 7,86 (1H, t, Wy, = 8,3 Hz, H-6), 7,38 (1H,
d, J = 8,0, H-7), 8,58 (1H, sl, H-9), 6,48 (2H, s, OCH,0) e 4,06 (3H, s, OMe-8).

— Acido aristoléquico Il (7). Sélido amarelo; RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg): & 7,80
(1H, s, H-2), 9,10 (1H, dl, J = 8,5 Hz, H-5), 7,91 (1H, ddd, J = 8,5, 8,0, 1,5 Hz, H-6),
7,80 (1H, dt, J = 8,0, 1,5 Hz, H-7), 8,26 (1H, dI, J = 8,0 Hz, H-8), 8,56 (1H, sl, H-9) e
6,50 (2H, s, —OCH,0-).

— Aristolocato de sédio Illa (8). Sélido amarelo; RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg): &
7,68 (1H, sl, H-2), 8,46 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-5), 7,24 (1H, dd, J = 8,5, 2,5 Hz, H-7),
8,04 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 8,31 (1H, sl, H-9) e 6,42 (2H, s, OCH_0).

— Aristolocato de sédio IVa (9). Sélido amarelo; RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg): &
7,65 (1H, sl, H-2), 8,06 (1H, s, H-5), 6,78 (1H, s, H-7), 8,29 (1H, sl, H-9), 6,37 (2H, s,
OCH,0) e 3,99 (3H, s, OMe-8).

— Alcal6ide 4,5-dioxoaporfinico (10). Solido amarelo e fluorescente; ESI + 30 eV m/z
(rel. int.) 294 [M+H]* (10) e 316 [M+Na]" (15); RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg): &
8,07 (1H, s, H-3), 7,48 (1H, s, H-7), 7,92 (1H, dd, J = 9,0, 2,5 Hz, H-8), 7,64 (1H, m,
H-9), 7,64 (1H, m, H-10), 9,45 (1H, dd, J = 8,0, 2,0 Hz, H-11), 4,05 (3H, s, OMe-1) e
11,98 (1H, sl, NH); RMN de **C (126 MHz, DMSO-de): d 59,8 (C-1).
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— Avristolocato de sédio | (11). Sélido amarelo; RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg): &
7,66 (1H, sl, H-2), 8,65 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 7,76 (1H, t, W1, = 8,3 Hz, H-6), 7,30
(1H, d, J = 8,0, H-7), 8,33 (1H, sl, H-9), 6,37 (2H, s, OCH,0) e 4,05 (3H, s, OMe-8).

— Sitosterol 3-O-B-D-glucopiranosideo (12). Sélido incolor amorfo; [a]ﬁ,l -43,1° (c.
0,1, Piridina); RMN de *H (500 MHz, DMSO-d): & 3,44 (1H, m, H-3), 2,11 (1H, m, H-
4), 2,35 (1H, m, H-4), 5,31 (1H, m, H-6), 0,64 (3H, s, Me-18), 0,94 (3H, s, Me-19),
0,89 (3H, d, J = 6,5, H-21), 0,78 (3H, d, J = 6,5, H-26), 4,20 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1"),
2,88 (1H, dt, J = 8,0, 4,5 Hz, H-2"), 3,11 (1H, m, H-3"), 3,01 (1H, m, H-4"), 3,05 (1H,
m, H-5'), 3,63 (1H, ddd, J = 11,8, 5,5, 1,5, H-6) e 3,40 (1H, m, H-6); RMN de *C (126
MHz, DMSO-dg): & 36,78 (C-1), 29,22 (C-2), 76,89 (C-3), 38,27 (C-4), 140,42 (C-5),
121,3 (C-6), 31,31 (C-7), 31,38 (C-8), 49,56 (C-9), 36,17 (C-10), 20,54 (C-11), 39,17
(C-12), 41,81 (C-13), 56,12 (C-14), 23,80 (C-15), 27,71 (C-16), 55,39 (C-17), 11,62
(C-18), 19,04 (C-19), 35,41 (C-20), 18,89 (C-21), 33,31 (C-22), 25,44 (C-23), 45,11
(C-24), 28,69 (C-25), 18,55 (C-26), 19,64 (C-27), 22,57 (C-28), 11,73 (C-29), 100,74
(C-19, 73,43 (C-2, 76,69 (C-3", 70,10 (C-4", 76,73 (C-5") e 61,08 (C-6").

— Glicerol (13). RMN de *H (500 MHz, D,O): & 3,51 (2H, dd, J = 11,7, 6,5 Hz, H-1,3),
3,60 (2H, dd, J = 11,7, 4,5 Hz, H-1,3) e 3,79 (1H, m, H-2).

— Talictosideo (14). RMN de H (500 MHz, DMSO-dg): & 7,18 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-
2,6), 6,96 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3,5), 3,16 (2H, t, J = 7,0 Hz, H-7), 4,80 (2H, t, J = 7,0
Hz, H-8) e 4,80 (1H, d, J = 7,5 Hz); RMN de *C (126 MHz, DMSO-dg): & 129,6 (C-1),
129,5 (C-2,6), 116,2 (C-3,5), 156,4 (C-4), 31,6 (C-7), 76,3 (C-8), 100,4 (C-1), 73,2
(C-2"), 76,6 (C-3), 69,7 (C-4"), 77,0 (C-5') e 60,7 (C-6).

— Uridina (15). Sélido incolor; ESI + 35 eV m/z (rel. int.) 267 [M+H]* (45); RMN de *H
(500 MHz, D,0): 6 5,87 (1H ,d, J = 8,5 Hz, H-5), 7,83 (1H ,d, J = 8,5 Hz, H-6), 5,88 (
1H ,d, J = 4,5 Hz, H-1Y, 4,32 (1H, t, W12 4,8 Hz, H-2"), 4,19 (1H, t, J = 5,0 Hz, H-3"),
4,10 (1H, m, H-4"), 3,77 (1H, dd, J = 13,0, 4,5 Hz, H-5") e 3,88 (1H, dd, J = 13,0, 3,0
Hz, H-5); RMN de **C (126 MHz, D,0): 5 151,9 (C-2), 166,4 (C-4), 102,5 (C-5),
142,1 (C-6), 89,6 (C-1", 73,9 (C-2"), 69,7 (C-3"), 84,5 (C-4") e 61,0 (C-5").
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— Talictricosideo (16). Sélido cristalino; p.f. 124.5-124.9°C (MeOH); [a], —63.3° (c.
0,13, MeOH); Positivo ESI + 35 eV m/z (int. rel.) 484 [M+Na]* (100); RMN de *H (500
MHz, DMSO-de): & 4,79 (2H, t, J = 7,0, H-8), 3,17 (2H, t, J = 7,0 Hz, H-7), 7,18 (2H,
d, J = 8,8 Hz, H-2,6), 7,00 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-3,5), 4,78 (1H, d, J = 7,5, H-1), 3,23
(1H, m, H-2), 3,25 (1H, m, H-3"), 3,16 (1H, dd, Wy, = 9,5, 8,5 Hz, H-4), 3,51 (1H,
ddd, Wy, = 9,5, 6,5, 1,4 Hz, H-5'), 3,95 (1H, dd, J = 11,4, 1,4 Hz, H-6"), 3,57 (1H, dd,
Wy, = 11,4, 6,5 Hz, H-6"), 4,18 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1"), 2,98 (1H, dd, Wy, = 8,8, 7,7
Hz, H-2"), 3,08 (1H, t, W1, = 8,8 Hz, H-3"), 3,27 (1H, m, H-4"), 2,94 (1H, dd, J = 11,3,
10,3 Hz, H-5"), 3,67 (1H, dd, J = 11,3, 5,3 Hz, H-5"); RMN de **C (126 MHz, DMSO-
de): 76,2 (C-8), 31,7 (C-7), 129,6 (C-1), 129,6 (C-2,6), 116,4 (C-3,5), 156,3 (C-4),
100,5 (C-1), 73,2 (C-2), 76,4 (C-3', 69,6, 69,5 (C-4'4"), 75,8 (C-5'), 68,1 (C-6",
103,8 (C-1"), 73,3 (C-2"), 76,4 (C-3"), 65,6 (C-5").

— Icarisideo D2 (17). RMN de *H (500 MHz, DMSO-de): & 7,10 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-
2,6), 6,92 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3,5), 2,65 (2H, t, J = 7,0 Hz, H-7), 3,55 (2H, t, J = 7,0
Hz, H-8) e 4,78 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1'); RMN de *3C (126 MHz, DMSO-dg): & 132,7
(C-1), 129,6 (C-2,6), 116,0 (C-3,5), 155,7 (C-4), 38,1 (C-7), 62,3 (C-8), 100,6 (C-1),
73,2 (C-2), 77,0 (C-3"), 69,7 (C-4"), 76,6 (C-5) e 60,7 (C-6).

— Adenosina (18). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg): & 8,12 (1H, s, H-2), 8,32 (1H, s,
H-8), 7,28 (2H, sl, NH,), 5,87 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-1'a), 4,60 (1H, m, H-2'B), 4,14
(1H, m, H-3", 3,95 (1H, g, J = 3,5 Hz, H-4'), 3,66 (1H, dt, J = 12,5, 3,5 Hz, H-5'), 3,54
(1H, m, H-5'), 5,37 (1H, m, OH-2"), 5,12 (1H, m, OH-3") e 5,37 (1H, m, OH-5'); RMN
de *C (126 MHz, DMSO-dg): d 152,3 (C-2), 149,0 (C-4), 119,3 (C-5), 156,1 (C-6),
139,8 (C-8), 87,9 (C-1'), 73,4 (C-2"), 70,6 (C-3"), 85,8 (C-4') e 61,6 (C-5").

— Kaempferol 3-O-B-robinobiosideo (19). Sélido branco, [a]5 -29.5° (c. 0,04, MeOH);

ESI — 70 eV m/z (rel. int.) 593 [M=H] (100); RMN de *H (500 MHz, CD;OD): & 6,22
(1H, d, J = 1,9 Hz, H-6), 6,41 (1H, d, J =1,9 Hz, H-8), 8,09 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-2',6"),
6,89 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-3',5"), 5,04 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1"), 3,79 (1H, dd, J = 9,8,
8,0 Hz, H-2"), 3,54 (1H, dd, J = 9,8, 3,3 Hz, H-3"), 3,77 (1H, dd, J = 3,3, 0,9 Hz, H-
4", 3,62 (1H, ddd, J = 7,0, 5,5, 0,9 Hz, H-5"), 3,40 (1H, dd, J = 10,5, 7,0 Hz, H-6"),
3,73 (1H, dd, J = 10,5, 5,5 Hz, H-6"), 4,52 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-1"), 3,59 (1H, dd, J =
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3,3, 1,5 Hz, H-2"), 3,50 (1H, dd, J = 9,3, 3,3 Hz, H-3"), 3,27 (1H, t, J = 9,3 Hz, H-4"),
3,53 (1H, m, H-5"), 1,18 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-6"); RMN de *C (126 MHz, CD;0D):
5 159,4 (C-2), 135,7 (C-3), 179,6 (C-4), 163,0 (C-5), 100,0 (C-6), 166,3 (C-7), 94,9
(C-8), 158,6 (C-9), 105,6 (C-10), 122,7 (C-1), 132,4 (C-2',6), 116,1 (C-3'5"), 161,0
(C-4"), 105,6 (C-1"), 73,0 (C-2"), 75,1 (C-3"), 70,2 (C-4"), 75,4 (C-5"), 67,5 (C-6"),
102,0 (C-1"), 72,1 (C-2"), 72,3 (C-3"), 73,9 (C-4™), 69,7 (C-5"), 18,0 (C-6™).

— Isorhamnetina 3-O-B-robinobiosideo (20). Sélido amarelo, [« —25.5° (c. 0.05,

MeOH); ESI — 70 eV m/z (rel. int.) 623 [M=H]™ (100). RMN de *H (500 MHz, CD5OD):
& 3,97 (3H, s, OMe), & 6,22 (1H, d, J = 1,7 Hz, H-6), 6,42 (1H, d, J = 1,7 Hz, H-8),
8,03 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2), 6,91 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 7,61 (1H, dd, J = 8,5,
2,0 Hz, H-6"), 5,22 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1"), 3,82 (1H, dd, J = 9,3, 7,5 Hz, H-2"), 3,55
(1H, dd, J = 9,3, 3,5 Hz H-3"), 3,79 (1H, dI, J = 3,5 Hz, H-4"), 3,66 (1H, m, H-5"), 3,47
(1H, dd, J = 10,5, 7,0 Hz, H-6"), 3,74 (1H, dd, J = 10,5, 5,5 Hz, H-6"), 4,53 (1H, d, J =
1,5 Hz, H-1"), 3,58 (1H, m, H-2"), 3,49 (1H, dd, J = 9,5, 3,4 Hz, H-3"), 3,27 (1H, t, J
= 9,5 Hz, H-4"), 3,53 (1H, m, H-5"), 1,18 (3H, d, J = 6,3 Hz, H-6"); RMN de *C (126
MHz, CDsOD): & 57,0 (OMe), 158,9 (C-2), 135,5 (C-3), 179,5 (C-4), 163,1 (C-5),
100,0 (C-6), 166,2 (C-7), 94,9 (C-8), 158,5 (C-9), 105,7 (C-10), 123,0 (C-1'), 114,7
(C-2"), 148,4 (C-3"), 150,9 (C-4), 116,0 (C-5'), 123,8 (C-6'), 105,0 (C-1"), 73,1 (C-2"),
75,1 (C-3"), 70,1 (C-4"), 75,6 (C-5"), 67,5 (C-6"), 102,0 (C-1™), 72,1 (C-2"), 72,3 (C-
3"), 73,9 (C-4"), 69,8 (C-5™), 18,0 (C-6™).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico do extrato acetbnico de caules e raizes de A. melastoma
Manso resultou no isolamento e identificagdo de 20 compostos: aristolactama All (1),
9,9'-diacetato-secoisolariciresinol dimetil éter (2), tirosol (3), &cido p-hidroxibenzdico
(4), &cido vanilinico (5), acidos aristoléquicos | (6) e Il (7), aristolocatos de sodio llla
(8) e IVa (9), 4,5-dioxodeidroasimilobineo (10), aristolocato de sodio | (11), sitosterol
3-0-B-D-glucopiranosideo (12), glicerol (13), talictosideo (14), uridina (15),
talictricosideo (16), icarisideo D2 (17), adenosina (18), kaempferol 3-O-B-
robinobiosideo (19) e isorhamnetina 3-O-B-robinobiosideo (20) (Figura 2, p. 38).

A determinacéo estrutural dos compostos foi efetuada com base nas analises
dos dados espectrométricos de RMN de *H e de *C uni- e bidimensionais (DEPT,
gHMQC, gHMBC, gCOSY 'H-'H, gTOCSY 1D, gNOESY 1D) e EM, propriedades
fisicas (pf. e [a]p), e pela comparacdo desses dados com aqueles disponibilizados

na literatura.

4.1 Derivados fenantrénicos (1 e 6-11)

4.1.1 Aristolactama All (1)

O composto 1 (2,1 mg), sélido alaranjado parcialmente solivel em CHCls,
mas soluvel em MeOH e DMSO, foi obtido apos fracionamento por CCDP [hex-
(CH3),CO-EtOH 6:4:0,5 v/v/v] da fragcdo A-05 (item 3.2.3; p. 42).

No espectro de RMN de 'H (Figura 3, p. 51) de 1 observam-se sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos em sistema fenantrénico [0 9,11 (dd; J =
8,0 e 1,0 Hz), 7,94 (dd; J = 8,0 e 1,5), 7,64 (s), 7,57 (m) e 7,10 (s)], além de um
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singleto referente a hidrogénios metoxilicos (& 4,03), um singleto largo referente a
—OH (6 10,27) e um singleto caracteristico de —NH (& 10,76) de amida. Além disso, 0
espectro de massas apresentou o pico do ion quasi molecular de m/z 266 [M+H]"
(Figura 4, p. 51). Esses dados sugeriram a estrutura de uma aristolactama, contendo

grupos hidroxilico e metoxilico, substituida nos C-3 e C-4.
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Figura 3: Espectro de RMN de 'H da aristolactama All (1) (DMSO-dg, 500 MHz).
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Figura 4: Espectro de massas do composto 1 (ESI, + 50 eV).

A posicdo do substituinte metoxilico foi estabelecida mediante experimento
gNOESY 1D, irradiando-se em & 4,03 observou-se 0 aumento da intensidade do
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sinal em & 9,11 (H-5), o que evidenciou que o grupo metoxilico estava ligado a C-4
(Figura 5, p. 52).

59,11 O

9.2 8.8 8.4 8.0 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6

Figura 5: Espectro gNOESY 1D da aristolactama All (1) (DMSO-dg, 500 MHZ).

A atribuicdo dos valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios foi
confirmada pela comparacdo dos dados espectroscopicos obtidos com aqueles
disponiveis na literatura (Tabela 3, p. 53) .

As aristolactamas s&o derivados fenantrénicos que possuem um grupo
lactamico ligado pelos C-1 e C-10; elas podem ser mono-, di-, tri-, tetra- ou

14 E comum também serem encontrados derivados C- e N-

pentaoxigenadas
glicosilados, N-OH e N-OMe *. Essa classe de compostos (sdo conhecidos pelo
menos 57 compostos distintos *) foi obtida de espécies pertencentes as familias
Saururaceae, Annonaceae, Aristolochiaceae, Menispermaceae, Piperaceae e
Monimiaceae .

Levantamento bibliogréfico executado na base de dados “SciFinder Scholar —
Chemical Abstracts Service” revelou que o composto 1 foi isolado de trinta e oito

espécies de plantas, todas elas pertencentes ao Clado das Magnolideas (treze de
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Annonaceae, quatro de Piperaceae, dezenove de Aristolochiaceae e duas de

Saururaceae).

Tabela 3: Dados de RMN de *H de 1 (500 MHz, DMSO-dg, 8, J em Hz).

Posicao 5 'H (Exp) 5 'H (Lit)
2 7,64 (s) 7,62 (s)
5 9,11 (dd; 8,0 e 1,0) 9,12 (d: 8,0)
6 7,57 (m) 7,58 (m)
7 7,57 (m) 7,58 (m)
8 7,94 (dd; 8,0 e 1,5) 7,95 (d; 8,0)
9 7,10 (s) 7,10 (s)
NH 10,76 (s) -
OMe-4 4,03 (s) 4,02 (s)
OH 10,27 (sl) -

4.1.2 Acidos aristoléquicos | e Il (6 e 7) e aristolocatos de sédio llla, IVae |l (8, 9
e 11)

R R! R?

6 H H H

7 H H OMe

8 Na OH H

9 Na OH OMe
11 Na H OMe

Os compostos 6-9 e 11, sélidos amarelos pouco soluveis em CHCl;, mas
parcialmente soluveis em (CH3),CO e MeOH e soliveis em DMSO, foram obtidos da

fracdo A-07, conforme descrito no item 3.2.5 (p. 42).
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Os espectros de RMN de 'H de 6-9 e 11 (Figuras 6-10, p. 54-56)
apresentaram sinais tipicos de hidrogénios aromaticos em sistema altamente
conjugado, além de singletos caracteristicos de hidrogénios metilenodioxilicos (&
6,3-6,5) e de grupos metoxilicos (6 3,9-4,1; apenas para os compostos 7, 9 e 11). Os
valores dos deslocamentos quimicos desses hidrogénios foram semelhantes aos
descritos na literatura para os acidos aristoléquicos e aristolocatos de sédio "4,
Segundo observacao realizada por Leu et al. (1998), o H-9 nos aristolocatos de
soédio absorve em frequéncia ligeiramente menor (|A6|: 0,2-0,3) do que nos
respectivos acidos (Figura 11, p. 57; I, Il e Ill) °. Embora Leu et al. ndo fornecessem
explicacdo para essa diferenca, eles comprovaram a veracidade de sua observacao
por meio de estudos espectroscépicos de RMN e EM "°. Assim sendo, em principio
foi sugerido que 6 e 7 estariam na forma protonada, enquanto 8, 9 e 11 seriam sais
de sédio. Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade de que 6 e 7 estavam
presentes na planta como aristolocatos de soédio, visto que a agua utilizada no

processo cromatogréfico foi acidificada com 1,2 % de &cido acético (pH ~ 2,8).
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Figura 6: Espectro de RMN de *H do &cido aristoléquico | (6) (DMSO-ds, 500 MHZ).
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Figura 7: Espectro de RMN de *H do &cido aristoléquico Il (7) (DMSO-dg, 500 MHz).
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Figura 8: Espectro de RMN de *H do aristolocato de sédio Illa (8) (DMSO-ds, 500 MHz).

Constituintes micromoleculares de Aristolochia melastoma Manso



Resultados e discussao

mmmmmmmmmmmmmmmmm

é 650
649,
648
6.3675
¥ 6.3669
6.3664
N
O
(@)
= Ng
NO Q
3.9873
]

N e L

I I T I I I T I I I I I I T I I
v 8.0 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 48 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4

Figura 9: Espectro de RMN de *H do aristolocato de sédio IVa (9) (DMSO-dg, 500 MHZ).
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Figura 10: Espectro de RMN de *H do aristolocato de sédio | (11) (DMSO-ds, 500 MHZ).
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o CO,R
<O i NO,
‘ 5 8,30*

O 5 8,50%*

OMe

CO,R
(T o,

‘ 5 8,26
O 5 8,35

OMe
OH

Figura 11: Valores de 6 para o H-9 em &cidos aristoloquicos e aristolocatos de sédio (*R = Na;

*R = H).

Uma anélise minuciosa dos espectros de RMN de *H de 6-9 e 11 permitiu

evidenciar que eles possuem os mesmos padrbes de substituicdo dos acidos

aristoloquicos | e 1l e dos aristolocatos de sodio I, llla e IVa, respectivamente. Essas

propostas foram confirmadas pela comparacao dos dados espectroscopicos obtidos

(Tabela, p. 57) com aqueles disponibilizados na literatura

74-76

Tabela 4: Dados de RMN de *H de 6-9 e 11 (500 MHz, DMSO-ds, 5, J em Hz).

Posicdo 5'H (6

2 7,81 (s)
5 8,68 (d; 8,5)
6 7,86 (t, W1/2
8,3)
7 7,38 (d; 8,0)
8 —
9 8,58 (sl)
OCH,0 6,48 (s)
OMe 4,06 (s)

9,10 (dl; 8,5)
7,91 (ddd; 8,5, 8,0 e

7,80 (dt; 8,0 e 1,5)

8,26 (dI; 8,0)

5'H (8

5'H (9 5'H (11

768(sl)  7.65(sl) 7,66 (sl)

8,46 (d;2,5) 8,06(s) 8,65 (d; 8,5)

7,76 (t, W1/2
8.3)

7,24 (dd; 85 6,78(s) 7,30 (d; 8,0)

8,04 (d; 8,5) - -
8,31 (sl) 8,29 (s) 8,33 (sl)
6,42 () 6,37 (s) 6,37 ()

4.1.3 Alcaldide 4,5-dioxoaporfinico (10)

3,99 (s) 4,05 (s)
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O composto 10 (0,5 mg; sélido amarelo e fluorescente) foi obtido da fracdo A-
07, conforme descrito no item 3.2.5 (p. 41).

No espectro de RMN de *H de 10 (Figura 12, p. 58), na regido de absorcéo de
hidrogénios aromaticos, observam-se dois duplos dubletos em & 7,92 e 9,45, dois
multipletos em & 7,64 e dois singletos em & 7,48 e 8,07. Foram também observados
um singleto em & 4,05 referente a hidrogénios metoxilicos e um singleto em 6 11,98
referente a hidrogénio acido. Além disso, foram detectados por espectrometria de
massas 0s ions de m/z 294 [M+H]*, 316 [M+Na]" e 268 [M+Na-OMe-OH]" (Figura
13, p. 58). Esses dados foram compativeis com os de um alcaléide 4,5-

dioxoaporfinico, substituido em C-1/C-2.

8.2923
7.6454
7.6380
7.4897
7.4893
4.0488

L
~

J Ll . I

I i I i I i f i f i f i f i T i f i I i T i f i I i f i I i I
'PM 8.8 8.4 8.0 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2

Figura 12: Espectro de RMN de *H do composto 10 (DMSO-dg, 500 MHz).
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Figura 13: Espectro de massas do composto 10 (ESI, + 30 eV).
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Para determinar a posicao do substituinte metoxilico foi realizado experimento
gNOESY 1D. Porém, possivelmente em decorréncia da massa obtida, néo foi
verificado efeito nOe com o tempo de acumulo empregado (~ 1 hora). No mapa de
contornos gHMQC foi observado a correlacdo entre os hidrogénios metoxilicos (6
4,05) e o carbono metoxilico (6 59,8). Assim sendo, duas propostas poderiam ser
feitas para o composto 10, onde o substituinte metoxilico estaria ligado a posi¢éo 1
ou 2 na estrutura molecular. Entretanto, o valor do deslocamento quimico de RMN
de *C em & 59,8 foi condizente com o relatado na literatura ’* para o alcaléide com
0 grupo metoxilico em C-1. Segundo modelos da literatura (IV, V e VI), metoxilas
ligadas a C-1 (em sistemas C-1/C-2 substituidos) sdo mais desprotegidas que

metoxilas em C-2 (Figura 14, p. 59) '" 8,

Figura 14: Valores de RMN de **C para metoxilas em C-1 e/ou C-2 de alcaléides

dioxoaporfinicos

Assim, com base nessas informacbes, e por comparacdo dos dados

779 o composto 10

espectroscopicos obtidos (Tabela 5, p. 59) com os da literatura
foi identificado como sendo o alcalbide 4,5-dioxodeidroasimilobineo. Este composto
ja havia sido descrito em outras espécies de Aristolochia, por exemplo, A. chilensis

9 Contudo esta sendo relatado pela primeira vez em A. melastoma.

Tabela 5: Dados de RMN de *H de 10 (500 MHz, DMSO-ds, 3, J em Hz).

Posicéo 5 'H (Exp) 5 'H (Lit) *

3 8,07 (s) 8,08 (s)
7 7,48 (s) 7,49 (s)
8 7,92 (dd;9,0e2,5) 7,93 (m)
9 7,64 (m) 7,65 (m)
10 7,64 (m) 7,65 (m)
11 9,45 (dd; 8,0e 2,00 9,45 (m)

OMe-1 4,05 (s) 4,04 (s)
NH 11,98 (sl -
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4.2 Lignana dibenzilbutanica, 9,9'-diacetato secoisolariciresinol dimetil éter (2)

O composto 2 [3,0 mg; contaminado por material graxo] foi obtido apds
fracionamento por permeacdo em gel da fragdo A-06, conforme descrito no item
3.2.4 (p. 42). Este composto foi também identificado na subfracdo A-05-07 (item
3.2.3, p. 42).

O espectro de RMN de *H de 2 (Figura 15, p. 61) apresentou sinais relativos a
hidrogénios aromaticos de anel trissubstituido [6 6,78 (d; J = 8,0 Hz), 6,61 (dd; J =8
e 2,0 Hz) e 6,58 (d; J = 2 Hz)], trés singletos [sendo um deles com frequéncia tipica
de hidrogénios metilicos ligados a carbonila (6 2,08) e outros dois com frequéncias
caracteristicas de metoxilas aromaticas (6 3,83 e 3,87)], um duplo dubleto em & 4,05
(dd; 3 =11,5e 5,5 Hz), além de trés multipletos em & 2,15, 2,67 e 4,22.

No espectro de RMN de **C (Figura 16, p. 61) foram observados Vvarios sinais,
dos quais treze foram atribuidos [com auxilio dos dados obtidos pelas técnicas 2D
(gHMQC, gHMBC e gCOSY 'H-'H)] a seis carbonos metilicos (sendo quatro
metoxilicos), dois metilénicos benzilicos, dois metilénicos carbindlicos, seis
metinicos aromaticos, dois metinicos alifaticos, seis quaternarios (sendo quatro
oxigenados) e dois carbonilicos. Além disso, 0 espectro de massas apresentou o
pico do ion quasi molecular de m/z 497 [M+Na]*, bem como o pico do ion de m/z 355
[M+H-120]" resultante de rearranjo do tipo McLafferty (Figura 17, p. 62). Esses
dados, além do diastereotopismo evidenciado (via gHMQC) para os hidrogénios em
0 4,05 e 4,22, foram sugestivos da existéncia de centros estereogénicos na estrutura
molecular de 2 e levaram a proposta de um dimero de unidades Cg-C3 simétrico
(contendo grupos metoxilicos e acilicos), compativel com uma lignana

dibenzilbutanica.
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Figura 15: Espectro de RMN de *H do composto 2 (CDClz, 500 MHz).
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Figura 16: Espectro de RMN de *H do composto 2 (CDClg, 126 MHz).
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Figura 17: Espectro de massas do composto 2 (ESI, + 50 eV).

A configuracéo relativa de 2 foi determinada mediante comparacdo dos
valores das constantes de acoplamento obtidas para os hidrogénios em & 4,05 (J =
11,5 e 55 Hz) com aquelas relatadas para os compostos analogos meso-
secoisolariciresinol tetracetato e (—)-secoisolariciresinol tetracetato (Figura 18, p. 62;
VIl e VIII) &. Além disto, os valores dos deslocamentos quimicos descritos para 0s
C-7,7" [0 33,8 (meso); & 34,8 (quiral)] corroboraram com a proposta de estrutura
quiralica 3 ®. Embora os dados de RMN de H e de *C fossem consistentes com a
configuragdo relativa proposta para 2, ndo foi observada rotacdo Optica na
concentragdo de 2 mg. mL™ [mistura da lignana com material graxo]. Assim sendo,
nao se podem descartar as possibilidades de que 2 seja uma mistura racémica ou

contenha proporgdo préxima a de uma mistura racémica.

5 4,12 (d; 5,0) 54,02 (d; 11,0 e 5,0)
5 4,20 (d; 5,0) 54,25 (d; 11,0 e 5,0)
MeO 533,8 MeO 534,8
O OAC O OAC
OAc OAc
AcO AcO 0
I OMe l OMe
OAc OAc
VIl VI

Figura 18: Valores das constantes de acoplamento dos H-9,9' nos compostos modelos.

A atribuicdo dos valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos e
hidrogénios foi efetuada pela analise dos espectros de RMN de *H e de *C (1D e
2D), e pela comparacdo dos dados espectroscépicos obtidos (Tabela 6, p. 64) com

aqueles disponibilizados na literatura ®. Todos os dados obtidos foram consistentes
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com os relatados na literatura para diacetato (-)-secoisolariciresinol dimetil éter .
Entretanto, o mapa de contorno gHMBC (Figura 19, p. 63) mostrou correlacdo entre
H-5,5' (6 6,78) com C-3,3' (6 148,9), bem como entre H-2,2' (6 6,58) e H-6,6" (5 6,61)
com C-4,4' (& 147,5), o qual levou a troca dos valores dos 6 atribuidos aos C-3,3" e

C-4,4' em relacéo aqueles previamente descritos na literatura 81,

H-2,2' e C-4,4'

H-6,6' e C-4,4'

T ‘ ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
PPM (F1) 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 PPM

Figura 19: Expanséo do mapa de contornos gHMBC de 2 (CDCls, 11,7 T).

O composto 2 estd sendo descrito pela primeira vez na familia
Aristolochiaceae. Na literatura, existem poucos relatos da ocorréncia deste
metabdlito secundario (especial), restringindo-se a Taxus baccata e Juniperus
thurifera (pertencentes a ordem Pinales; Gimnospermas), e Dicliptera chinensis e
Justicia procumbens (pertencentes a familia Acanthaceae; ordem Lamiales;

Angiospermas).
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Tabela 6: Dados de RMN de *H e de **C de 2 (11,7 T, CDCls, 3, J em Hz).

5 'H (Lit) ** 5 °C (Exp) & '°C (Lit) **

1,1 - - 132,2 132,1
2,2 6,58 (d; 2,0) 6,53 (d; 1,8) 112,1 111,9
3,3 - - 148,9 147,3
4,4 - - 147,5 148,8
5,5' 6,78 (d; 8,0) 6,74 (d; 8,0) 111,2 111,0
6,6' 6,61(dd;8,0e2,0) 6,55(dd;8,0e1,8)  121,0 120,8
7,7 2,67 (M) 2,64 (M) 34,9 34,8
8,8' 2,12 (m) 2,10 (m) 39,7 39,6
9,9  4,05(dd;:11,5e55)  3,95-4,25 (m) 64,4 64,2

4,22 (m)

OM-3,3' 3,83 (s) 3,79 (s) 55,9* 55,6

OMe-4,4' 3,87 (s) 3,84 (s) 55,8* 55,8

RCOOR - - 171,0 170,9
Me 2,08 (s) 2,05 (s) 21,0 20,9

* Valores na mesma coluna que podem estar trocados

4.3 Derivados Cs-C,

4.3.1 Tirosol (3)

HO™ 4

O composto 3 (10,5 mg) foi isolado (na subfracdo 24) apos fracionamento
cromatografico (Sephadex LH-20) da fracdo A-06, conforme descrito no item 3.2.4
(p. 42).

No espectro de RMN de 'H (Figura 20, p. 65) de 2 foram observados um
conjunto de sinais em & 6,97 e 6,63 com multiplicidades e constantes de
acoplamento tipicas de hidrogénios aromaticos de anel p-substituido, além de um
tripleto em & 2,58 e um tripleto largo em & 3,50 relativos a dois grupos metilénicos,
sendo um benzilico e outro carbindlico, respectivamente. Neste espectro, foram
ainda observados dois singletos largos em & 4,50 e 9,06, sugerindo a presenca de
dois grupos hidroxilicos na estrutura molecular de 3. Esses dados sugeriram que 3
era um derivado fendlico p-substituido por uma unidade hidroxietilica.
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A identidade do composto 3 foi confirmada pela comparagdo dos dados
espectroscopicos de RMN de *H obtidos (Tabela 7, p. 65) com aqueles relatados na
literatura . Além disso, co-eluicdo com amostra auténtica mostrou coincidéncia de
Rf. O composto 3, com ocorréncia comum no reino vegetal, esta sendo relatado pela

primeira vez em A. melastoma.
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Figura 20: Espectro de RMN de *H do composto 3 (DMSO-dg, 500 MHz).

Tabela 7: Dados de RMN de *H de 3 (500 MHz, &, J em Hz).

1 - - - -

2 6,97 (d; 8,5) 6,99 (d; 8,4) 7,00 (d; 8,5) 7,17 (d; 9,0)

3 6,63 (d; 8,5) 6,66 (d; 8,4) 6,72 (d; 8,5) 6,84 (d; 9,0)

4 - - - -

5 6,63 (d; 8,5) 6,66 (d; 8,4) 6,72 (d; 8,5) 6,84 (d; 9,0)

6 6,97 (d; 8,5) 6,99 (d; 8,4) 7,00 (d: 8,5) 7,17 (d; 9,0)

7 2,58 (t; 7,2) 2,60 (t; 7,2) 2,74 (t; 6,5) 2,76 (t; 6,8)

8 3,50 (tl; Wy 7,2) 3,53 (M) 3,76 (t; 6,5) 3,76 (t; 6,8)
OH-4 9,05 (sl) 9,10 (s) - -
OH-8 4,50 (s) 4,55 (t; 4,8) - -
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4.3.2 Icarisideo D2 (17)

OH
O
HO 10— -

O composto 17 (6,8 mg) foi isolado ap6és fracionamento por CC de Sephadex
LH-20 (MeOH) da fragcédo B-05, conforme descrito no item 3.2.7 (p. 43).

No espectro de RMN de *H de 17 (Figura 21, p. 66), de maneira similar ao
descrito para o tirosol (3), foram observados dois dubletos [0 6,92 e 7,10 (J = 8,5 Hz;
ambos os sinais)] e dois tripletos [0 2,65 e 3,55 (J = 7,0 Hz; ambos os sinais)]
relativos a uma unidade Cg-C, p-substituida. Nesse espectro também foi possivel
observar um dubleto referente a hidrogénio anomérico em & 4,78, além de varios

multipletos na regido entre & 3,16 a 3,80, caracteristicos de uma unidade glicosidica.

mmmmmmm
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— 4.7850
3.5591
3.5448
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6.‘8 ‘ 6.‘4 ‘ 6.‘0 ‘ 5.‘6 ‘ 5.‘2 ‘ 4.‘8 ‘ 4.‘4 ‘ 4.‘0 ‘ 3.‘6 ‘ 3.‘2 ‘ 2.‘8

Figura 21: Espectro de RMN de *H do composto 17 (DMSO-dg, 500 MHz).

No espectro de RMN de **C de 17 foram observados doze sinais, incluindo
dois deles com intensidade nitidamente duplicada. Destes sinais, seis foram
atribuidos aos carbonos da unidade glicosidica, dois aos grupos metilénicos
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benzilico e carbindlico, dois a carbonos quaternarios aroméaticos e dois aos carbonos
metinicos do sistema aromatico p-substituido. A analise conjunta dos dados de RMN
de 'H e de **C sugeriu para o composto 17 uma estrutura semelhante aquela do

tirosol (3), mas glicosilado em C-4 ou C-8.

~—40.001
j—39.923
38.999

129.577
116.047

76.959
76.613
2.328

. 73.218
62

[ 3

38.146

Lon.612
G0.705

i, a6

Figura 22: Espectro de RMN de *C de 17 (DMSO-dg, 500 MHz).

A posicdo e a identidade da unidade glicosidica (B-D-glucopiranosila) na
estrutura molecular de 17 foram estabelecidas pela comparacdo dos dados
espectrométricos de RMN de 'H, e, principalmente de RMN de **C obtidos com
aqueles de modelos disponibilizados da literatura 3 . De acordo com os modelos
(Figura 23, p. 68; VIl e 1X), os C-1, C-3, C-5 e C-7 no isoméro glicosilado em C-4
sdo mais desprotegidos que no isoméro glicosilado em C-8, enquanto o C-8 é mais
protegido ®* ®. O comportamento observado para os C-1, C-3 e C-5 esta coerente
com 0 que seria previsto (protecéo) pelos efeitos estereoeletronicos de ressonancia
e de hiperconjucdo negativa, 0os quais sdo mais significativos para um substituinte
—OH gque para um —OGilc. Por outro lado, os comportamentos observados para os C-
7 e C-8 podem ser explicados pelos efeitos B (desprotecao) e y gauche (protecéo),

respectivamente.
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OH 5116.28 OH
0O 5 132,96 o)
HO 0 538,38 Hot\g/o 5 35,1
HO OH 5 128,9
OH 512983 sersy 1O OH 570,2
5 130,1
51153 OH
VI IX

Figura 23: Valores selecionados de & de RMN de 'H e de 3¢ (DMSO-dg) para icarisideo D2 e
salidrosideo.

A identidade do composto 17 foi confirmada pela comparacdo dos dados
espectroscopicos de RMN de 'H e de *C obtidos (Tabela 8, p. 68) com aqueles
relatados na literatura 2. O valor de rotacdo 6ptica especifica medido para 17 foi
49

determinada por comparacéo deste valor com aquele descrito na literatura . Este

-42,8° (c. 0,13, MeOH). A configuracdo absoluta do composto 17 foi

composto ja havia sido identificado em A. melastoma 2.

Tabela 8: Dados de RMN de *H e de **C de 17 (11,7 T, DMSO-ds, 3, J em Hz).

Posicdo & *H (Exp 5 'H (Lit)**  &C (Exp) & =C (Lit)®
1 - - 132,7 132,96
2 7,10 (d; 8,5) 7,12 (d; 8,5) 129,6 129,83
3 6,92 (d; 8,5) 6,93 (d; 8,5) 116,0 116,28
4 - - 155,7 155,95
5 6,92 (d; 8,5) 6,93 (d; 8,5) 116,0 116,28
6 7,10 (d; 8,5) 7,12 (d; 8,5) 129,6 129,83
7 2,65 (t; 7,0) 2,65-2.67 (m) 38,1 38,38
8 3,55 (t; 7,0) 3,54-3.57 (m) 62,3 62,57
1 4,78 (d;7,5) 4,79 (d; 7,5) 100,6 100,83
2' n.d 3,25-3,28 (m) 73,2 73,45
3 n.d 3,14-3,18 (m) 77,0 77,19
4 n.d 3,20-3,24 (m) 69,7 69,97
5 n.d 3,28-3,31 (m) 76,6 76,85
6' n.d 3,45-3,48 (m) 60,7 60,94

n.d 3,68-3,70 (M)

*n.d (ndo determinado)
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4.3.3 Derivado Cs-C,-NO; glicosidado, talictricosideo (16)

O composto 16 (34,6 mg; cristais brancos) foi obtido na subfracdo B-11, apés
fracionamento cromatogréafico (CC de C-18; 230-400 mesh; eluida em H,O-MeOH)
da fracado A-09, conforme descrito no item 3.2.7 (p. 43).

O espectro de RMN de 'H de 16 (Figura 24, p. 70), assim como 0s espectros
de 3 e 17 (Figuras 20 e 21, p. 65 e 66), apresentou sinais em & 7,17 e 7,00,
caracteristicos da subestrutura Cs-C, p-substituida. Foram ainda observados dois
tripletos em & 3,17 (J = 7,2 Hz) e 4,79 (J = 7,2 Hz) com correlagdo no mapa de
contorno gCOSY *H-'H (Figura 25, p. 70), além de vérios sinais na regido entre 5
2,9 a 5,3, caracteristicos de glicosideos. Os sinais observados em 6 3,17 (H-7) e
4,79 (H-8), os quais estao significativamente deslocados (para frequéncias mais
altas) em relacédo aqueles observados para os compostos 3 e 17, foram sugestivos
da existéncia de um grupo nitro ligado a C-1. Além disso, os sinais em 6 4,19 e 4,78
evidenciaram a presenca de duas unidades glicosidicas na estrutura molecular de
16. Esses dados foram compativeis com um diglicosideo nitrofeniletilico.

A anélise detalhada (auxiliada, sobretudo pelos experimentos gCOSY *H-'H e
gTOCSY 1D; Figuras 26-27, p. 71) das multiplicidades e constantes de acoplamento
dos hidrogénios carbindlicos [4,78 (1H, d, J =7,5, H-1"), 3,23 (1H, m, H-2"), 3,25 (1H,
m, H-3"), 3,16 (1H, dd, W1>,=9,5, 8,5 Hz, H-4"), 3,51 (1H, ddd, Wy, = 9,5, 6,5, 1,4 Hz,
H-5Y, 3,95 (1H, dd, J = 11,4, 1,4 Hz, H-6"), 3,57 (1H, dd, Wy, = 11,4, 6,5 Hz, H-6"),
4,18 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1"), 2,98 (1H, dd, Wy, = 8,8, 7,7 Hz, H-2"), 3,08 (1H, t,
Wy, = 8,8 Hz, H-3"), 3,27 (1H, m, H-4"), 2,94 (1H, dd, J = 11,3, 10,3 Hz, H-5"), 3,67
(AH, dd, J = 11,3, 5,3 Hz, H-5")] sugeriu para 16 unidades glicosidicas com
configuracéo relativa idéntica a das aldohexoses [B-xilopiranose e B-glucopiranose.

O espectro de RMN de *3C (Figura 28, p. 72), com auxilio do espectro DEPT
90° (Figura 29, p. 69), mostrou um total de dezessete carbonos. Desses sinais, onze

foram atribuidos a carbonos de unidades glicosidicas, quatro a carbonos de sistema
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aromatico p-substituido e dois a carbonos metilénicos: um benzilico e outro ligado a

23 39 25533838 Q® 99% 2 85833 9 528838d5983
] 2 8IToBSBa SE a9 Bo®3d R R R R R R R ]
e~ 9@ P ODBNR GO XS Do QY By RebhsodrsTaag
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~~ Ko SESFSS S SY oon R R R ] R R R R RN RN RN RN
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6.8 6.4 6.0 5.6 52 48 4.4 4.0 3.6 32 28 24

Figura 24: Espectro de RMN de *H do composto 16 (DMSO-dg, 500 MHz).
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Figura 25: Expans&o do mapa de contornos gCOSY *H-'H de 16 (DMSO-dg, 500 MHz).
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Figura 26: Espectro gTOCSY 1D de 16 (DMSO-dg, 500 MHz).
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Figura 27: Espectro gTOCSY 1D de 16 (DMSO-dg, 500 MHz).
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Figura 28: Espectro de RMN de *C de 16 (DMSO-ds, 126 MHz).
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Figura 29: Espectro de DEPT 90° de 16 (DMSO-ds, 126 MHZz).
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A conectividade entre os fragmentos subestruturais de 16 foi estabelecida
pelas correlagbes a longa distancia observadas no mapa de contornos gHMBC
(Figuras 30-36, p. 73-76). A correlacdo a longa distancia entre o hidrogénio
anomeérico H-1' (& 4,79) com o C-4 (& 156,3) mostrou que a unidade [-
glucopiranosidica estava ligada a subestrutura Cs-C,, enquanto a correlacdo entre o
hidrogénio anomérico em & 4,19 (H-1") com o C-6' (6 68,2) evidenciou que a unidade
B-xilopiranosidica estava ligada a unidade B-glucopiranosidica por uma ligacdo do
tipo 1"—6'. Além disso, o valor do deslocamento quimico de C-6' (6 68,2) corroborou
com a proposta de ligacado do tipo 1"—6', desde que seria previsto desprotecao
relativa para este carbono em decorréncia do efeito B ocasionado pela unidade

glicosidica adicional.

R R R T T T T e e e
PPM(F1) 152 148 144 140 136 132 128 124 120 116 112 108 104 100 96.0 92.0 88.0 84.0 80.0 76.0 72.0 68.0 PPM (

Figura 30: Expanséo do mapa de contornos gHMBC de 16 (11,7 T, DMSO-dg).

O espectro de massas apresentou o ion quasi molecular de m/z 484 [M+Na]".
Foram também observados picos minoritarios resultantes de clivagens acetalicas
das unidades glicosidicas, além de um pico de m/z 115 resultante da desidratacéo
do fragmento de m/z 133 (Figura 37; Esquema 6; p. 77).
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Figura 31: Expanséo do mapa de contornos gHMBC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 32: Expanséo do mapa de contornos gHMBC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 33: Expansao do mapa de contornos gHMBC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 34: Expanséo do mapa de contornos gHMBC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 35: Expanséo do mapa de contornos gHMBC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 36: Expanséo do mapa de contornos gHMBC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 37: Espectro de massas do composto 16 (ESI, + 35 eV).
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Esquema 6: Proposta de fragmentacdo do composto 16.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos de RMN de *H e de *3C foi efetuada
pela andlise dos dados espectroscopicos de RMN 1D e 2D (Tabela 9, p. 80), e por

comparacado desses dados com aqueles de modelos disponibilizados na literatura "
8.0 valor de rotagdo 6ptica especifica observado para 16 foi [a]; —63,3° (c. 0,13,

MeOH), enquanto o ponto de fusdo medido foi 124,5-124,9° C. A configuracao

absoluta do composto 16 foi estabelecida por comparagdo desses valores com
aqueles relatados na literatura ([r]3’-57,9°; ponto de fus&o de 125° C) " %, Assim

sendo, 16 foi caracterizado como sendo o 2-(4'-hidroxifenil)nitroetano-4'-O-[B-D-

xilopiranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosideo], o qual é conhecido como talictricosideo.
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Figura 38: Expanséo do mapa de contornos gHMQC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 39: Expanséo do mapa de contornos gHMQC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 40: Expansao do mapa de contornos gHMQC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 41: Expanséo do mapa de contornos gHMQC de 16 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Conforme mostrada na tabela 2, o composto 16 ja havia sido descrito em
cinco espécies pertencentes as familias Annonaceae, Menispermaceae e
Ranunculaceae. Embora haja relatos desta classe de compostos na familia
Aristolochiaceae, este metabdlito secundario (especial) estd sendo descrito pela

primeira vez nesta familia de plantas floriferas.

Tabela 9: Dados de RMN de *H e de 3C de 16 (11,7 T, DMSO-ds, J em Hz).

Posicéo 5'H 5°C
1 - 129,6
2 7,18 (d: 8,8) 129,6
3 7,00 (d: 8,8) 116,4
4 - 156,3
5 7,00 (d: 8,8) 116,4
6 7,18 (d: 8,8) 129,6
7 3,17 (t: 7,0) 31,7
8 4,79 (t; 7,0) 76,2
1 4,78 (d; 7,5) 100,5
> 3,23 (m) 73,2
3 3,25 (m) 76,4
4 3,16 (dd; Wy, 9,5€8,5)  69,6%
5' 3,51 (ddd; Wy, 9,5,6,5e1,4 75,8
6 3,95 (dd: 11,4 e 1,4) 68,1

3,57 (dd; Wy, 11,4 € 6,5)
1" 4,18 (d: 7,7) 103,8
o 298 (dd: Wy, 88e7,7) 733
3" 3,08 (t: W1y, 8,8) 76,4
4" 3,27 (m) 69,5*
5" 2,94 (dd; 11,3 e 10,3) 65,6

3,67 (dd: 11,3 e 5,3)

* Sinais que podem estar trocados

4.3.4 Derivado Cs-C,-NO; glicosidado, talictosideo (14)

OH
@)
HO 10— -
HO 3  OH 8 Noz

O composto 14 (3,5 mg; contaminado com 16) foi obtido apés fracionamentos
por solubilizacdo e cromatografico (CC de fase reversa C-18) da fracdo A-08,
conforme descrito no item 3.2.6 (p. 43).
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O espectro de RMN de 'H de 14 (Figura 42, p. 82) apresentou um aspecto
geral semelhante ao de 16, destacando-se os sinais em & 3,16, 4,80, 7,00 e 7,16
atribuidos aos hidrogénios da unidade feniletilica p-substituida idéntica a de 16.
Neste espectro, foram também observados um dubleto de hidrogénio anomérico em
0 4,80 e varios sinais entre & 2,9-4,0, caracteristicos de glicosideos.

No espectro de RMN de *C (Figura 43, p. 82) foram observados doze sinais,
dos quais seis foram atribuidos a unidade glicosidica e seis ao fragmento feniletilico.
Os valores dos 6 observados para os carbonos da unidade glicosidica em & 100,4,
73,2, 76,6, 69,7, 77,0 e 60,7 foram compativeis com os de uma B-glucosila % %°.

Assim, por comparacdo desses dados com aqueles descritos na literatura, o
composto 14 foi identificado como sendo o derivado nitrofeniletilico talictosideo . A

configuracéo absoluta deste composto foi estabelecida pela comparacgéo do valor de
[alo ([« 44,19 c. 0,07, MeOH) obtido com aquele da literatura ** ([« -48,8°; c.
1,1, MeOH). Este composto ja havia sido descrito em espécies pertencentes as
Magnolideas, incluindo A. gehrtii (Aristolochiaceae), bem como em espécies dentro
das ordens Ranunculales, Alismatales e Austrobaileyales (Tabela 2, p. 30-32).

Contudo, esta sendo relatado pela primeira vez em A. melastoma.
Tabela 10: Dados de RMN de *H e de **C de 14 (11,7 T, DMSO-dg, J em Hz).

Posicdo 5'H [ e
- 129,6
7.18 (d; 8,5) 129,5
6,96 (d; 8,5) 116,2
- 156,4
6,96 (d; 8,5) 116,2
7.18 (d; 8,5) 129,5
3,16 (t: 7,0) 31,6
4,80 (t; 7,0) 76,3
4,80 (d; 7,5) 100,4
- 73,2
- 76,6
- 69,7
- 77,0

- 60,7
-]

QU WNRFRPONOUODNWNPR
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Figura 42: Espectro de RMN de 'H de 14 em mistura com 16 (DMSO-ds, 500 MHz; 0s principais
sinais de 16 estdo destacados no espectro).
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Figura 43: Espectro de RMN de **C de 14 em mistura com 16 (DMSO-dg, 126 MHz).
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4.4 Derivados Cg-Cq

4.4.1 Acidos p-hidroxibenzéico (4) e vanilinico (5)

7
COH

OH

R
4 H
5 OMe

Os compostos 4 e 5 foram obtidos apos fracionamento por permeacgéao em gel
[ACOEt-PrOH (1:1)] da fragao A-06, conforme descrito no item 3.2.4 (p. 42).

No espectro de RMN de 'H (Figura 44, p. 84), em DMSO-ds, foram
observados sinais em & 7,77 e 6,81, além de um singleto em & 7,42, enquanto no
espectro de RMN de 'H (Figura 45, p. 84), em CDCl;, foram observados quatro
dubletos [6 7,94 (J = 9,0 Hz), 7,52 (J = 2,0 Hz), 6,90 (J = 8,0 Hz) e 6,82 (J = 9,0 Hz)]
e um duplo dubleto [6 7,64 (J = 8,0 e 2,0 Hz)], evidenciando a presenca de dois
anéis aromaticos, sendo um trissubstituido e outro p-substituido.

No espectro de RMN de **C (Figura 46, p. 85) foram observados treze sinais,
os quais foram atribuidos a cinco carbonos metinicos (incluindo dois com
intensidades duplicadas), trés quaternarios oxigenados, dois quaternarios, um
metoxilico e dois carboxilicos.

Estes dados, a ndo observacéo de correlacédo a longa distancia [no mapa de
contorno gHMBC (Figuras 47-49, p. 85-86)] que conectasse 0s dois anéis
aromaticos e a integracdo dos sinais de RMN de 'H sugeriram que a subfragéo A-
06-27 era uma mistura de dois compostos em propor¢ao molar ~1:1.

As estruturas dos compostos 4 e 5 foram determinadas a partir da analise dos
dados espectroscépicos de RMN de *H e de **C uni- e bidimensionais (Tabela 11-
12, p. 88), e por comparacgao desses dados com aqueles descritos na literatura para

os &cidos p-hidroxibenzéico % e vanilinico %.
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Figura 44: Espectro de RMN de 'H da mistura de 4 e 5 (DMSO-dg, 500 MHz).
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Figura 45: Espectro de RMN de *H da mistura de 4 e 5 (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 46: Espectro de RMN de **C da mistura de 4 e 5 (DMSO-dg, 126 MHz).
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Figura 47: Expansao do mapa de contornos gHMBC da mistura de 4 e 5 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 48: Expansao do mapa de contornos gHMBC da mistura de 4 e 5 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 49: Expansdo do mapa de contornos gHMBC da mistura de 4 e 5 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 50: Expansao do mapa de contornos gHMQC da mistura de 4 e 5 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 51: Espectro de gNOESY 1D da mistura de 4 e 5 (DMSO-dg, 500 MHZ).
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Tabela 11: Dados de RMN de *H e de **C de 4 (11,7 T, *DMSO-ds e **CDCls, J em
Hz).

Posicdo & 'H* (Exp) & C* (Exp) & '°C*(Lit) & 'H** (Exp) & ‘H** (Lit

1 - 121,4 121,25 - -
2 7,77 (d; 8,5) 131,4 131,42 7,94 (d; 9,0) 7,88 (d; 9,0)
3 6,81 (d; 8,5) 115,0 114,99  6,81(d;9,0) 6,83 (d; 9,0)
4 - 161,5 161,45 - -
5 6,81 (d; 8,5) 115,0 114,99 6,81 (d; 9,0) 6,83 (d; 9,0)
6 7,77 (d; 8,5) 131,4 131,42 7,94 (d; 9,0) 7,88 (d; 9,0)
7 -~ 167,1 — — —

Tabela 12: Dados de RMN de 'H e de *C de 5 (11,7 T, *DMSO-ds e **CDCls, J em
Hz).

Posicdo & 'H* (Exp) & 'H*(Lit) & °C* (Exp) & °C*(Lit) & ‘H** (Exp) & 'H**(Lit)

1 - - 121,6 121,64 - -
2 7,42 (s) 7,44 112,7 112,72 7,52 7,57
(d: 2,0) (d: 1,6)
3 - - 147,2 147,24 - -
4 - - 151,1 151,12 - -
5 6,83 6,82 115,0 115,05 6,90 6,95
(d; 7.,5) (d; 8,0) (d; 8,5)
6 7,43 (dd; 7,44 123,4 123,51 7,64 (dd; 7,72 (dd:
7,5 e 2,0) 8,0e20) 85e1,6)
7 - 167,1 167,26

OMe 3,80 :s: 3,92 55,5 55,55 3,90 :s: 3,90 :s:

4.5 Esterodide glicosilado

4.5.1 Sitosterol 3-O-B-D-glucopiranosideo (12)

29
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A fracdo A-08 forneceu um solido branco amorfo (12; 2,0 mg; item 3.2.6, p.
43) pouco solavel em CHCI3, mas solavel em piridina.

O espectro de RMN *H de 12 (Figura 52, p. 89) mostrou um conjunto de sinais
na regiao de & 0,63 a 2,00, além de sinais atribuiveis a hidrogénio olefinico em &
5,31 e a hidrogénio carbindlico em & 3,44. Foram ainda observados sinais
sugestivos de unidade glicosidica, representados por um dubleto de hidrogénio

anomérico em & 4,20 e varios sinais na regido de 6 2,88 a 4,84.

4.8002
4.7977
4.7908
4.7876
4.2128
4.1972
4.0480
4.0375

f

TV PR LY

I i f i I i f i T i T i f i T i I i I i I i I i T
5.2 48 4.4 4.0 3.6 32 2.8 24 20 16 12 0.8 0.4

Figura 52: Espectro de RMN de 'H de 12 (DMSO-dg, 500 MHz).

O espectro de RMN de *C (Figura 53, p. 90), juntamente com o espectro
DEPT 135°, mostrou sinais de 35 carbonos, dos quais vinte e nove foram atribuidos
a aglicona e seis a unidade glicosidica. Os valores dos deslocamentos quimicos
relativos aos carbonos da unidade glicosidica em & 100,74, 73,43, 76,69, 70,10,
76,73 e 61,08 foram compativeis com os de uma B-glucosila 2% %,

A comparacado dos d dos carbonos e hidrogénios de 12 com os descritos na
literatura para o sitosterol 3-O-B-D-glucopiranosideo permitiu a identificagcdo deste
composto . Além disso, co-eluicdo (em diferentes sistemas de solvente) em CCDC
com amostra auténtica de sitosterol glicosilado disponivel no laboratério evidenciou

a identidade deste composto.
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140.4184
121.1293
100.7432
79.0978
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—— 70.0996
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M 135.0 125.0 115.0 105.0 95.0 85.0

Figura 53: Espectro de RMN de *C de 12 (DMSO-dg, 500 MHz).

90

A configuracéo absoluta de 12 foi determinada pela comparacédo do seu valor

de [a]}-43,1° (c. 0,1, Piridina) com aquele descrito na literatura [[er]3—41,7° (c. 0,2,

Piridina) *°].

Tabela 13: Dados de RMN de 'H e de **C de 12 (11,7 T, DMSO-dg, J em Hz).

Posicéo 5'H
1 - 36,78
2 - 29,22
3 3,44 (m) 76,89
4  211(m)e235(m) 3827
5 140,42
6 5,31 (m) 121,13
7 - 31,31
8 - 31,38
] - 49,56
10 - 36,17
11 - 20,54
12 - 39,17
13 - 41,81
14 - 56,12
15 - 23,80
16 - 27,71
17 - 55,39
18 0,64 (s) 11,62

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
1
o
3
4
5
6

53C Posicao

5'H
0,94 (s)

0,89 (d; 6,5)

0,78 (d; 6,5)

4,20 (d; 8,0)
2,88 (dt; 8,0 e 4,5)
3,11 (m)
3,01 (m)
3,05 (m)
3,63 (ddd; 11,8,5,5e 1,5)
3,40 (m)

[ e
19,04
35,41
18,89
33,31
25,44
45,11
28,69
18,55
19,64
22,57
11,73
100,74
73,43
76,69
70,10
76,73
61,08
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4.6 Poliol

4.6.1 Glicerol (13)

1

OH
o
OH

3

O composto 13 (27,4 mg) foi obtido apés CC (C-18) da fracdo A-08, conforme
descrito no item 3.2.6 (p. 43).

No espectro de RMN de *H (Figura 54, p. 92) de 13 foram observados dois
duplos dubletos em & 3,50 e 3,59 e um multipleto em & 3,73, enquanto no espectro
de RMN de *3C (Figura 55, p. 92) foram observados dois sinais (5 72,3 e 62,8), dos
guais um deles apresentou intensidade duplicada. Esses dados foram compativeis
com os relatado na literatura para o glicerol *°.

A equivaléncia magnética observada para os C-1 e C-3 é reflexo da existéncia
de plano de simetria passando por C-2 (carbono proquiral) . Em contrapartida, o
acoplamento geminal observado para os hidrogénios metilénicos (em C-1 e C-3) &
decorrente de restricdo nas rotagdes livre em torno das ligacdes carbono-carbono, e,
portanto, de uma preferéncia conformacional *°.

Em Aristolochiaceae, o glicerol (12) foi detectado somente em A. lagesiana °'.
Este composto foi descoberto em 1779, e desde entdo sua aplicacdo comercial
cresceu significativamente. Atualmente, ele € um dos “ingredientes” essenciais, por
exemplo, do biodiesel, das industrias de fabricacdo de resinas sintéticas, gomas de
éster, remédios, cosméticos e pastas de dentes .

Tabela 14: Dados de RMN de *H e de **C de 13 (11,7 T, D,0, 3, J em Hz).

Posicao 5'H [ e

1 3,51 (dd: 11,7 e 6,5) 62,8
3,60 (dd; 11,7 e 4,5)

2 3,74 (m) 72,3

3 3,51 (dd; 11,7 € 6,5) 62,8

3,60 sdd; 11,7 e 4,5:
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OH
Ho—_
OH

Figura 54: Espectro de RMN de *H de 13 (D,0O, 500 MHz).

OH
Ho—_
OH

Figura 55: Espectro de RMN de **C de 13 (D,0, 126 MHz).

Constituintes micromoleculares de Aristolochia melastoma Manso

92



Resultados e discussao 93

4.7 Nucleosideos

4.7.1 Nucleosideo uridina (15)

O composto 15 (6,8 mg) foi obtido apés fracionamento cromatografico (CC de
fase reversa C-18, eluida com misturas de MeOH-H,O, em gradiente de polaridade
decrescente) da fragdo A-08, conforme descrito no item 3.2.6 (p. 43).

No espectro de RMN de 'H (Figura 56, p. 93) de 15 foram observados um
dubleto em & 7,83, dois dubletos em & 5,86, um tripleto em & 4,20, um tripleto largo
em 0 4,32, dois duplos dubletos em & 3,86 e 3,77 e um multipleto em & 4,11.

mmmmmmmmmmmmmmmmm
a¥d9® R R ] 9B L®oR
XD D JIq303 3 R8BS
wwwwwwwwwwwwwwww
B 161566 SYS SIS R R R

B

7.8373
7.8210

I

T T T T T
4.6 4.4 4.2 4.0 38 3.

— T T 1 T [ T T T T T T T T T T T T T T T T T T
n 76 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 54 52

Mo " It . ‘J
T T T T T
5.0 4.8

Figura 56: Espectro de RMN de *H de 15 (D,0, 500 MHz).
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No espectro de RMN de **C (Figura 57, p. 94) foram observados nove sinais,
0s quais foram atribuidos a cinco carbonos carbindlicos de unidade glicosidica (6
61,0, 69,7, 73,9, 84,5 e 89,6), dois olefinicos (6 102,5 e 142,1) e dois acilicos (&
166,4 e 151,9). Os sinais em d 84,5 e 89,6 sugeriram uma unidade furanosidica na

estrutura molecular de 15.

166.4434
151.9215
142.0959
118.7218

__— 1025506
T 102.1360
—— 89.6527
—— 844707

—— 73.8654
—— 69.6886
—— 62.7841
—— 61.0299

I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 80.0 70.0 60.0

Figura 57: Espectro de RMN de *H de 15 (D,O, 126 MHz).

No espectro de massas foram observados os picos de m/z 267 [M+Na]* e 113
(Figura 58, p. 94). Todos os dados espectroscopicos obtidos foram consistentes com

um nucleosideo, contendo a base nitrogenada uracila.

0
100 fLN,H 233
] A H +
4 H [M+Na]
] 113 267 371
) 163 185 234 284 372
j97 157 |II 215 r lr289 312 337 (
0 b Dol ||j Ca bbb L |I||l|ll [T e T |ﬁ||l|l |Jm|u||| |

Figura 58: Espectro de massas do composto 15 (ESI, + 35 eV).
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A comparacdo dos dados espectroscépicos de RMN de 'H e de **C obtidos

99, 100

(Tabela 15, p. 95) com aqueles disponibilizados na literatura permitiu confirmar

15 como sendo o nucleosideo uridina, ainda ndo descrito em A. melastoma.

Tabela 15: Dados de RMN de *H e de **C de 15 (11,7 T, D0, 3, J em Hz).

Posicéo 5 'H (Exp) 5 °C (Exp) & °C (Lit) *
1 - - -
2 - 151,9 151,1
3 - - -
4 - 166,4 166,0
5 5,87 (d; 8,5) 102,5 102,1
6 7,83 (d; 8,5) 142,1 141,7
1 5,88 (d; 4,5) 89,6 89,2
2' 4,32 (t; Wy, 4,8) 73,9 -
3 4,19 (t; 5,0) 69,7 69,2
4 4,10 (m) 84,5 84,0
5' 3,77 (dd; 13,0 e 4,5) 61,0 60,6
3,88 (dd; 13,0 e 3,0)
4.7.1 Nucleosideo adenosina (18)
7 NHZ
RN

O composto 18 (1,0 mg) foi isolado apés fracionamento por CC de Sephadex
LH-20 (MeOH) da fracédo B-05, conforme descrito no item 3.2.7 (p. 43).

O espectro de RMN de 'H (Figura 59, p. 96) de 18 apresentou trés singletos
em & 8,32, 8,12 e 7,28, um dubleto em & 5,87 (J = 6,0 Hz), além de varios sinais
entre & 3,50 a 5,40. Os sinais observados acima de & 8,00 foram sugestivos de
anéis hetereoaromaticos conjugados. Esses dados sugeriram para 18 uma estrutura
semelhante a do nucleosideo uridina, diferendo-se apenas na base nitrogenada.

No espectro de RMN de *C (Figura 60, p. 96) foram observados dez sinais,

dos quais cinco foram atribuidos a unidade glicosidica (6 87,9, 85,8, 73,4, 70,6 e
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61,6) e os outros cinco (& 152,3, 149,0, 119,3, 156,1 e 139,8) foram atribuidos ao

sistema heterociclico aromatico.

—— 8.3258
— 81241
7.2833
5.8736
5.8613
3.9640
3.9570
3.9504
3.6525
3.6521
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8.0 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 48 44 4.0 3.6 3.2 2.8 24

Figura 59: Espectro de RMN de 'H de 18 (DMSO-dg, 500 MHz).

—— 156.1025
—— 152.2965
—— 149.0209

139.8127
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Figura 60: Espectro de RMN de *C de 18 (DMSO-dg, 126 MHz).
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O espectro de massas apresentou o pico do ion quasi molecular de m/z 268
[M+H]", bem como o pico de m/z 136 (aglicona protonada) resultante de clivagem da

ligacado glicosidica (Figura 61, p. 97).

136
100- WL,

1 X

1)

] NT SN

. H

] [M+H]*

- 137 5

{02 ¥ 177 ?8

0 T

Figura 61: Espectro de massas do composto 18 (ESI, + 35 eV).

Assim, com base nessas informagdes, e por comparacao dos valores de RMN
de 'H e de *C obtidos com aqueles relatados na literatura *°* foi possivel identificar
18 como sendo a adenosina, a qual teve sua configuracdo relativa determinada,
sobretudo pela comparacéo dos seus dados de RMN de *3C 1,

A configuragdo absoluta de 18 foi estabelecida mediante comparacdo dos

seus valores de [a]p com aquele descrito na literatura [18: [} -59,0° (c. 0,06, H,0)

e []2-50,9° (c. 0,06, MeOH); lit: [a]F~59,7° (c. 0,6, H,0) 2.

Tabela 16: Dados de RMN de *H e de *C de 18 (11,7 T, DMSO-ds, 3, J em Hz).

2 8,12 (s) 8,13 (s) 152,3 152,4
4 - - 149,0 149,0
5 - - 119,3 119,3
6 - - 156,1 156,2
8 8,32 (s) 8,34 (s) 139,8 139,9
NH, 7,28 (sl) 7,33 (sl) - -
La 5,87 (d; 6,0) 5,87 (d, 6,2) 87,9 87,9
1B - -
2 a - - 73,4 73,4
2B 4,60 (m) 4,61 (ddd; 6,3, 6,2 e 5,1)
3 4,14 (m) 4,14 (ddd; 5,1, 4,6 e 3,0) 70,6 70,6
& 3,95 (q; 3,5) 3,96 (ddd; 3,7, 3,6 e 3,0) 85,8 85,9
5, 3,66 (dt;12,5e€3,5) 3,67 (ddd;-12,1, 4,4 e 3,6) 61,6 61,6
5 3,54 (m) 3,55 (ddd; -12,1, 7,2 e 3,7)
2-OH 5,37 (M) 5,43 (d; 6,3) - -
3-OH 5,12 (m) 5,17 (d; 4,6) - -
5-OH 5,37 (M) 5,41 (dd; 7,2 € 4,4) - -
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4.8 Flavonoides glicosilados

4.8.1 Kaempferol 3-O-B-robinobiosideo (19)

O composto 19 (5,8 mg; solido cristalino) foi obtido apds fracionamento por
CLAE da subfracdo B-20 [ACN-MeOH-H,O (7:10:83 v/v/v)], conforme descrito no
item 3.2.7 (p. 43).

No espectro de RMN de *H de 19 (Figuras 62-63, p. 99) observam-se quatro
dubletos [ 6,22 (J = 1,9 Hz), 6,41 (J =1,9 Hz), 6,89 (J = 9,0 Hz) e 8,09 (J = 9,0 Hz)],
sendo que os dubletos em & 6,22 e 6,41 apresentaram correlacdo no mapa de
contornos gCOSY *H-'H (Figuras 64-65, p. 100), bem como os dubletos em & 6,89 e
8,09. Neste mesmo espectro, foram ainda observados sinais entre & 1,18 e 5,04 [
5,04 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1"), 3,79 (1H, dd, J = 9,8, 8,0 Hz, H-2"), 3,54 (1H, dd, J =
9,8, 3,3 Hz, H-3"), 3,77 (1H, dd, J = 3,3, 0,9 Hz, H-4"), 3,62 (1H, ddd, J = 7,0, 5,5, 0,9
Hz, H-5"), 3,40 (1H, dd, J = 10,5, 7,0 Hz, H-6"), 3,73 (1H, dd, J = 10,5, 5,5 Hz, H-6"),
4,52 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-1™), 3,59 (1H, dd, J = 3,3, 1,5 Hz, H-2"), 3,50 (1H, dd, J =
9,3, 3,3 Hz, H- 3"), 3,27 (1H, t, J = 9,3 Hz, H-4™), 3,53 (1H, m, H-5"), 1,18 (3H, d, J
= 6,5 Hz, H-6")], caracteristicos de unidades glicosidicas. Os sinais em & 5,04 e 4,52
atribuidos (com auxilio dos experimentos 1D e 2D) a hidrogénios anoméricos
evidenciaram duas unidades glicosidicas na estrutura molecular de 19.

O espectro de RMN de **C (figura 66, p. 98), auxiliado pelo espectro DEPT
90° (Figura 67, p. 98), mostrou um total de vinte e quatro sinais, os quais foram
atribuidos a quatro carbonos metinicos, incluindo dois do sistema aromatico p-
substituido, dois quaternarios, seis quaternarios oxigenados, um carbonilico, dois

anomeéricos, nove carbinoélicos e um metilico.
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Figura 62: Espectro de RMN de 'H de 19 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 63: Expanséo do espectro de RMN de *H de 19 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 64: Expansé&o do mapa de contornos gCOSY *H-'H de 19 (CD;OD, 500 MHz).
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Figura 65: Expans&o do mapa de contornos gCOSY *H-'H de 19 (CD;OD, 500 MHz).
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Figura 66: Espectro de RMN de *C de 19 (CD;0D, 126 MHz).
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Figura 67: Espectro de DEPT 90° de 19 (CD5;0D, 126 MHZz).
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No espectro de massas no modo negativo foi detectado o ion quasi molecular
de m/z 593 [M—H]™ (Figuras 68, p. 102), enquanto no modo positivo foram detectados
diversos fons quasi moleculares (595 [M+H]", 617 [M+Na]" e 633 [M+K]"), bem como
fragmentos resultantes de clivagens das ligacbes glicosidicas (Figura 69, p. 102;

Esquema 7, p. 102).

[M—H]"
100- 593
594
113 149
i 226 609
579 656 672
-|| |l||||ll:l-llgll:!-||| I|| I1?6|| | 2|58 3:||.1 \ L l t /
o_l-'-l-'l-'-l'_'l"'l'l""l""I""I""I""I""I""I""I""I""I"'
Figura 68: Espectro de massas do composto 19 (ESI, — 70 eV).
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Figura 69: Espectro de massas do composto 19 (ESI, + 70 eV).
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Esquema 7: Proposta de fragmentacado do flavonéide 19.
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A analise conjunta dos dados espectrométricos obtidos pelas diferentes
técnicas (EM, RMN de 'H e de *3C uni- e bidimensionais) sugeriu para 19 uma
estrutura flavonoidica, contendo uma unidade diglicosidica ligada em uma aglicona
com padréo de substituicdo idéntico aquele descrito para o flavonodide kaempferol.

O valor do deslocamento quimico observado para C-6" foi sugestivo de
ligacdo do tipo 1"—6" entre as unidades glicosidicas. Esta proposta foi
posteriormente confirmada pela correlacdo existente no mapa de contornos gHMBC
(Figura 73, p. 105) entre os H-6" e o C-1". Além disso, no mapa de contornos
gHMBC (Figura 75, p. 106) foi observada correlacdo entre o H-1" e C-3, sendo que
esta permitiu estabelecer a posicéo de ligacdo entre o diglicosidico e a aglicona.

Uma vez estabelecido o esqueleto geral de 19, bem como a conectividade
entre os fragmentos subestruturais, restava somente determinar a natureza das
unidades glicosidicas. A andalise minuciosa [assistenciada, sobretudo por gCOSY
'H-'H e gTOCSY 1D (Figuras 78-79, p. 108)] das multiplicidades dos sinais relativos
aos hidrogénios glicosidicos revelou constantes de acoplamento do tipo diaxial entre
H-1" e H-2", diaxial entre H-2" e H-3", axial-equatorial ou diequatorial entre H-4" e H-
5", diequatorial entre H-1" e H-2" e diaxiais entre H-3" e H-4" e entre H-4™ e H-5"".
Com base nessas informacdes, no fragmento observado por EM (m/z 147) e nos
valores dos deslocamentos quimicos de RMN de *3C foi possivel identificar a
unidade glicosidica terminal como sendo um a-ramnopiranosideo. Entretanto, foram
encontradas discrepancias quando comparados com dados da literatura que
dificultaram a identificacdo da primeira unidade glicosidica. O valor de constante de
acoplamento 0,9 Hz, observado para o acoplamento vicinal (3J) entre H-3" e H-4",
poderia ser compativel com acoplamentos do tipo diequatorial ou axial-equatorial.
Isso levou a uma proposta alternativa (a-altropiranosideo) para a primeira unidade
glicosidica, a qual foi subsequentemente descartada por experimento gNOESY 1D
(Figura 80, p. 110). Irradiando-se na frequéncia de absorcdo do hidrogénio
anomerico H-1", houve aumento da intensidade dos sinais relativos aos H-3" e H-5",
0 que mostrou que a primeira unidade glicosidica era um B-galactopiranosideo, e,
portanto o diglicosideo era um [(-robinobiosideo. Além disso, o valor de
deslocamento quimico observado para C-1" corroborou com esta proposta, uma vez
gue para C-1" de um a-altropiranosideo seria esperado (devido ao efeito y gauche)

um valor ligeiramente menor do que para C-1" de um B-galactopiranosideo.
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Figura 70: Expansao do mapa de contornos gHMBC de 19 (CD;0D, 11,7 T).
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Figura 71: Expansao do mapa de contornos gHMBC de 19 (CD;0D, 11,7 T).
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Figura 72: Expanséo do mapa de contornos gHMBC de 19 (CD;0D, 11,7 T).
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Figura 73: Expansao do mapa de contornos gHMBC de 19 (CD;0D, 11,7 T).
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Figura 74: Expanséo do mapa de contornos gHMBC de 19 (CD;0D, 11,7 T).
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Figura 75: Expansdo do mapa de contornos gHMBC de 19 (CD;0D, 11,7 T).
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Figura 76: Expansao do mapa de contornos gHMBC de 19 (CD;0D, 11,7 T).
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Figura 77: Expansao do mapa de contornos gHMBC de 19 (CD;0D, 11,7 T).
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Figura 78: Espectro gTOCSY 1D de 19 (CD5s0D, 500 MHz).

vvvvv
«««««

NNNNN

3.5083

ooooo OH o
H
e HO @) O O- OH
O | OH
o e} o
OH O HO

HO  oOH

— 11857

™ 11733

1 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 1.4 12

Figura 79: Espectro gTOCSY 1D de 19 (CD3;0OD, 500 MHz).
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A atribuicdo dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de '3C foi
confirmada mediante a comparacéo dos dados espectroscopicos obtidos (Tabela 17,
p. 109) com aqueles de modelos disponibilizados na literatura . O valor de rotag&o
ptica especifica obtido para 19 foi [e]; —29,5° (c. 0,04, MeOH). Este composto ja
havia sido descrito em outras espécies pertencentes a familia Aristolochiaceae.
Entretanto, este é o primeiro relato da ocorréncia deste flavonéide, bem como do

composto 20 (discutido no item 4.8.2), em espécie de Aristolochiaceae brasileira.

Tabela 17: Dados de RMN de *H e de **C de 19 (11,7 T, CDs0D, 5, J em Hz).

Posicéo 5'H [ e
1 — —
2 - 159,2
3 - 135,7
4 - 179,6
5 - 163,0
6 6,22 (d: 1,9) 100,0
7 - 166,3
8 6,41 (d: 1,9) 94,9
9 - 158,6
10 - 105,6
1' - 122,7
> 8,09 (d: 9,0) 132,4
3 6,89 (d: 9,0) 116,1
4' - 161,0
5 6,89 (d: 9,0) 116,1
6 8,09 (d: 9,0) 132,4
1" 5,04 (d; 8,0) 105,6
2" 3,79 (dd; 9,8 € 8,0) 73,0
3" 3,54 (dd; 9,8, 3,3) 75,1
4" 3,77(dd:33€0,9) 70,2
5" 3,62 (ddd; 7,0,5,5e€0,9 754
6" 3,40 (dd; 10,5 e 7,0) 67,5
3,73 (dd: 10,5e55) 67,5
1 4,52 (d; 1,5) 102,0
2" 3,59 (dd; 3,3e1,5) 72,1
3" 3,50 (dd; 9,3e3,3) 72,3
4" 3,27 (t; 9,3) 73,9
5™ 3,53 (m) 69,7
6" 1,18 (d: 6,5) 18,0
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Figura 80: Espectro gNOESY 1D do flavonéide 19 (CDsOD, 300 MHz).

4.8.2 Isoramnetina 3-O-B-robinobiosideo (20)

OH O

O composto 20 (6,0 mg; so6lido amarelado) foi obtido mediante fracionamento

por CLAE da subfracdo B-20, conforme descrito no item 3.2.7 (p. 43).
Os espectros de RMN de 'H e de *3C de 20 (Figuras 81-83, p. 111-112) s&o

muito semelhantes ao do flavondide glicosilado 19, destacando-se 0s sinais

referentes a unidade diglicosidica e ao anel A da aglicona. No espectro de RMN de
'H, foram ainda observados dois dubletos em & 8,00 (J = 2,0 Hz) e 6,91 (J = 8,5 Hz),
um duplo dubleto em & 7,61 (J = 8,5 e 2,0 Hz) e um singleto de hidrogénios

metoxilicos em & 3,97. Logo, a andlise desses dados sugeriu para 20 uma estrutura
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flavonoidica semelhante a de 19, diferindo-se apenas no padréo de substituicdo do
anel B da aglicona. Os sinais em & 8,00, 7,61 e 6,91 evidenciaram um aromatico
trissubstituido na estrutura molecular de 20, e, portanto um esqueleto com padréo de
substituicdo similar aquele descrito para a quercetina, mas contendo uma metoxila.
A posicdo desta metoxila foi estabelecida pelas correlagcbes a longa distancia
observadas no mapa de contornos gHMBC e pelo efeito nOe observado entre o H-2'

e 0 grupo metoxilico (OMe-3') no experimento gNOESY 1D (Figuras 84-85, p. 113).

8.0314
8.0274
5.2311
5.2154
4.7944
4.5355
4.5327
— 39741
3.7914
3.7850
3.5816
3.5783
1.1827
1.1702

A
va
Lo
e
~
~
~ @
~

OMe
OH
O OH
HO ) 0- OH
¢ *
(@] o) o
OH O HO
HO  OH

ot L Lk,

I N e T e T T D
'™ 7.6 72 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 438 44 4.0 3.6 32 2.8 24 2.0 16 12 0.8

Figura 81: Espectro de RMN de 'H de 20 (CD;0D, 500 MHz).

De modo similar ao discutido para 19, nos espectros de massas de 20 foram
observados picos de ions quasi moleculares (623 [M—H]~, 625 [M+H]", 647 [M+Na]"
e 663 [M+K]") e de fragmentos resultantes de clivagens acetélicas (Figura 86, p.
113, Esquema 8, p. 114). No entanto, as espécies idnicas relativas aos ions quasi
moleculares apresentaram 30 u.m.a a mais que as de 19.

Assim, com base nessas informacdes, e por comparacdo com modelos da

103, 104

literatura , 0 composto 20 foi identificado como sendo o flavonodide glicosilado

isoramnetina 3-O-B-robinobiosideo. A configuracdo absoluta de 20 foi estabelecida

pela comparacdo do seu valor de rotacdo Optica especifica [[a]ﬁg—25,5° (MeOH, c.

0,05)] com aquele de modelo disponivel na literatura ' [[o], -21,4° (MeOH)]. Além
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disso, a quase coincidéncia dos dados espectroscopicos de RMN de *°C (para as
unidades diglicosidicas) e a similaridade dos valores de [a]p de 19 e 20 permitiram

sugerir para 19 uma configuracdo absoluta idéntica a de 20.
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Figura 82: Expans&o do espectro de RMN de *H de 20 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 83: Espectro de RMN de **C de 20 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 84: Espectro gNOESY 1D do flavonéide 20 (CDsOD, 300 MHz).
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Figura 85: Espectro gNOESY 1D do flavonéide 20 (CDsOD, 300 MHz).
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Figura 86: Espectro de massas do composto 20 (ESI, + 70 eV).
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Esquema 8: Proposta de fragmentacéo do flavonoide 20.

Tabela 18: Dados de RMN de *H e de **C de 20 (11,7 T, CDs0D, 5, J em Hz).

Posic&o 5'H [ e
1 — —
2 - 158,9
3 - 135,56
4 - 179,565
5 - 163,1
6 6,22 (d: 1,7) 100,0
7 - 166,2
8 6,42 (d: 1,7) 94,9
9 - 158,5
10 - 105,7
1' - 123,0
2 8,03 (d: 2,0) 114,7
3 - 148.,4
4' - 150,9
5 6,91 (d: 8,5) 116,0
6' 7,61 (dd;85e2,00 1238
1" 5,22 (d; 7,5) 105,0
2" 3,82 (dd; 9,3e7,5) 73,1
3" 3,55 (dd: 9,3e3,5) 75,1
4 3,79 (dI, 3,5) 70,1
5" 3,66 (M) 75,6

62" 3,47 (dd;10,5e7,0) 67,5
6," 3,74 (dd; 10,5 e 5,5)

1 4,53 (d; 1,5) 102,0
2" 3,58 (m) 72,1
3™ 3,49 (dd;95e3,4) 72,3
4™ 3,27 (t;9,5) 73,9
5™ 3,53 (m) 69,8
6" 1,18 (d; 6,3) 18,0
OMe-3' 3,97 (s) 57,0
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4.9 Compostos nitrofeniletilicos e evolugcéo de vegetais

Conforme mostrado pela tabela 3 (p. 30-32), os derivados nitrofeniletilicos
foram identificados em diversas familias botanicas. Além disso, essa classe de
produtos naturais possui origens distintas dependendo da familia angiospérmica
(tem 1.3; p. 27-29), e, portanto tem significancia taxon6mica somente quando sua
distribuicdo é analisada por meio de abordagem holistica que incluam dados
metabolémicos, biossintéticos, quimiossistematicos, genéticos e protedbmicos.

De acordo com alguns autores, 0os glucosinolatos evoluiram baseando-se na
pré-disposicéo para glicosideos cianogénicos *> *°. Dados genéticos evidenciam que
a enzima pos-oxima da via cianogénica sofreu alteracdo para uma enzima que
converte oximas em compostos nitrados; estes por rea¢des enzimaticas posteriores
sdo convertidos em glucosinolatos ' 3¢ 2, Deste modo, esta alteracdo genética
seria 0 marco divisorio entre as vias dos glucosinolatos e glicosideos cianogénicos.
Contudo, na literatura ainda persiste a questao se as enzimas pos-oxima da via dos
glucosinolatos teriam evoluido a partir de enzimas ortoélogas da via cianogénica, ou
se foram recrutadas outras enzimas homélogas para catalisar esta etapa > *°.

Baseando-se nos dados da literatura acerca da ocorréncia e biogénese dos
compostos Cg-C2-NO3, existem no minimo duas hipoteses razoaveis que explicam a
presenca destes compostos nitrados em Aristolochiaceae, bem como sugerem a
insercao desta familia angiospérmica dentro de um contexto evolutivo: I) ocorreram
mutacdes nos genes que codificam as enzimas envolvidas na oxidacdo dos
aminoacidos para oximas; ou IlI) ocorreram alteragbes nos genes envolvidos na
metabolizacdo das oximas. Porém, dependendo da hipotese, Aristolochiaceae seria
inserida dentro de contextos evolutivos distintos.

Considerando a hipotese |, os compostos Cg-C,-NO,, em Aristolochiaceae,
seriam originados por um caminho diferente do observado para plantas produtoras
de glucosinolatos e glicosideos cianogénicos. Por outro lado, considerando a
hipétese Il, os genes biossintéticos de compostos Ces-C,-NO,, em Aristolochiaceae,
poderiam conter informacdes valiosas acerca da passagem da via dos glicosideos
cianogénicos para a via dos glucosinolatos. Contudo, independente da hipotese, | ou
Il, Aristolochiaceae pode ter evoluido no sentido de formacdo de compostos

nitrados, visando atender alguma necessidade adaptativa ao longo da evolucao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico do extrato acetbnico de caules e raizes de A. melastoma
resultou no isolamento e identificagdo de 20 compostos conhecidos [aristolactama
(2); lignana dibenzilbutanica (2); derivados Cs-C> (3, 14, 16 e 17); derivados Cs-C; (4
e 5); acidos aristoloquicos e aristolocatos de sodio (6-9 e 11); alcal6ide (10);
esterbide glicosilado (12); polidl (13); nucleosideos (15 e 18) e flavondides
glicosilados (19 e 20)]. Os compostos 1, 3-15 e 17-20 ja foram descritos em outras
espécies de Aristolochiaceae, enquanto os compostos 2 e 16 séo relatados pela
primeira vez nesta familia angiospérmica.

Neste estudo, os valores dos & dos C-3,3' e C-4,4' da lignana dibenzilbutanica
(2) sdo revisados. Além disso, os dados espectroscépicos (RMN de *H e de *3C) de
16, em DMSO-dg, € a atribuicdo completa dos valores de 0 relativos aos hidrogénios
dos flavonodides 19 e 20 sédo apresentados.

A andlise dos dados acerca da ocorréncia e biogénese de derivados
nitrofeniletilicos sugere hipoteses evolutivas em Aristolochiaceae: 1) esta familia
pode ter evoluido no sentido de formacdo de compostos nitrados; 2) o
sequenciamento dos genes biossintéticos de derivados nitrofeniletilicos, presentes
em espécies pertencentes a Aristolochiaceae, poderia ampliar o conhecimento atual
da biogénese dos glucosinolatos, glicosideos cianogénicos e compostos Cg-C,-NOo,
bem como da evolugdo de plantas produtoras desses metabdlitos secundarios
(especiais).

Além da relevancia dos resultados citados, pode-se ressaltar ainda nesse
trabalho a contribuicdo dada para o conhecimento da composicdo quimica das
espécies de Aristolochiaceae, particularmente as do género Aristolochia que
ocorrem no Estado de Sao Paulo, bem como o fornecimento de dados que poderdo

facilitar futuros estudos sobre isolamento e identificacdo de compostos afins.
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