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RESUMO

O presente trabalho descreve o isolamento e a elucidacao estrutural dos constuintes
guimicos de Aristolochia gigantea Mart. A. gigantea desenvolve um forte sistema
subterraneo de caules e raizes (tubérculos e rizomas). Os extratos etandlicos destas
partes da planta foram submetidos a cromatografia (CC, CCDP e CLAE), resultando
em doze e oito substancias, respectivamente. Entre as quais, uma nova
aristolactama, aristolactama 9-[O-B-glicopiranosil-O-(1"—2')-B-glicopiranosideo], e
duas alcamidas, cis- e trans-N-p-coumaroil-3-O-metildopamina juntamente com as
substancias conhecidas alantoina, B-sitosterol, E-nerolidol, (+)-kobusina, (+)-
eudesmina, cis- e trans-N-feruloiltiramina, trans-N-coumaroiltiramina, cis- e trans-N-
feruloil-3-O-metildopamina, aristolactama la 8-p-O-glicosideo, aristolactama la N-B-
glicosideo, aristolactama llla e magnoflorina. Suas estruturas foram determinadas
por analises espectroscopicas. Os efeitos dos extratos, da alantoina, (+)-kobusina e
(+)-eudesmina na acdo das fosfolipases e proteases dos venenos das serpentes
Bothrops jararacussu e Crotalus durissus terrificus foram avaliados. A alantoina foi o
inibidor mais eficiente das fosfolipases enquanto a (+)-eudesmina e 0s extratos
apresentaram atividade inibitéria moderada. Além disso, os extratos, a alantoina e a
(+)-eudesmina mostraram atividade moderada para as proteases de Bothrops

jararacussu enquanto a (+)-kobusina apresentou maior potencial inibitorio.

Palavras-chave: Aristolochia gigantea, Aristolochiaceae, aristolactamas, alcamidas.



ABSTRACT

The present work describes the isolation and structural elucidation of the chemical
constituents of Aristolochia gigantea Mart. A. gigantea develops a strong system of
subterranean stems and roots (tuberous or rhizomatous roots). Ethanol extracts of
these plant parts were subjected to chromatography (CC, TLC, and HPLC) to give
twelve and eight compounds, respectively. Among which, a new aristolactam,
aristolactam 9-O-B-D-glucopyranosyl-(1"—2')-B-D-glucoside, and two alkamides, cis-
and trans-N-p-coumaroyl-3-O-methyldopamine together with the known compounds
allantoin, E-nerolidol, B-sitosterol, (+)-kobusin, (+)-eudesmin, cis- and trans-N-
feruloyltyramine, trans-N-coumaroyltyramine, cis- and trans-N-feruloyl-3-O-
methyldopamine, aristolactam la 8-B-O-glucoside, aristolactam la N-B3-D-glucoside,
aristolactam llla, and magnoflorine. Their structures were determined by
spectroscopic analyses. Effects of extracts, allantoin, (+)-kobusin and (+)-eudesmin
on action of phospholipases and proteases from venoms of the snakes Bothrops
jararacussu and Crotalus durissus terrificus were evaluated. Allantoin was the most
efficient inhibitor of phospholipases whereas (+)-eudesmin and the extracts showed
moderate inhibitory activity. In addition, the extracts, allantoin, and (+)-eudesmin
showed moderate activity on proteases from Bothrops jararacussu whereas (+)-

kobusin showed the highest inhibitory potential.

Keywords: Aristolochia gigantea, Aristolochiaceae, aristolactams, alkamides.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1.Familia Aristolochiaceae

7

A familia Aristolochiaceae € constituida por espécies de trepadeiras,
decumbentes ou ndo, herbaceas eretas ou prostadas; sendo geralmente, providas
de rizomas e tubérculos®.

A posicdo sistematica desta familia apresentou varias modifica¢cdes no decorrer
dos anos. Em 2003, a familia Aristolochiaceae foi inserida na ordem Piperales?, que
juntamente com Canellales, Laurales e Magnoliales apresentam caracteristicas
genéticas préximas e formam o grupo das Magnoliideas®.

A literatura apresenta divergéncias em relacdo ao numero de genéros
pertencentes a esta familia, existindo classificacdes de cinco até dezenove géneros.
Atualmente, com base em caracteres morfolégicos e dados moleculares, sao
reconhecidas duas subfamilias para a familia Aristolochiaceae. A subfamilia
Asaroideae consiste dos géneros Asarum e Saruma e a subfamilia Aristolochioideae
com o0s géneros Aristolochia sensu lato e Thottea. O género Aristolochia s.l. foi
dividido em: Isotrema, Endoteca, Pararistolochia e Aristolochia®®.

A familia Aristolochiaceae é composta por cerca de 600 espécies, sendo que,
mais de 100 espécies foram estudadas quimicamente’. O interesse pelos estudos
fitoquimicos da familia Aristolochiaceae deve-se ao amplo uso de suas espécies na
medicina tradicional e homeopatica.

Nas ultimas décadas, cerca de 700 substancias foram isoladas de espécies da
familia  Aristolochiaceae’. Embora metabdlitos secundarios como &cidos
aristoléquios, agucares, lignanas e alantoina ocorram frequentemente nas espécies
de Aristolochiaceae, alguns metabdlitos séo especificos, tais como: bicubebinas em
Aristolochia lagesiana e A. pubescens®, lignanas ariltetralénicas em Holostylis
reniformis®, neolignanas benzofuranicas e diterpenos esterificados com &cidos
aristoléquicos em A. pubescens®®, alcamidas em A. gehrtii*!, bi- e tetraflavonoides

em A. ridicula®?.

Aristolactamas e alcamidas isoladas de Aristolochia gigantea Mart.
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Introducéo

1.2.Aristolactamas

Aristolactamas séo alcaloides fenantrénicos que possuem um grupo lactamico
ligado por C-1 e C-10, a maioria possui substituintes oxigenados nas posi¢cbes C-3,
C-4, C-6 e C-8". Aristolactamas que apresentam substituintes oxigenados em C-9
sédo raras na natureza, sendo relatadas na literatura somente seis substancias

distintas™ dentre as mais de 60 aristolactamas isoladas de plantas***°.

A distribuicdo das aristolactamas em plantas ndo é restrita as espécies da
familia Aristolochiaceae', como exemplos tem-se: aristolactamas Il e BIl que
ocorrem em Stephania cepharantha (Menispermaceae) e em Schefferomitra
subaequalis  (Annonaceae)™’, piperolactama E em Piper taiwanense
(Piperaceaea)'® e a saurolactama e novamente a aristolactama BIl de Saururus

chinensis (Saururaceae)® (Figura 1, p 20).

R*R®= OCH,0; R'=R*= H Avristolactama 11
R’=R%= OCH,; R'=R*= H Aristolactama BlI
R'=R?= OCH,; R®*= OH; R*= CH, Piperolactama E

R'=H; R?=OH; R®= OCH,; R*= CH, Saurolactama

Figura 1. Exemplos de aristolactamas.

As aristolactamas apresentam atividades biolégicas comprovadas incluindo
antimicobacteriana, anti-inflamatéria e neuroprotetora®®>. Como exemplo tem-se a
aristolactama BIl que inibe a proliferacdo de linfécitos T e B, enquanto a
aristolactama F| tem efeito inibitério na geracdo de NO™ e a aristolactama IlI
apresenta atividade citotoxica para trés tipos de Ilinhagens de células

cancerigenas™.
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Vérios casos de intoxicacdo renal foram associados ao uso de espécies de
Aristolochia que continham &cidos aristoléquicos (AA) e aristolactamas (AL)*:. O
mecanismo de acdo destas substancias no organismo humano ainda ndo esta
completamente elucidado?, embora alguns trabalhos nesta area relatem que 0s
acidos aristoloquicos sao ativados pelo citocromo P-450 e, posteriormente, reagem
com proteinas celulares e com o DNA resultando em substancias tdéxicas aos seres
humanos®. Devido & formacdo destas substancias, a US Food and Drug
Administration proibiu a comercializacdo de produtos que contém aristolactamas e
acidos aristoléquicos em sua formulacdo?”.

Pouco se sabe sobre a biossintese de aristolactamas. Porém, estas estdo
biogeneticamente relacionadas aos alcaloides aporfinicos dos quais provavelmente
se originam™. De acordo com Lee e Han (1992)% e Lin (1997)%, a rota biossintética
para a formagdo dos acidos aristoléquicos, aristolactamas, alcaloides 4,5-
dioxoaporfinicos e aporfinicos poderia ser explicada como mostrada no Esquema 1.
Sendo que os alcaloides 4,5-dioxoaporfinicos, derivados dos aporfinicos, seriam os
intermediarios da biossintese das aristolactamas, que por sua vez, seriam as

precursoras dos acidos aristoléquicos.

COCH CoOo’

Esquema 1. Biogénese de aristolactamas e acidos aristoléquicos adaptada da ref. 26.

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

aristoléquicos ou que estes seriam 0s precursores das aristolactamas.

Aristolactamas e alcamidas isoladas de Aristolochia gigantea Mart.



22
Introducéo

1.3.Alcamidas

As alcamidas sdo metabdlitos secundarios da classe das amidas fendlicas que
incluem mais de 200 compostos distribuidos em varias familias de plantas®’. Este
tipo de composto € comum em espécies do género Aristolochia e, em sua maioria,
sdo formados por unidades de tiramina ligados a acidos fenolicos como cumarico,
ferdlico, cinamico e, raramente, ao acido acético™.

Estas amidas possuem atividade anti-inflamatoria, pois inibem a producdo de
oxido nitrico, além de antitumoral e antimicobacteriana. Nas plantas, os derivados da
tiramina podem estar associados a defesa da planta contra o ataque de patégenos?®.
Estes derivados de tiramina séo sintetizados em pequenas quantidades na maioria
das plantas. Com isso, tem-se buscado formas de aumentar a produgédo destes
metabdlitos secundarios em plantas, porém dificuldades relacionadas a expressao
de mudltiplos genes e/ou mecanismos de controle metabodlico desconhecidos tem
limitado esta busca. A utilizacdo de micro-organismos para a producdo em massa
destes metabdlitos demonstrou ser uma boa alternativa®.

O &cido cindmico € o produto da desaminacdo da fenilalanina catalizada pela
enzima fenilalanina amonia-liase (PAL). Em algumas plantas os &acidos
hidroxicindmicos, como o &cido p-cumarico, ferulico e cafeico, podem estar ligados a
tiramina e seus derivados, dando origem as amidas hidroxicinamoilicas conforme o

Esquema 223,
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Acido chiquimico
|

Acido prefénico

HO - RN
‘@1COOH <i>_>7COOH

H,N HoN

2 Tirosina Fenilalanina
R Vs N 2

R PAL
1 ——
O 1 e\
NH R‘@x N\—coo
COOH

) ; o ) Acido cinamico
R1=02H, R“=H Tlrar_nma R!=OH, R?=H Ac. p-cumarico
E:g;OR':_%ngm';a oxitiram R!'=R?=0OH Ac. cafeico

=OH, R"=OCH; 3-metoxitiramina R'=OH, R?=OCH, Ac. fertlico

4CL

2
R

1
'THT R \
COSCoA

4

R'=R*=0OH, R?=R®=H N-trans-coumaroiltiramina
R'=R*=OH, R*=OCH,, R*=H N-trans-feruloiltiramina

R'=R*=0H, R*=R*=0CH, N-trans-feruloil-3-metoxitiramina

Esquema 2. Biossintese de amidas hidroxicinamoilicas. Coenzima A ligase (4CL), fenilalanina

amonialiase (PAL), Tiramina N-hidroxicinamoiltransferase (THT) (baseado nas referéncias 28-31).

1.4. A espécie Aristolochia gigantea Mart.

s

O género Aristolochia é composto por cerca de 400 espécies, sendo 0 mais
numeroso da familia Aristolochiaceae®. Espécies deste género ocorrem em regides
tropicais e temperadas. Na China e no Brasil as espécies de Aristolochia séo
amplamente utilizadas na medicina popular*.

A espécie Aristolochia gigantea Mart. € conhecida popularmente por papo-de-
peru, cip6-mil-homens ou erva-de-urubu®. O nome “erva-de-urubu” relaciona-se ao
odor desagradavel presente nas flores, assemelhando-se a matéria animal em

decomposicdo, sendo atrativo para moscas>*. Este fato foi comprovado por Adler e

Aristolactamas e alcamidas isoladas de Aristolochia gigantea Mart.
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Jacobson (1982) que, ao submeterem insetos adultos de Musca domestica Linn.
(Diptera: Muscidae) ao extrato etéreo de flores de A. gigantea, com o intuito de
avaliar o efeito repelente, observaram o efeito atrativo>>.

Esta espécie € utilizada de forma ornamental e, na medicina popular, como
abortifero, para o tratamento de feridas e doencas na pele*® e pode atuar também

como antidoto para veneno de serpentes®’.

1.4.1. Descricao e classificacao botéanica

A espécie A. gigantea € liana, de caule suberoso com ramos sulcados-estriados.
Suas folhas sao alternas, glabras; pecioladas, com peciolo levemente sulcado. A flor
€ solitaria, axilar, péndula, péndulo floral de 16,6-29 cm de comprimento incluindo o
ovario. Sementes ovaladas ou triangulares, planas, achatadas, 0,9-1,1 x 0,7-0,8 cm,
face adaxial verrugosa e abaxial escura com nervura central (Figura 2, p. 24)°. Esta
espécie desenvolve um forte sistema de caules e raizes, que com o passar dos anos
tornam-se espessos e resistentes. A planta floresce de abril a outubro, podendo ser
encontrada florida durante todo o ano em regides mais quentes, e apresenta frutos

de novembro a junho®,

Figura 2. Foto da espécie A. gigantea.

1.4.2. Estudo fitoquimico de A. gigantea

Os estudos fitoquimicos anteriormente realizados com as folhas evidenciaram a

ocorréncia em A. gigantea de alcaloides, alantoina, sitosterol, salsolinol, higenamina

e pinitol”**%°. Destas substancias destacam-se doze alcaloides do tipo 8-
36,41 (I

benzilberberinicos de esqueleto carbbnico raro XIl) e sete alcaloides
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bisbenzilisoquinolinicos®® (XIll — XIX) (Figura 3, p. 25). A andlise do 6leo essencial
revelou a presenca de a-felandreno (60,9 %) e linalool (16,6 %) como contituintes

majoritarios das raizes, enquanto que nas folhas predominou a presenca do

12,42

germacrene D e y-elemeno

R! R? R® R R R® R! R? R? R* R®
I H Me OH B-Glc H H vV  Ac OAc B-Glc-Ac, H Ac
1] H Me OH B- Xyl H H \Vi H OH H H Me
nm H Me OH H H H Vi H H B-Xyl OH H
IX Ac Me H Ac o-Glc-Ac, Ac VIl H H B-Glc OH H
X Ac Me OAc Ac H Ac VIl Ac H Ac  OAc B-Glc-Ac,
Xl Me H OH Glc H H
Xl Me H H Glc OH H

X H H Me H
XV  Me Me Me

XV H H Me Me
XVl Me H H Me
XVII H Me Me H
XVIIIH H H H
XIX H H H Me

Figura 3. Alcaloides previamente isolados das folhas de A. gigantea (ref. 7,32,35,37).

O salsolinol e a higenamina também foram isolados de A. gigantea, os estudos
sobre o primeiro correlacionaram a presenca desta substancia no cérebro e na urina

de pacientes alcodlatras e portadores da doenca de Parkinson, com os efeitos
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danosos desta substancia sobre os neurdnios”*. A higenamina é conhecida por sua
significativa propriedade de relaxar a musculatura lisa e estimular contracdes

uterinas*.

1.5.Atividade antiofidica de extratos e substancias de espécies do género

Aristolochia

Vérias espécies de Aristolochia sdo utilizadas popularmente no tratamento de
picadas causadas por ofidios. Na farmacopéia chinesa encontram-se descritas as
espécies A. contorta Bge., A. debilis Sieb, A. albida Duch., A. asclepiadifolia Brandg,
A. brevipens Benth, A. constricta Mutis, A. cucurbitafolia Hayata, A. elegans Mast, A.
gigantea Mart, A. grandiflora Sw, A. heterophylla, A. indica, A. kankuaensis, A.
serpentaria L, A. triangularis Cham.*"*>. Porém, os relatos na literatura de espécies
de Aristolochia que apresentam atividade antiofidica comprovada ainda séo raros,
um exemplo sdo os extratos de A. indica que sdo capazes de neutralizar atividade
hemorragica, coagulante, fibrinogénica, e fosfolipasica do veneno de Daboia
russelli®®.

O acido aristoléquico |, presente na maioria das espécies, inativa o veneno das
serpentes Naja atra e Bungarus multicintrus. Estudos realizados com a espécie A.
albida resultaram no isolamento do diterpeno columbina que apresentou uma
reducdo significativa dos sintomas de intoxicacdo induzidos pelo veneno de Naja

nigricollis e Bitis arietans™.

1.6.Acidentes ofidicos

Os acidentes ofidicos representam um problema de saude publica grave em
paises tropicais, tornando a pesquisa por agentes antiofidicos e conhecimentos de
seus efeitos toxico-farmacoldgicos de grande relevancia.

Entre os animais peconhentos de importancia para a saude publica no Brasil

estdo serpentes, aranhas, escorpidoes, lagartas e abelhas (Figura 4, p. 27). As
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notificagbes de acidentes envolvendo animais peconhentos vém aumentando
progressivamente nos ultimos anos, chegando a quase 100 mil casos por ano.
Apesar dos acidentes ofidicos representarem o segundo maior em nimero de casos,
s&0 os que apresentam o maior indice de letalidade nos seres humanos®*’

No Brasil, o numero de acidentes envolvendo ofidios aumentou
consideravelmente desde 2001, alcancando o maior indice em 2005. Desde entéo

houve um decréscimo, e 27.069 casos foram registrados em 2009*" (Figura 5, p. 27).

Acidentes com animais peconhentos

40000 -

35000

30000

25000 -~

20000 -~

15000 - m NQ de casos
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5000 - O - -

Figura 4. Ndmero de acidentes envolvendo animais pegonhentos no Brasil. Fonte Ministério da
Satde®’.
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Figura 5. Acidentes ofidicos ocorridos no Brasil, de 1987 a 2008. Fonte : SVS/MS™.
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Dos quatro géneros de serpentes peconhentas encontradas no Brasil, o género
Bothrops é responsavel por 72,6% do numero de casos, seguido por Crotalus, que
apresenta o maior indice de acidentes fatais para os seres humanos (1,2 %)*.

Atualmente, o0 envenenamento por picada de serpente € tratado pela
administracdo parenteral de soro antiofidico produzido por cavalos ou ovelhas.
Apesar da soroterapia reverter com bastante eficacia os efeitos sistémicos do
veneno no organismo da vitima, conseguindo evitar por muitas vezes 0 Obito,
algumas desvantagens devem ser consideradas, tais como, os efeitos colaterais na
vitima (reacdo anafilatica e hipersensibilidade as proteinas do soro), ineficiéncia no
combate dos efeitos locais do veneno e a necessidade de cuidados com a
estocagem do soro e com o prazo de validade®.

Portanto, é necessaria a busca por terapias alternativas ou que complementem a
soroterapia, neutralizando os efeitos causados pelo veneno das serpentes nas

vitimas de acidentes ofidicos.
1.6.1. Bothrops jararacussu

O género Bothrops é composto por 25 espécies distribuidas por todo territorio
nacional. A espécie Bothrops jararacussu € encontrada em toda a América Latina.
No Brasil, esta espécie ocorre nos estados de Mato Grosso, Sado Paulo, Santa
Catarina, Parana, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais e Bahia. O
envenenamento causado por serpentes deste género resulta em um grande dano
tecidual local que incluem dores, edemas, hemorragias e necroses, podendo levar a

faléncia renal e amputacéo do membro atingido®.
1.6.2.  Crotalus durissus terrificus

Popularmente conhecidas como cascavéis, o género Crotalus apresenta varias
subespécies pertencentes a espécie Crotalus durissus, como a Crotalus durrissus
durissus e Crotalus durissus terrificus®..

A espécie Crotalus durissus terrificus pode ser encontrada desde a Bolivia,
Paraguai, Uruguai, Argentina até nas regides sul e sudeste do Brasil. Seu veneno
apresenta intensa acao neurotoxica, coagulante e, principalmente, miotoxica. As

vitimas de acidentes envolvendo esta espécie de ofidio apresentam quadros clinicos
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graves que podem resultar em 6bito por insuficiéncia renal aguda e mais raramente

por insuficiéncia respiratéria®’.

1.6.3. Funcado e composicdo do veneno

Para as serpentes, 0s seus venenos servem tanto como defesa na luta contra
predadores, como para armamento ofensivo para capturar e digerir suas presas>2.

Os venenos de serpentes sdo formados por uma mistura complexa de
substancias organicas que incluem carboidratos, lipidios, aminoacidos, nucleotideos,
peptideos e substancias inorgéanicas, tais como, calcio, ferro, cobre, potassio,
magneésio, manganés, sodio, fosforo, cobalto e zinco. No entanto, cerca de 90-95%
do peso seco do veneno é composto de proteinas que, em sua maioria, apresentam
atividades enzimaticas responsaveis pelos efeitos bioldégicos causadores do
envenenamento™>.

Os venenos contém cardiotoxinas, citotoxinas, lectinas e varias enzimas, dentre
as quais, proteases, fosfolipases A,, metaloproteases, serinoproteases,
fosfodiesterases, colinesterases, aminotransferases, oxidases e catalases®. Deve-
se salientar que todas estas enzimas podem agir em sinergia causando um efeito
Gnico, ou uma toxina pode apresentar maior efeito farmacolégico do que as

demais®®.

1.6.4.  Atividade Fosfolipasica

Entre as enzimas dos venenos de serpentes as fosfolipases sdo os constituintes
majoritarios®®. Estas enzimas atuam especificamente na hidrélise do segundo
carbono (C-2) dos fosfoglicerideos (lipideos formados pela esterificacdo das
hidroxilas do glicerol em C-1 e C-2 e por um grupamento fosfato em C-3), liberando
quantidades equimolares de acidos graxos livres e lisofosfolipideos®’ (Figura 6, p.
30). Esta hidrolise constitui a via predominante para a producdo do acido
araquidonico, precursor de mensageiros como: prostaglandinas, tromboxanas e
leucotrienos. Os derivados do &cido araquidonico, além de mediadores de

fendmenos fisioldgicos, estdo envolvidos em processos inflamatérios®.
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As fosfolipases estdo envolvidas em uma ampla variedade de processos
fisiopatolégicos, como neurotoxicidade e miotoxicidade e apresentam efeito

anticoagulante, de inibicdo da agregacéo plaquetéria, inflamacéo e letalidade®.

0] O

P
0" o 'R A, R o)
O)lO\RZ —> L OH

o} *  HO” TR
o—p—R’ o—b—g3
5 s
fosfoglicerideo lisofosfolipidio acido graxo

R* — Acidos graxos saturados
R? — Predominatemente &cidos graxos insaturados
R® — Grupo polar

Figura 6. Mecanismo de ac¢éo das fosfolipase557.

1.6.5. Atividade Proteolitica

As proteases sdo enzimas, contidas no veneno de serpentes, que podem atuar
em varios substratos e estdo envolvidas nos mecanismos de digestao e degradacéo
protéica, coagulacdo sanguinea e fibrindlise, sendo responsaveis pelos quadros de
hemorragia, dor e necrose tecidual observados nos acidentes envolvendo ofidios®.

O método para determinacdo da atividade proteolitica de enzimas que utiliza a
azocaseina foi inicialmente desenvolvido por Charney & Tomarelli (1947). A
azocaseina é um derivado da caseina, ao qual foi adicionado um grupo
sulfonilamida, que tem coloracdo alaranjada. A digestdo de uma solugdo de
azocaseina por enzimas proteoliticas resulta na formacdo de componentes coloridos
soluveis em acido tricloroacético. A atividade proteolitica da solucdo € mensurada

pela absorcdo apresentada pela parte soltvel no &cido tricloroacético®.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo geral conhecer a constituicdo quimica dos
rizomas e dos ramos de Aristolochia gigantea, e avaliar o potencial dos constituintes

desta espécie para inibicdo do veneno de serpentes.

2.1. Objetivos especificos

e |solar os constituintes quimicos e determinar as estruturas dos mesmos;
e Avaliar o potencial de inibicdo das atividades fosfolipasicas e proteoliticas de
venenos das serpentes Bothrops jararacussu e Crotalus durissus terrificus

provocadas pelos constituintes quimicos da espécie Aristolochia gigantea.
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3. CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE Aristolochia gigantea

Este trabalho descreve o isolamento e a determinacéo estrutural de dezessete

substancias de A. gigantea (Figura 7, p. 32).
H
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NH  “NH,
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7 H H gle H
8 glc H OH H
9 H H H OH 11

10 H glc-glc OMe H

6 OMe H 15 OMe H
12 H H 16 OMe OMe
13 OMe OMe 17 H OMe
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Figura 7. Estruturas determinadas para os constituintes quimicos isolados de A. gigantea.
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

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

2. Para CCDC utilizou-se silica gel 60G. As revelacdes das cromatoplacas foram
efetuadas por irradiagbes UV (254 nm e 365 nm) e/ou em cuba com vapores de
iodo.

3. As separacOes cromatograficas em coluna foram realizadas utilizando-se
silica gel 60H (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 fragdes e/ou subfra¢des obtidas foram concentradas com auxilio de
evaporador rotatério (Buchi ™, RE 111 e B 461) e o solvente residual eliminado em
capela com exaustéo.

5. As andlises por CLAE foram realizadas em Cromatégrafos da Shimadzu™:
controlador SCL-10Avp, bomba quaternaria (SPD-10AVp) para analitico e bomba
isocratica (SPD-10AVvp) para semipreparativo, detector SPD-10AVvp UV-vis e
injetor manual com alca de amostragem de 20 pL (analitico) e 5 mL
(semipreparativo). As colunas cromatograficas utilizadas foram: coluna analitica de
fase reversa C-18 (Varian, 250 x 4,6 mm, 5 ym) e coluna semipreparativa de fase
reversa C-18 (Shimpack, 250 x 20 mm, 10 ym). Os cromatogramas foram adquiridos
em 254 e/ou 365nm.

6. Os espectros de RMN de *H (500 MHz e 300 MHz) e de *C (126 MHz) 1D e
2D foram adquiridos em espectrémetros Varian INOVA 500 (11,7 T) e Varian INOVA
300 (7,0 T), empregando-se sequéncias de pulso tradicionais para 0s experimentos
de correlacdo homo- e heteronucleares. Para as analises utilizou-se solventes
deuterados [(CD3)SO e CDCls] da Sigma-Aldrich ™ com pureza > 99,8% para D,
como referéncia interna foram utilizados os sinais relativos aos hidrogénios residuais
dos solventes para RMN de *H (5 7,20 e 2,50) e dos carbonos do solvente para RMN
de *3C (5 39,51 e 77,2), respectivamente.
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7. As medidas de rotacdo Optica especifica, [o]p, foram feitas em polarimetro
digital Perkin EImer ™ 341 LC, com filtro de sédio (589 nm) e cela de quartzo com
caminho 6ptico de 1,00 dm.

8. Os espectros de massas de baixa resolugdo foram obtidos em espectrémetro
Fisons ™ Platform Il por injecéo direta com deteccdo em modo positivo ou negativo
por “Electrospray ionization”.

9. Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em um
espectrometro Bruker Daltonics ™ MicroTOF Ic com deteccdo em modo negativo por
“Electrospray ionization”.

10. As medidas de determinacdo de intervalo de fusédo foram registradas em
aparelho digital Microquimica Ind. e Com. Ltda MQAPF-301.

11. Os espectros vibracionais de absor¢do na regiao do infravermelho dos
compostos foram obtidos em espectrofotémetro Perkin Elmer FT-IR Spectrum 2000,

no intervalo de 400 a 4000 cm™, utilizando-se pastilha de KBr.

4.1.Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal foi coletado na regido de Araraquara/SP, em fevereiro de
2004. A identificacdo da espécie vegetal foi feita pelo Dr. Condorcet Aranha e a
responsabilidade por essa etapa foi compartilhada pelo Dr. Lindolpho Capellari Jr.
(Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba-SP), uma exsicata
numero 88281 foi depositada no herbareo da ESALQ.

4.2.Preparacédo dos extratos de A. gigantea

Os materiais vegetais coletados foram separados de acordo com as partes da
planta, secos individualmente ao ar e em seguida em estufa a 45 °C. Apés a
secagem, foram moidos com auxilio de um moinho de facas. Os rizomas (1,6 kg) e
ramos (1,4 kg) foram extraidos a temperatura ambiente por sete dias com hexano,

acetona e etanol, sucessivamente, e por fim, as tortas resultantes foram extraidas
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com etanol em aparelho de sohxlet. Os extratos foram concentrados sob pressao
reduzida, secos em capela com exaustdo e analisados por CCDC e RMN de *H.
Com base nos perfis cromatograficos e feicdes espectrais foram selecionados os
extratos etandlicos de rizomas (Riz, 34,1 g) e de ramos (Ram, 36,9 g), para estudos

guimicos e bioldgicos.

4.3.Isolamento dos constituintes quimicos do extrato etandlico de rizomas

Uma parte do extrato de rizomas (8,8 g) foi lavada com metanol (3 x 10 ml)
obtendo-se duas fra¢cdes: a parte insoluvel (P.1, 0,8 g) e a parte soluvel (P.S, 8,0 g),
sendo esta submetida a cromatografia em coluna com silica gel 60H, eluida com
sistemas isocraticos e misturas binérias de hexano, acetato de etila e metanol, com
gradiente de polaridade crescente. Este processo cromatografico resultou em 25
fracbes (aproximadamente 125 mL cada), as quais foram analisadas por CCDC e
RMN de 'H. A partir da andlise desses dados foram selecionadas as seguintes
fracOes para o isolamento dos constituintes: F-7, F-9, F-12 a F-15, F-18, F-21, F-23 e
F-25 (Esquema 3, p. 39).

4.3.1. Estudo quimico da fracéo insolivel em metanol

A fracdo P.I do extrato etandlico foi cristalizada em metanol resultando em
cristais incolores, os quais foram analisados por RMN de 'H resultando na
identificacdo da substancia alantoina (1, 743,0 mg). Esta substancia foi isolada de

outras fracdes e representa 8,64% do extrato bruto etandlico de rizomas.

4.3.2. Estudo quimico das fracdes F-7 e F-9

As fracOes F-7 (42,0 mg) e F-9 (80,0 mg) foram individualmente submetidas a
lavagens com metanol (3 x 10 mL), obtendo-se um soélido levemente amarelado e
um sélido branco amorfo, respectivamente. As analises espectroscopicas por RMN
de 'H e *3C resultaram na identificacdo do sesquiterpeno E-nerolidol (2, 25,0 mg,

0,28%) da F-7 e o B-sitosterol (3, 23,0 mg, 0,26%) da F-9.
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4.3.3. Estudo quimico das fragbes F-12 a F-14

As fracdes F-12 (426,0 mg), F-13 (230,0 mg) e a F-14 (188,0 mg) foram
individualmente lavadas com CHCI3 (3 x 10mL). Todas as subfracdes solluveis foram
analisadas por CCDC e RMN de 'H culminando na identificacdo de duas lignanas
furofuranicas: (+)-kobusina (4, 409,0 mg, 4,65%) das fracbes 12 e 13 e a (+)-
eudesmina (5, 158,0 mg, 1,79%) da fracao 14.

4.3.4. Estudo quimico das fracbes F-15 e F-18

As fracOes F-15 (124,0 mg) e F-18 (84,0 mg) foram lavadas, individualmente,
com CHCI; (3 x 10 mL), e da parte insoluvel (26,0 mg) obteve-se a mistura das

alcamidas trans e cis-N-feruloiltiramina (6 + 15, 26,0 mg, 0,29%).

4.3.5. Estudo quimico da fracdo F-21

A fracdo F-21 (1,1 g) foi lavada com metanol e a parte soluvel (F21a, 1,0 g) foi
submetida a fracionamento por CC de silica gel de fase reversa C-18, eluida com
gradiente de polaridade decrescente metanol/agua. Das dezessete subfracoes
obtidas, as subfracdes 10 e 11 (SF10 e SF11) foram selecionadas para separacéo
por CLAE, utilizando-se coluna semipreparativa de fase reversa C-18; fase movel
MeOH/H,0O (1:1 viv), A = 254 nm e fluxo de 10,0 mL/min. Da SF10 obteve-se as
substancias: aristololactama la 8-B-O-glicosideo (7, 2,8 mg), aristolactama la N-3-
glicosideo (8, 4 mg, 0,04%), aristolactama llla (9, 1,8 mg, 0,02%) e a aristolactama
9-[O-B-glicopiranosil-O-(1"—2’)-B-glicopiranosideo] (10, 1,2 mg). Da SF11 isolou-se
novamente as substancias 7 (6,8 mg, 0,11%) e 10 (8,9 mg, 0,11%).

4.3.6. Estudo quimico das fracbes F-23 e F-25

A fracdo F-23 (192,4 mg) foi exaustivamente lavada com metanol para remocéo
da alantoina (1). A parte soluvel em metanol (F-23a, 157,9 mg) foi fracionada por
CLAE, utilizando-se coluna semipreparativa de fase reversa C-18. Os parametros

cromatograficos utilizados foram: fase movel MeOH/H,O/NH4OH (6:4:0,5% v/viv), A
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= 254 nm e fluxo de 8 mL/min. Deste processo obteve-se duas principais subfracdes
e as andlises espectroscopicas de RMN de *H e *3C indicaram o isolamento do
alcaloide magnoflorina (11, 17,2 mg) e da alantoina (1, 16,5 mg).

Devido as semelhancas observadas entre os espectros de RMN de 'H das
fracbes F-25 e F-23, adotou-se o mesmo procedimento de separacao para a F-25
(13,9 mg), obtendo-se as substancias 11 (3,2 mg, 0,23%) e 1 (2 mg).

4.4.Isolamento dos constituintes quimicos do extrato etandlico de ramos

Uma parte do extrato de ramos (10,0 g) também foi lavada com metanol
resultando na parte insoltvel (2,3 g) e a solavel (7,7 g), esta foi fracionada em coluna
com Sephadex LH-20, eluida com metanol. Este procedimento resultou em
dezessete fracdes (aproximadamente 125 mL cada), as quais foram analisadas por
CCDC e RMN de 'H. Sendo a fracéo seis (G-6) selecionada para estudo quimico

(Esquema 4, p. 40).

4.4.1. Estudo quimico da parte insolivel em metanol

Da parte insoltvel foram obtidos cristais incolores e por analise do espectro de

RMN de 'H pode-se identifica-los como sendo a alantoina (1, 0,75 g, 7,5%).
4.4.2. Estudo quimico da fracdo G-6

A fracdo G-6 (695 mg) foi fracionada por CLAE, empregando-se uma coluna
semipreparativa de fase reversa C-18. Os parametros cromatograficos utilizados
foram: fase movel MeOH/H,O (3:2 viv), A = 254 nm e fluxo de 8 mL/min. Este
fracionamento resultou em nove subfracdes, sendo que a subfracao seis (SG-6; 25
mg) foi novamente submetida a CLAE utilizando como fase mével MeOH/H,0 (2:3
vIv) A = 254 nm e fluxo de 0,8 mL/min. Deste procedimento foi isolada a substancia 4
(2 mg, 0,02%) e as alcamidas: trans-N-coumaroiltiramina (12, 2 mg, 0,02%), trans e

cis-N-feruloil-3-O-metildopamina (13 + 16, 1,5 mg, 0,015%), trans e cis-N-p-
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coumaroil-3-O-metildopamina (14 + 17, 1 mg, 0,01%) e novamente isolou-se a

mistura das substancias 6 + 15 (4 mg 0,04%).
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4 (2,0 mg)

6+15
(4,0 mg)

c SG-6

(895 mg) (25 mg) 12 (2,0 mg)

—

13 + 16
(1,5 mg)

R
14 + 17
1(0,75 g) (1,0 mg)

a) Lavagem com MeOH

Parie
Insolavel

(2.39)

b) Coluna cromatografica Sephadex LH-20 (17 fracbes)
c) CLAE C-18, MeOH/H,0 3:2 viv
d) CLAE C-18, MeOH/H,0 2:3 viv

Esquema 4. Fracionamento do extrato etandlico de ramos de A. gigantea

4. 5.Bioensaios

4.5.1. Inibicdo da atividade fosfolipasica

A etapa de avaliagdo da atividade fosfolipasica foi realizada com a colaboracéo
do professor Dr. Andreimar Martins Soares da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade S&o Paulo — Ribeirdo Preto, e com o auxilio da doutoranda Renata
dos Santos Fernandes.

Para a avaliacdo da inibicdo da atividade fosfolipdsica preparou-se um gel
[CaCl, 0,01 M; gema de ovo (fonte de fosfoglicerideos) 1:30 v/v PBS, pH 7,2;
eritrocitos 1:3-v/v PBS; agar bacteriologico 1%; azida de sodio 0,005%, sendo o
volume final completado com PBS em temperatura de 45-50 °C] que foi vertido em
placas. Apos o gel solidificar, fez-se orificios de tamanho uniforme (0,5 cm de
diametro) para a aplicacdo das amostras (40 pL). As amostras, em diferentes
proporcdes, constaram de solucdes de venenos brutos e diferentes extratos ou

fracdes, que foram mantidas por 30 min a 37 C. Os géis foram colocados em estufa
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a 37 °C por 12 horas. Os testes foram realizados em triplicata e obteve-se a média

dos valores e o desvio padréo.

4.5.2. Inibicdo da atividade proteolitica sobre a azocaseina

Cerca de 50 pg do veneno bruto de B. jararacussu foi pré-incubado por 30
minutos a 37 °C juntamente com as soluc¢des das substancias a serem testadas na
proporcdo 1:60 (m/m) peconha:substancia. Apds decorrido o tempo, foram
adicionados 200 pL de Tris-HCI 50 mM pH = 7,8 em NaCl 150 mM e incubada por 30
minutos com 100uL de uma solucdo de azocaseina (1 mg/mL). A reacado foi
interrompida pela adicdo de 100 puL de &cido tricloroacético 15 % e as absorc¢des das

solugdes foram lidas a 280 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de RMN de *H do extrato etandlico de rizomas (Figura 8, p. 42) e 0
de ramos (Figura 9, p. 43) apresentaram maior quantidade de sinais na regido de
absorcdo de hidrogénios aroméaticos quando comparados com 0s dos extratos
hexanicos e acetonicos. Em virtude disso, os extratos hexanicos, acetbnicos e
etandlicos de sohxlet foram selados e adequadamente guardados para posteriores
fracionamentos.

O estudo quimico dos extratos etandlicos de rizomas e de ramos de A. gigantea
resultou no isolamento de 17 substancias: alantoina (1), E-nerolidol (2), B-sitosterol
(3), (+)-kobusina (4), (+)-eudesmina (5), trans e cis-N-feruloiltiramina (6 + 15),
aristolactama la 8-B-O-glicosideo (7), aristolactama Ila N-B-glicosideo (8),
aristolactama llla (9), magnoflorina (11), trans-N-coumaroiltiramina (12), trans e cis-
N-feruloil-3-O-metildopamina (13 + 16); destacando-se as substancias: aristolactama
9-[O-B-glicopiranosil-O-(1"—2)-B-glicopiranosideo] (10) e trans e cis-N-p-coumaroil-

3-O-metildopamina (14 + 17) relatadas pela primeira vez na literatura.

ppm

A Y.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
ppm

Figura 8. Espectro de RMN de 'H do extrato etanélico de rizomas (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H do extrato etanélico de ramos (DMSO-dg, 11,7 T).

5.1.Determinacdo estrutural dos constituintes quimicos de A. gigantea

A elucidagdo estrutural das substancias foi realizada por técnicas
espectroscépicas (RMN de *H e de *3C uni- e bidimensionais, EM e IV). Os valores
de deslocamentos quimicos apresentados foram corrigidos, quando necessario, em

relacéo aos padrdes internos de referéncia para cada solvente.

5.1.1. Alantoina (1)

H
N
O3 =0
e
H  'NH NH,
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A substancia 1 foi cristalizada em metanol formando cristais incolores. O
espectro de RMN de *H em DMSO-dg (Figura 10, p. 44) apresenta somente sinais na
regido de frequéncia alta, referentes a: trés singletos largos em 6 5,76 (NH»-8), 8,03
(NH-1) e 10,51 (NH-3); um dubleto em & 6,88 (NH-6), além de um dubleto em 6 5,25
referente ao hidrogénio metinico (H-5) (Tabela 1, p. 44). A comparacdo dos dados
com os descritos na literatura® e com amostra auténtica de alantoina permitiu a

identificacdo da substancia 1.

Tabela 1. Dados de RMN de 'H de 1 (DMSO-dg, 0, J =Hz, 11,7 T).

Posicéo 1 (&) Alantoina (&) *
1 8,03 sl 8,04 s
3 10,51 sl 10,54 s
5 525d(8,1)  5,24d(82)
6 688d(81)  6.89d(82)
8 5,76 sl 5,78 s
3 33 o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
s plagi] 9.5 9.0 a.5 -] 75 o -3 a0 5.5 =0 4.5 4.0 a5 20 15 ) 1.5 Lo [=8-3 0.o
PR

Figura 10. Espectro de RMN de ‘H de 1 (DMSO-dg, 11,7 T).
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5.1.2. E-nerolidol (2)

A identificacdo da substancia 2 foi feita pela andlise do espectro de RMN de *H
(Figura 11, p. 45), o qual apresentou varios sinais caracteristicos de hidrogénios
vinilicos em & 5,0 — 5,9. Pela analise das constantes de acoplamento (J=17,5; 11,0 e
1,5 Hz) pode-se deduzir a presenca de uma ligacdo dupla terminal na estrutura da
substancia 2. O espectro também apresentou sinais na regido de frequéncia baixa,

atribuidos aos hidrogénios metilicos e demais hidrogénios alifaticos (Tabela 2, p. 48).

1.213

1.532

5.9 5.8 57 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9
ppm

—1.609

RTINS V) W N

T T T T
6 14 12 1.0 08 06 04 02 00

T T T T T T
8 26 24 22 20 18 1

T T T T T T T T
62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 2
ppm

Figura 11. Espectro de RMN de 'H de 2 com ampliacéo (CDCls, 7,1 T).

Pelos sinais observados no espectro de RMN de *3C (Figura 12, p. 46) notou-se
seis sinais na regiao de frequéncia alta (6 145,2 — 111,8) referentes a carbonos

olefinicos; um carbono carbindlico em & 73,6; e outros sinais em regido de
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frequéncia baixa associados aos carbonos metilénicos e metilicos, totalizando sinais
para quinze carbonos. As correlacdes observadas no mapa de contornos gHMBC
(Figura 14, p. 47) possibilitaram a atribuicdo dos deslocamentos quimicos relativos
as metilas e aos carbonos sp?, uma vez que foram observadas as correlacdes entre
H-15 (8 1,22) e C-4 (8 42,1) e C-2 (8 145,0); H-14 (8 1,54) e C-8 (8 39,7), C-7 (8
135,5) e C-6 (8 124,2*); H-12 (8 1,54) e C-13 (5 25,7) e C-10 (5 124,2%); H-13 (5 1,61)
e C-12 (8 17,7), C-11 (5 131,3) e C-10 (5 124,2%).
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Figura 12. Espectro de RMN de **C de 2 (CDCl, 7,1 T).
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Figura 13. Principais correlacdes observadas pelo experimento gHMBC (1H—>13C) de 2.
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Figura 14. Mapa de contornos gHMBC de 2 (CDClg, 7,1 T).

A andlise do espectro de RMN de **C foi essencial para a elucidacéo estrutural
desta substancia, uma vez que permitiu estabelecer qual dos possiveis isbmeros
geométricos (E-nerolidol ou Z-nerolidol) se tratava a substédncia em questdo. A
principal distincdo entre estes isdbmeros é referente ao deslocamento quimico do
carbono metilico C-14, pois no isbmero Z a auséncia do efeito de protecdo y gauche
faz com que o deslocamento quimico do C-14 seja proximo a 6 23,5; enquanto no
isbmero E este carbono apresenta um deslocamento para campo alto. Como foi
observado um deslocamento quimico de 16,0 ppm para C-14, foi possivel confirmar
que a substancia 2 é o isdmero E-nerolidol®.

Além disto, o valor de rotacao optica especifica da substancia foi —17 ° (CHCl3; c
0,2; t=26,0 °) e comparando com a literatura® onde [o]p=-12,5 ° (CHCls; ¢ 0,02; t =
23,0 °), juntamente com os demais dados, pode-se confirmar que a substancia 2 € o

sesquiterpeno (-)-(3R)-E-nerolidol.
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H e **C de 2 (CDCl,, 8, J = Hz)

Posicao Substancia 2 E-Nerolidol **

M d M d

1 Ha 5,15 dd (17,5; 1,5) 111,6 5,24 -5,04 m 111,6
Hb 5,00 dd (10,5; 1,5)

2 5,86 dd (17,5; 10,8) 145,0 5,92 dd 145
3 - 73,5 - 73,5
4 1,54-1,51m 42,1 1,62-1,45m 42
5 2,00-1,92m 22,7 2,10-1,90m 22,7
6 5,10-5,02m 124,2* 5,24 -5,04 m 124,2
7 - 135,5 - 135,5
8 2,00-1,92m 39,7 2,10-1,90m 39,6
9 2,00-1,92m 26,6 2,10-1,90m 26,6
10 5,10-5,02m 124,2* 5,24 -5,04 m 124,2
11 - 131,3 - 131,4
12 1,53s 17,7 1,68 s 17,6
13 1,61s 25,7 1,60 s 25,7
14 1,53s 16,0 1,60 s 16,0
15 1,22 s 27,8 1,28 s 27,8

Os valores na mesma coluna podem estar trocados.

5.1.3.

O espectro de RMN 'H da substancia 3 (Figura 15, p. 49) mostrou um conjunto

B-Sitosterol (3)

de sinais na regido de ¢ 0,63 a 2,00, além de sinais atribuiveis a um hidrogénio

vinilico em 6 5,31 e a um hidrogénio carbinolico em ¢ 3,44.

Além do sinal em o 29,2, correspondente aos (CH)), da contaminacdo, o

espectro de RMN de **C (Figura 16, p. 49) apresenta sinais correspondentes a 29

atomos de carbono: dois carbonos olefinicos em & 140,6 e 121,1; um sinal de
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carbono carbindlico em & 71,0 e 26 sinais referentes a carbonos alifaticos (Tabela
p. 50).

0.947
-—0.620

_/5.294
\5.284
——3.465
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Figura 16. Espectro de RMN de **C de 3 (CDCls, 11,7 T).

3,
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A comparacéo do sinal de [o]p observado para 3 [o]p = -15,2 ° (CHCl3; ¢ 0,23; t
= 30,8 °) com o relatado na literatura® para o B-sitosterol [o]p = —26,0 ° (CHCl3; ¢ 0,1;
t = 25,0 °) e a analise dos dados espectroscopicos possibilitaram a identificacédo de 3

com o [-sitosterol.

Tabela 3. Dados de RMN de **C de 3 (CDClg, 8, 11,7 T).

Posicdo 3 (&) Sitosterol (&) % | Posicéo 3(&)  Sitosterol (&)
1 37,3 37,2 16 28,2 28,2
2 31,6 31,6 17 56,1 56,0
3 71,8 71,8 18 11,9 11,9
4 42,3 42,5 19 19,4 19,4
5 140,7 140,0 20 36,1 36,1
6 121,7 121,7 21 18,8 18,8
7 31,9 31,8 22 34,0 33,9
8 31,9 31,9 23 26,1 26,0
9 50,1 50,1 24 45,9 45,8
10 36,5 36,5 25 29,2 29,1
11 21,1 21,1 26 19,8 19,8
12 39,8 39,7 27 19,0 19,1
13 42,3 42,3 28 23,1 23,0
14 56,8 56,7 29 12,0 12,0
15 24,3 24,3

5.1.4. Lignanas furofuranicas (4 e 5)
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Para as lignanas do tipo furofuranica a juncao dos anéis € sempre cis e existem
trés possibilidades de configuracdes relativas, que sédo diferenciadas pelo valor do
deslocamento quimico dos hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7 e H-7" (Figura 17,
p. 51). Quando estdo em posi¢do pseudo-axiais a faixa de deslocamento quimico é o
4,65 — 4,75 (la); quando estdo em posicao pseudo-equatoriais apresentam-se mais
desprotegidos e o deslocamento quimico é 6 5,1(Ic); se os hidrogénios em questédo
possuem configuragfes distintas entre si, observa-se dois dubletos distintos em o
4,75 - 4,85 e 4,35 - 4,45 (Ib)®’.

4,65-4,75 4,75-4,85

4,35-4,45

la b Ic

Figura 17. Possiveis configuragfes relativas para lignanas furofuranicas.

O espectro de RMN de *H (Figura 18, p. 52) da substancia 4 apresenta sinais na
regido de frequéncia alta, onde sdo observados sinais de seis hidrogénios
aromaticos em ¢ 6,70 — 6,84; a regido ainda apresenta um singleto em 6 5,88
atribuido a dois hidrogénios metilénicos dioxilicos. Na regido de frequéncia média,
sdo observados sinais atribuidos a oito hidrogénios: dois dubletos em & 4,67
referentes a dois hidrogénios carbinolicos benzilicos dispostos em posi¢des pseudo-
axiais; dois duplo dubletos em o 4,18 e um multipleto em o 3,82 atribuidos a
hidrogénios metilénicos carbindlicos, dispostos nas posicdes pseudo-axiais e
pseudo-equatoriais; além de um multipleto centrado em & 3,02 referente a dois

hidrogénios metinicos em posi¢des pseudo-axiais.

Aristolactamas e alcamidas isoladas de Aristolochia gigantea Mart.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H de 4 com ampliacédo (CDCl3, 11,7 T).

T T T
18 16 14

O valor da rotacdo dptica especifica para a substancia 4 foi de + 51,4 ° (CHCls, ¢

0,22) sendo o valor da literatura para a (+)-kobusina de + 58,0 ° (CHCls, ¢ 0,03)%. Os

dados de RMN de 'H (Tabela 4, p. 52) e a rotacdo Optica especifica quando

comparados com a literatura permitem concluir que a substancia 4

lignana (+)-kobusina.

Tabela 4. Dados de RMN de 'H de 4 (CDCls, §, J = Hz, 11,7 T).

trata-se da

4 (+)-Kobusina
Posicéo (H) Posicéo () (8%
2 6,84 d (2,0) 2 6,79d (2,0) 6,76 - 6,84 m
5 6,77 d (w1/28,0) 5 6,71 d (w128,0) 6,76 - 6,84 m
6 6,81 dd (w12 2,0;8,0) 6’ 6,74 dd (w122,0;8,0) 6,76-6,84m
7 4,67 d (5,5) 7 4,68 d (5,5)
8 3,02m 8’ 3,02 m 3,08 m
9B 4,18 dd (9,5;6,5) 9B 4,18 dd (9,5;6,5) 4,24 dd (7,9)
9a 3,82m 9a 3,82 m 3,84-3,94m
OCHs-3",4 3,835e3,80s 3,84 s e 3,86s
(-OCH20-) 5,88s 592s
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O espectro de RMN de **C da substancia 5 (Figura 19, p. 54) apresenta onze
sinais correspondentes a 22 atomos de carbonos equivalentes. Apresenta sinais em
0 149,2 e 148,6 relativos a carbonos quaternarios oxigenados, além de sinais em &
85,7 e 71,6 referentes a carbonos carbindlicos benzilicos e metilénicos carbindlicos,
respectivamente, sinais referentes a carbonos aromaticos e quatro carbonos
metoxilicos.

A mesma metodologia de analise do espectro de RMN de *H (Figura 20, p. 54)
aplicada para a elucidacéo estrutural de 4 foi utilizada para elucidar a estrutura de 5.
Os deslocamentos quimicos de H-7 e H-7" foram analisados e constatou-se que
estes devem estar axialmente ligados a unidade furofuranica (Tabela 5, p. 55).

A analise do espectro de massas apresentou o pico do ion quasi-molecular de
m/z 387 [M+H]" compativel com a férmula molecular da eudesmina C,,0¢H2¢ (Figura
21, p 55). O valor da rotacdo optica especifica para a substancia 5 foi de + 17,5 °
(CHCls, ¢ 0,12) sendo que o valor da literatura para a (+)-eudesmina é [a]p = + 61 °
(CHCIs, ¢ 0,4)%®. Como os espectros de RMN de 5 indicaram que a amostra estava
contaminada com um composto de natureza alifatica, pode-se deduzir que a
substancia 5 que possui a configuragcdo absoluta da (+)-eudesmina esteja em

predominancia na amostra.
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H de 5 com ampliagdo (CDCls, 11,7 T).
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Figura 21. Espectro de massas de baixa resolucéo de 5 (ESI, +20 eV)

Tabela 5. Dados de RMN de 'H e *C de 5 (CDCls, 8, J = Hz, 11,7 T).

Posicéo Substancia 5 (+)-Eudesmina®
H d H d

1Y i 1335 i 133,8
2,2 6,84 d (1,5) 109,3 6,84-6,92 m 109,5
3,3 - 148,6 - 148,9
4 : 149,2 . 1494
5,5 6,77 d (8,5) 1111 6,84-6,92 m 1113
6,6 6,82 dd (1,5; 8,5) 118,2 6,84-6,92 m 118,5
7.7 4,69 d (4,0) 85,7 4,76 d (4,0) 86,0
8,8’ 3,02m 541 3,12m 54,4

9B.98" 4,19 dd (6,5;9,0) 71,6 4,26 dd (7,0: 9,0) 71,9

90,90a" 3,80 m 3,86-3,96 m

OCHgs; 3,815s;3,79s 55,9 3,86s;3,90s 56,1,56;2

5.1.5.  Alcamidas (6, 12 - 17)

OH
1
HO 07 “NH
R' R?
6 OMe H 15 OMe H
12 H H 16 OMe OMe
13 OMe OMe 17 H OMe

14 H OMe
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Os espectros de RMN de *H evidenciaram para as substancias 6, 12 — 17 sinais
referentes a dois anéis aromaticos (6 6,60 — 7,58), hidrogénios metilenobenzilicos (8
~2,6), sinais correspondentes a hidrogénios vinilicos trans com 6 ~6,4 e 7,3 (J = ~15
Hz) e cis com & ~5,7 e 6,4 (J = ~12 Hz), além de hidrogénios metilénicos ligados a
um heteroatomo (6 ~3,3), porém, este sinal foi obscurecido pelos sinais da agua
residual do solvente DMSO-dg, na maioria dos espectros obtidos.

A anélise do espectro de RMN de *H de 6 + 15 (Figura 22, p. 56) confirmou a
presenca de um anel aromatico para-substituido e outro trissubstituido na estrutura.
O anel aromético que apresenta valores de deslocamentos quimicos mais elevados
dos hidrogénios € o anel trissubstituido que esta conjugado com uma dupla ligacéo.
A integracdo do espectro permitiu estabelecer a proporcédo 6:1 entre os isdbmeros
trans e cis da amostra. Para os hidrogénios relativos as ligagdes duplas do isdbmero
geométrico cis é observado um deslocamento para campo alto (6 5,7 e 6,4) em

relacdo aos hidrogénios do isdmero trans (6 6,4 e 7,3), este efeito resulta da perda

de planaridade da molécula, com isso a conjugacao entre a ligacdo dupla e o anel
69,70

aromatico deixa de ser efetiva (Figura 23, p. 57)

3.799

_/7.682
N7.676

1L

3738
-—2.643

-—7.945

s 5.787
\5.744

D
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H de 6 + 15 com ampliacdo (DMSO-ds, 7,1 T).
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Figura 23. Conformacdes propostas para os isbmeros geométricos (a) trans e (b) cis.

No experimento de NOESY 1D de 6 + 15 (Figura 24, p. 57) observou-se a
interacao espacial da metoxila (6 3,80) com o H-2’ (6 7,1), confirmando a posicao
desta em C-3’. Comparando-se os dados obtidos com os descritos na literatura’
identificou-se a substancia 6 (Tabela 6, p. 60) com a trans-N-feruloiltiramina e a

substancia 15 (Tabela 7, p. 61) com a cis-N-feruloiltiramina.

-7.10

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30
ppm

Figura 24. Espectro de gNOESY 1D de 6 + 15 irradiando em & 3,80 (DMSO-dg, 7,1 T).

Da substancia 12 destaca-se no espectro de RMN de *H (Figura 25, p. 58) sinais
referentes a hidrogénios acoplando com outros hidrogénios em posicao orto, 0s
guais foram atribuidos a dois sistemas aromaticos para-substituidos. Além destes
sinais de hidrogénios, observou-se sinais referentes a hidrogénios vinilicos trans.

Assim, a substancia 12 foi identificada com a trans-N-p-coumaroiltiramina.
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H de 12 com ampliacdo (DMSO-dg, 7,1 T).

No espectro de RMN de 'H (Figura 26, p. 59) da substancia 13 + 16 observou-
se, além do tripleto em & 2,65, sinais referentes a dois sistemas aromaticos
trissubstituidos, ligacdes duplas trans e cis na propor¢cdo 4:1 de 13 + 16, e dois
sinais referentes a duas metoxilas. O experimento de NOESY 1D (Figura 27, p. 59)
revelou as interacdes espaciais entre uma das metoxilas (6 3,80) ligada ao C-3" e H-
2" (0 7,1), e entre a outra metoxila (0 3,74) ligada ao C-3” e H-2" (6 6,77).

1172 jdentificou-se a

Comparando os dados obtidos com os relatados na literatura
substancia 13 com a trans-N-feruloil-3-O-metildopamina (Tabela 6, p. 60) e a

substancia 16 com a cis-N-feruloil-3-O-metildopamina (Tabela 7, p. 61).
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H de 13 + 16 com ampliacdo (DMSO-dg, 7,1 T).

M~ o)
(@) > -
=} ™~
™~ o
| |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
135 12.5 115 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -0.5
ppm
M~ (o))
(b) D A
N N
O [a2]
| |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
135 12.5 11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -0.5
ppm

Figura 27. Espectro de gNOESY 1D de 13 + 16 irradiando em: (a) 6 3,79 e (b) 6 3,74 (DMSO-dg, 7,1
T).
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A andlise do espectro de RMN de *H do composto 14 + 17 (Figura 28, p. 62)
evidenciou uma mistura dos isébmeros trans (14) e cis (17) das alcamidas na
proporcdo 2:1, respectivamente. Observou-se a existéncia de um anel para-
substituido conjugado com a ligacdo dupla; um sistema aromatico trissubstituido e

uma metoxila.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H de 14 + 17 com ampliacdo (DMSO-dg, 11,7 T).

O experimento gNOESY 1D (Figura 30, p. 63) juntamente com o mapa de
contornos gHMBC (Figura 31, p. 64) mostraram que a metoxila em & 3,72 esté ligada
ao sistema aromatico trissubstituido, pois observa-se a interacdo espacial entre os
hidrogénios metoxilicos e o H-2”” em 9§ 6,75, além das correlacdes entre C-3” (0
147,4), H-5" (5 6,66) e a metoxila em § 3,72, a atribuicdo do deslocamento quimico
de alguns carbonos desta mistura isomérica foi realizada com o auxilio do espectro
gHMBC. O deslocamento quimico do H-2” em & 3,34 foi atribuido com base no
experimento gCOSY onde € observado a correlacédo entre este e 0 NH em § 8,00
(Figura 32, p. 64).
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Figura 29. Correlacdes de gHMBC (—) e interacdes de gNOESY 1D («>) de 14 + 17.

Figura 30. Espectro de gNOESY 1D de 14 + 17 irradiando em § 3,73 (DMSO-d¢, 11,7 T).
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Figura 31. Mapa de contornos gHMBC de 14 + 17 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 32. Mapa de contornos de gCOSY 'H - 'H de 14 + 17 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Para completar a elucidacdo estrutural dos dois isdmeros realizaram-se 0s
experimentos HOMODEC e gTOCSY 1D (Figura 33, p. 65), que possibilitaram a
determinacao inequivoca dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios do anel
trissubstituido, que para os dois isdmeros apresentam valores semelhantes, e dos
hidrogénios do sistema para-substituido, onde os valores de deslocamento quimico
apresentam variagoes significativas, conforme apresentados na Tabela 8, p. 68.

Com o intuito de confirmar a atribuicho dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios das substancias, a mistura das alcamidas 14 + 17 foi exposta a luz solar
por quatro horas proporcionando assim uma condicdo para que houvesse um
equilibrio na isomerizacdo cis-trans. A interconversdo entre os isébmeros €
possibilitada pela quebra da ligacdo w, que requer energia, ocorrendo a transicédo de
um életron do orbital & (ligante) para o orbital ©* (antiligante), mantendo a ligagéo o
existente e proporcionando a rotacdo’®. Este processo resultou na inversdo da
proporcao isomérica, obtendo-se uma proporcéo de 2:1 dos isbmeros cis/trans, que
foi evidenciada pela andlise da mudanca na intensidade dos sinais no espectro de
RMN de *H (Figura 34, p. 66).

757
-7.55

__~6.68
-6.66

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3
f1 (ppm)

7.2 7.1
f1 (ppm)

Figura 33. Espectros gTOCSY 1D de 14 + 17 irradiando em & 7,56 e 7,36 (DMSO-dg, 11,7 T)
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Figura 34. Ampliacdo dos espectros de RMN de 'H do: (a) isémero trans (14) e (b) isémero cis (17)
(DMSO-dg, 11,7 T).

Ao irradiar na frequéncia referente as absor¢des dos hidrogénios 2’ e 6” (6 7,36)
de 14, observa-se a perda de acoplamento destes com os hidrogénios 3" e 5 (
6,78) que alteram a multiplicidade de um dubleto com constante de 8,5 Hz para um
singleto. Com esta irradiacéo foi possivel observar o deslocamento quimico referente
ao H-2"”, dubleto de constante de 2 Hz, que coalesce com os H-3’, 5’ (Figura 35a, p.
67). Ao irradiar na frequéncia referente as absorc¢des dos hidrogénios 2’ e 6” (6 7,56)
do isbmero 17, observa-se a alteragdo da multiplicidade dos hidrogénios 3" e 5" (&
6,68) (Figura 35b, p. 67).
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Figura 35. Espectros de HOMODEC de 14 + 17 irradiando em: (a) & 7, 36 e (b) 8 7,56. (DMSO-ds,
11,7 7).

A andlise do espectro de massas de alta resolucao sugeriu a formula molecular
C1sH19004N (Figura 36; p. 67) pois evidenciou moléculas desprotonadas [M — H]™ de
m/z 312,1233 (100%) (valor calculado para: CigH1804N= 312,1236), que estdo de

acordo com as estruturas propostas.

Intens. | -MS, 1.2-1.4min #(74-83)

51 312.1233

300.9973

282.1111 3421136 3602374 3759738
Lt L 1 It 11 Ltiee o dauadion |, it

0 L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 m/z

Figura 36. Espectro de massas de alta resolucéo de 14 (ESI, — 4000 eV).
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Assim, foi possivel a determinacdo de 14 como sendo a trans-N-p-coumaroil-3-
O-metildopamina e 17 como sendo a cis-N-p-coumaroil-3-O-metildopamina, descrita

pela primeira vez na literatura’.

Tabela 8. Dados de RMN de 14 + 17 (DMSO-dg, 0, J = Hz, 11,7 T).

Posicao 14 (&) 17 (&) gHMBC gCOSY HOMODEC

2 6,38 d (15,5) 5,75 d (13,0) C-1’ H-3 -
3 7,28 d (15,5) 6,48 d (13,0) - - -

2, 6 7,36 d (8,5) 7,56 d (8,5) C-3,C-4  H3 H-3’

3, 5 6,78 d (8,5) 6,68 d (8,5) C-1’ - H-2’
2" 3,34m 3,34m - - -
37 2,641 (5,5) 2,621 (5,5) c-1”, C- - -

2" C-6"

o 6,75 d (2,0) 6,74 d (2,0) C-4", C- - -
5 6,67 d (8,0) 6,66 d (8,0) c-17, C- - -

6" 6,59 dd (8,0; 2,0) 6,58 dd (8,0; 2,0) - - H-5"
OCH3-3" 3,73 s 3,72 s C-3" - -
NH 8,00 t (5,5) 7,981 (5,5) - H-2" -

5.1.6.  Aristolactamas (7 — 10)

OH

R4
7 H H gc H 10
8 glc OH
9 H H H OH

As aristolactamas sdo compostos fenantrénicos que apresentam um sistema 7«

com alto grau de conjugacdo, esta caracteristica confere a estes compostos

Aristolactamas e alcamidas isoladas de Aristolochia gigantea Mart.
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propriedades fluorescentes, que em solucdo apresentam coloragdo azul ou verde

intensa quando irradiadas por luz UV (365 nm) (Figura 37, p. 69).

Figura 37. Fluorescéncia das aristolactamas 8, 7, 9 e 10 sob irradiacdo de luz UV (365 nm).

As substancias 7 a 10 apresentam em seus espectros de RMN de 'H sinais
correspondentes a hidrogénios aromaticos em sistemas com alto grau de
conjugacao (6 7,1 — 8,3), hidrogénios metilenodioxilicos aromaticos (6 ~ 6,49) e para
as substancias 7, 8 e 10 hidrogénios anoméricos (6 ~5,1 e 4,6) e carbindlicos (6 2,9
a 4,0).

A andlise dos deslocamentos quimicos e das multiplicidades dos sinais dos
hidrogénios aromaticos referentes ao anel C, sugere que as substancias 7, 8 e 10
possuem substituintes em C-8.

O espectro de RMN de 'H da substancia 7 (Figura 38, p. 70) apresenta um
hidrogénio anomérico em & 5,07 com constante de acoplamento de 7,5 Hz, um
singleto em & 6,49 referente a dois hidrogénios metilenodioxilicos, sinais entre § 7,10
— 8,10 relativos a cinco hidrogénios aromaticos e de um hidrogénio deslocado para
campo baixo (6 10,83) ligado a um heterodtomo. Com o0s mapas de contornos
gHMQC (Figura 39, p. 70) e gHMBC (Figura 41, p. 72) foi possivel estabelecer os
deslocamentos quimicos de alguns carbonos com sinais caracteristicos de um
sistema fenantrénico, trés carbonos quaternarios aromaticos ligados a oxigénios (&
147,4; 149,2 e 153,8), além de carbonos com deslocamento quimicos tipicos de

unidade glicosidica.

Aristolactamas e alcamidas isoladas de Aristolochia gigantea Mart.



Resultados e Discussao

70

7.673

8.254

8.252
8.238

8.236

=
\\

=
-

T
8.20 8.10 8.00 7.90 7.80 7.70 7.60 7.50 7.40

ppm
~—i
o
<
03

_/5.078
5,063

] Lu 10.826

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 185 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm

Figura 38. Espectro de RMN de *H de 7 com ampliacdo (DMSO-ds, 11,7 T).
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Figura 39. Mapa de contornos gHMQC de 7 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Com o experimento de gHMBC foi possivel confirmar a posicdo da unidade
glicosidica no C-8, pois observou-se a correlacao entre C-8 (6 153,6) e H-1" (6 5,07)
e H-6 (6 7,50). A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios
glicosidicos foi feita com base nas correlacbes observadas nos experimentos de
gCOSY entre H-1" (6 5,07) e 0 H-2’ (6 3,44) (Figura 42, p. 72) e nas correlacbes do
gHMBC entre H-3" (6 3,38) e C-2" (6 73,3) e C-4’ (0 69,6). Com o0 auxilio do
experimento de gTOCSY 1D (Figura 43, p. 73) foi possivel observar os sinais que
estavam obscurecidos pelos sinais do solvente e da agua contida neste. A analise
deste espectro e do mapa de contornos gHMQC permitiu atribuir os deslocamentos

qguimicos dos hidrogénios e carbonos da unidade glicosidica (Tabela 9, p. 75).
Comparando o valor de rotacdo Optica especifica desta substancia [a]zDs =-8,2°

(MeOH, ¢ 0.1) [lit. -10.5° (MeOH, c 0.2)]® e os demais dados obtidos pode-se
identificar a substancia 7 com a aristolactama la 8-B-O-glicosideo, previamente

isolada de Aristolochia manshuriensis’®.

OH

Figura 40. Principais correlacdes observadas no experimento de gHMBC (1H—>13C) de 7.
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Figura 43. Espectro gTOCSY 1D de 7 irradiando em & 5,07 (DMSO-dg, 11,7 T).

No espectro de RMN de *H da substancia 8 (Figura 44, p. 74) verifica-se a
auséncia de singleto em & ~10 referente ao NH, a presenca de um dubleto em & 5,35
com constante de acoplamento de 9,5 Hz e de sinais em & 4,0-3,1, 0s quais sugerem

gue a lactama 8 apresenta um glicosideo ligado ao nitrogénio lactamico.
A rotacao Optica especifica desta substancia foi — 7,9° (MeOH, c 0,1) [lit. [05]205 —

9,9° (MeOH, ¢ 0.07)]”". Os dados obtidos (Tabela 9, p. 75) foram comparados com a
literatura® e permitiram identificar a substancia 8 com a aristolactama la N-B-
glicosideo, anteriormente isolada da espécie Aristolochia foveolata’’.

A substancia 9 apresenta um espectro RMN de 'H (Figura 45, p. 74) com um
padréo de substituicdo distinto em relagdo as demais aristolactamas apresentadas
neste trabalho. A multiplicidade e deslocamentos quimicos dos hidrogénios do anel
C sugerem uma substituicdo em C-6 e juntamente com os demais dados de RMN
(Tabela 9, p. 75) possibilitaram a confirmacao de 9 como sendo a aristolactama llla,

previamente isolada da espécie Aristolochia argentina®®.

Aristolactamas e alcamidas isoladas de Aristolochia gigantea Mart.
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Figura 44. Espectro de RMN de 'H de 8 com ampliacdo (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H de 9 com ampliacdo (DMSO-dg, 11,7 T).
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A andlise do espectro de absorcado na regido do infravermelho de 10 (Figura 46,
p. 76) confirma a presenca de lactama (vXB%: 1654 cm™), de grupo hidroxila (vKB%:
3442 cm™) e de C-O (VXBr: 1088 cm™) na estrutura da substancia.

A andlise do espectro de massas evidenciou moléculas desprotonadas [M — H]™
de m/z 632,0 (100%), sugerindo a formula molecular C,9H3;015N (Figura 47, p. 77).
A analise do espectro de massas de 10 sugere fragmentacbes de moléculas
desprotonadas [M — H]" que, pela perda das duas unidade glicosidicas, formam ions
de m/z 308,1 (92%). Alem destas fragmentacdes, pela perda da primeira unidade

glicosidica formam-se os ions m/z 469,9 (9%) (Esquema 5, p. 77).

: |
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. 2922 2362
3741

3852
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1088
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Figura 46. Espectro de absor¢céo no IV de 10 (KBr).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 48, p. 78) da substancia 10 apresenta sinais
referentes a dois hidrogénios anoméricos em 6 5,08 (J = 6,5 Hz) e 6 4,66 (J = 8,0
Hz), um singleto em & 6,43 caracteristico de hidrogénios metilenodioxilicos, além de
um sinal em d 3,94 atribuido a hidrogénios metoxilicos. Estes dados, associados a
auséncia de um dos singletos na regido dos aroméaticos evidenciou uma possivel

substituicdo em C-2 ou C-9 de uma aristolactama.
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H de 10 com ampliagdo (DMSO-ds, 11,7 T).

Os dados de RMN de '3C (Figura 50, p. 79) apresentam deslocamentos
quimicos tipicos de carbonos quaternarios oxigenados em ¢ 157,2; 148,2, 146,9 e
132,6; uma carbonila em ¢ 167,4, dois carbonos anomeéricos em ¢ 103,0 e 102,4 e
um carbono em ¢ 81,1 caracteristico de C-2’ da primeira unidade glicosidica ligado a
segunda unidade.

Com os dados de RMN de **C foi possivel descartar a hipétese da substancia
ser a triangularine-B (Figura 49, p. 79), uma aristolactama com um diglicosideo
ligado em C-8 e uma metoxila em C-9, isolada da espécie Aristolochia triangularis.

A principal distingcdo entre os dados da triangularine-B e os da substéncia 10 esta no

Aristolactamas e alcamidas isoladas de Aristolochia gigantea Mart.
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valor de deslocamento quimico do carbono metoxilico, pois na triangularine-B a
metoxila encontra-se fora do plano dos anéis aromaticos na molécula devido o
impedimento estérico causado pelo acucar em C-8, fazendo com que o
deslocamento quimico seja 6 ~60. J& a substancia 10 apresenta um valor de 6 56,0
para o carbono metoxilico, indicando com isso que a mesma se encontra no plano
dos anéis aromaticos. Com a analise do espectro de gHMQC (Figura 52, p. 80) foi
possivel atribuir os deslocamentos quimicos da maioria dos carbonos na estrutura

de uma aristolactama glicosilada.

HO

O o

OH

OH
OH

Figura 49. Estrutura da triangularine-B.
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Figura 50. Espectro de RMN de **C de 10 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 51. Ampliacdo do espectro de RMN de 3¢ de 10 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 52. Ampliacdo do mapa de contornos de gHMQC de 10 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Para determinar com segurangca a posicdo da metoxila foram realizados os
experimentos de gNOESY 1D e gHMBC. No experimento gNOESY 1D (Figura 53, p.
81) a irradiacdo na frequéncia de absorcdo dos hidrogénios metoxilicos (6 3,94)
resultou em informagdes ndo muito esclarecedoras sobre a estrutura, uma vez que
observou-se interacdes espaciais tanto com o H-7 (6 7,23) quanto com o H-1" (3
4,66). Na realidade, este experimento ficou comprometido pois H-2" tem um
deslocamento quimico (6 3,92) muito préximo dos hidrogénios metoxilicos (6 3,94).
Portanto, estas interacdes poderiam ter sido geradas pelos hidrogénios metoxilicos
quanto pelo H-2’. Com isso, foi necesséaria a busca por uma irradiacdo em outra
frequéncia de absorcdo que possibilitasse a atribuicdo do posicionamento da

metoxila na estrutura.

o0 ™
T N B
NN ©°
NN <+
N \
N m ™
+ o 3
NN ©
NN <

WMWW o Moy

7.28 7.26 7.24 7.22 7.20 4.67 4.66 4.65 4.64 4.63
ppm ppm

T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
ppm

Figura 53. Ampliacdo do espectro de gNOESY 1D de 10 irradiando em 6 3,94 - 3,93 (DMSO-dg, 11,7
T).

Pelas informacgdes anteriormente citadas, como multiplicidade, constantes de
acoplamento e valor do deslocamento quimico do C-8, pode-se definir a existéncia
de um substituinte nesta posicédo. Assim, realizou-se o experimento de gNOESY 1D

irradiando na frequéncia de absorcdo do H-7 (o 7,23) (Figura 54, p. 82), onde
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observou-se as interagbes espaciais com H-6 [0 7,56 t (8,0 Hz)] e com a metoxila (&
3,94 s); um fator relevante desta irradiacdo foi a observacdo da multiplicidade dos
hidrogénios que interagiram espacialmente, pois com isso pode-se descartar a
hip6tese da interacdo ocorrer com o H-2" [ 3,92 dd (8,5; 6,5 Hz)], o que possibilitou

determinar que a metoxila estava de fato ligada ao C-8.

—7.56
—7.22
—3.94

—7.56
—3.94

T T T T T T T T T T T
7.60 758 756 754 752 750 398 39 394 392 390
ppm

T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
ppm

Figura 54. Ampliagcao do espectro de gNOESY 1D de 10 irradiando em 6 7,23 (DMSO-dg, 11,7 T).

A andlise do mapa de contornos gCOSY (Figura 56, p. 83) apresenta as
correlacdes entre H-5 (6 8,26) e H-6 (6 7,56), além das correlagbes da primeira
unidade glicosidica entre H-1" (5 5,08) e H-2’ (6 3,92) e da segunda unidade entre H-
1”7 (5 4,66) e H-2 (5 3,06).

OH
OH

OH
OH

"X ome
OH

Figura 55. Correlacdes de gCOSY( <> ) e interacdes de gNOESY 1D («») para 10 (DMSO-d¢ , 11,7
T).

OH
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Figura 56. Mapa de contornos gCOSY ‘H — 'H de 10 (DMSO-d, 11,7 T).

As correlagbes do mapa de contornos gHMBC (Figura 58, p. 84) confirmam a
posicao da metoxila em C-8, pois observa-se as correlacdes entre C-8 (6 157,2) e H-
6 (0 7,56) e OCHs (6 3,94). A posicao do diglicosideo foi atribuida com base na
correlacdo observada entre H-1" (6 5,08) e C-9 (6 132,6), e com a correlacédo
existente entre H-1” (8 4,66) e C-2’ (81,1) foi possivel confirmar que a ligacdo entre
as duas unidades é feita por C-2’.

A determinacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios referentes as
duas unidades glicosidicas foi realizada com base nas correla¢cdes observadas nos
experimentos gCOSY 1D, citadas anteriormente, e no gHMBC onde, além das
correlacdes ja citadas, observa-se as correlacdes entre H-3" (6 3,54) e C-2" (6 81,0) e
C-4’ (6 69,4) para a primeira unidade glicosidica, e para a segunda observa-se a
correlacao entre H-2” (6 3,06) e C-3” (6 76,1). Os demais valores foram atribuidos
com o auxilio do experimento gTOCSY 1D (Figura 59, p. 85), pelas analises das
multiplicidades observadas no espectro de RMN de 'H e dos valores de
deslocamento quimico dos carbonos, assim como, comparacdo com dados de

outros glicosideos descritos na literatura’®.
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A medida de rotagdo Optica especifica foi — 3,9° (MeOH, ¢ 0,5), ao comparar
este valor com a rotacdo Optica de uma substancia aromatica ligada ao mesmo
diglicosideo da substancia 10, como no caso da limocitrinil-3-O-B-sophoroside”,
sugere-se que 0 acUcar possua a configuracdo D-glicopiranosil-O-(1”—2")-3-D-

glicopiranosideo.

OH

Figura 57. Principais correlacdes observadas pelo experimento de gHMBC (‘*H —»'C) de 10 e a
estrutura do limocitrinil-3-O-B-sophoroside.

60
{3.56,69.44},

{3'93'75'7‘% \4@ f{3.05,76.22}
{4.66,81.09}\,& ! '

70

g\ 80
{3.56,80.79}

Y

3.93,102.57 .06,102.7 L
{ K ({3 06,102.76} 100
8.27,110.40% ,
{ N‘ 110 g
V{10.19,118.50} (8.27,120.15}
; | 120
. {10.19,125.62 :
g/{ 0.19,125.62} ,47.57,128.02}
“‘ ‘ {5.00,132.65, 130
r 140
{7-66,147-19{1;6.47,147.81{{}
! F 150
{7.57,157,46% {3.94,157,361@
Y r 160

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm

Figura 58. Mapa de contornos gHMBC de 10 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 59. Espectro gTOCSY 1D (*H - 'H) de 10 irradiando em: (a) & 5,08 e (b) & 4,66 (DMSO-ds,
11,7 7).

A andlise conjunta dos dados da substancia 10 (Tabela 10, p. 86) culminou na
determinacdo da estrutura da aristolactama 9-[O-B-D-glicopiranosil-O-(1"—2’)-B-D-

glicopiranosideo], sendo que esta foi descrita pela primeira vez na literatura’.
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Tabela 10. Dados de RMN de *H e **C de 10 (DMSO-de, 8, J = Hz, 11,7 T).

Posicéo oY & Posicéo oY &
1 - 119,1 OCH,0 6,46 s 103,0
2 7,65s 105,7 OCHs 3,94 s 56,0
3 - 148,2 1’ 5,08 d (6,5) 103,0
4 - 146,9 2 3,92 dd (8,5; 6,5) 81,0
4a - 109,0 3 3,541(8,5) 75,8
4b - 127,9 4’ 3,471 (8,5) 69,4
5 8,26 dd (8,5; 1,0) 118,4 5’ 3,18 m 76,9
6 7,56 dd (8,0; 8,5) 126,1 6’c, 6B 3,8-3,6m 60,5
7 7,23 d (8,0; 1,0) 110,8 1” 4,65d (7,5) 102,4
8 - 157,2 27 3,06 dd (7,5; 8,5) 74,1
8a - 120,0 3” 3,10d (8,5) 76,1
9 - 132,6 4" 3,171t (8,5) 69,3
10 - a 5” 2,99 ddd 76,4

(8,5; 4,7; 2,5)
10a - 124,4 6”a, 6”3 3,35m 60,3
3,8-3,6m
CO - 167,4 NH 10,18 s -
% Sinal ndo observado.
5.1.7. Magnoflorina (11)
MeO
HO
HO
MeO

O espectro de RMN de *3C (Figura 60, p. 87) apresenta sinais referentes a 20

carbonos, os sinais em 6 42,5 e 52,6 podem ser atribuidos a carbonos metilicos

ligados a um heterodtomo, outros quatro sinais em o 150,0 — 153,0 séo

caracteristicos de carbonos quaternérios oxigenados, além de oito sinais entre o

108,8 e 6 125,1 atribuiveis a carbonos arométicos (Tabela 11, p. 90).
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No espectro de RMN de 'H da substancia 11 (Figura 61, p. 88) observa-se a
presenca de sinais referentes a trés hidrogénios arométicos, cujas multiplicidades e
deslocamentos quimicos sugerem ser de dois anéis aromaticos; sinais
correspondentes a hidrogénios alifaticos em & ~2,5 — 4,4, e de dois grupos

metoxilicos em & 3,67 e 3,70.
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Figura 60. Espectro de RMN de *C de 11 (DMSO-dg, 7,1 T).
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Figura 61. Espectro de RMN de 'Hde 11 (DMSO-dg, 7,1 T).

Pela analise do mapa de contornos gHMQC (Figura 62, p. 89) pode-se atribuir,
inequivocamente, os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e os correspondentes

carbonos alifaticos. As correlagbes observadas no mapa de contornos gHMBC
(Figura 63, p. 89) entre o H-3 (6 6,51), C-1 (6 152,1) e C-1b (6 120,0); H-8 (5 6,36),
C-10 (8 150,3) e C-11a (8 123,1); H-9 (8 6,60), C-7a (8 125,1) e C-11 (8 152,5); H-5
(6 3,66) e C-3a (0 111,6) possibilitaram a atribuicho de todos os carbonos
quaternarios da estrutura. Com as correlacdes entre H-3 (6 6,51) e C-4 (6 23,2); H-4
(0 3,15) e C-5 (8 60,5); e as correlacdes das metilas (6 2,91 e ¢ 3,31) com C-5 (8
60,5) e C-6a (6 69,2) foi possivel determinar que a substancia 11 tratava-se de um
alcaloide aporfinico.

O valor de deslocamento quimico observado para C-6a (6 69,2) é caracteristico
de um sal de alcaloide aporfinico. Com a analise do deslocamento quimico de C-4 (8
23,2) e com a correlacao entre a metila (6 2,91) e N-CHj3 (8 52,6) pode-se confirmar
que a substancia é um sal de alcaloide aporfinico, uma vez que a prote¢cdo causada
em C-4 é consequéncia do efeito y da metila ligada ao nitrogénio. A posi¢cédo das
metoxilas foi determinada com base nas correlacées entre OCH; (6 3,70) e C-2 (8

151,2); e OCHs (5 3,67) e C-10 (5 150,3).
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Figura 62. Mapa de contornos gHMQC de 11 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 63. Mapa de contornos gHMBC de 11 (DMSO-dg, 11,7 T).
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A atividade Optica especifica observada foi de +164,4° (MeOH, ¢ 0,03), e a

descrita na literatura é [05]205 = +150,0° (MeOH, c 0,1)%® para a (+)-magnoflorina; com

isso, identificou-se a substancia 11.

Tabela 11. Dados de RMN de 'H e **C de 11 (DMSO-dg, 8, J = Hz, 7,1 T).

- 11 Magnoflorina 2%
M o M
1 152,1 - 150,4 -
2 151,2 - 152,9 -
3 108,8 6,51s 109,5 6,48 s
3a 111,6 - 116,1 -
4 23,2 2,86 m 24.7 2,63 m
3,15m 3,17 m
5 60,5 3,66me 3,59m 62,4 345me3,11m
6a 69,2 4,38 dl (12,0) 71,0 3,48 m
. 04  311d@120) 316 2,96 m
2,621t (12,0) 2451t (11,6)
7a 125,1 - 126,1 -
8 1124 6,364l (7,5) 117,5 6.49d (7,1)
9 109,9 6,60 d (7,5) 110,5 6,67 d (7.5)
10 150,3 - 151,6 -
11 152,5 - 149,6 -
1lla 123,1 - 123,4 -
la 122,6 - 123,3 -
1b 120,0 - 121,1 -
OCHs3-10 55,2 3,67s 56,1 3,81s
OCH3-2 55,7 3,70 s 56,4 3,76 s
N-CHs 42,5 291s 43,6 2,79 s
N-CHs 52,6 3,31s 54,0 3,23 s

4 Espectro feito em CD50D.
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5.2.Atividades bioldgicas descritas na literatura para algumas das substancias

isoladas de Aristolochia gigantea

A alantoina tem sua importancia reconhecida pela propriedade cicatrizante, e
pelo emprego em cosmética — principalmente em cremes e lo¢gBes de barbear, no
tratamento de pacientes portadores de vitiligo’, além de ser um potente agente anti-
inflamatério para o tratamento de asma®".

As lignanas do tipo furofuranicas compdem uma das maiores subclasses da
familia dos lignoides e apresentam uma grande variedade de atividades bioldgicas.
Estudos com as lignanas furofuranicas (+)-kobusina e (+)-eudesmina relatam que
elas apresentam atividades biolégicas em comum incluindo, antifingica®, inibicao

83,84 886 QOutras atividades sdo

da enzima cAMP fosfodiesterase e citotoxica
particularmente atribuidas a eudesmina, como antibacteriana, e de apresentar
efeitos inibitérios sobre a producéo de fator de necrose tumoral alfa e de relaxacéo
vascular®®.

O sesquiterpeno aciclico E-nerolidol possui atividade larvicida para o Aedes
aegypti®’, apresenta efeito inibitério na formacéo de Ulceras induzidas em diferentes
tipos de animais e atividade antifngica para Microsporum gypseum?®.

O alcaloide aporfinico magnoflorina apresenta significante inibicdo da geracao
de peroxinitrito (ONOQO"), substancia extremamente toxica por causar danos
celulares e disfuncdes no organismo®. Pesquisas sugerem a utilizacdo da
magnoflorina na prevencéo da oxidac¢do de varias formas de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), evitando assim a ateroesclerose®, outra atividade importante é a
inseticida para o Spodoptera frugiperda®.

Outros quatro alcaloides do tipo alcamida foram isolados A. gigantea, podendo-
se destacar a trans-N-feruloiltiramina como moderado inibidor do 6xido nitrico (NO),

que esta envolvido em processos inflamatérios e carcinogénicos®.
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5.3.Testes biolégicos para atividade antiofidica

A administracao de soro antiofidico pode apresentar varias complicacdes para o
paciente. Estudos mostram que a incidéncia de reacdes de hipersensibilidade ao
soro varia de 5 a 33% dos casos®.

Vérias espécies de plantas usadas em comunidades brasileiras no tratamento de
picadas por ofidios tém sido investigadas cientificamente. Estes inibidores naturais
das atividades do veneno dos ofidios no organismo humano podem auxiliar no
tratamento atual e/ou serem Uteis como modelos moleculares para o
desenvolvimento de novos farmacos.

A busca por extratos e substancias capazes de inibir a acao das fosfolipases A,
(PLA,s) tem apresentado bons resultados, um exemplo é o extrato da espécie
Mandevilla illustris que inibiu totalmente a atividade fosfolipasica do veneno de
Crotalus durissus terrificus®.

Neste contexto, e acrescentando o histérico de utilizacdo do género Aristolochia
em tratamentos antiofidicos, foram realizados os testes de inibicdo da atividade
fosfolipasica e proteolitica dos venenos de Bothrops jararacussu, Crotalus durissus
terrificus e com a toxina BthTX-Il, uma PLA; bésica, isolada do veneno de B.
jararacussu. As substancias isoladas da espécie A. gigantea em maior concentracao

foram testadas, sendo estas, a alantoina (1), (+)-kobusina (4) e a (+)-eudesmina (5).

5.3.1. Atividade Fosfolipasica

Os testes de atividade fosfolipasica foram realizados em duas proporcdes
distintas: 1:30 e 1:60 de quantidade de veneno/substancia testada.

A leitura dos dados de inibicdo da atividade fosfolipasica consistiu na medida em
centimetros do halo formado ao redor de cada orificio da placa contendo o gel onde
foram introduzidas as solucdes. Estes halos sédo formados pela hidrélise das
hemacias causadas pelos lisofosfolipideos e acidos graxos liberados (Figura 64, p.
93). Com isso, quanto menor for a medida do halo, maior a capacidade da

substancia em inibir a atividade fosfolipasica da peconha.
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Figura 64. Foto ilustrativa dos halos formados pela atividade fosfolipasica do veneno de Bothrops

jararacussu.
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Figura 65. Acgéo inibitoria das substancias 1 e 5 sobre a atividade fosfolipasica induzida por Bothrops
jararacussu (Bjussu). Os resultados foram expressos pela média + desvio padrao (n=3).
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Figura 66. Acdo inibitoria das substancias 1 e 5 sobre a atividade fosfolipasica induzida pela toxina
BthTX-Il isolada de Bothrops jararacussu. Os resultados foram expressos pela média + desvio padrédo
(n=3).

Pela andlise dos graficos (Figuras 65 e 66, p. 93 e 94) nota-se a eficiente
inibicdo da atividade fosfolipasica, do veneno de Bothrops jararacussu, apresentada
pela alantoina. Porém, esta eficiéncia ndo é mantida com a toxina BthTX-Il. A
inibicdo da toxina BthTX-Il causada pelas substancias 1 e 5 ndo apresenta uma
diferenca significativa entre si, como mostra o desvio padrao obtido.

Uma explicacdo para os dados observados estd na complexa mistura de
componentes no veneno das serpentes. A alantoina pode ter inibido com maior
eficiéncia as fosfolipases A, acidas contidas no veneno responsaveis pela atividade

fosfolipasica desta espécie de serpente.
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0,6 1

\* CDT (10ug) + Ex. Riz
\4 CDT (10ug) + Ex. Ram

0,4 1

Atividade Fosfolipasica (cm)
CDT (10ug) + 1

0,24
0,0 Z4 V%

Crotalus durissus terrificus:amostras (1:60)

Figura 67. Acao inibitéria da substancia 1, dos extratos etandlicos de rizomas (Ex Riz) e ramos (Ex
Ram) de A. gigantea sobre a atividade fosfolipasica induzida por Crotalus durissus terrificus (CDT).

Os resultados foram expressos pela média + desvio padréo (n=3).
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Os extratos mostraram moderada inibicdo da atividade fosfolipasica do veneno
da espécie C. d. terrificus (Figura 67, p. 94), enquanto a alantoina apresentou bons
resultados inibindo cerca de 90% da atividade fosfolipasica. Levando-se em
consideracdo que o0s extratos inibiram aproximadamente 34% da atividade
fosfolipasica do veneno e que os extratos etandlicos de A. gigantea sdo formados
por cerca de 9% de alantoina, sugere-se a presenca de substancias com acéo
inibitéria, juntamente com a alantoina, nos extratos.

Os testes realizados na proporcdo 1:60 veneno/substancia empregando-se 4 e
1:30 empregando-se 1, 4, 5 e 0s extratos ndao evidenciaram atividade inibitoria

significativa.

5.3.2. Atividade Proteolitica

O teste de atividade proteolitica baseia-se na clivagem da azocaseina pelas
enzimas proteoliticas presentes no veneno. A decantacdo ocasionada pela adicdo
de &cido tricloroacético faz com que o0s peptideos resultantes da clivagem
permanegam em suspensdo. A reacao das proteases do veneno com a azocaseina
libera o corante azo em solucdo, assim, é realizada a medida de absorbancia da
solucdo, uma vez que as proteinas que ndo foram clivadas precipitam e s&o

retiradas do meio por centrifugacéo®.
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Figura 68. Acédo inibitoria das substancias 1, 4, 5 e dos extratos etandlicos de rizomas (Ex Riz) e de
ramos (Ex Ram) sobre a atividade proteolitica induzida pela peconha de Bothrops jararacussu
(Bjussu). Os resultados foram expressos pela média + desvio padrao (n=3).

A andlise do gréafico (Figura 68, p. 96) evidencia o alto potencial de inibicdo da
atividade proteolitica, do veneno da espécie B. jararacussu, apresentado pela
substancia 4. As substancias 1 e 5 e o0 extrato de rizomas apresentaram atividade
moderada, enquanto o extrato de ramos mostrou-se inativo.

A propor¢cdo em que as substancias testadas foram capazes de inibir parte das
atividades enzimaticas e proteoliticas dos venenos de serpente foi de 1:60, porém,
esta propor¢cao pode ser considerada elevada quando comparada a outros extratos

ou substancias naturais com propriedades antiofidicas relatadas na literatura™®.
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6. DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Alantoina (1)
Cristais incolores. P. f. = 233-234 T (lit. p. f. = 232-235 ). Dados de RMN de H na
Tabela 1.

E-nerolidol (2)
25

Oleo amarelo. [@]5 = -17 ° (CHCIs, ¢ 0,2) [lit. [@]5 = -12,5 ° (CHCIs, ¢ 0,02)]. Dados
de RMN de 'H e 1*C na Tabela 2.

Ssitosterol (3)

25

Solido amorfo. P. f. = 138-140 T (lit. p. f. = 137-139 ). [e]5 = -15,2 ° (CHCI,, ¢

25

0,2) [lit. [@]5 =-26,1 ° (CHCIs, ¢ 0,1)]. Dados de RMN de *°C na Tabela 3.

(#)-Kobusina (4)

25

Oleo amarelo. [a]f = +51,4 ° (CHCIs, ¢ 0,21) [lit. [@]> = +58,0 ° (CHCIs, ¢ 0,03)].

Dados de RMN de 'H na Tabela 4.

(#)-Eudesmina (5)

Oleo vermelho. [@ff = +17,5 ° (CHCIls, ¢ 0,12) [iit. [ = +61 ° (CHCIs, ¢ 0,4)].
Dados de RMN de H e *3C na Tabela 5.

trans-N-feruloiltiramina (6 + 15)

Solido amorfo. Dados de RMN de *H na Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Aristolactama la N-B-glicosideo (7)
Solido amorfo. P. f > 360 °C (lit. p. f. > 280 °C). [a] =-7.9 ° (MeOH, ¢ 0.1) [iit. [e]g
=-9.9° (MeOH, c 0.07)]. Dados de RMN de *H na Tabela 9.

Aristolactama la 8-B-O-glicosideo (8)
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S6lido amorfo. P. f. = 295-297 °C (lit. p. f. = 292-293 °C). [e]> = -8,2 ° (MeOH, c 0,1)

25

flit. o2 = -10,5° (MeOH, ¢ 0,2)]. Dados de RMN de *H na Tabela 9.

Aristolactama llla (9)
Soélido amorfo. P. f. = 335-337 °C (lit. p. f. = > 350 °C). Dados de RMN de 'H na
Tabela 9.

Aristolactama 9-[O-/-glicopiranosil-O-(1"—2)-4-glicopiranosideo] (10)
Solido amorfo. P. f. > 360 °C. [05]205 =—-3.9°(c 0.5, MeOH). Dados de RMN de *H na
Tabela 10.

Magnoflorina (11)
Solido amorfo. P. f. = 195 °C (lit. p. f. = 197-198 °C). [@]> = +164.4 ° (MeOH, ¢ 0.03)

25

[lit. [e] = +150.0 ° (MeOH, ¢ 0.1)]. Dados de RMN de *H e **C na Tabela 11.

trans-N-coumaroiltiramina (12)
S6lido amorfo. Dados de RMN de *H na Tabela 6.

trans-N-feruloil-3-O-metildopamina (13 + 16)

Solido amorfo. Dados de RMN de *H na Tabelas 6 e 7, respectivamente.

trans-N-p-coumaroil-3-O-metildopamina (14 + 17)
Solido amorfo. Dados de RMN de *H na Tabela 8. ESI-HR-TOF-MS (probe) 4000V,
m/z (rel. int.): 312.1233 [M — H] (100) (calculado para: C18H1004N — H = 312.1236).
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7. CONCLUSOES

Os estudos fitoquimicos dos extratos etanolicos de rizomas e de ramos da
espécie Aristolochia gigantea Mart. resultaram no isolamento de dezessete
substancias pertencentes a distintas classes de metabdlitos especiais, destacando-
se as alcamidas e aristolactamas.

A partir do extrato etandlico de rizomas, isolou-se: quatro aristolactamas, sendo
a aristolactama 9-[O-3-glicopiranosil-O-(1—2)-B-glicopiranosideo] (10) descrita pela
primeira vez na literatura, duas lignanas, uma mistura de alcamidas, um sal de
alcaloide aporfinico, um sesquiterpeno, um esteroide e a alantoina. Do extrato
etandlico de ramos, obteve-se: uma lignana e sete alcamidas, sendo as substancias
trans- e cis- N-p-coumaroil-3-O-metildopamina (14 + 17) relatadas pela primeira vez
na literatura.

As substancias isoladas neste trabalho contribuiram para a ampliacdo do
conhecimento sobre a quimica da espécie Aristolochia gigantea, da qual foram
relatados, anteriormente, o isolamento somente de alcaloides, alantoina e do j-
sitosterol.

A atividade antiofidica foi mensurada com base nos testes de atividade
fosfolipasica e proteolitica das espécies Bothrops jararacussu e Crotalus durissus
terrificus. A alantoina apresentou uma eficiente inibicdo da atividade fosfolipasica
dos venenos das espécies B. jararacussu e C. d. terrificus, enquanto que a (+)-
eudesmina e 0s extratos etandlicos de rizomas e ramos apresentaram atividade
moderada. A (+)-kobusina apresentou um bom potencial inibitério da atividade
proteolitica da espécie B. jararacussu, a alantoina, (+)-eudesmina e 0s extratos
mostraram atividade moderada. Com isso, pode-se concluir que as duas substancias
isoladas em maior concentracdo dos extratos etandlicos de A. gigantea, a alantoina
e a (+)-kobusina, apresentam uma importante inibicdo da atividade fosfolipasica e
proteolitica, respectivamente, o que poderia justificar 0 uso topico da espécie A.
gigantea na medicina popular.

Além da relevancia dos resultados citados, pode-se ressaltar ainda que este
trabalho forneceu dados que podem auxiliar na busca por substancias que

contribuam no tratamento de acidentes ofidicos.
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