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RESUMO

O presente trabalho descreve o isolamento, a identificagcao e a elucidagao estrutural
dos constituintes quimicos de Aristolochia ridicula H.B.K., bem como a avaliagdo das
potenciais atividades inseticidas, antiplasmaodicas e antimicobacterianas dos extratos
e das substancias isoladas dessa espécie. Os extratos acetbnico de folhas e
etandlico de caules foram fracionados por particdo, lavagem e métodos
cromatograficos, resultando em seis e quatorze substancias, respectivamente.
Dentre essas substancias estdo uma nova biflavona (ridiculuflavona D), uma nova
chalcona-flavona (ridiculuflavonilchalcona B) e um tetraflavondide com esqueleto
carbénico inédito (ridiculuflavonilchalcona C), juntamente com a ridiculuflavona C e o
proto-quercitol, os quais foram previamente isolados dessa espécie. Além desses
compostos, isolou-se um flavonoide (luteolina), trés alcaldéides [(+)-coclaurina, (-)-
cloreto de N-steponina e (—)-metilwarifteina], uma alcamida (N-trans-feruloi-tiramina),
duas ribonolactonas [(+)-2-desoxi-D-ribono-1,4-lactona e seu derivado 3,5-
bis(tripolifosfato)], um derivado glucosidico (etil-B-D-glucopiranosidio) e o acido 2-
butinodidico. Além disso, identificou-se os ions 3-hidroxipropanoato, acetato e
formiato por RMN 1D e 2D, sugerindo que esses compostos s&do derivados do acido
2-butinodidico, o qual nao foi detectado por RMN de 'H. As estruturas de todos os
compostos isolados foram determinadas por métodos espectrométricos (RMN 1D e
2D, EMAR, IV, UV e DC). Transformagbes quimicas (metilacdes e/ou acetilagdes)
dos flavondides ridiculuflavona C e ridiculuflavonilchalcona B, bem como dos
alcalbides cloreto de N-steponina e metilwarifteina e da alcamida N-trans-feruloil-
tiramina também auxiliaram na elucidagdo estrutural dessas substancias. A
susceptibilidade do inseto Anticarsia gemmatalis as solu¢cdes de extratos e de
flavondides isolados de A. ridicula foi avaliada pela aplicagéo topica dessas solug¢des
na regido do mesotérax das larvas desse inseto. A chalcona-flavona
ridiculuflavonilchalcona B e o extrato acetbnico de folhas reduziram
significativamente a massa média de pupa de Anticarsia gemmatalis nas
concentracbes de 5,0 e 60,0 pngl/inseto, respectivamente. A determinacdo da
atividade antiplasmaédica in vitro dos extratos e dos flavonoides obtidos de A. ridicula

em cepa de Plasmodium falciparum (BHz 26/86) foi feita utilizando-se bioensaios



com [*H]-hipoxantina. Os flavonoides bioensaiados apresentaram fraca atividade
antiplasmddica, enquanto que os extratos acetdnico, etandlico e etandlico soxhlet de
caules evidenciaram atividade antiplasmddica significativa. Avaliou-se a atividade
antimicobacteriana dos extratos de folhas e de caules de A. ridicula utilizando o
método “Microplate Alamar Blue Assay”. Os extratos hexanico, aceténico e etandlico
de caules inibiram o crescimento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC

27294) em 90% na concentracao de 3,91 ug/mL.

Palavras-chave: Aristolochia ridicula. Aristolochiaceae. Piperales. Flavondide.
Biflavondide. Chalcona-flavona. Tetraflavondide. Alcaléide. Protoberberina.
Benziltetraisoquinolina. Bisbenzilisoquinolina. Alcamida. Anticarsia gemmatalis.

Plasmodium falciparum. Mycobacterium tuberculosis.



ABSTRACT

This work describes the isolation, identification, and structural elucidation of the
chemical constituents of Aristolochia ridicula H.B.K., as well as the evaluation of
insecticidal, antiplasmodial, and antimycobacterial activities of extracts and the
chemical constituents from this species. The acetone extract of the leaves and
ethanol extract of the stems were fractionated by partitions and washing, followed by
chromatographic column, PTLC, and/or HPLC methods to give, respectively, six and
fourteen compounds. These included a new biflavone (ridiculuflavone D), a new
chalcone-flavone (ridiculuflavonylchalcone B), and a tetraflavonoid with a new carbon
skeleton (ridiculuflavonylchalcone C), together with a biflavone (ridiculuflavone C)
and a cyclitol (proto-quercitol), which were previously isolated from this species. In
addition, a flavonoid (luteolin), three alkaloids [(z)-coclaurine, (-)-N-steponine
chloride, and (-)-methylwarifteine], an alkylamide (N-trans-feruloyl tiramine), two
ribonolactones  [(+)-2-deoxy-D-ribono-1,4-lactone  and its  derivative  3,5-
bis(tripolyphosphate)], a glucose derivative (ethyl B-D-glucopyranoside), and 2-
butynedioic acid were isolated. Moreover, 3-hydroxypropanoate, acetate, and
formate were detected by NMR techniques, which suggests that they are derivatives
from 2-butynedioic acid, which is not detected by 'H NMR. The structures of all
isolated compounds were determined by spectrometric method (1D and 2D NMR,
HRMS, IR, UV, and CD). Chemical transformations (methylations and/or
acetylations) of ridiculuflavone C, ridiculuflavonylchalcone B, N-steponine chloride,
methylwarifteine, and N-trans-feruloyl tiramine, also provide further evidences in the
structural elucidations of these compounds. The susceptibility of Anticarsia
gemmatalis to solutions of extracts and several flavonoids from A. ridicula were
evaluated by topical application on the mesothorax of the larvae of the insect.
Ridiculuflavonylchalcone B and the acetone extract of the leaves reduced
significantly the pupa average weight at concentrations of 5.0 and 60.0 pg/insect,
respectively. Antiplasmodial in vitro activity determination of the efficacy of extracts
and several flavonoids from A. ridicula against Plasmodium falciparum (BHz 26/86),
were carried out using [*H]-hypoxanthine bioassay. The flavonoids solutions showed
weak antiplasmodic activity. However, all of the stems extracts, except for the

hexanic, showed significant activity. Antimycobacterial activity of the extracts of the



leaves and stems were evaluated using microplate-based Alamar Blue assay. The
hexanic, acetone, and ethanol extract of the stems inhibited the growth of
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) by 90% at a concentration of 3.91

ug/mL.

Keywords: Aristolochia ridicula. Aristolochiaceae. Piperales. Flavonoid. Biflavonoid.
chalcone-flavone. Tetraflavonoid. Alkaloid. Protoberberine. Benzyltetraisoquinoline.
Bisbenzylisoquinoline. Alkylamide. Anticarsia gemmatalis. Plasmodium falciparum.

Mycobacterium tuberculosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aristolochiaceae Juss. (1789)

1.1.1 Classificacdo botanica

Segundo Takhtajan (1980) e Cronquist (1981), Aristolochiaceae Juss. constitui
uma familia de plantas superiores pertencente a divisdo Magnoliophyta
(Angiospermas), classe Magnoliopsida (Dicotileddnias), subclasse Magnoliidae

1

(plantas primitivas), ordem Aristolochiales '. A classificagdo filogenética do grupo

das Angiospermas, quanto a ordem e a familia, foi revisada em 1998 e atualizada
em 2003, quando a familia Aristolochiaceae foi inserida na ordem Piperales ? °.
Essa ordem, juntamente com Canellales, Laurales e Magnoliales apresentam
caracteristicas genéticas proximas e formam o grupo das Magnoliideas ' *.

Diversas propostas de classificacbes quanto ao numero de subfamilias, tribos,
subtribos e sobretudo géneros vém sendo propostas para Aristolochiaceae * 6.7 Até
meados do século XX, a maioria dos taxonomistas concordava que esta familia
compreendia cinco a sete géneros: Aristolochia, Asarum, Holostylis, Saruma e
Thottea, aléem de Apama e Euglypha . Apos a década de 50, novas classificagdes
para essa familia ampliaram de sete para dezenove o numero de géneros. Além
desses sete géneros, os outros sdo denominados Asiasarum, Asiphonia, Bragantia,
Einomeia, Endodeca, Geotaenium, Heterotropa, Hexastylis, Howardia, Isotrema,
Japonasarum e Pararistolochia .

Gonzalez (1997), baseando-se principalmente em caracteres florais
(morfoldgicos e anatémicos), propde que Aristolochiaceae congregue apenas quatro
géneros (Aristolochia, Asarum, Saruma e Thottea) e trés subgéneros de Aristolochia
(Orthoaristolochia, Pararistolochia e Siphisia) '°.

A evolugéo destas propostas tem levado a diminuicdo no numero de géneros e
ao aumento no numero de subgéneros, e deve-se n&do somente ao aprimoramento
da classificagdo morfoldégica, mas ao aprofundamento nos estudos citotaxonédmicos,

quimiotaxondmicos, genéticos e também de dispersao geografica das espécies .

1.1.2 Caracteristicas gerais

Aristolochiaceae é uma familia de plantas constituida por aproximadamente
600 espécies, dispersas nas zonas temperadas e predominantemente nos trépicos >
8 Dentre os géneros, Aristolochia reine o maior nimero de espécies, estimado em

450, seguido por Asarum, com cerca de 100 espécies dispersas principalmente nas
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zonas temperadas & No Brasil, ocorrem Aristolochia, estimando em 100 espécies

distribuidas por todo o pais °

, Holostylis e Euglypha, ambos monotipicos e
encontrados apenas na regido Centro-Oeste . A maioria das espécies de
Aristolochia brasileiras ocorre na borda de matas. Contudo, ha também espécies
como A. smilacina Duch., Holostylis reniformis Duch. e Euglypha rojasiana Chod. &
Hass. que sé&o encontradas em regides descampadas .

As Aristolochia spp. ocorrentes no Brasil sdo conhecidas popularmente como
‘cipé-milhomens”,  “patinho”, “papo-de-peru”, “erva-de-urubu®, “angelicé” e

» 5. 8.10. 1 “A polinizagdo por moscas (sapromiofilia) é especifica em

“serpentaria
espécies pertencentes aos géneros Aristolochia e Euglypha . O nome “erva-de-
urubu” relaciona-se ao odor desagradavel presente nas flores, assemelhando-se a
matéria animal em decomposi¢ao, sendo por isso atrativo para moscas 8 10 Este
fato foi comprovado por Adler e Jacobson (1982), que ao submeterem insetos
adultos de Musca domestica Linn. (Diptera: Muscidae) ao extrato etéreo de flores de
A. gigantea Mart. & Zucc., com o intuito de avaliar o efeito repelente, observaram o
efeito atrativo 2.

De acordo com Hoehne (1942), as espécies de Aristolochiaceae sao ervas

811 Suas folhas

decumbentes ou lianas, geralmente lenhosas, raramente arbustivas
sdo alternas, simples, com nervuras radiais, com ou sem pseudo-estipulas, profilas
de ramos auxiliares ndo desenvolvidos, geralmente palminérveas e com margens

inteiras &

. O tamanho foliar pode variar de 1 a 40 cm de didametro (valor maximo
observado na espécie Holostylis reniformis, nas demais o valor maximo é 30 cm) .
Essas espécies apresentam inflorescéncia cimosa ou racemosa, frequentemente
reduzida a uma unica flor . Suas flores sdo geralmente monoclamideas,
hermafroditas, zigomorfas (frequentemente em Aristolochia) ou actinomorfas,
possuindo cavidades (bojos) que funcionam como armadilhas para seus

8, 1

polinizadores . Os frutos sdo capsulares e predominantemente compostos de

seis partes que se abrem quando maduros, formando uma cesta pelo qual suas

sementes s3o disseminadas & ™

. Essas espécies sao plantas quase sempre de
habito voluvel e perene, mas podem desaparecer em determinadas épocas do ano
em virtude de secas e incéndios, ressurgindo por brotamento do xilopddio, 6rgao

vegetativo comum em espécies dessa familia *".
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1.1.3 Uso das plantas

O interesse pelos estudos fitoquimicos e bioldgicos de Aristolochiaceae é
justificado pela utilizacdo de suas espécies na medicina tradicional e homeopatica .
A analise de dados etnofarmacolégicos evidencia uma vasta aplicagdo para as
diferentes espécies, por exemplo: abortivas, antiasmaticas, antidiarréicas,
antiinflamatoérias, anti-reumaticas, antiofidicas, anti-sépticas, antitérmicas,
antitussigenas, depurativas, diuréticas, emenagogas, estomaticas, expectorantes,
febrifugas, sedativas, vulnerarias, além de serem utilizadas no tratamento de
inflamacgdes pulmonares e em terapias de emagrecimento " 3,

No Brasil, varias espécies de Aristolochia sdo usadas na medicina popular e
homeopatica geralmente na forma de decoctos ou extratos etanélicos administrados

4 Externamente, o decocto de raizes é empregado no tratamento de

via oral
orquites e doencgas de peles, enquanto o pd das mesmas € aplicado para auxiliar a
cicatrizacéo de ulceragdes crdnicas e lupus .

Espécies pertencentes a Aristolochiaceae sido fontes ricas em derivados
fenantrénicos, os quais sao geralmente substituidos por grupos lactamicos,
lactonicos, carboxilicos e nitricos . Dentre esses compostos, destacam-se os acidos
aristoloquicos (AAs), encontrados principalmente em espécies de Aristolochia e
também no tecido corpéreo de larvas pertencentes a tribo Troidini, por exemplo, a
lagarta Battus polydamas Linn. (Lepidoptera: Papilionidae) " '°. As larvas desses
insetos possuem tolerancia aos acidos aristoldquicos, os quais séo téxicos e/ou
deterrentes para a maioria dos insetos '® . Segundo Urzta e Priestap (1985), os
AAs representam barreiras para a colonizagdo de outras espécies de Lepidopteros
polifagos . A Figura 1 (p. 33) apresenta lagartas de B. polydamas alimentando-se de
A. pubescens Will., a qual é toxica para a lagarta-da-soja [Anticarsia gemmatalis

Hubn. (Lepidoptera: Noctuidae)] .

NASCIMENTO. I. R.

Figura 1. Battus polydamas sobre A. pubescens.
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Neste contexto, a busca de inseticidas naturais a partir de espécies do género
Aristolochia tem conduzido a promissoras rotas de descobertas de novos compostos
que poderdo ser utilizados na protegdo de lavouras ' 8. Por exemplo, extratos
etandlico e acetbnico de tubérculos de A. pubescens e hexéanico de raizes de A.
malmeana Hoeh. apresentam atividade inseticida em Anticarsia gemmatalis, a
principal praga desfolhante da lavoura de soja no Brasil * '°. O extrato metanolico
de diferentes partes de A. baetica Linn. reduz significativamente o crescimento larval
em dois dias apdés o tratamento de Tribolium castaneum Herb. (Coleoptera:
Tenebrionidae), conhecido como besouro-castanho, uma das principais pragas de
estocagem de graos . O extrato diclorometanico de partes aéreas de A. argentina
Gris. apresenta atividade inseticida significativa em Sitophilus oryzae Linn.
(Coleoptera: Curculionidae), uma praga comum nas lavouras de trigo, arroz e sorgo
da América do Sul '°. O extrato diclorometanico de A. triangularis Cham. & Schl.
evidencia atividade larvicida significativa em Aedes aegypti Linn. (Diptera: Culicidae),
o principal vetor de transmissdo de duas doencgas tropicais: a febre amarela e a
febre hemorragica (dengue) ?°. O extrato de raizes de A. albida Duch. apresenta
atividade antialimentar em cupim-da-madeira [Reticulitermes speratus Kolb.
(Isoptera: Rhinotermitidae)] e antialimentar/inibitéria do crescimento em lagarta-do-
tabaco [Spodoptera litura Fabr. (Lepidoptera: Noctuidae)] ?'. A partir do extrato
metandlico de A. indica, isolaram-se oito diferentes acidos aristoloquicos, além de
uma aristolactama e uma aristolona, dos quais somente o AA (I) apresentou
atividade inseticida em S. litura ?°. Extratos de A. bracteata Retz. e A. indica Linn.
mostram atividade larvicida em Anopheles arabiensis Patt. (Diptera: Culicidae), um
dos vetores da malaria .

A malaria (impaludismo) é uma doenca infecciosa febril aguda, cujo agente
etiologico € um protozoario do género Plasmodium (Plasmodium vivax Gras. & Fele.,
P. falciparum Welc., P. ovale Step. e P. malariae Gras. & Fele.), a qual € transmitida
para seres humanos por mosquitos hematéfagos do género Anopheles (Anopheles
darlingi Root., A. aquasalis Curr., A. albitarsis Lync.-Arri., A. cruzi Dyar. & Knab. e A.
bellator Dyar. & Knab.) ? %*. A maioria dos casos severos de malaria e mortes
ocasionadas por essa doenga no mundo é causada pelo P. falciparum 2. De acordo
com Snow e colaboradores (2005), a distribuicdo de casos de malaria causados por
P. falciparum no mundo foi estimada em 515 (de 300 a 660) milhdes para o ano

2002 ?°. Esta estimativa global € 50% superior ao relatado pela Organizagao
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Mundial de Saude (OMS) e 200% superior para as areas externas a Africa, em
relacdo ao mesmo periodo . O continente africano é detentor de 70% dos casos
clinicos registrados, seguido pelo sudeste asiatico com 25% e pelas Américas
Central e do Sul com 5%, . No Brasil, as espécies causadoras dessa doenca sao P.
vivax e P. falciparum ?°. Os principais vetores de transmissdo da malaria sdo fémeas
dos mosquitos Anopheles , destacando-se o inseto A. darlingi >. Essa espécie
apresenta elevada importancia epidemiologica devido a sua abundancia, ampla
distribuicdo no territério nacional (atingindo todo o interior do Brasil), alto grau de
antropofilia e de endofagia, além de sua capacidade de transmitir diferentes
espécies de Plasmodium . Tem como criadouros preferenciais: agua limpa, quente,
sombreada e de baixo fluxo, situacdo muito freqliente na regido Amazénica
Aproximadamente 99,5% dos casos de malaria no Brasil ocorrem na Amazbnia
Legal, que abrange os Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondoénia,
Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhéo .

O tratamento da malaria é feito utilizando-se basicamente produtos naturais
como a quinina e seus derivados (cloroquina, amodiaquina e mefloquina) durante os
sintomas agudos dessa doenca ?® %’. A quinina & um alcaldide isolado de cascas de
Cinchona calisaya Wedd. e C. succirubra Pav. ex Klot. (Rubiaceae), popularmente
conhecidas no Brasil como “quinas” . Essa substancia tem sido usada no tratamento
dos sintomas da malaria por mais de 350 anos, especialmente em casos de P.
falciparum cloroquina-resistente . A maioria das drogas antimalaricas em uso
atualmente foi desenvolvida até a década de 70 . Esse fato evidencia que pesquisas
sobre a malaria, assim como de muitas outras doencas tropicais, foram
negligenciadas pelo setor privado %’. Provavelmente, a resisténcia dos parasitas as
drogas antimalaricas representa um dos maiores problemas para o controle dessa
endemia.

Até o presente, o controle da malaria depende da protecao individual contra a
picada dos mosquitos infectantes com o uso de repelentes, cortinados impregnados
com inseticidas, telas nas janelas e portas.

Diversos produtos naturais com diferentes tipos de estruturas quimicas tém

22 Raizes de A. albida Duch. s3o

mostrado potencial atividade antimalarica
tradicionalmente empregadas no tratamento da maléaria por comunidades africanas

29 Extratos de raizes de Holostylis reniformis reduziram os niveis de parasitemia em
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camundongos infectados com P. berghey Vinc. & Lips., bem como inibiram a
atividade in vitro de P. falciparum 33" 32,

Outra doenga responsavel por um numero elevado de ébitos no mundo é a
tuberculose, uma infecgdo causada pelo microrganismo Mycobacterium tuberculosis
Zopf. 3. Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas morreram de tuberculose nos
tltimos dois séculos **. Segundo Lin e colaboradores (2001), um tergo da populagéo
mundial esta contaminada com o bacilo causador da tuberculose . A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) estima que até 2020, um bilhdo de pessoas estara
infectado, 200 milhdes adoeceréo e 35 milhbes morrerédo devido a tuberculose . O
relato do uso de plantas do género Aristolochia no tratamento de doencas
envolvendo o trato respiratorio, principalmente por comunidades indigenas, motivou
Oliveira e colaboradores (2007) a avaliarem a atividade antimicobacteriana do
extrato hidroalcodlico de folhas, caules e raizes de A. triangularis *°. Esse extrato foi
capaz de reduzir o numero de células de M. tuberculosis viaveis em duas ordens de
grandeza apdés trinta minutos de contato, e torna-las ausentes ap6s uma hora de

contato .

1.1.4 Composigcédo quimica de espécies de Aristolochiaceae

Aproximadamente 700 substancias diferentes de diversas espécies de
Aristolochiaceae foram descritas, sendo cerca de 40% terpendides, 25%
alcaléides/amidas, 15% derivados fendlicos e 10% ligndides, entre outras (ciclitdis e
derivados policetidicos de cadeia alifatica longa - acidos, alcodis e ésteres) .

O padrao de distribuicdo e ocorréncia desses metabdlitos em espécies de
Aristolochiaceae é bastante complexo . Embora alantoina, acidos aristoléquicos e
lignanas furofuranicas e butirolacténicas ocorram em muitas dessas espécies , suas
composi¢cdes quimicas apresentam compostos distintos, que se enquadram em
subclasses como:

e Alcaléides benzilberberinicos de A. gigantea ¢ ¥;
e Alcamidas de A. gehrtii Hoeh. %;

¢ Alcalbdides dibenzoquinolizidinicos e tetraidroisoquinolinicos de A. arcuata Mast.
39, 40.

e Bicubebinas de A. lagesiana Ule. var. intermedia Hoeh. e A. pubescens *';

42,43 44,45,
)

e Biflavondides de A. ridicula e A. contorta
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e Diterpenos cauranicos de A. elegans Mast. e A. pubescens *°;

e Diterpenos clerodanicos de A. brasiliensis Mart. et Zucc., A. esperanzae Kunt. e
A. chamissonis Duch. 47> %8:

e Lignanas ariltetralénicas de A. chilensis Brid. ex Lind., A. contorta Bung. e H.
reniformis ” 4% °:

¢ Neolignanas benzofuranicas e diterpeno esterificado por acidos aristoléquicos de
A. pubescens ' %2 %3

 Neolignana ciclobutanica e neossesquilignanas de Heterotropa takaoi Maek. **;
e Neossesquilignanas de Aristolochia spp., Heterotropa spp. e Asarum spp. " >* °°;
e seco-Lignanas de Holostylis reniformis ;

e Tetraflavondides de A. ridicula ****.

Todas estas subclasses com compostos especificos (marcadores) poderiam
auxiliar na diferenciagéo entre as espécies de Aristolochiaceae .

Francisco e colaboradores (2008) analisaram o perfil quimico dos O6leos
essenciais obtidos a partir de raizes de dez diferentes espécies de Aristolochia
empregadas na medicina popular . A analise desses dados por métodos
cromatograficos e quimiométricos permitiu classificar essas espécies em funcao de
sua composicao quimica em quatro grupos morfolégicos diferentes, aprimorando a

proposta morfoloégica apresentada por Hoehne em 1942 % ™.

Deste modo, a
composi¢cado quimica de uma espécie pode auxiliar na identificagdo taxondémica de
Aristolochia spp., visto que ha frequentes divergéncias taxondmicas devido a
utilizacado de diversos marcadores morfolégicos, os quais ndo sao definidos por um
tnico critério taxondmico evolutivo °.

A similaridade morfolégica entre espécies do mesmo género ou até mesmo de
familias distintas é algo comum, o que resulta em sérios equivocos, principalmente
quando se faz uso de fitoterapicos °’. A erva "fangji" utilizada na medicina tradicional
chinesa € obtida a partir de raizes de qualquer uma das seguintes espécies: A.
fangchi Chow & Hwan., Stephania tetrandra Radi., Cocculus trilobus Thun. ou C.
orbiculatus Linn., sendo as trés Gltimas pertencentes & familia Menispermeaceae . E
valido ressaltar a existéncia de similaridade quimica entre essas familias em relagcao

58, 59

a aristolactamas, dioxoaporfinas e acidos aristoldbquicos . Entretanto, existe

apenas uma ocorréncia do acido aristoléquico (l), marcador quimico de Aristolochia

spp., em cascas de C. trilobus °% °°.
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1.2 Aristolochia ridicula Brow.
Dentre as centenas de espécies pertencentes a familia Aristolochiaceae,
destaca-se neste trabalho Aristolochia ridicula, conhecida popularmente por

“jarrinha” e “erva-de-urubu” ",

1.2.1 Descri¢ao e classificagao botanica

A espécie A. ridicula apresenta caules hirsutos de habito voluvel, com folhas
alternas, as quais também possuem tricomas (Figura 2, p. 38). Suas flores
apresentam em média 3 cm de comprimento por 2 cm de largura e sédo amarelo-
avermelhadas, exalam odores desagradaveis semelhantes a de matéria organica em
decomposicédo. Sua forma lembra um jarro de boca larga, o qual funciona como
atrativo para moscas, o principal agente de polinizacdo (Figura 3, p. 39) '* . O
polinizador € coberto por pélen ao entrar na “flor-armadilha” e ao sair pode leva-lo a

outro espécime, efetuando a polinizagéo cruzada .

Figura 2. Reproducio ilustrativa para uma exsicata de A. ridicula ™.
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{c)Ivan Sazina & Harlies Sazina

Figura 3. Detalhes de flores de A. ridicula'® .

1.2.2 Estudo fitoquimico de Aristolochia ridicula

Os estudos fitoquimicos realizados anteriormente com os extratos acetbnicos
de caules e de folhas dessa espécie levaram ao isolamento e a elucidagéo estrutural
de dimeros e tetrameros flavonoidicos com esqueletos carbdnicos muito raros, além
de um ciclitol. Dentre os flavondides estdo quatro biflavonas (I-1IV), quatro dimeros
de chalcona-flavona (V a VIIl) e dois tetraflavondides (IX e X), além do um ciclitol

identificado como sendo o proto-quercitol (XI) (Figura 4) > 4.
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Figura 4. Estruturas moleculares dos compostos isolados previamente de A. ridicula ***.
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Continuacao da Figura 4.
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1.3 Poliflavonédides

Durante as décadas de 70 a 90, Harborne e colaboradores publicaram revisées
sobre flavondides na natureza, contemplando sua importancia, ocorréncia e
distribuicdo °' 2 ®3 No periodo entre 1993 e 2004, Andersen, Markham e
colaboradores deram continuidade a este importante trabalho de revisédo sobre
flavonoides ®

Os primeiros poliflavondides conhecidos eram constituidos por apenas duas
unidades flavonoidicas, os quais foram separados em dois grupos por Geiger (1993)
®_ O primeiro grupo seria formado por dimeros de flavanas (catequinas e
epicatequinas) e flavanéis, formadores das proantocianidinas . O segundo grupo
seria formado por dimeros exclusivamente de flavonas, isoflavonas, auronas,
diidroflavondis, flavanonas, chalconas ou diidrochalconas, sendo esse grupo
denominado de biflavondides . Em 1992, os primeiros trimeros de flavonas
(triflavondides) foram isolados . Segundo Geiger (1993), as ligacbes
interflavonoidicas desses flavondides devem ocorrer por um mecanismo similar a
proposta de Barton e colaboradores (1956) para a formagédo do acido usnico, bem
como para as cetonas de Pummerer (Esquema 1). Portanto, os biflavonoides

devem ser formados por acoplamentos oxidativos fendlicos %,

Esquema 1. Proposta de acoplamento oxidativo entre moléculas de 2-terc-butil-4-metilfenol

(XII) via cetona de Pummerer ®° %
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Os dimeros e os trimeros flavonoidicos, juntamente com as antocianidinas
(taninos condensados que n&o possuem um grupo carbonilico em C-4), constituem
as duas principais subclasses de metabdlitos especiais formadas por unidades do
tipo Ce—C3—Cs . A partir da década de 90, flavonoides com quatro, cinco e seis
unidades flavonoidicas foram isolados, incentivando o uso da terminologia
poliflavondides. De acordo com Ferreira e colaboradores (2005), os poliflavonéides
sao formados predominantemente pela unido de flavonas, flavondis, diidroflavondis,
flavanonas, isoflavonas, auronas, aurondis e chalconas, 0s quais possuem um grupo
carbonilico em C-4 na maioria das unidades . Entretanto, ha varios exemplos da
auséncia dessa caracteristica estrutural. Diversas novas subclasses tém sido
relatadas como dimeros de neoflavonas biauronois, isoflavanona-auronol, além de

novos padrdes de ligagdes interflavonoidicas para biflavonas .

1.3.1 Ocorréncia e distribuicéo

Os poliflavonodides estdo presentes no reino vegetal em quatro divisées:
Briofitas, Pteridofitas, Gimnospermas e Angiospermas .

Em Bridfitas, diferentes biflavonoides foram isolados em pelo menos dezesseis
géneros de musgos (dentre os quais se destacam Bryum, Dicranum e Hylocomium),
sugerindo uma ampla ocorréncia dessa subclasse metabdlica em musgos . Esses
biflavonéides s&o constituidos principalmente por unidades flavonoidicas néao
metoxiladas, tais como narigenina, apigenina e luteolina ndo metoxiladas (Esquema
2, p. 44) .
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Esquema 2. Proposta biogenética para a formagéo de alguns flavonoides

OH O
naringenina H apigenina
(flavanona) OH luteolina

(flavonas)

l [O]
l [O]
l [O]

OH O
quercetina
(flavonol)
biapigenina 0 OH
(C-1-3-C-11-3")

Em musgos, o padrao mais frequiente de ligacao intraflavonoidica é do tipo C-I-
3'-C-II-3', C-I-5'-C-Il-6 e C-I-5'-C-1I-8, sendo pouco usual o padrao de ligacao etérea
(C-1-6-O-C-1I-4' e C-I-3'-O-C-lI-4") . A partir de musgos, também se destaca o
isolamento de triflavondides: um de Campylopus introflexus Hedw. (Dicranaceae) °,

67. 71. 72 o B. pomiformis Hedw. "2,

73

quatro de Bartramia stricta Brid. (Bartramiaceae)

um de Aulacomnium palustre Hedw. (Aulacomniaceae)
67, 74

e dois de Rhizogonium
distichum Brid. (Rhizogoniaceae) . Esses triflavonoides sdo formados por
unidades de luteolina unidas com os mesmos padrdes de ligacao flavonoidica
observados para os biflavonéides ® ®°. Dentre os triflavonéides, relata-se o primeiro
trimero flavonoidico ciclico isolado de B. stricta, denominado ciclobartamiatriluteolina
, € a separacgédo de dois atropoisémeros constituidos por trés unidades de luteolina a
partir de B. stricta e de B. pomiformis . Estudos sobre ocorréncia e distribuicdo de bi-
e triflavondides em Musci (musgos) véem corroborando a distingdo filogenética

desse subgrupo dos demais: Hepaticae e Anthocerotae, os quais formam o grupo
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das Britfitas . Nas Hepaticae spp. ndo ha relatos de diidroflavondides e
biflavonoéides, porém flavondides mais simples (flavanonas e flavonas) tém sido
isolados a partir de espécies desse género .

Em Pteriddfitas, a amentoflavona (apigenina-apigenina, C-I-3'-C-lI-8) é o
principal biflavondide isolado a partir de espécies pertencentes a duas ordens
primitivas (Psilotales e Selaginellales) ®® . Derivados di- e tri-O-glicosilados da
amentoflavona também ja foram isolados de Psilotum nudum Linn. e Tmesipteris
spp., os dois Unicos géneros de Psilotaceae % ®°. Os biflavonoides hinoquiflavona
(apigenina-apigenina, C-1-4'-O-C-I1-6) e robustaflavona (apigenina-apigenina, C-I-3'-
C-l11-6) foram isolados de Selaginella spp. (Selaginellales: Selaginelaceae) . A partir
de esporos de Osmunda japonica Thun. (Osmundales: Osmundaceae), isolaram-se
derivados metilados da amentoflavona . De folhas de Cyathea spinulosa Wall. ex
Hook. (Cyatheales: Cyatheaceae), isolaram-se biflavonéides com padréao de ligagao
intraflavonoidica pouco usual (C-1-6-C-1I-6) . Até o momento, ndo ha relatos da
ocorréncia de poliflavondéides com mais de duas unidades flavonoidicas em
Pteridofitas.

De acordo com Geiger e Quinn (1988), a ocorréncia de biflavondides em
musgos e em plantas vasculares primitivas (Psilotales e Selaginellales) pode ser
interpretada como uma evidéncia adicional da afinidade quimica entre essas duas
classes vegetais °® ® e a habilidade de sintetizar tais biflavondides & um
plesiomorfismo presente em samambaias (Pteridofitas) e musgos (Bridfitas), o qual
foi herdado de um ancestral comum © ©°,

Em Gimnospermas, a ocorréncia de biflavonoides é relatada em quase todas
as ordens (Cycadales, Ginkgoales, Taxales e Coniferales), com exce¢éo de
Gnetales . As espécies pertencentes a Cycadaceae e Zamiaceae (Cycadales)
apresentam frequentemente biflavonas do tipo amentoflavona (apigenina-apigenina,
C-I-3'-C-lI-8), cupressuflavona (luteolina-apigenina, C-I-8-C-II-8) e strychnobiflavona
(luteolina-quercetina, C-1-2'-C-11-8), sendo esse Ultimo metoxilado em C-II-3 % 8,
Biflavondides do tipo isoflavona-flavona (C-I-5'-C-1I-8) ocorrem particularmente em
Zamiaceae . Na ordem Ginkgoales, o mesmo padrao de biflavonéides de Cycadales
€ observado em Ginkgo biloba Linn., que contém também biflavonas metoxiladas
com padrao de ligacdo C-I-3-C-lI-4' . Em Taxales, confirma-se o padrdo de
derivados da amentoflavona, enquanto que Coniferales particulariza-se das demais

ordens pela ampla ocorréncia da hinokiflavona (apigenina-apigenina, C-1-4'-O-C-I1-6)
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em Araucariaceae, Cupressaceae, Taxodiaceae e Podocarpaceae, bem como pela
baixa ocorréncia de biflavonoides em Pinaceae ® %. De acordo com Geiger e Quinn
(1988), a presencga de biflavon6ides em apenas um género dessa familia corrobora
com uma linha de raciocinio que sugere a auséncia da rota biossintética de
biflavondides em ancestrais de coniferas °> ®. Dentre as familias de Coniferales,
destaca-se o isolamento de derivados hexametoxilados da amentoflavona e da
robustaflavona (apigenina-apigenia, C-3'-C-6") de Prumnopitys spp.
(Podocarpaceae), além de um tetraflavondide simétrico (quatro unidades
flavonoidicas derivadas da apigenina unidas por C-I-3'-C-II-3', C-I-6—-C-Ill-6 e C-llI-
3'-C-IV-3") isolado a partir de folhas de Cephalotaxus wilsoniana Haya.

S Até o momento, ndo foram isolados triflavondides de

(Cephalotaxaceae)
Gimnospermas.

Assim, como em Pteridéfitas e Gimnospermas, a ultima revisdo bibliografica
publicada sobre a ocorréncia e a distribuicdo de biflavonbéides em Angiospermas
foram feitos por Geiger e Quinn (1988) e Geiger (1993) . Até 1993, a ocorréncia e a
distribuicdo desses compostos restringiam-se a 32 géneros pertencentes a quinze
familias de Angiospermas, e muitos desses compostos foram encontrados
exclusivamente em uma unica espécie ®> ®. Segundo Geiger e Quinn (1988)
estudos posteriores poderiam resultar no isolamento dos mesmos biflavondides em
géneros proximos ®°. Os mesmos autores destacaram a importancia de novos e
amplos estudos sobre a ocorréncia e a distribuicdo de biflavondides em
Angiospermas °°.

Até o inicio da década de 90, os principais biflavondides e seus derivados
(metoxilados e/ou hidrogenados) encontrados em Angiospermas em numero
decrescente de ocorréncia s&o: volkensiflavona (C-I-3-C-11-8), amentoflavona (C-I-3'-
C-lI-8), agastiflavona (C-1-6-C-I1-8), cupressuflavona (C-I-8-C-II-8) e robustaflavona
(C-1-3-C-11-6) ® ©  Observa-se em Angiospermas uma tendéncia de ligacdo
intraflavonoidica do tipo C-C envolvendo os anéis C-A' (volkensiflavona) e A-A'
(cupressuflavona). Porém, ainda persistindo o padrdo B-A' (amentoflavona), comum
em Bridfitas, Pteridofitas e Gimnospermas. Baseando-se nas revisbes sobre

biflavonoides % ©8

e nas Ultimas classificacdes filogenéticas de Angiospermas 2 3,
observa-se distribuicdo dos mesmos em dez ordens, com maior ocorréncia em
Malpighiales (Clusiaceae, Euphorbiaceae e Ochnaceae) e Sapindales

(Anacardiaceae, Burseraceae, Meliaceae e Simaroubaceae).
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A ocorréncia de biflavonéides nas familias de Angiospermas restringe-se a
poucas espécies, porém estdo distribuidos por todo tecido vegetal das diversas
partes das plantas (folhas, cascas, caules, raizes, polens, frutos e sementes) €5, 68
Dentre os diversos tipos de biflavondides relatados em Angiospermas, destacam-se
biflavonas com ligacao intraflavonoidica do tipo C-1-3-C-II-6 isoladas a partir de A.
ridicula e de Stephania tetrandra "® (Ranunculales: Menispermaceae), bineoflavonas
de Pistacia chinesis Radi. (Sapindales: Anacardiaceae) , biauronas preniladas de
Glycyrrhiza glabra Linn. (Fabales: Fabaceae), biisoflavonas de Lupinus albus Linn.
(Fabales: Fabaceae), Ochna afzelii Oliv. (Malpighiales: Ochnaceae), Ochna
calodendron Gilg. & Mild. e Lophira lanceolata van Tieg. ex Keay. (Malpighiales:

42, 43 Lophira lanceolata 7" e

78, 79

Ochnaceae) , chalcona-flavonas de A. ridicula
Cissampelos pareira Linn. (Ranunculales: Menispermaceae) , além de uma
bichalcona com ligacéo intraflavonoidica ndo usual isolada de Dorstenia zenkeri
Engl. (Rosales: Moraceae) *°.

Flavondéides com mais de duas unidades flavonoidicas ocorrem em
Angiospermas. Foram isolados um triflavondide de Dracaena cinnabari Balf.

81 82

(Asparagales: Convallariaceae) e dois de Ochna calodendron ““. Dos dez

tetraflavondides conhecidos, nove foram isolados a partir de Angiospermas, sendo

) 42,43

dois de A. ridicula (Piperales: Aristolochiaceae , seis de L. alata Banks ex Gaer.

) 83.84.85.86 o ym de L. lanceolata ®’. Os Unicos penta- e

(Malpighiales: Ochnaceae
hexaflavonoides relatados até o momento foram obtidos de O. calodendron ® e de
L. alata ®, respectivamente. Exceto para os tetraflavondides de A. ridicula, todos os
demais poliflavonodides (tri-, tetra-, penta- e hexaflavonoides) isolados de
Angiospermas apresentam pelo menos um anel hidrofuranico e/ou auséncia de uma
carbonila na posi¢cao C-4 de suas estruturas flavonondidicas.

Portanto, considerando a distribuicdo, a ocorréncia e a diversidade estrutural
dos poliflavondides, observa-se uma tendéncia geral ao longo da evolugao vegetal
no aumento da complexidade estrutural dos poliflavondides encontrados de Bribfitas
até Angiospermas, o que certamente sugere que os poliflavondides sdo marcadores

taxondmicos evolutivos muito promissores .

1.3.2 Funcgbes bioldgicas
As funcgbes bioldgicas desempenhadas pelos flavondides como de protegao
contra os raios nocivos UV-A (320-400 nm) e UV-B (280-320 nm), predadores e
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invasdo bacteriana e/ou fungica, entre outras, provavelmente sdo também
desempenhadas pelos poliflavondides, especialmente os biflavonoides ©> & ©9,
Contudo, as fungdes bioldgicas especificas dos poliflavondides ainda ndo sao
conhecidas , embora a auséncia/presenca de poliflavondides seja forte indicativo de

diferenciagao evolutiva entre os vegetais .

1.3.3 Atividades biologicas
A maioria dos ensaios biolégicos descritos na literatura envolvendo
biflavonéides foi direcionada principalmente para a avaliacdo da atividade

% Pode-se citar, por

antiinflamatoéria, anticarcinogénica/antitumoral e antivirética
exemplo, a atividade antitumoral in vivo do biflavonéide 7"-metoxiagatisflavona
isolado a partir de folhas de Ouratea hexasperma Bail. (Ochnaceae) *'.

Kubo e colaboradores (1983) estdo entre os primeiros cientistas a realizar
estudos envolvendo biflavondides e insetos. Esses autores avaliaram a atividade
inseticida de podocarpusflavona A e da 7".4"-dimetilamentoflavona, isoladas de
Podocarpus gracilior Pilg. (Podocarpaceae) em trés espécies de Lepidopteros:
lagarta-do-milho (Heliothis zea Bodd., Noctudae), lagarta-rosada-do-algodoeiro
(Pectinophora gossypiella Saun., Gelechiidae) e lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda Smit., Nuctuidae) (Figura 5) %. Os autores concluiram que o0s
biflavonodides testados inibiam o crescimento de H. zea e S. frugiperda, e que o
biflavondide podocarpusflavona A com maior polaridade apresentou melhor efeito,

fato ndo observado com P. gossypiella .

podocarpusflavona A OH
7".4"-dimetilamentoflavona OCH3

Figura 5. Estruturas moleculares de biflavonoides com atividade inseticida.
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Numone e colaboradores (2004) descreveram resultados de atividade
antiplasmddica de dois biflavonoides (sikokianina B e sikokianina C) isolados do
extrato n-butandlico de raizes de Wikstroemia indica Linn. (Thymelaeaceae) (Figura
6) ®. Resultados semelhantes foram obtidos para a biflavona lanaroflavona isolada
do extrato metandlico de partes aéreas de Campnosperma panamense Stan.

(Anacardiaceae) .

Ahmed e colaboradores (2001) descrevem o resultado
antiplasmadico moderado para a biflavanona (2S,2"S)-7,7"-di-O-

metiltetraidroxiamentoflavona em cepa de P. falciparum cloroquina-resistente .

sikokianina B sikokianina C

Figura 6. Estruturas moleculares de biflavonoides com atividade antiplasmédica.

Estudos semi-empiricos envolvendo 28 biflavondides correlacionaram
propriedades fisico-quimicas (calor de formagao, coeficiente de particdo e energia
de hidratagdo) com a atividade antimicobacteriana obtida para estas substancias %,
Esses estudos evidenciam que o aumento da hidrofobicidade e do padréo de
oxigenagao desses compostos esta diretamente relacionado com o acréscimo do
efeito inibitério contra M. tuberculosis . Com essas evidéncias os autores sugeriram
selecionar estruturas moleculares de biflavondides mais viaveis e,
consequentemente, de modificagbes estruturais para obter melhor resposta
antimicobacteriana .

As atividades biologicas para a grande maioria dos poliflavon6ides com mais

de duas unidades flavonoidicas ainda sdao pouco exploradas, limitando-se apenas
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atividades antitumorais in vitro e/ou antiinflamatérias in vivo para os tetraflavonoides
isolofirachalcona, lofirachalcona e alatachalcona isolados a partir de cascas de
Lophira alata ®* ®. Os melhores resultados foram obtidos para o tetraflavondide
alatachalcona, o qual foi capaz de inibir o crescimento celular em 72% de uma
cultura especifica de células tumorais e reduzir em 62% a inflamagéo de células de

orelhas de ratos 8% 8.

1.3.4 Biogénese de poliflavonoides

Baseando-se na distribuicdo, na ocorréncia e nos tipos de esqueletos
carbbnicos dos poliflavonoides, pode-se sugerir rotas biogenéticas distintas para
cada divisdo do reino vegetal. Em Bridfitas, Pteridéfitas, Gimnospermas e
Angiospermas devem ocorrer acoplamentos oxidativos enzimaticos, como
exemplificado no Esquema 3 (p. 51), na qual duas unidades de apigenina (XVIII)

formam a amentoflavona (XXI).
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As espécies pertencentes, principalmente, as Angiospermas possuem
provavelmente diversos caminhos Dbiossintéticos para obtencdo de seus
poliflavondides, n&do necessariamente partindo de uma flavona. Por exemplo,
Abegaz e colaboradores (2002) propuseram a biogénese do biflavondide XXV a
partir da reagdo entre as chalconas preniladas XXIl e XXIll via uma reacdo de
cicloadicao do tipo Diels-Alder, passando pelo intermediario flavonoidico XXIV
(Esquema 4) . Os flavonoides XXII, XXIll e XXIV foram isolados de Dorstenia

zenkeri, enquanto XXIV foi obtido de D. barteri .

Esquema 4. Proposta biogenética para a biossintese do biflavonéide XIX isolado de D.
zenkeri (Rosales: Moraceae)

XX OH

Portanto, o isolamento e a elucidagdo estrutural de poliflavondides e seus
provaveis precursores biossintéticos constitui uma importante etapa para a

compreensao da biogénese dessas substancias nestas espécies.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho visou isolar e elucidar as estruturas dos constituintes quimicos
obtidos dos extratos polares de Aristolochia ridicula H.B.K., bem como avaliar as
atividades inseticida, antiplasmédica e antimicobacteriana dos extratos e/ou das
substancias isoladas de A. ridicula, respectivamente, no inseto lagarta-da-soja
(Anticarsia gemmatalis), no protozoario Plasmodium falciparum e na bactéria

Mycobacterium tuberculosis.
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS (especificagdo de materiais,
instrumentos e reagentes utilizados)

1. Para CCDC e CCDP utilizou-se silica gel 60 PF2s4 (Merck ©, 90% < 45 um). As
cromatoplacas foram reveladas com irradiagdes na regido do ultravioleta (254 nm
e 365 nm) ou em cuba com vapores de iodo.

2. Para CC, utilizou-se gel polimérico LH 20 (Sephadex ™), octadecilsilano (ODS)
(Fluka ®, 40-63 um) ou silica gel 60H (Merck ©).

3. Todos os solventes orgéanicos (hexano, CHCI3;, ACN, acetona, MeOH e EtOH)
utilizados em fracionamento cromatografico ou preparo de solugbes destinadas
aos bioensaios possuiam grau de pureza CLAE. A agua utilizada para
fracionamento cromatografico foi destilada e deionizada (resistividade minima de
18,2 MQ.cm a 25 °C).

4. As fragbes obtidas por processos cromatograficos e/ou de particao foram filtradas
com membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com 0,45 um (Milex ™) ou
0,22 um (Whatman ®), e de politetrafluoretileno (PTFE) com 0,50 um (SIGMA ™)
ou 0,22 um (GELMAN ®) de dimensao de poro.

5. Uma centrifuga (Celm ©, Combate) foi utilizada para auxiliar na separagéo de
precipitados formados.

6. Todas as fragdes obtidas foram concentradas em capela com exaustdo e/ou com
auxilio de um evaporador rotatorio (Biichi ™, RE 111 e B 461), acoplado a um
criostato (MLW ™, MK 70) e a uma bomba d’agua (Buichi ™, B169).

7. As analises por CLAE foram feitas utilizando-se um cromatografo Shimadzu ™
com bomba quaternaria (SPD-10AVvp), controlador (SCL-10Avp), detector UV-
Vis. (SPD-10AVvp) e colunas analiticas CHROMPACK (Varian ™) (ODS, 250 x
4,6 mm, com 5 um de tamanho de particula) e SHIM-PACK (Shimadzu ™) (CLC-
Phenyl(M), 150 x 3,9 mm, com 5 um de tamanho de particula), e um
cromatografo (Shimadzu ™) com bomba isocratica (SPD-10AVvp), controlador
(SCL-10Avp), detector UV-Vis. (SPD-10AVvp) e colunas semipreparativas SHIM-
PACK (Shimadzu ™) (ODS, 250 x 20 mm, com 10 pm de tamanho de particula) e
Varian (Varian ™) [Microsorb Phenyl, 250 x 21,4 mm e pré-coluna de 50 x 21,4
mm, com 5 um de tamanho de particula]. Os cromatogramas foram adquiridos
em 254 e/ou 336 nm.
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8.

Os espectros de RMN unidimensionais ('H, "*C, "*P, gNOESY e HOMODEC) e
bidimensionais (gCOSY 'H-"H, gTOCSY "H-"H, gNOESY 2D, gHMQC e gHMBC)
foram obtidos em espectrdmetros Varian ™: INOVA 500 (11,7 T) a 500 MHz para
'H, 126 MHz para "*C e 202 MHz para *'P, e INOVA 300 (7,0 T) a 300 MHz para
'H e 75 MHz para "*C, bem como em um espectrémetro Bruker "™ AC-200 F (4,7
T) a 200 MHz para 'H e 50 MHz para C. Para essas andlises utilizou-se
solventes deuterados [D,0, (CD3),SO, CD3;0D, CD3;CN, (CD3),CO e CDCIs] da
CIL ™ ou da Sigma-Aldrich ™ com pureza = 99,8% para D, contendo solventes
residuais de DHO, (CH3)>,SO, CH3;0D, CH3CN (CH3)2.CO e CHCIs3, utilizados
como referéncia interna para 'H em § 4,68, 2,49; 3,33; 1,98; 2,08; 7,20,
respectivamente, ou tetrametilsilano (TMS) com & 0,00. Utilizou-se os proprios
atomos de carbono dos solventes (CD3)>,SO, CD3;0D, CD3CN e CDCl; como
referéncia interna para calibracdo dos espectros e dos mapas de contornos

envolvendo nucleo de "*C em & 39,5; 48,0; 1,30 e 118,3; 77,2, respectivamente,

ou TMS com & 0,00.

Os espectros de massas de baixa resolu¢ao foram obtidos em um espectrémetro
Fisons Micromass ™ Platform Il por injecdo direta com detecgdo em modo
positivo ou negativo via “Electrospray ionization” (ESI) utilizando N, como gas
nebulisador e com analisadores do tipo quadrupolo em diferetes voltagens e com

distintas energias de colis&o.

10.0s espectros de massas de alta resolugdo e de massas-massas foram obtidos

11.

em um espectrdmetro Bruker Daltonics ™ ultrOTOFq (Bomba de infusdo:
MeOH/H,0 4:1 com fluxo de 300 pL/h) com detecgdo em modo positivo ou
negativo por ESI utilizando-se N, como gas nebulisador e com analisadores do
tipo quadrupolo e tempo de voo em diferetes voltagens e com distintas energias
de coliséo.

.Utilizou-se para calibracdo interna a solugéo de trifluoracetato de soédio 10
mg/mL e para calibragcdo externa a solugdo de formiato de s6dio 10 mM. As
medidas foram efetuadas com “End Plate” de 4500 V, “Capillary” de 4500 V,
“Capillary Exit” de 300 V, “Skimmer 1” de 50 V e “Skimmer 2” de 25 V.

12.0s espectros vibracionais na regido do infravermelho dos compostos foram

obtidos no espectrofotdbmetro Nicolet Impact 400, no intervalo de 400 a 4000

cm™', com resolugado de 4 cm™, utilizando a técnica de pastilha em KBr.
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13.0s espectros eletrénicos das solu¢gdes em metanol foram obtidos utilizando-se
um espectrofotdmetro UV-Vis. Spectrometer Lambda 14P (Perkin Elmer ™), com
as solugbes das amostras (c. em mg/mL) em celas de quartzo com caminho
optico de 1,0 cm.

14.As medidas de rotacdo Optica especifica foram obtidas utilizando-se um
polarimetro Perkin Elmer ™ 341 LC, com as solugcdes das amostras em
diferentes solventes (c. g/100mL) em cela de quartzo com caminho oOptico fixo de
1,00 dm.

15.As curvas de Dicroismo Circular (DC) foram obtidas em um espectrémetro
JASCO ™ CD-2095, com as solugdes metandlicas das amostras (c. em mg/mL)
em celas de quartzo de caminhos 6pticos variaveis (c.0. em mm).

16.As medidas de ponto de fus&o, sem correcao, foram registradas em um aparelho
digital Microquimica Ind. e Com. Ltda MQAPF-301.

17.0s reagentes N-metil-N-nitroso-4-toluolsulfanamida (Merck ®, P.A.), KOH
(Quemis, P.A.) e éter etilico (Synth ® P.A) foram utilizados no preparo de solugéo
de CH2No.

18.0s reagentes anidrido acético (Synth ©® P.A) e piridina (Synth ©® P.A) foram
utilizados para a obtencao de derivados acetilados.

19. Utilizou-se um moinho de facas (Marconi © Potter) para moagem dos materiais
vegetais.

20.As medidas de massas foram obtidas balanga Denver Instrument © APX-200.

21.Todos os solventes que ndo puderam ser recuperados por destilacdo, no proprio
laborat6rio, foram armazenados em dois grupos, clorados e néo clorados e
encaminhados ao setor de apoio técnico do IQ para recuperagdo ou

encaminhamento para posterior incineragao.
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4 EXPERIMENTAL
4.1 Material vegetal

4.1.1 Coleta e identificagao taxondmica de Aristolochia ridicula

A espécie em estudo foi coletada na regidao de Sdo Joaquim da Barra — SP em
25 de fevereiro de 1996 e 3 de marcgo de 2004. A responsabilidade pela identificacao
das amostras vegetais foi compartilhada pelo Dr. Condorcet Aranha (Secretaria de
Meio Ambiente da Prefeitura de Joinville — SC) e pelo Prof. Dr. Lindolpho Capellari
Junior (Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ, Piracicaba — SP).
Exsicatas da espécie obtidas em 2004 foram depositadas no herbario da ESALQ
como sendo c.s. Aristolochia ridicula H.B.K. (voucher: ESA88276).

4.1.2 Preparo dos extratos de Aristolochia ridicula

Os materiais vegetais coletados (duas coletas) foram secos individualmente ao
ar e em seguida em estufa a 45 °C. Ap6s a secagem, foram separados em folhas,
caules e raizes e moidos com auxilio de um moinho de facas. As diferentes massas
vegetais foram submetidas a extracdo por maceragdo com solventes organicos
inertes e de diferentes polaridades (Esquema 5, p. 58). As solugbes resultantes
foram filtradas, concentradas, utilizando-se evaporador rotatério, e secas em capela

com exaustao, resultando em dezesseis extratos (Tabela 1, p. 58).
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Esquema 5. Preparo dos extratos de A. ridicula (coletas de 1996 e 2004)

l Material Vegetal l

a)

e)

( Extrato Hexanico J l Torta '

b)

e)

( Extrato Acetdnico ) ' Torta '

c)

e)

l Extrato Etan(’)licol ' Torta '

d)

e)

Extrato Etanolico
( Soxhlet J ' Torta '

a) Trés extragdes simples com hexano.
b) Trés extragdes simples com acetona.
c) Trés extragdes simples com etanol.

d) Extragdo com etanol até a exaustdo em aparelho do tipo Soxhlet.
e) Concentragao.

Tabela 1. Dados dos extratos de A. ridicula

Partes Material vegetal Massa dos extratos (g)
da seco () Extratos Codigos
planta Ano da coleta Ano da coleta
1996 2004 1996 2004
Hexanico FH 8,4 4,3
Acetodnico FA 30,9 34
Folhas | 9173 1801 Etanolico FE 40,9 8,5
Etanolico Soxhlet FS 77,8 13,1
Hexanico CH 3,3 4.8
Acetodnico CA 8,9 6,8
Caules | 9308 7152 Etanolico CE 6.8 8.1
Etanolico Soxhlet CS 58,0 40,2

4.2 Isolamento dos constituintes quimicos de Aristolochia ridicula

4.2.1 Fracionamento do extrato acetdnico de folhas (FA, 1996)

Parte do extrato acetdnico de folhas (FA, 10,0 g) foi parcialmente solubilizada
em 400 mL de MeOH/H,O (4:1) e depois centrifugada (Esquema 6, p. 60). O
sobrenadante foi submetido a CC (LH-20, 100 g, 95 x 2,5 cm, MeOH), originando 38
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subfracbes. A subfracdo MA-17 foi fracionada por CLAE (semipreparativa),
resultando no isolamento de 1 (13,8 mg). A fragcdo insoluvel do extrato (IMA) foi
lavada com hexano (3 x 200 mL), seguido por CHCI3 (3 x 200 mL) e ACN (3 x 200
mL), sendo que o sobrenadante obtido de cada extragao foi filtrado em funil com
algodao, concentrado em evaporador rotatério e seco em capela com exaustdo. A
subfracdo IMA-A foi lavada novamente com acetonitrila (3 x 10 mL), o sobrenadante
foi filtrado em funil com algod&o e seco em capela com exaustdo. A subfragcao IMA-
A-S foi lavada com H,0O (3 x 10 mL) e centrifugada por 10 minutos, originando um
precipitado amarelo (4, 10,9 mg). A subfracdo IMA-A-I foi submetida a CC (LH-20,
100 g, 63 x 3,0 cm), originando sete subfra¢des. Da subfracao IMA-A-1-7, obteve-se
4 (9,8 mg). A subfragdo IMA-A-1-6 foi submetida a CLAE (semipreparativa) e resultou
no isolamento de 3 (7,4 mg) e 4 (3,5 mg) (Figura 32, p. 164).
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Esquema 6. Fracionamento de FA (1996)

FA
(10,0 g)

a) Dissolugdo em MeOH/H,0 (4:1)
b) Centrifugagéo
c) Filtragéo

Soluvel Insolavel

(5,70 g)

f) Lavagem com hexano (3 x)
c) Filtragéo

MA-1 a MA-38
IMA-H Insoluvel
(2,53 g)

g) Lavagem com CHCI; (3 x)
c) Filtragéo

e)
IMA-C Insolivel
MA-17-1 (1) (1,91 g) solve

(13,8 mg) h) Lavagem com ACN (3 x)
c) Filtragédo

IMA-A IMA-|
(52,2 mg) (1,29)

h) Lavagem com ACN (3 x)
c) Filtragéao

Insolavel

Soluvel

i) Lavagem com H0 (3 x)

b) Centrifugacédo
Soluvel Insoltvel EMA-A-H a |MA-A-I-7J
IMA-A-S-H IMA-A-S-1 (4)
(4,2 mg) (10,9 mg

IMA-A-1-6-A (3 IMAAI68(4)
(7,4 mg)
d) CC (LH 20, MeOH).

e) CLAE (ODS, MeOH:H,0 7:3, 12,0 mL/min).
j) CC (LH 20, MeOH/H,0 4:1 a MeOH 100%).
k) CLAE (Fenil, MeOH/H,O 9:1, 20,0 mL/min).

4.2.2 Fracionamento do extrato acetdnico de folhas (FA, 2004)

Uma parte do extrato FA de 2004 (3,3 g) foi lavada com hexano (3 x 100 mL),
seguido por CHCI3 (3 x 100 mL), acetona (3 x 100 mL) e H,O (3 x 100 mL), o
sobrenadante de cada lavagem foi filtrado em funil com algodao, concentrado em

evaporador rotatério e seco em capela com exaustdo (Esquema 7, p. 61). O



Experimental 61

monitoramento de todas as fragbes/subfragbes obtidas por lavagens com direrentes

solventes descrito neste trabalho foi feito por variagdo de massa das mesmas.

Esquema 7. Fracionamento do extrato acetdnico de folhas (FA, 2004)

FA
l (3.39) l

a) Lavagem com hexano (3 x)
b) Filtragéo

(g%\ﬂg) l Insoluvel l

c) Lavagem com CHCI; (3 x)
b) Filtragédo

(55'8‘}%9) l Insoluvel l

d) Lavagem com acetona (3 x)
b) Filtragdo

(6§é-npw\g) l Insoluvel l

e) Lavagem com H,0 (3 x) a 35°C
b) Filtragédo

((51':66‘;#9)] (Sobrenadante]

f) Cristalizagéo
b) Filtragdo

| solavel | Insoluvel

( FA-S J ( FA-CR (12)]
(540 mg) (4,8 mg)

A fracado soluvel em agua apresentou formacédo de cristais, os quais foram

separados da solucao e identificados como sendo 12 (4,8 mg).

A fragdo FA-A (680 mg) foi solubilizada em MeOH (25 mL) e submetida a
cromatografia em coluna (LH 20, 92 g, 61 x 3,0 cm, MeOH 100%), originando cinco
subfracdes (A1-A5), que foram concentradas separadamente em evaporador
rotatério e secas em capela com exaustao (Esquema 8, p. 62). As subfracées A4 e
A5 foram submetidas a ensaios de solubilidade em solventes pertencentes a
diferentes grupos de seletividade quimica [CHCI3 (n°® 8), ACN (n° 6), EtOH (n° 2) e
H20 (n° 9)] ¥. A subfracdo A4 (63,0 mg) foi parcialmente solubilizada em ACN, o
sobrenadante foi filtrado em membrana do tipo Millipore ©® (0,45 um) e concentrado
em capela com exaustdo, obtendo-se duas subfracdes (A4-A e A4-B). A subfracao
A4-A foi solubilizada parcialmente em etanol, originando as subfracbes A4-A1

(soluvel) e A4-A2 (insoluvel). A subfracdo A4-A1 foi submetida a CC, resultando no
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isolamento de 2 (3,3 mg). Da subfracdo A4-A2, obteve-se 5 (6,2 mg). A subfragcéo
A5 (16,5 mg) foi parcialmente solubilizada em ACN e filtrada em membrana de
PVDF (0,45 pym, 3 x 5 mL) resultando em A5-A (soluvel) e A5-B (insoluvel). A
subfracdo A5-A (13,5 mg) foi submetida a CC sob baixa pressédo (ODS, 50 g, 23 x
2,0 cm, ACN/H20 de 5 a 100%), resultando na obtencgao de 3 (4,2 mg) e 4 (3,0 mg)
(Esquema 7, p. 61).

Esquema 8. Fracionamento de FA-A

FA-A
(680 mg)

a)
l AlaA5 l
l A4 l A5
(63,0 mg) (16,5 mg)

bg Lavagem com ACN

c) Filtragéo
Soluvel Insolavel Soluvel Insoltvel
A4-A A4-B A5-A A5-B
(51,2 mg) (11,4 mg) (13,5 mg) (2,8 mg)
d; Lavagem com EtOH f)
c) Filtragéao

Soluvel Insoltvel A5-A1a A5-A3
A4-A1 A4-A2 (5)
(45,0 mg) (6,2 mg)
e)

(3,3 mg)

a) CC (LH 20, MeOH).
e) CC [ODS, MeOH/H,0O/HAG (0,5 %) de 40 a 100 %].
f) CC (ODS, ACN:H.0 de 5 a 100 %).

4.2.3 Fracionamento do extrato etandlico de caules (CE, 2004)

O extrato de CE (6,7 g) foi parcialmente solubilizado em acetona (3 x 200 mL) a
50 °C, filtrado e concentrado em evaporador rotatério (Esquema 9, p. 64). A fracao
soluvel, CES (1,8 g) foi submetida a CC (LH 20, 92 g, 61 x 3,0 cm, MeOH 100%),
originando seis subfracbes. As subfragbes CES-3 e CES-4 por CLAE

(semipreparativa), forneceram 9 (22,7 mg) e 4 (7,9 mg), respectivamente. A
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subfracdo CES-5 foi lavada com ACN/H,O (9:1) e em seguida centrifugada. O
precipitado obtido foi separado, seco em capela com exaustéo e identificado como

sendo 4 (7,1 mg).
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A fracdo CEI (4,9 g) foi submetida a cromatografia em coluna, originando onze
subfragcbées. A partir de CEI-7 e CEI-8, obteve-se 4 (19,9 mg) e 3+4 (7,1 mg),
respectivamente. A subfracdo CEI-4 foi lavada com metanol, o precipitado obtido foi
separado, obtendo-se 14 (1,1 mg). A subfracdo CEI-2 foi fracionada por CC (ODS,
40 g, 4,6 x 4,6 cm, MeOH/H,O>MeOH->ACN), originando sete subfracbes. A
subfracdo CEI-2-A foi submetida a CC (LH 20, 92 g, 61 x 3,0 cm, MeOH/H,0 3:2),
originando quatorze subfragcées (Esquema 9, p. 64 e Esquema 10), das quais se
obteve 13 (14,8 mg) e 8 (19,3 mg) a partir do fracionamento por CCDP de CEI-2-A-6
(Esquema 10). As subfracdes CEI-2-A-7 e CEI-2-A-8 foram também fracionadas por
CCDP e resultaram em cinco e sete novas subfracdes, respectivamente. A partir de
CEI-2-A-7 obteve-se novamente 13 (25,9 mg) e 8 (5,9 mg), e de CEI-2-A-8, obteve-
se 7 (10,1 mg), 10 (6,3 mg) e 6 (4,1 mg).

Esquema 10. Fracionamento de CEI-2-A

CEI-2-A
(1.19)
a)
E)EI-Z-A-1 a CEI-2-G-1AJ
CEl-2-A-6 CEI-2-A-7 CEI-2-A-8
(233,9 mg) (110,0 mg) (41,5 mg)
b) b) c)
(CEI-Z-A-GA a CEI-2-A-6G] (CEI-Z-A-?A a CEI-2—A-7EJ (CEI-Z-A-8A a CEI-2-A-SGJ
| ]
CEI-2-A-6C CEI-2-A-6F CEI-2-A-7D CEI-2-A-7E CEI-2-A-8D CEI-2-A-8E CEI-2-A-8F
(13) (8) (13) 58) (7 go) 56)
(14,8 mg) (19,3 mg) (25,9 mg) (5,9 mg) (10,3 mg) (6,3 mg) (4,1 mg)

a) CC (LH 20, MeOH/H,0 3:2).
b) CCDP (silica gel, CHCl3/MeOH 4:1).
c) CCDP (silica gel, CHCI3/MeOH 7:3 ¢/ 0,5% NH,OH).

A subfracdo CEI-2-B (Esquema 9, p. 64) foi lavada com CHCI; seguida por
acetona (Esquema 11, p. 66). A porgao soluvel em acetona foi fracionada por CCDP,
0 que levou ao isolamento de 7 (16,7 mg) e 8 (19,1 mg). Analogamente, as
subfragcdes CEI-2-C, CEI-2-D, CEI-2-F e CEI-2-G foram fracionadas por lavagens

com diferentes solventes organicos (hexano, CHCI; e acetona) e/ou fracionadas por
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CCDP (Esquema 12, p. 66 a Esquema 15, p. 67), resultando no reisolamento de 8

de todas essas subfracgdes.

Esquema 11. Fracionamento de CEI-2-B

CEI-2-B
(326,9 mg)

a) Lavagem com CHCI; (3 x)

Insoluvel

CEI-2-B-2
(323,9 mg)
b)

Lavagem com acetona (3 x)
Soluvel Insollvel

CE|-2-B-2-A CE|-2-B-2-B
(93,0 mg) (230,9 mg)

c)

(CEI—Z—B—Z—A—O a CEI—2—B—2—A—4J

d) Conc. d) Conc.

CEl-2-B-2-A-3
l (8) l
(19,1 mg)

c) CCDP (silica gel, CHCly/MeOH 9:1 com 0,5% de NH,OH).

Esquema 12. Fracionamento de CEI-2-C

CEI-2-C
(318,4 mg)

a) Lavagem com CHCl; (3 x)

Insoluvel

CE}-2-C-2
(315,3 mg)
b)

Lavagem com acetona (3 x)
Insolavel

Soluvel

CEI-2-C-2-A CEl-2-C-2-B
(16,5 mg) (298,8 mg)

CEI-2-C-2-B
(90,0 mg)

c)

(CEI—Z—C—Z—B—O a CEI—2—C—2—B—2J

d) Conc.
CEI-2-C-2-B-2
(8)
(40,6 mg)

c) CCDP (silica gel, CHCI3/MeOH 9:1 com 0,5% de NH4OH).
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Esquema 13. Fracionamento de CEI-2-D

CEI-2-D
(165,4 mg)

a) Lavagem com CHCI; (3 x)

Soluvel

Insoluvel

CEl-2-D-1

CEl-2-D-2
(155,3 mg)

b) Lavagem com acetona (3 x)
Insoluvel

CEI-2-D-2-B
(105,2 mg)

CEIl-2-D-2-A
(39,7 mg)

o

(CEI-Z-D-Z-A-O a CEI-2-D-2-A-5J

CEI-2-2-2-A-4

(6,4 mg)

c) CCDRP (silica gel, CHCI;/MeOH 9:1 com 0,5% de NH,OH).

Esquema 14. Fracionamento de CEI-2-F

El-2-F

C
(110,1 mg)

a) Lavagem com CHCI; (3 x)

Insolavel
CEl-2-F-1

CEl-2-F-2

8
(57,(5 )mg)

(155,3 mg)

Esquema 15. Fracionamento de CEI-2-G

a) Lavagem com hexano (3 x)

Insolavel
B
b)
(CEI-Z-G-Z-A a CE-2-D-2-FJ

CEI-2-G-2-C
8

(9,9 mg)
b) CCDP (silica gel, CHCl:/MeOH ¢:1).

A subfracdo CEI-3 (1,89 g), resultante do fracionamento de CEIl por CC
(Esquema 9, p. 64) foi fracionada por CC, originando vinte subfracbées (Esquema 16,

p. 68). De CEI-3-D obteve-se 9 (4,0 mg). As subfragcdes CEI-3-G e CEI-3-N foram
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fracionadas por CCDP, fornecendo 11 (1,6 mg) e 15+16+17 (7,3 mg),
respectivamente. A subfragcdo CEI-3-J foi submetida a CC, originando doze novas

subfracdes, de CEI-3-J-4 obteve-se 7 (106,8 mg) e de CEI-3-J-6 obteve-se 12 (24,7

mgQ).
Esquema 16. Fracionamento de CEI-3
CEI-3
(1,89 9)
a)
l CEI-3-A a CEI-3-T l
CESP CEI-3-G CEI-3-J CEI-3-L CEI-3-N
(4’6 mg) (41,9 mg) (546,9 mg) (89,6 mg) (38,1 mg)
b) c) d) Cristalizagédo e)
(CEI-S-G-O a CEI-3-G-9J (CEI-3-J-O a CEI-3-J-12] Soldvel Insoldvel (CEI-3-N-0 a CEI-3-N-3]
CEI-3-L-1 CE';".‘;‘)'-Q
(86,4 mg) (3,2 mg)

CEI-3-G-1 CEI-3-J-4 CEI-3-J-6 CEI-3-N-3
(11) (7) (12) (15+16 +17)
(1,6 mg) (106,8 mg) (24,7 mg) (7,3 mg)

a) CC (silica gel, CHCl;/MeOH—MeOH).

b) CCDP (silica gel, CHCIls/MeOH 9:1).

c¢) CC (LH-20, MeOH 100%).

e) CCDP (silica gel, CHCI3/MeOH 3:2 ¢/ 0,5% de NH,OH).

4.3 Transformagdes quimicas das substancias isoladas de Aristolochia

ridicula

4.3.1 Metilagdo com diazometano

Os compostos 3 (2,4 mg), 4 (5,3 mg), 7 (20,0 mg), 8 (40,6 mg) e 9 (5,8 mQ)
foram dissolvidos em ACN, e individualmente submetidos a metilacdo. Neste
procedimento a solugéo etérea (Et,O) com CH2N; foi preparada conforme descrito
por Vogel % As misturas reacionais foram deixadas em repouso por 11 dias a
temperatura de —10 °C. ApOs o repouso, as misturas reacionais foram secas a
temperatura ambiente em capela com exaustdo. Os produtos de 4 foram
individualmente solubilizados em CHCI3 e submetidos a CCDP (Hexano/AcOEt 3:7,
3 x eluida), resultando em 4a (2,8 mg) e 4b (2,2 mg). Os produtos de 3, 7,8 e 9
foram 3a (2,3 mg), 7a (18,5 mg), 8a (40,1 mg) e 9a (6,2 mg), respectivamente.
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Todos os compostos naturais e respectivos derivados foram analisados por RMN 1D
e 2D e/ou EM.

4.3.2 Acetilagdo com anidrido acético

O composto 7 (35,9 mg) foi dissolvido em piridina previamente seca (1,0 mL) e
submetido a acetilagdo com anidrido acético (1,0 mL). A mistura reacional foi
mantida em repouso a temperatura ambiente por sete dias, o que levou a obtencéo
de 7b (44,4 mg). O produto obtido foi seco em capela com exautédo. O composto 7b
foi analisado por RMN 1D e 2D.

4.4 Metodologia para bioensaios
4.4.1 Metodologia para ensaios de avaliagdao atividade inseticidas com
Anticarsia gemmatalis

Os testes de susceptibilidade foram desenvolvidos com participacédo do Dr.
Leandro Vieira, sob superviséo do Prof. Dr. Sergio Antonio De Bortoli, no Laboratério
de Biologia e Criagéo de Insetos do Departamento de Fitossanidade da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal — UNESP. A metodologia
empregada nestas avaliagbes foi aquela descrita por Messiano e colaboradores
(2008) , da qual um resumo € apresentado a seguir.

Os experimentos envolvendo larvas e adultos de Anticarsia gemmatalis foram
realizados em conformidade com as leis e as diretrizes institucionais apropriadas, e
foram aprovados pelo comité de ética da UNESP (CEBEA-023071-07). Os adultos
de A. gemmatalis foram coletados no campo e acondicionados em gaiolas
apropriadas para reproducdo a temperatura de 27+2 °C, umidade relativa de
80+10%, fotoperiodo de 14 horas e dieta artificial apropriada. Apds a oviposicao e a
eclosdo dos ovos, as lagartas foram transferidas para uma camara climatizada tipo
B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) sob as mesmas condi¢cdes dos adultos, onde
permaneceram até completar seu ciclo de desenvolvimento. Determinou-se a
solubilidade maxima de FA(1996) e CA(1996) e de lI-V, IX e 4 em solventes atéxicos
para A. gemmatalis. A partir de cada uma dessas solugdes, de trés a cinco novas
solugdes foram obtidas por diluicbes sucessivas: 3,8; 7,5; 15,0; 30,0 e 60,0 mg/mL
de FA(1996); 10,0; 20,0 e 40,0 mg/mL de CA(1996); 0,6; 1,2; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/mL
dell, lll, Ve 4;1,.2;25;50e 10,0 mg/mL de IV e 0,5; 0,9; 1,9; 3,8 e 7,5 mg/mL de

IX. As diversas solugbes de extratos e de substancias isoladas de A. ridicula foram



Experimental 70

entdo individualmente aplicadas topicamente no mesotérax de larvas de A.
gemmatalis no terceiro "instar" (5 a 6 dias de fase larval), em doses de 1,0 uL,
utilizando-se um micro-aplicador. Os tratamentos-controle foram realizados com a
aplicacao de iguais volumes de solvente puro (acetona ou etanol) sobre os insetos
testados. Os tratamentos foram replicados trés vezes, utilizando-se em cada
tratamento dez insetos. As avaliagbes foram efetuadas 72 horas apds a aplicagcéo
das solugbes. As respostas obtidas foram interpretadas como sobrevivéncia ou
morte, sendo esta Ultima considerada quando as lagartas ndo apresentavam
respostas a estimulos mecanicos (respostas a toques). Das lagartas sobreviventes,
avaliou-se a viabilidade pupal e massa pupal. As solugbes de extratos ou de
substancias isoladas de A. ridicula que provocaram reducao minima de 20% na
viabilidade pupal aferida ap6és 72 h da aplicacao tdpica (vp72) e na viabilidade pupal
total aferida ao final do ciclo de desenvolvimento do inseto-modelo (vp:) foram
consideradas promissoras. A analise estatistica para determinar a Diferengca Minima
Significativa (DMS) para a massa média de pupa foi feita utilizando-se o teste de

Tukey.

4.4.2 Metodologia para ensaios de avaliagado de atividade antiplasmddicos in

vitro com Plasmodium falciparum

Os ensaios antiplasmaodicos in vitro com P. falciparum foram desenvolvidos
pelo Dr. Fernando P. Varotti e pela MSc. Luisa G. Krettli, sob a supervisdo da Dr?.
Antoniana Ursine Krettli, no Laboratério de Malaria da Fundagcdo Oswaldo Cruz
(FIOCruz) em Belo Horizonte — MG. A metodologia utilizada para a realizagédo destes
ensaios foi aquela descrita por Andrade Neto e colaboradores (2007) , da qual um
resumo € apresentado a seguir.

Utilizou-se a cepa de P. falciparum BHz 26/86 cloroquina-resistente W2, obtida
de casos de malaria da regido amazébnica . Os parasitas foram mantidos em cultura
de eritrécitos humanos (sangue tipo AB ou A, utilizando meio RPMI 1640
suplementado com 10% de soro humano). O efeito antiparasitario dos extratos da
primeira coleta de A. ridicula [FS (1,0 g), CS (1,1 g), FE (1,1 g), CE (1,0 g), FA (11
g), CA (1,1 g), FH (1,0 g) e CH (1,0 g)] e dos flavonoides [ll (6,9 mg), IV (5,9 mg), V
(6,4 mg), IX (14,7 mg) e 4 (12,8 mg)] foi medido pela porcentagem de inibigdo do
crescimento do parasita em relagdo ao controle (parasitas cultivados em meio n&o

tratado), utilizando-se incorporagéo quimica de [*H]-hipoxantina como indicador de
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parasitemia. As amostras testadas foram diluidas em solug¢édo de 0,02% de Tween-
20 no meio de cultura (RPMI 1640). As solugbes-estoque foram diluidas em meio
completo (RPMI 1640 suplementado com 10% de soro humano) para alcangar cada
uma das concentragdes usadas (até 50 ug/mL para os flavondides e de 25 e 50
pg/mL para os extratos). As culturas com trofozoitas em sangue com sorbitol-
sincronizado de 1 a 2% de parasitemia e 2,5% de hematdcrito (2,5% de hemacias
presentes no sangue) foram entdo incubadas com as solugdes dos extratos e dos
flavonoides de A. ridicula por periodo de 72 horas a 37 °C. O controle positivo com
cloroquina e o controle com meio de cultura com solu¢do de Tween 20 foram usados
em cada experimento. A inibicdo do crescimento do parasita foi avaliada pelos niveis
de incorporagao quimica de [°H]-hipoxantina, a qual foi adicionada os trés meios de
cultura. Esses meios foram incubados por periodo de 18 h a 37 °C, e entdo as
leituras de radiagdo [ foram feitas possibilitando construir as curvas de dose-
resposta. A Concentracéo Inibitéria de 50% (ICsp) foi estimada e comparada com a
do controle positivo por interpolagédo linear utilizando o software Origin ® Cada
experimento foi realizado em triplicata e o mesmo foi repetido trés vezes. Os
resultados foram obtidos utilizando o método duplo-cego. Os dados obtidos foram
definidos como ativo (ICso < 25 pg/mL), parcialmente ativo (25 < ICs9 < 50 pg/mL) e

inativo (ICsp > 50 ug/mL).

4.4.3 Metodologia para ensaios de avaliagdo de atividade antimicobacteriana
in vitro com Mycobacterium tuberculosis

Os ensaios antimicobacterianos in vitro com M. tuberculosis foram realizados
pela MSc. Karina Andrade de Prince, sob a supervisdo da Prof?. Dr2. Clarice Queico
Fujimura Leite, no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. A atividade antimicobacteriana extracelular
foi determinada utilizando-se adaptagdo do método colorimétrico denominado
"Microplate Alamar Blue Assay" (MABA) . A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi
determinada utilizando-se a metodologia padronizada por Sato (1998) *, da qual um
resumo € apresentado a seguir.

Os extratos de A. ridicula da primeira coleta: FS (32,5 mg), CS (35,1 mg), FE
(35,4 mg), CE (32,7 mg), FA (36,6 mg), CA (30,2 mg), FH (36,6 mg) e CH (32,5 mg)

e uma aliquota de isoniazida (controle positivo) foram separadamente solubilizados
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em DMSO. Uma aliquota de cada uma dessas solugdes foi individualmente aplicada
em um orificio de uma microplaca de 96 orificios (tipo Elisa). Em seguida foram
realizadas diluigdes sucessivas destas solugdes no caldo 7H9 (Middlebrook 7H9) de
maneira a se obter concentra¢des variaveis dos extratos (de 250 pg/mL a 3,9 pg/mL)
e da isoniazida (de 1,0 a 0,010 uyg/mL). A cepa de M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294) foi cultivada no caldo 7H9 a 37 °C até atingir a turvacéo igual a escala
McFarland n° 1. A cultura foi diluida 25 vezes, entdo um volume de 100,0 uL foi
inoculada em cada um dos orificios contendo as solugbes dos extratos e da
isoniazida. A microplaca foi selada e incubada a 37 °C. Apds cinco dias de
incubacéao, adicionou-se 25,0 uL de “Alamar Blue” (azul de Alamar) em Tween 80
10,0% (1:1) as solugdes controle de cepa micobacteriana e controle de meio. A
microplaca foi reincubada a 37 °C por 24 horas. Apds este periodo, realizou-se a
leitura visual. Ao se obter desenvolvimento de cor rosea na solugao controle de cepa
micobacteriana, adicionou-se 25,0 uL de azul de Alamar em Tween 80 10,0% (1:1)
nas solugdes bioensaiadas. A microplaca foi reincubada a 37 °C por 24 horas. Apos
este periodo, realizou-se a leitura final. A manutencdo da cor azul nas solugdes
bioensaiadas foi interpretada como auséncia de crescimento bacteriano, enquanto a
alteracédo para rosa foi interpretada como presenca de crescimento bacteriano. A
CIM foi definida como sendo a menor concentragdo de substancia capaz de inibir o
crescimento de 90% da cepa de M. tuberculosis. Cada experimento foi realizado em
duplicata e o mesmo foi repetido trés vezes. Os resultados foram definidos como
ativo (CIM <125 pg/mL) ou inativo (CIM > 125 ug/mL).



Resultados e Discussio 73

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Substancias isoladas

O estudo fitoquimico dos extratos acetdnico de folhas e etandlico de caules de
Aristolochia ridicula H.B.K. resultou no isolamento e na determinacao estrutural de
dezessete substancias, sendo o flavondide Iuteolina (1), duas biflavonas
[ridiculuflavonas D (2) e C (3)], a chalcona-flavona ridiculuflavonilchalcona B (4), o
tetraflavonoide ridiculuflavonilchalcona C (5), trés alcal6ides [(+)-coclaurina, (-)-
cloreto de N-steponina e (-)-metilwarifteina], a alcamida N-trans-feruloil-tiramina,
duas ribonolactonas [(+)-2-desoxi-D-ribono-1,4-lactona e seu derivado 3,5-
bis(tripolifosfato)], o derivado glucosidico etil-B-D-glucopiranosidio, o acido 2-
butinodidico (14) e trés de seus derivados carboxilatos [3-hidroxipropanoato (15),
acetato (16) e formiato (17)]. Além destes compostos, seis derivados metilados
[ridiculuflavonas E (3a), ridiculuflavonas D (4a), ridiculuflavonas E (4b), cloreto de
(-)-N-metiltetraidropalmatina (7a), (-)-dimetilwarifteina (8a) e N-trans-metilferuloil-
metiltiramina (9a)] e um acetilado [cloreto de (-)-2,9-diacil-N-steponina (7b)] foram
obtidos e auxiliaram na determinagcéo estrutural dos respectivos produtos naturais
(Figura 7, p. 74).
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2 OH OCH, OH OH OH OH OH
3 OCH, OH OCH, OH OH OCH, OH
3a OCH, OCH, OCH, OCH, OCH, OCH, OCH,

R’ R? RS R*

4a OCH, OCH, OCH, OH
4b OCH, OCH, OCH, OCH,

Figura 7. Estruturas moleculares das substancias isoladas e derivatizadas no presente
trabalho.
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7 OH OH
7a OCH, OCH,

7b  O(CO)CH, O(CO)CH,

Continuagéo da Figura 7.
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5.2 Consideragdes gerais sobre o isolamento e a determinagéao estrutural dos
constituintes quimicos de A. ridicula

A metodologia adotada para o isolamento dos flavondides 1-5 a partir dos
extratos acetbnico de folhas e etandlico de caules de A. ridicula mostrou-se
complexa devido ao elevado numero de etapas

de fracionamento, associado a utilizagdo de diferentes técnicas de separagao
(lavagem, particao, precipitacdo e cromatografia). Esse procedimento experimental
adotado pode ser justificado em parte pela elevada polaridade e complexidade
quimica dos extratos (Figura 33, p. 165 e Figura 34, p. 166).

A utilizacao de diferentes técnicas cromatograficas para o isolamento de
biflavondides (CCCAE '@ CMP % e CLAE ') vem mostrando resultados
promissores '°?. Contudo, baseando-se nos trabalhos descritos na literatura, verifica-
se que a maioria das metodologias adotadas para o isolamento de poliflavonéides,
com mais de duas unidades flavonoidicas, é feita por meio de varias etapas de
fracionamento e raramente utiliza-se técnicas cromatograficas elaboradas. Particdes
com solventes de diferentes grupos quimicos, associadas a métodos
cromatograficos por permeacao em gel (LH-20) parece ser uma tendéncia geral para
obtencdo de fragcdes enriquecidas com poliflavondides, os quais podem ser
purificados por métodos cromatograficos, por exemplo CLAE.

As metodologias classicas utilizadas para o isolamento direcionado de
alcaléides empregam particbes acido-base (HCI-NH4OH), seguidas por
fracionamentos cromatograficos convencionais (CC e CCDP em silica gel),
monitorados com reveladores quimicos (ex. Dragendorff) ainda sdo bastante
utilizados '®. Contudo, para o isolamento dos alcaldides 6-8 e da amida 9 a partir do
extrato etandlico de caules de A. ridicula utilizou-se metodologia semelhante a
adotada para os flavonoides 1-5. Nas etapas de purificacdo desses compostos foram
empregados, sobretudo, métodos cromatograficos simples (CCDP e/ou CC,
principalmente com silica gel) com fases moveis alcalinizadas com hidroxido de
amobnio na maioria das vezes. Sob essas condi¢cdes cromatograficas, o alcaldide
BBIQ 8 foi obtido a partir de nove subfragdes, sendo todas originarias da subfragcéo
CEI-2, a qual foi previamente fracionada por CC (ODS, MeOH/H,0O->MeOH->ACN).
Este comportamento cromatografico "ndo usual" pode ser explicado devido a
existéncia de conférmeros relativamente estaveis desse tipo de alcaléide em fase

reversa. Este fato foi também constatado por Tshibangu e colaboradores (2003) que
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isolaram dois conférmeros do alcaléide BBIQ S,S-12-O-metilcurina por CLAE em
fase reversa %,

Outras técnicas cromatograficas elaboradas, por exemplo, Eletroforese Capilar
194 véem sendo utilizadas para analisar qualitativamente a presenca de alcalbides
do tipo BBIQs em matrizes vegetais e apresentam excelentes resultados. Outros
tipos de fases cromatograficas, como gel de troca iénica, tém sido empregados para
o isolamento de sais alcaloidicos e apresentam resultados interessantes, por

exemplo, para o isolamento de haletos de magnoflorina '%°

. A purificacdo de
alcaloides por CCDP pode resultar no isolamento de quantidades diminutas
(miligramas) dos mesmos em consequéncia da perda consideravel por adsorgéo a
fase estacionaria '°. Porém, essa técnica ¢ ainda amplamente utilizada para a
obtencdo de alcaldides devido a sua simplicidade, rapidez e custo relativamente
menor que as demais técnicas de purificacdo. Particularmente, para a purificagéo do
sal alcaloidico 7, a cromatografia por permeacédo em gel (LH-20, MeOH) (Esquema
16, p. 68) mostrou-se mais eficaz quando comparada a CCDP (silica gel,
CHCI3/MeOH com NH4OH) (Esquema 11, p. 66).

Os compostos 10-17 foram isolados a partir do extrato etandlico de caules
(CE). O ciclitol 12 ja havia sido isolado do extrato acetonico de folhas (FA) em
estudos anteriores utilizando-se uma metodologia semelhante a descrita nesse
trabalho . Entre essas substancias, destaca-se também o alcino 14, isolado a partir
do fracionamento cromatografico de CEl (Esquema 9, p. 64), e de seus trés
provaveis derivados (15-17) isolados a partir do fracionamento cromatografico em
meio alcalino de CEI-3-N (Esquema 16, p. 68).

A determinacao estrutural dos compostos 1-17 envolveu fundamentalmente a
utilizac&o das técnicas espectrométricas de RMN 1D e 2D e/ou de EM. Dentre esses
compostos, destacam-se 3, 4, 7 e 8, cujos derivados metilados (3a, 4a, 4b, 7a e 8a)
e acetilados (7b) foram obtidos e analisados por RMN 1D e 2D e EM, os quais
fornecerem subsidios para a determinacéo estrutural de seus respectivos produtos

naturais.
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5.3 Determinacgao estrutural de 1-5 e dos derivados 4a e 4b

5.3.1 Luteolina (1)

A analise do espectro de RMN de 'H de 1 revelou um par de dubletos em §
6,20 (d,J = 2,2 Hz) e 6,44 (d,J = 2,2 Hz) e trés sinais em 5 6,90 (d,J = 9,0 Hz), 7,37
(d,J =2,0 Hz) e 7,40 (ddl, J = 9,0 e 2,0 Hz), caracterizando a presen¢a de um anel
aromatico tetrassubstituido e um trissubstituido, respectivamente, além de um
singleto em & 6,54 (Figura 35, p. 167). A analise comparativa dos dados de RMN de
'H de 1 com os dados do monoflavonéide luteolina (3',4',5,7-tetraidroxiflavona) '
sugere que se tratam da mesma substancia (Figura 8). Ainda n&do se encontra

descrita na literatura a ocorréncia desta substancia em espécies de Aristolochiaceae

OH O

Figura 8. Estrutura molecular de 1 com deslocamentos quimicos de hidrogénio (3).

5.3.2 Ridiculuflavonas D (2), C (3) e E (3a)

Os dados de RMN de 'H de 2 em CD30D (Figura 36, p. 168) e de 3 em CDsCN
(Figura 37, p. 169) apresentam-se muito similares, exceto pela presenca de um
singleto referente a uma metoxila aromatica (6 3,90) para 2 e trés singletos
referentes a trés metoxilas aromaticas (6 3,78, 3,89 e 3,98) para 3. As analises dos
espectros de RMN de 'H e gCOSY "H-"H de 2 (Figura 38, p. 170) e de RMN de 'H
de 3 evidenciaram dois singletos (2: 6 6,51 e 6,55; 3: 6 6,59 e 6,66), um par de
dubletos [2: 5 6,45 (d, J = 2,0 Hz) € 6,53 (d, J = 2,0 Hz); 3: 6 6,46 (d, J = 2,3 Hz) e
6,57 (d, J = 2,3 Hz)], trés conjuntos de sinais [2: 6 6,92 (d, J = 9,0 Hz), 7,41 (dd, J =
9,0, 1,0 Hz) e 7,40 (d, J = 1,0 Hz); 3: 6 7,00 (d, J = 8,5 Hz), 7,53 (d, J = 2,3 Hz) e
7,56 (dd, J = 8,5 e 2,2 Hz)], bem como outro par de dubletos duas vezes mais
intensos [2: 6 6,70 (d, J=9,0 Hz) e 7,43 (d, J = 9,0 Hz); 3: 66,87 (d, J =9,0 Hz) e
7,53 (d, J = 9,0 Hz)], permitindo caracterizar a presenca de H-3" (2: 6 6,55, 3: 5 6,63)
e de sistemas aromaticos pentassubstituido, tetrassubstituido, trissubstituido e para-

substituido para cada composto (Tabela 2, p. 85 e Tabela 3, p. 86).
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O espectro de RMN de 'H de 2 em CD3CN (Figura 39, p. 171) apresenta dois
sinais de hidrogénios distintos (6 13,58 e 13,80) relativos a hidrogénios com ligacao
de hidrogénio intramolecular com oxigénios carbonilicos, enquanto que o espectro
de RMN de 'H de 3 apresenta um sinal em & 13,24 relativo a um hidrogénio com
ligagdo de hidrogénio com oxigénio da carbonila.

O espectro de RMN de *C de 2 em CD30D apresenta mais de quinze sinais
de carbonos flavonoidicos, dos quais dois sao nitidamente duas vezes mais intensos
(6 115,9 e 130,9), dois absorvem em frequéncias altas (6 178,6 e 183,8) e um
absorve em freqiiéncia mais baixa (6 56,4), caracterizando a presenga de um
sistema aromatico para-substituido, de duas carbonilas conjugadas e de uma
metoxila aromatica, respectivamente (Figura 40, p. 172). A analise do espectro de
massas de alta resolugcdo evidenciou a molécula desprotonada [M-H]” de m/z
567,0921 (100%) (calculado para: C31H20011—H = 567,0922) para 2 (Figura 41, p.
173) e cationizadas com sédio de [M+Na]" de m/z 619,1250 (45%) (C33H240+4+Na =
619,1216) para 3 (Figura 42, p. 173), sugerindo as férmulas moleculares C31H210 11
para 2 e C33H24044 para 3, as quais contém 22 insaturacoes.

A analise comparativa dos deslocamentos quimicos dos carbonos C-6 e C-8 e
dos hidrogénios H-6 e H-8 entre as subestruturas A, B e C, abstraidas de compostos
biflavonoidicos utilizados como modelos “* * sugere que a posicdo dos
substituintes hidroxilico e metoxilico presentes nos anéis A de 2 e de 3 seja

compativel com as subestruturas C e B, respectivamente (Figura 9).

Figura 9. Deslocamentos quimicos de H-6, H-8 e de C-4 a C-10, para esqueletos
alternativos de biflavonas (8) ***.

Os dados espectrométricos de RMN de 'H e '°C, IV (Figura 43, p. 174) e UV
(Figura 44, p. 174) e EM de 2 sao muito similares aos da biflavona ridiculuflavona B
() . A analise comparativa dos dados de RMN de *C de 2 com os dados da

ridiculuflavona B (ll) revelou variagbes de deslocamentos quimicos significativos
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apenas para os carbonos C-2, C-4 e C-7", sendo este ultimo o carbono metoxilado
da ridiculuflavona B (ll) . A analise do espectro de absor¢cdo na regido do
infravermelho de 2 confirma a presenca de OH fendlicos (v<& : 3345 cm™) e de C=C
(vker: 1628 cm™"), semelhantes aos da ridiculuflavona B (ll) . O espectro de absorcéo
na regido do ultravioleta de 2 apresenta maximos de absor¢do nos comprimentos de
onda 262 nm (loge 4,3) e 334 nm (loge 4,2), os quais sao também similares aos da
ridiculuflavona B () .

Analisando os dados apresentados para 2, juntamente com os dados obtidos
pelo espectro de gNOESY 1D (Figura 45, p. 175) e pelos mapas de contornos
gHMQC e gHMBC de 2 em CD3;OD (Figura 46, p. 176 e Figura 47, p. 178,
respectivamente) foi possivel determinar a presenca de duas unidades do tipo
flavona unidas possivelmente por C-3 (6 114,8) e C-6" ou C-8" (6 108,0), uma vez
que as correlagbes entre H-8" (6 6,51) com C-7" (5 164,7) e C-9" (& 159,0) foram
observadas, bem como a posi¢céo do anel B pelas correlagbes entre H-2' (5 7,43), H-
6' (6 7,43) e C-2 (6 163,1) e do anel B' pela correlagao entre H-3" (5 6,55) e C-1" (
123,8), e pela interagcdo espacial entre H-3" e H-2" (& 7,40). Foi possivel inferir
também a posicdo da OCH3-7 (6 3,90) pela interacdo espacial destes hidrogénios
com H-8 (6 6,45) (Figura 10). Comparando-se esses dados com os da biflavona
) 43

ridiculuflavona B (ll) ™, a estrutura de 2 pode ser estabelecida, onde a unido das

unidades flavonoidicas se da por C-3 e C-6".

OH

Figura 10. Principais interacdes observadas nos experimentos gNOESY 1D ("H«'H) e
gHMBC ("H—"C) para 2.
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A analise detalhada do espectro de massas-massas do fragmento m/z 567,09
(48%) de 2 (Figura 48, p. 180) revelou o rearranjo do tipo retro Diels-Alder (RDA) a
partir da molécula desprotonada [M-H] ", levando a formagéo do fragmento de m/z
401,07 (C3H1407—H, 100%), o que confirmou a posicdo da OCHs3-7 no anel A
(Esquema 17).

Esquema 17. Proposta de fragmentacéo de 2

(100 %)

m/z 567 [568 — H]”
(48 %)

Portanto, a analise conjunta dos dados espectrométricos de 2, associado aos
dados descritos na literatura, estd de acordo com a estrutura biflavonica constituida
por uma unidade de apigenina metoxilada em C-7 (genkwanina) e outra de luteolina,
unidas pelos carbonos C-3 (6 114,8) e C-6" (6 108,0). Esta nova biflavona foi
denominada de ridiculuflavona D 7.

A analise dos dados apresentados de 3, juntamente com os dados obtidos dos
espectros de gNOESY 1D em DMSO-d;s (Figura 49, p. 181), bem como dos mapas
de contornos gHMQC (Figura 50, p. 182) e gHMBC (Figura 51, p. 184) em DMSO-dg
sugerem que esta substancia seja uma biflavona com o esqueleto carbdnico
semelhante ao de lll ou IV . A comparagao dos deslocamentos quimicos de C-6 (6
96,6) e C-8 (5 94,2) e H-6 (5 6,46) e H-8 (5 6,57) de 3 com os de lll e IV sugere que
as posicoes dos substituintes hidroxilico e metoxilicos de 3 sejam compativeis com

aquelas da estrutura de lll (Figura 11, p. 83).
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Figura 11. Principais interacdes observadas nos experimentos gNOESY 1D ("H«'H) e
gHMBC ("H—"C) para 3.

O espectro de massas de baixa resolug¢ao de 3 (Figura 52, p. 186) corrobora a
proposta de esqueleto carbdnico sugerida para essa estrutura, pois evidencia o
fragmento de m/z 147, sugerindo o rearranjo do tipo retro Diels-Alder envolvendo o

anel C' (Esquema 18).

Esquema 18. Proposta de fragmentacgéo de 3

m/z 595 [596 — H]”
(10 %)

Contudo, devido ao nimero reduzido de sinais de "*C observados com auxilio
dos mapas de contornos gHMQC e gHMBC, obteve-se a partir de 3 o derivado
metilado 3a, o qual foi isolado e, finalmente, caracterizado pelas analises dos
experimentos de RMN 1D e 2D, IV, UV e EM de alta e baixa resolucgdes. A analise
do espectro de massas de alta resolugdo de 3a evidenciou a molécula cationizada
com sbdio de m/z 675,1865 [M+Na]’, sugerindo a férmula molecular C37H3,011
(calculado para Cs7H3,041+Na = 675,1842) (Figura 53, p. 186). Uma analise
conjunta dos dados apresentados, juntamente com os dados obtidos pelos
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experimentos de RMN de 'H (Figura 54, p. 187), gCOSY 'H-'H (Figura 55, p. 189),
gNOESY 2D (Figura 56, p. 190), gHMQC (Figura 57, p. 191) e gHMBC (Figura 58, p.
193) de 3a, permitiu confirmar que o padrdo de substituicdo dos anéis B e B' de 3
esta de acordo com lll, uma vez que se observa correlagdes de H-2' (6 7,38) e de H-
6' (6 7,38) com C-2 (5 160,2) no mapa de contornos gHMBC, bem como o padrao de
ligagéo intraflavonoidica, devido as correlagbes de H-8" (5 6,70) com C-6" (6 116,2),
C-9" (8 159,2) e C-10" (8 112,6) (Figura 12).

Figura 12. Principais interacdes observadas nos experimentos gNOESY 1D ("H«'H) e
gHMBC ("H—-'3C) para 3a.

O padréao de ligacao intraflavonoidico observado para as biflavonas I-IV, 2, 3 e

3a & pouco usual. A ocorréncia de biflavondides com esse tipo de ligacéo

42, 43

intraflavonoidica (C-3-C-6") limita-se as plantas A. ridicula e Stephania

tetrandra (Menispermaceae) .
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Tabela 2. Dados de RMN de *C de 2, 3 e 3a (5)
CeH 2° 3° 3a°

5 °ce gHMBC 5 °ct gHMBC 5 ¢ gHMBC
2 163,1s H-2', H-6' 9 160,2s H-2', H-6'
3 114,8 s 9 9
4 178,6 s 9 9
5 161,4s H-6 161,6°s OCH;-5 1616 s OCH;-5
6 96,3d H-8 96,6' d 96,0°d
7 16275 7O OCH5-7, H- 4 1634s  OCH,-7
8 97,7d H-6 94,2 d 92,2°d
9 1654s H-8 9 9
10 107,8s  H-6, H-8 106,0s H-8 108,4s H-6
1" 1257s  H-3', H-5' 1250s  H-3', H-5' 1254s  H-3', H-5'
2' 1309d H-6' 9 129,2 d
3 115,9d  H-5' 113,8 d 113,4 d
2 16075 2o 1614°s  OCH 4 16205  OCH;-4'
5' 115,9d  H-3' 113,8 d 113,4 d
6' 1309d H-2' 9 129,2 d
2" 166,3s  H-3" 164,5s H-3" 160,8s  H-3"
3" 103,9d 103,8 d 107,8 d
4" 183,8s  H-3" 9 9

" g OCH3-5" ou
5 161,8 s 161,2 s OCH;-7"
6" 108,0s  H-8" 9 116,2s  H-8"

" e " g OCH3-7Il ou
7 164,7°s H-8 158,2 s OCH..5"
8" 94,8d 9 95,0 d
9" 159,0°s H-8" 9 1592s  H-8"

10" 105,1s  H-3", H-8" 9 112,6 s  H-3", H-8"
1" 123,8s  H-3",H-5" 1230s  H-5" 124,0s  H-5"

2" 1142d  H-6" 9 108,5d

3" 1471s  H-2", H-5" 1475s  OCH3-3",H-5" 1492s  OCH;-3", H-5"
4" 1512s  H-2" H-5" H-6" ¢ 1516 s  OCHz-4™
5" 116,8 d 9 111,0d

6" 120,3d  H-2" 9 119,4d  H-2"
OCH5-3" 56,2 q 55,8 q

OCH;-4' 55,8 q 55,8 q

OCH,-4" 55,8 q

OCH3-5 55,2 ¢ 55,8 q

OCH;-5" 62,0 q

OCH;-7 56,4 q 55,8 q

OCH;-7" 54,6 q

@ Dados obtidos em CD;0D, 11,7 T.
® Dados obtidos em CD;CN, 11,7 T.
¢ Dados obtidos em CDCl3, 11,7 T.

4 Os dados de RMN de °C e suas multiplicidades foram atribuidos com auxilio dos experimentos

gHMQC e gHMBC.

" 0Os valores que antecedem a mesma letra podem estar trocados na mesma coluna.

¢ Sinal nao observado.
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5.3.3 Ridiculuflavonilchalconas B (4), D (4a) e E (4b)

O espectro de RMN de 'H de 4 evidencia a presenca de sinais referentes a
onze hidrogénios aromaticos, além de trés singletos relativos a doze hidrogénios
metoxilicos (5 4,03; 3,86 e 3,29) e dois singletos em frequéncias altas (5 13,78 e
13,51) relativos a dois hidrogénios hidroxilicos com ligacdo de hidrogénio
intramolecular com oxigénios carbonilicos (Figura 59, p. 195). A anadlise mais
detalhada do espectro de RMN de 'H de 4 associada & analise do espectro gCOSY
'H-"H (Figura 60, p. 196) evidenciou dois singletos (5 7,37 e 6,77), um par de
dubletos [6 6,09 (d, J = 2,3 Hz) e 5,90 (d, J = 2,3 Hz)], um conjunto de sinais em 7,66
(dd, J = 8,3; 2,5 Hz), 7,62 (dl, J = 2,3 Hz) e 7,05 (dl, J = 8,3 Hz) e outro par de
dubletos [6 7,68 (d, J = 9,0 Hz) e 7,02 (d, J = 9,0 Hz)], caracterizando a presenca de
sistemas aromaticos pentassubstituido, tetrassubstituido, trissubstituido e para-
substituido na estrutura molecular de 4 (Tabela 4, p. 92). A analise conjunta dos
experimentos de RMN de ">C (Figura 61, p. 197), DEPT 135° e 90° (Figura 62, p.
199) e gHMQC (Figura 63, p. 200) evidenciou a presenca de nove sinais referentes a
carbonos metinicos e trés metilicos, além de dezenove sinais referentes a carbonos
quaternarios. Uma analise mais detalhada do espectro de RMN de "*C de 4 mostrou
que dois desses sinais sdo nitidamente mais intensos que os demais (6 129,0 e
115,5), caracterizando a presenga de um sistema aromatico para-substituido. Outros
dois sinais em freqiiéncias altas foram observados em 5 194,2 e 185,1, indicativos
de duas carbonilas conjugadas e distintas, além de trés sinais caracteristicos de
metoxilas aromaticas (6 57,1; 56,5 e 56,2) (Tabela 5, p. 93). As correlacdes a longa
distancia observadas por gHMBC de H-2' (5 7,62) com C-2 (5 166,0), C-3' (6 148,8) e
C-4' (6 151,3); de H-3 (5 6,37) com C-1' (8 123,8), C-2 (5 166,0) e C-10 (5 107,0),
bem como pelas interagbes espaciais entre os hidrogénios observadas por gNOESY
1D e 2D entre H-2' (6 7,62) e H-3 (6 6,77) e OCH3-3' (6 4,03) permitiram definir a
posicdo e o padrdo de substituicdo e oxigenagao do anel aromatico trissubstituido
(B) (Figura 64, p. 202 e Figura 66, p. 205). As correlagcdes a longa distancia
observadas de OH-5 (6 13,78) com C-5 (& 155,7), C-6 (5 114,3) e C-10 (56 107,0) no
mapa de contornos gHMBC permitiram determinar o padrdo alternado de
oxigenagao e substituicdo do anel aromatico pentassubstituido (A).

Desses dados, destacam-se os deslocamentos quimicos em 6 194,2 e 6 3,29,

referentes a um carbono carbonilico e trés hidrogénios metoxilicos, respectivamente,
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que sugerem a existéncia de uma unidade do tipo chalcona ligada a outra unidade
do tipo flavona. Esta sugestéo é reforgada pela presenca no espectro de RMN de H
de 4 de dois dubletos em 6 5,90 e 6,09, em freqiiéncias mais altas que aquelas de
H-6 (6,40+0,15) e H-8 (6,44+0,04) de I-IV (biflavonas) ** **, porém, similares a H-4"
(8 5,82+0,09) e a H-6" (5 6,07+0,10) de V-VII e X (chalconas-flavonas) ** %3,
indicando a presencga de um anel aromatico tetrassubstituido de chalcona (anel A).
Assim, podem ser propostas trés subestruturas (4l1-4lll) para 4 como indicado na

Figura 13.

4 41

Figura 13. Principais interacdes observadas nos experimentos gHMBC ('H—"3C),
gNOESY 1D ("H«<>'H) e gNOESY 2D ('H«>'H) para as subestruturas (41-4lll) de 4.

Os espectros de absorgcdo na regido do infravermelho de 4 confirmam a

presenca de OH fenolicos (v<&: 3439 cm™) e de carbonilas conjugadas e/ou C=C
(v¥8: 1624 cm™) (Figura 67, p. 207). Na regido do ultravioleta-visivel, o composto 4

apresenta maximos de absor¢cdes em 308 nm (loge 4,6) e 342 nm (loge 4,5) (Figura
68, p. 207), os quais sao similares as observadas para as chalconas-flavonas V-VII e
os tetraflavonoides IX e X .

As ligacbes entre as unidades flavonoidicas poderiam ocorrer via C-a-C-6 e C-
B-O-C-7 ou C-a-O-C-7 e C-B-C-6. Em ambos os casos, essas ligagcdes levariam a
formacgao de um anel furanico (anel D) na estrutura de 4 (Figura 13, p. 88).

A andlise conjunta dos espectros de RMN de '*C, DEPT 135° e 90° revelou a
presencga de dois sinais referentes a dois carbonos sp? nao hidrogenados em & 158,7
e 114,1. Logo, duas estruturas alternativas de chalconas-flavonas D ou E s&o viaveis
(Figura 14).
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Figura 14. Deslocamentos quimicos de C-a e C-f3 para esqueletos alternativos de modelos
de chalconas-flavonas (5) ** 7® ™.

A estrutura que melhor se adequa aos dados obtidos € a D (ligagao
intraflavonoidica via C-a-C-6 e C-B-O-C-7), pois os valores dos deslocamentos
quimicos observados para C-a e C- de 4 sdo mais proximos daqueles dos modelos
de D, proposto para a chalcona-flavona cissampeloflavona isolada de Cissampelos

pareira "> "® (Figura 15).

Figura 15. Estrutura molecular da chalcona-flavona cissampeloflavona " ™°.

O espectro de massas de alta resolucdo de 4 evidencia a molécula
desprotonada [M-H]™ de m/z 595,1235 (100%) (calculado para: C33H24011—H =
595,1235) contendo 22 insaturagbes compativel com a estrutura de um dimero
flavonoidico para 4 (Figura 69, p. 208).

A analise do espectro de massas-massas de alta resolucdo de 4 sugere
fragmentagdes da molécula desprotonada [M-H]” de m/z 595,13 (70%) pela perda
de radical metilico, formando ions de m/z 580,10 (100%) e pela perda de um
fragmento de 166 u, formando fragmento de m/z 429,10 (61%), seguido pela perda
de fragmentos de massa compativeis com um radical metilico, formando ions de m/z
414,08 (91%) (Esquema 19 e Figura 70, p. 208).
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Esquema 19. Proposta de fragmentacgéo para 4

Deste modo, exceto pelo espectro de massas, os dados espectroscopicos
obtidos para 4 sdo muito similares aos obtidos para o tetraflavonoéide simétrico X, o
qual foi previamente isolado dessa espécie . Com o intuito de confirmar a estrutura
proposta para 4, derivados metilados foram obtidos (4a e 4b) e analisadas por
métodos espectrométricos.

Os experimentos de RMN de 'H de 4a e de 4b evidenciam seis e sete sinais
relativos a grupos metoxilicos, respectivamente (Tabela 4, p. 92, Tabela 5, p. 93,
Figura 71, p. 209 e Figura 72, p. 210).

Os espectros de massas de alta resolugdo de 4a e de 4b mostram ions para
ambas as moléculas cationizadas com sodio (4a: [M+Na]" de m/z 661,1728, 4b:
[M+Na]" de m/z 675,1872) e protonadas (4a: [M+H]" de m/z 639,1900, 4b: [M+H]" de
m/z 653,2057), compativeis com as férmulas moleculares C3sH30011 € C37H3,014,
respectivamente (Figura 73, p. 212 e Figura 74, p. 212).

As metilagdes dos grupos hidroxilicos nos anéis A, A' e B' de ambos os

derivados exclui a possibilidade de que 4 seja um tetramero similar ao isolado
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previamente dessa mesma espécie . A analise conjunta dos dados espectrométricos
apresentados para 4a e 4b, incluindo aqueles fornecidos pelos experimentos
gCOSY 'H-"H (Figura 75, p. 213 e Figura 76, p. 214), gNOESY 2D (Figura 77, p. 215
e Figura 78, p. 216), gHMQC (Figura 79, p. 217 e Figura 80, p. 219) e principalmente
gHMBC (Figura 81, p. 221 e Figura 82, p. 223), que evidencia correlagbes dos
carbonos em 6 156,0 (C-B) para 4a (Figura 16) e 154,8 (C-B) para 4b (Figura 17)
com os hidrogénios H-2" (4a: 6 7,73, 4b: 6 7,73) e H-6" (4a: 5 7,73, 4b: 6 7,73)
permitiu determinar o esqueleto carbbénico de 4, no qual a chalcona € ligada a
flavona por C-a-C-6 e C-p-O-C-7.

3
x5 on

Figura 16. Principais correlagdes observadas pelos experimentos gHMBC ("H—"°C) e
gNOESY 2D ('H«>'H) para 4a.

Figura 17. Principais correlacdes observadas pelos experimentos gHMBC ('H—"°C) e
gNOESY 2D ('H«>'H) para 4b.

Os dados espectroscopicos de 4 sao similares aos da chalcona-flavona

879 o estao de acordo com o

cissampeloflavona isolada de Cissampelos pareira
esqueleto carbbnico determinado. A chalcona-flavona 4 foi denominada de
ridiculuflavonilchalcona B . Até o momento, o esqueleto carbdnico do tipo chalcona-

flavona apresentado para 4 restringe-se a essas duas espécies.
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Tabela 4. Dados de RMN de °C de 4, 4a e 4b (3)

c 4 4a’ 4b°

5 gHMBC 5 gHMBC 5 gHMBC

2 166,0s  H-2,H-3,H-6' 1614s H-3, H-6 161,6 s H-3

3 104,0 d 105,8 d 106,5 d

4 185,1's o o

5 155,7s  OH-5 152,8s OCH;-5 154,0s  OCHj-5

6 1143s  OH-5, H-8 o o

7 155,3s°  H-8 o o

8 91,5d 96,0 d 96,0 d

9 158,2 s° 9 o

10 107,0s  H-3,0H-5,H-8 ¢ 1144s H-3

1" 123,8s  H-3,H-5' 1240s H-5' 1244s H-5'

2' 110,8d  H-6' 109,0 d 108,5 d

3 1488s 200N 45025 OCH,3, HE 14955  OCH, 3, H5
4 151,3s  H-2, H-5',H-6' 15265 OCH;-4', H-2  1520s H-2', OCH;-4'
5' 116,3 d 111,0 d 111,5d

6' 121,8d  H-2' 119,8d H-2' 119,5d  H-2'

o 114,1s g9 g

B 152,55 156,0 s H-2", H-6" 154,85  H-2", H-6"

1" 194,2 s 9 o

2" 108,2s  H-4", OH-7" 9 113,0s  H-4", H-6"

3" 165,2s  OCH3-3" 163,55 OCH;-3" 161,4s  OCH;-3", H-4"
4" 92,5d H-6" 90,5d 91,0d  H-6"

5" 16725 H-4" 168,25 OCH;-5" 16415 o OCHeS"
6" 96,7 d H-4", OH-7" 93,5d 91,0d  H-4"

7" 168,55  OH-7" o 161,4s  H-6", OCH;-7"
g 122,7s  H-3" H-5" 122,0s H-3" H-5" 122,2s  H-3", H-5"

2" 129,0d  H-6" 127,5d 129,0 d

3" 1155d  H-5" 114,0 d 114,0 d

H-2", OCH3-4", H-2", OCH3-4", H-2", OCH3-4",

4 161,75 e 161,05 |6 16055 |\ cw

5" 1155d  H-3" 114,0 d 114,0 d

6" 129,0d  H-2" 127,5d 129,0 d

OCHs-3'  57,1q 55,2 q° 56,0 q°

OCH3-3"  56,5q 55,0 q° 55,6

OCH;-4' 54,8q' 55,8 q°

OCH3-4" 562 546q' 55,0 q

OCH3-5 61,6 q 62,8 q

OCH3-5" 55,0 q 55,0 q

OCH,-7" 55,6

@ Dados obtidos em CD5;CN, 11,7 T.

® Dados obtidos em (CD3),CO, 11,7 T.

¢ Dados obtidos em CDCl;, 11,7 T.

4 Os dados de RMN de °C e suas multiplicidades foram atribuidos com auxilio dos experimentos
DEPT 135° e 90°, gHMBC e gHMQC.

" Os valores que antecedem a mesma letra podem estar trocados na mesma coluna.

9 Sinal ndo observado.



"L /L1 €100 wae sopnqgo sopeq

"1 /'11 '00%(*@D) ws sopiqo sopeq ,

"L /L1 ‘NO®QD we sopnqo sopeq

"H,-H, ASODb ojuswiiadxa wa 8seq wod eplodjageiss apeploldiiniy

(s) ¥9'cL (s) Ls'clL w.-HO

(s)gzclL G-HO

WOH (s) €9 W= HOO

WOH W H (s)e6L'c (s) g6’ «S-¥HOO

(s) 06'c (s) 22'¢ G-*HOO

wGH We-H (s) eg'e wSH We-H (s) gg'c wGH We-H (s)9g'c  .¥-fHOO

G-H (s) g6'c G-H (s) 16'¢ F-¢HOO

WH (s) €9'c WH (s) 1e'¢ WH (s)ez's  .£-fHOO

Z-H (s) 00 Z-H (s)zo'vy Z-H (s)eo'y  £-fHOO

wGH (€6'P)ELL wGH (e8P L. wGH (06 ‘P) 89°L w9

w9H “W-fHOO (€6'P) 289  .9H ‘WP-tHOO (€8 ‘P) GO°L w9H “Wr-fHOO (06 ‘P) 20°L wS

wh-¢HOO ‘W2-H (€6'P) 289  .PtHOO ‘WwZ-H (€8 ‘P) GO°L wb-¢HOO ‘W2-H (06 ‘P) 20°2 wE

wEH (€6P)ELL wEH (e8P L. wEH (06 ‘P) 89°2 wl

190 h__m-fo_m (s) 109 «S-¢HOO (G'z'pP)gT9 (€2 ‘P) 609 u9

190 ...m-fo_% (s) 10'9 «£-*HOO0 (G'2 ‘P) 00'9 «£-*HOO (€2 'P) 06'S b

G-H (0°C‘8'8‘PP) LG°L G-H (0'z's'e‘pp) gL', G-He-H (€28 'pPp) 992 9

P-*HOO (88 ‘P) 00°2 9-H ‘7-*HOO (G'8'P)8L‘L 9-H (€8 ‘P) GO°L S

£-*HOO0 ‘¢-H (0'z‘P) 6E‘L £-*HOO0 ‘¢-H (02 'p) L9°2 £-*HOO0 ‘¢-H (€Z'P) 2oL Z

() ¥¥'2 (s)gg'. (s) 2£°2 8

.Z-H (s) 299 9-H ‘Z-H (s) 899 9-H ‘Z-H (s) 22'9 )

az AS3IONDB Q az AS3IONDB Q @z®edl ASIOND Q H
AP % o

o«(ZH Wa [ 'e) ay @ ey ‘v op H, dp NINY op sope( 'S ejaqeL

€6

0essnosI @ Sope)nsay



Resultados e Discussio 94

5.3.4 Ridiculuflavonilchalcona C (5)

Os espectros de RMN de 'H de 5 apresentam trés sinais relativos a
hidrogénios com ligagbes de hidrogénios intramoleculares com oxigénios
carbonilicos, dezoito sinais relativos a hidrogénios aromaticos e seis sinais de
metoxilas aromaticas (Figura 83, p. 225). O espectro de RMN de C de 5 mostra
quatro sinais relativos a quatro carbonilas flavonoidicas, cerca de cinquenta sinais
relativos a carbonos aromaticos, aléem de seis sinais caracteristicos de carbonos
metoxilicos (Figura 84, p. 227).

A andlise mais detalhada do espectro de RMN de 'H, associada a analise do
espectro gCOSY H'-H' de 5 (Figura 85, p. 229) evidenciou trés singletos em
freqUéncias altas [6 13,75 (1H); 13,51 (2H); 13,19 (1H)], dois pares de dubletos [
7,69 (2H, J = 9,3 Hz), 7,03 (2H, J = 9,3 Hz); 7,54 (2H, J = 9,0 Hz), 6,89 (2H, J = 9,0
Hz)], seis sinais em & 7,53 (1H, dI, J = 2,0 Hz), 7,56 (1H, dd, J = 8,0, 2,0 Hz) e 7,00
(1H,d,J=38,0); 7,62 (1H, d, J = 2,5 Hz), 7,66 (1H, dd, J = 8,0, 2,5 Hz), 7,05 (1H, d, J
= 8,0 Hz), dois pares de dubletos [5 6,59 (1H, J = 2,3 Hz), 6,09 (1H, J = 2,3 Hz); 6,48
(1H, J = 2,3 Hz), 5,90 (1H, J = 2,3 Hz)] e quatro singletos [6 7,38 (1H), 6,78 (2H),
6,67 (1H) e 6,60 (1H)], caracterizando a presenca de pares de sistemas aromaticos
para-substituidos, trissubstituidos, tetrassubstituidos e pentassubstituidos. Esta
analise também evidenciou a presencga de seis sinais de hidrogénios metoxilicos (3
4,03, 4,00, 3,91, 3,87, 3,81 e 3,30). A analise dos espectros de RMN de '*C, DEPT
135° e 90° revelou quatro sinais desprotegidos relativos a carbonos carbonilicos (&
193,4, 190,2, 1844 e 1827), dezoito sinais de carbonos sp® aromaticos
hidrogenados, dos quais quatro s&o nitidamente mais intensos (6 129,9, 128,2, 114,7
e 113,9) caracterizando a existéncia de dois anéis para-substituidos, além de seis
sinais de carbonos metoxilicos (6 56,32, 56,28, 56,0, 55,7 e 55,3) (Figura 86, p. 230).
Portanto, a anélise conjunta dos dados de RMN de 5 sugere a existéncia de quatro
unidades flavonoidicas (Tabela 6, p. 98 e Tabela 7, p. 99).

O espectro de massas de alta resolugdo de 5 evidencia a molécula
desprotonada [M-H]  de m/z 1191,2527 (Figura 87, p. 231), sugerindo a formula
molecular CgsHas022—H contendo 43 insaturagdes, e o pico base de m/z 595,1242
(100%). A interpretacdo do espectro de massas-massas dos ions de m/z 595,12
forneceu o esquema de fragmentacéo idéntico ao obtido para a chalcona-flavona 4
(Esquema 19, p. 90, Figura 70, p. 208). Além disso, exceto por C-5" (6¢c 163,6),
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todos os sinais de carbonos e de hidrogénios atribuidos para 4, também foram
observados para 5, com assisténcia dos experimentos gHMQC e gHMBC (Figura 89,
p. 232 e Figura 90, p. 234, respectivamente). Entdo, a estrutura parcial 5l foi
sugerida para 5, a qual contém 22 insaturagdes. Uma andlise detalhada dos
experimentos gHMQC, gHMBC, gCOSY H'-H' e gNOESY 1D (Figura 91, p. 238) de
5 permitiu propor mais duas estruturas parciais para 5: uma flavona (5ll, contendo
onze insaturagcdes, um anel aromatico A" pentassubstituido e um anel B"
trissubstituido) e uma chalcona (5lll, contendo dez insatura¢des, um anel aromatico
A" tetrassubstituido e outro B"™ para-substituido). Todas as unidades contém
ligagbes de hidrogénios intramoleculares com oxigénios carbonilicos (OH-I-5, OH-I-
3", OH-II-5 e OH-III-7") (Figura 18).

=

5l 5l

Figura 18. Principais correlagdes obtidas por gHMBC ("H—'3C) e interacdes obtidas por
gNOESY 1D e 2D ("H«"H) para as subestruturas 51 a 5lII.

A analise das correlagdes entre H-lll-a (5 6,78) e C-1lI-1" (5 125,6) e C-llI-p (5
156,1) permitiram estabelecer a substituicdo no anel B™ da subestrutura 5lll. A perda

de H-lll-a junto com o anel B™ (M-108) (rearranjo  de hidrogénio) constitui uma
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importante rota de fragmentagéo de 5 por espectrometria de massas (Esquema 20,
p. 97 e Figura 92, p. 239). Esses fragmentos, junto com os originarios de rearranjos
do tipo retro Diels-Alder envolvendo os anéis C e C", estdo entre os mais
importantes ions evidenciados nos espectros de massas. Consequentemente, a
analise dessas fragmentagdes sugere que as unides entre as unidades flavonoidicas
ndo se déem pelos anéis B e B". O espectro de massas de baixa resolugdo de 5
mostra os ions de m/z 728 e 437, sugerindo uma fragmentagéo a-carbonilica de 5lll
(C-1I-1"-C-lll-a e C-IlI-1"-C-lI-2", respectivamente), bem como o pico base de m/z
421, que pode ser originario da quebra da ligagao C-I-5"-O-C-IlI-, e do rearranjo do
tipo retro Diels-Alder envolvendo o anel C" ([M-579-192]"), além dos ions de m/z
507 [M+H-579-107]". Estes dados permitem estabelecer uma sequéncia de
ligagbes entre as trés subunidades (51-5111-5l1). As unidades 5lll e 511 poderiam estar
ligadas de duas formas: C-I1I-5"-O-C-II-7 ou C-IlI-5"-O-C-II-8. A melhor alternativa foi
selecionada mediante comparagéo dos deslocamentos quimicos de hidrogénios e de
carbonos do anel A" com os descritos na literatura para os flavondides 3',4',5,5',8-
pentaidroxi-3,7-dimetoxiflavona e limocitrina 3-O-B-D-glucopiranosideo (Figura 19)
108,109 ' Os efeitos nos deslocamentos quimicos devido a substituicio de um grupo
“‘metoxilico” por um “fenoxilico” em um anel aromatico também foram considerados
para estimar o valor de deslocamento quimico para ambas alternativas estruturais
0A comparacgao dos valores de deslocamentos quimicos calculados e observados
permitiu inferir que a ligagao C-llI-5"-O-C-II-8 é a mais viavel para a substéncia 5.

Este novo tetraflavondide foi denominado ridiculuflavonilchalcona C .

Figura 19. Deslocamentos quimicos de C-5 a C-10 para esqueletos alternativos (F e G) de
flavonas modelos (&) %% 199,
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Tabela 6. Dados de RMN de *C de 5 (5)*°

c Unidade 5I Unidade 5lI Unidade 5l
4 gHMBC 5 gHMBC S gHMBC
2 16525 H-2, H-3,H6 16455 | o
3 1032 d 104,0 d
4 18445 H-3 1827 s
5 15435  OH-5 15725 H-6
6 1135s OH-5H8  955d
7 1549°s  H-8 1621's  H-6
8 90,7 d 125,05
9 1574°s  H-8 153.7 s
H-3, OH-5, H-3, OH-5,
10 106,3 s H-8 1050 s H-6
1 12275 H-3 12325 H-3
2 1101d  H-6 1100d  H-6
. H-2', OCH;-3', H-2', OCH-3'
3 14g1s 2 1480s |2
4 1507s  H-2, H-6 15045 H-2, H-5, H-6
5 115.7 d 1156 d
6 121.0d  H-2 1208d  H-2
o 1133 s 1152 d
B 151,85  H-2", H-6" 156,1s  H-u
1" 1934 s 190.2 s
. H-4", H-6", .
2 1070s B 10755 H-4
3" 164,55  OCH;-3" 161,65 OCH;-3"
4 918d  H-6" 968d H-6"
5" 16365  H-4" 16275 H-4" H-6"
6" 960d  H-4" OH-7" 942d  H-4"
7" 167,75  H-6", OH-7" 15095 H-6"
1 12205 H-3", H-5" 12565 H-o, H-3", H-5"
2" 1282d  H-6" 1209d H-6"
3" 1147d  H-5" 113.9d  H-5"
H-2", H-3", H-2", H-3"
4 160,95  OCH-4", 16145  OCH;-4", H-5",
H-5", H-6™ H-6"
5" 147d  H-3" 1139d  H-3"
6" 1282d  H-2" 1299d H-2"
OCH,;-3 56,32 56,28 q
OCH,-3" 557 56,0 q
OCH,-4" 554 q 553

@ Dados obtidos em CD5CN, 11,7 T.

® Os dados de RMN de °C e suas multiplicidades foram atribuidos com auxilio dos experimentos
DEPT 135° e 90°, gHMBC e gHMQC.

¢ Os valores que antecedem a mesma letra podem estar trocados na mesma coluna.
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H de 5 (8, J em Hz)*°®
Unidade 5l Unidade 5lI Unidade 5llI
H 5 gNOESY 5 gNOESY gNOESY
1D 1D 1D

3 6,78 (s) H-2' 6,67 (s) H-2'
6 6,60 (s)
8 7,38 (s)

' H-3,
2 7,62 (d, 2,5) 7,53 (dl, 2,0) OCH2-3'
5' 7,05 (d, 8,0) 7,00 (d, 8,0)
6 7,66 (dd, 8,0, 7,56 (d, 8,0,

2,5) 2,0)

o 6,78 (s)
4" 5,90 (d, 2,3) 6,48 (d, 2,3)
6" 6,09 (d, 2,3) 6,59 (d, 2,3)
2" 7,69 (d, 9,3) 7,54 (d, 9,00 H-3"
3" 7,03 (d, 9,3) 6,89 (d, 9,0)
5" 7,03 (d, 9,3) 6,89 (d, 9,0)
6" 7,69 (d, 9,3) 7,54 (d, 9,00 H-5"
OCH3-3' 4,03 (s) H-2' 4,00 (s) H-2'
OCH3-3" 3,30 (s) H-4" 3,91 (s) H-4"
2.(.:H3' 3,87 (s) H-3", H-5" 3,81 (s) H-3", H-5"
OH-5 13,75 (s) 13,19 (s)
OH-7" 13,51 (s) 13,51 (s)

@ Dados obtidos em CD5CN, 11,7 T.
® Multiplicidade estabelecida com base em experimento gCOSY 'H-"H, 11,7 T.

5.3.5 Atropoisomerismo de dimeros e tetrameros flavonoidicos de Aristolochia

ridicula

Embora os poliflavonédides I-X, 2, 4 e 5 ndo possuam centro estereogénico,
esses compostos apresentam atividade Optica devido a existéncia de restrigdes
rotacionais existentes nessas moléculas ** **. Portanto, objetivando compreender
melhor o fendbmeno de atropoisomerismo nesses poliflavonodides, experimentos de
Dicroismo Circular (DC) foram realizados para 2, 4 e 5, bem como para os derivados
metilados 3a, 4a e 4b.

Analises comparativas entre as curvas de DC e os espectros de absor¢cédo na
regiao do UV das chalconas-flavonas 4 e 4a evidenciaram a existéncia de efeitos
Cotton significativos entre 240-370 nm (Figura 93, p. 239 e Figura 94, p. 239). Uma
analise comparativa entre as curvas de DC de 4, 4a e 4b revela o0 mesmo padrao de
complexidade para 4 e 4a (Figura 95, p. 240). Por outro lado, verifica-se que o
derivado metilado 4b, que ndo apresenta ligacdo de hidrogénio intramolecular (OH-
5-CO-4 e OH-7"-CO-1"), ndo mostra efeitos Cotton significativos em sua curva de
DC. Quanto a biflavona 2 e ao tetraflavonodide 5, estes apresentam curvas de DC

muito complexas entre 220 e 420 nm e com efeitos Cotton na regido de absor¢éo do
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UV (Figura 96, p. 240 e Figura 97, p. 241). A biflavona metilada 3a, ausente de
ligagdes de hidrogénios (OH-5-CO-4 e OH-5"-C0O-4"), ndo apresenta efeitos Cotton
significativos quando comparado a biflavona 2 (Figura 98, p. 241).

Baseando-se nos dados apresentados, pode-se inferir que ligagdes de
hidrogénio intramolecular com oxigénios carbonilicos presentes em 2 (OH-5-CO-4 e
OH-5"-CO-4"), 4 (OH-5-CO-4 e OH-7"-CO-1") e 4a (OH-7"-CO-1") sdo essenciais
para a quiralidade axial dos rotores C-3-C-6" e C-a-CO-1" presentes em biflavonas,
chalconas-flavonas e tetraflavondides isolados de A. ridicula.

Essas consideragbes estdo em concordéncia com a equivaléncia magnética
observada para os carbonos e para os hidrogénios do anel A' (CH-4"/CH-6", C-3"/C-
7" e OCH3-3"/OCH3-7") de 4b, confirmando a rotagao livre para esse anel em torno

da ligacao CO-1"-C-2" e a auséncia de atropoisomerismo.

5.3.6 Ocorréncia de poliflavonoides em Aristolochiaceae
A ocorréncia de poliflavonéides em Aristolochiaceae € rara, limitando-se a A.

42, 43

ridicula e A. contorta ** *°. Dessa Ultima espécie foram isolados trés biflavonas,

cujas unidades monoméricas flavonoidicas sdo unidas via C-3'-C-8".

5.3.7 Biogénese de poliflavondides em Aristolochia ridicula

Até o momento, isolou-se de A. ridicula um monoflavonoéide (1), cinco
biflavonas (I-IV e 2) com um padréao de ligacéo intraflavonoidico (C-3-C-6") pouco
usual, e cinco chalconas-flavonas (V-VIIl e 4) que apresentam um sistema furanico
(anel D) e substituintes oxigenados variados no anel A (Figura 4, p.40), além de trés
tetraflavonoides (IX, X e 5), cujas unidades diméricas (chalconas-flavonas) sé&o
facilmente identificaveis em suas estruturas carbbnicas. Baseando-se nos
esqueletos carbénicos dos flavonbides isolados de A. ridicula, sugere-se que os
dimeros e o0s tetrameros flavonoidicos isolados dessa espécie sejam
biossintetizados por acoplamentos oxidativos enzimaticos, e também por meio de
reacdes de adicdo B a carbonila envolvendo unidades precursoras das chalconas
(Esquema 21, p. 101). Considerando as estruturas de todos os poliflavonéides de A.
ridicula, os caminhos biogenéticos envolvendo acoplamentos oxidativos parecem ser

0S mais viaveis.
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Os poucos estudos biossintéticos/biogenéticos envolvendo poliflavondides
geralmente propéem uma rota por acoplamento oxidativo entre as unidades
flavonoidicas . Porém, a diversidade de estruturas poliflavonoidicas, principalmente
em Angiospermas, leva a questionar como esses compostos séo biossintetizados e

abrem um interessante campo para futuros estudos.

5.4 Identificacao estrutural dos alcaldides 6-8, da alcamida 9 e de seus
derivados (7a, 7b, 8a e 9a)

5.4.1 (+)-Coclaurina (6)

Os espectros de RMN de 'H e gCOSY 'H-'H de 6 mostram quatro sinais
referentes a quatro hidrogénios aromaticos em & 7,08 (2H, d, 8,5), 6,71 (2H, d, 8,5),
6,65 (1H, s) e 6,62 (1H, s), caracterizando a presengca de um sistema aromatico
para-substituido e outro tetrassubstituido, além de um sinal em 6 3,75 (3H, s) e um
conjunto de sinais em ¢ 2,6-4,1 (Figura 99, p. 242 e Figura 100, p. 243). A analise
dos espectros de RMN de ®*C e DEPT 135° e 90° de 6 evidenciou a presenca de
dois sinais pelo menos duas vezes mais intensos que os demais em 6 115,1 e 130,3,
caracterizando a presenca de um sistema aromatico para-substituido (Figura 101, p.
244 e Figura 102, p. 244). Além de sinais referentes trés carbonos quaternarios
oxigenados (6 155,8, 146,4, 144,4), dois metinicos aromaticos (6 112,2, 113,3), trés
metilénicos (6 40,0, 39,6, 27,0), um metinico ligado a um heteroatomo (6 55,9) e um
metoxilico aromatico (6 55,6).

A andlise dos dados apresentados, juntamente com os experimentos gNOESY
2D, gTOCSY "H-"H, gHMQC e gHMBC de 6 permitiu definir o esqueleto carbénico
de um alcalbdide benziltetraisoquinolinico para esse composto (Figura 103, p. 245 a
Figura 106, p. 251). As correlagbes observadas por gHMBC de H-5 (5 6,65) com C-4
(8 27,0), C-4a (6 124,2) e C-6 (5146,4), de H-8 (5 6,62) com C-1 (5 55,9) e C-6 (8
146,4), de OCH3-6 (8 3,75) com C-6, de H-3eq (8 3,10-3,18) com C-1, de 2H-9 (8
2,74-2,82 e 3,00) com C-1 e C-1' (6 128,0), juntamente com as interagdes espaciais
observadas por gNOESY 2D entre H-1 (6 4,08) e H-8 (5 6,62), entre H-4 (5 2,64-
2,74) e H-5 (5 6,65), entre OCH3-6 e H-5, e entre 2H-9 e H-2' (6 7,08) e H-6' (5 7,08),
permitiram estabelecer o padréo de ligacdo dos anéis aromaticos A e C ao anel B,
conferindo um esqueleto carbdnico benziltetraisoquinolinico para 6, bem como a

posicao da metoxila em C-6 (Figura 20, p. 103, Tabela 8, p. 104).
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Figura 20. Principais correlagées observadas gHMBC ("H—'C) e interacdes obtidas por
gNOESY 2D ("H-"H) para 6.

A andlise comparativa dos dados de RMN de C e de 'H de 6 com os dados

" revelou diferengas significativas (A8> 2) para os carbonos

do alcal6ide coclaurina
3,4, 5 e 9 de 6. Contudo, as correlagcdes observadas por gHMBC de 6 destacadas
anteriormente permitiram assegurar inequivocamente que a estrutura molecular
proposta para 6 esta de acordo com o estrutura molecular do alcal6ide coclaurina.

Observou-se uma pequena atividade optica para 6 [[«]¥ de —3° (c. 0,18 mg/100

mL, MeOH)], cuja magnitude e sinal diferem do relatado para (+)-coclaurina (+47°,
EtOH) isolado de Xylopia papuana Diel. (Annonaceae), cuja configuragdo absoluta
foi determinada por difratometria de raios X ', e definida com S para C-1 desse
alcaldide. Portanto, a substancia 6 deve constituir-se de uma mistura enantiomérica.

O relato da ocorréncia desse alcal6ide em Aristolochiaceae é restrita a A.
papilaris Mast. ''®. Contudo, substancias com este tipo de esqueleto carbdnico em
Aristolochiaceae ndo se restringe ao género Aristolochia, estendendo-se aos
géneros Asari, Asarum e Asiasarum, os quais contém alcaldides como a

higenamina, um alcal6ide BTIQ ndo metoxilado .
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5.4.2 Cloreto de (-)-N-steponina (7) e derivados (7a e 7b)

A analise conjunta dos espectros de RMN de C e DEPT 135° e 90° de 7
evidenciou vinte sinais de carbonos, sendo doze aromaticos (quatro oxigenados,
quatro metinicos e quatro quaternarios), dois benzilicos, trés com deslocamentos
tipicos de carbonos carbindlicos, dois metoxilicos e um N-metilico (Figura 107, p.
254 e Figura 108, p. 256). Os espectros de RMN de 'H (Figura 109, p. 257) e
gCOSY "H-"H (Figura 110, p. 259) apresentam um par de dubletos em & 6,71 e 6,99,
dois singletos em 5 6,78 e 6,85 referentes a hidrogénios aromaticos, dois singletos
caracteristicos de hidrogénios metoxilicos aromaticos (6 3,80 e 3,81) e um singleto
largo tipico de um NCH3 (6 3,20), além de sinais de hidrogénios com multiplicidades
complexas entre & 3,0-5,0, relativos a hidrogénios benzilicos e/ou ligados a
heteroatomos. O espectro de massas de 7 evidencia o cation [M]" de m/z 342
(Figura 111, p. 261). A analise conjunta dos dados espectrométricos apresentados,
juntamente com a dos mapas de contornos gHMQC (Figura 112, p. 261) e gHMBC
(Figura 113, p. 263) de 7, permitiu propor o esqueleto carbdnico do tipo

protoberberinico para essa substancia (Figura 21).

Figura 21. Principais correlagées observadas pelo experimento gHMBC ("H—"*C) para 7.

A analise conformacional por RMN de C de alcaldides protoberberinicos
realizada por Yoshikawa e colaboradores (1975) evidenciaram diferencas
significativas de deslocamento quimico de NCH3-7, C-6 e C-13 entre estruturas com
juncao cis B/C e trans B/C ™. Os autores observaram efeitos de desprotegao para
NCH3-7 e C-13 e protecdo para C-6 naquelas com juncéo cis B/C em relagéo
aquelas com juncdo trans B/C. O deslocamento quimico de NCH3-7 (5 50,6)
observado no espectro de RMN de *C de 7 é tipico de uma estrutura com uma

juncdo do tipo cis B/C '"®. Na juncdo trans B/C, os deslocamentos quimicos
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observados para NCH3-7 em protoberberinas estdo entre 6 39-45, devido a
existéncia de interagbes y-gauche deste carbono com C-5 (H-5ax) e C-13 (H-13ax) .

Estudos conformacionais de alcal6ides protoberberinicos revelam a existéncia
de dois conférmeros possiveis para uma jungéo cis B/C . Portanto, experimentos de
interacbes do tipo nOe entre hidrogénios foram realizados para 7. A analise do
espectro gNOESY 2D (Figura 114, p. 266) de 7 evidenciou uma fraca interacéo entre
NCHs-7 (6 3,20) e H-13a (5 4,64), confirmando uma juncgao cis B/C, e entre H-1 (6
6,85) e H-13ax (5 3,04), determinando o conférmero a para 7 (Figura 22) (Tabela 9,
p. 109 e Tabela 10 p. 110). Portanto, os anéis B e C de 7 apresentam uma jungao
cis e estdo dispostos em conformagbdes pseudo-cadeiras de acordo com o

conformero a.

conférmero o de 7 conférmero p de 7

Figura 22. Principais correlacdes observadas por gNOESY 2D ('"H«>'H) para os
conférmeros a. e 3 de 7.

Com o intuinto de confirmar as atribuicdes relativas aos hidrogénios em
pseudo-axial e pseudo-equatorial, bem como descartar a possibilidade das
atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos carbonos nas posi¢cées 1a/4a estarem
trocadas entre si, os derivados metilado (7a) e acetilado (7b) foram preparados a
partir de 7 e analisados por RMN 1D e 2D.

A analise dos dados de RMN 1D e 2D de 7a e de 7b permitiu atribuir
inequivocamente todos os deslocamentos quimicos dos carbonos nas respectivas
estruturas propostas (Figura 115, p. 268 a Figura 127, p. 287). Uma analise
comparativa entre os dados de RMN de '*C de 7 com os de 7a e de 7b revelou,

respectivamente, efeitos de protecédo para C-1a e C-4 e efeitos de desprotecao para
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C-1a e C-4, confirmando as atribuicdes de deslocamento quimico de *C propostas
para 7 (Figura 23).

Figura 23. Principais correlacdes observadas pelo experimento gHMBC ("H—'°C) para 7a e
7b.

Uma analise detalhada dos espectros de RMN de 'H, gCOSY 'H-'H e gNOESY
2D de 7a evidenciou a presenca de um acoplamento trans-diaxial entre H-13ax (&
3,03) e H-13 (5 5,21) e interacdes espaciais entre H-1 (6 6,62) e H-13ax (& 3,03),
confirmando a posi¢ao pseudo-axial para H-13a e pseudo-equatorial para NCH3-7

em relacédo ao anel C, como proposto inicialmente para o conférmero o de 7 (Figura
24).

conférmero o de 7a

Figura 24. Principais correlagdes observadas por gNOESY 2D ('H<«>'H) para 7a.

A comparacao do sinal de [a]p observado para 7 (-70°, c. 0,21 mg/100 mL em
MeOH a 26 °C) com o sinal relatado para o alcaléide (-)-N-steponina (-151°, c. 1,03
mg/100 mL em MeOH a 30 °C), isolado de tubérculos secos de Stephania

cepharantha Haya. (Menispermaceae) ''®, permite propor a configuragdo S para C-
13ade 7.
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A anadlise qualitativa de 7 com solugdo de AgNO3; sugere a presenca de ions

cloreto neste sal alcaloidico.

5.4.3 Ocorréncia de alcaloides protoberberinicos em Aristolochiaceae
Até o momento, a ocorréncia de alcaldides do tipo protoberberinico em
Aristolochiaceae restringe-se a quatro espécies: A. gigantea, A. constricta, A.

arcuata e A. debilis Sieb. & Zucc. . Dentre os 21 alcalbides isolados dessas

17

especies, apenas a ciclanolina, isolada de A. debilis "', possui estrutura basica

idéntica a de 7, porém com configuracao relativa trans. A substancia 7 também é

conhecida como cissamina ou cissampina, por ter sido isolado de Cissampelos

8. 119 O derivado 7a foi isolado de Fagara capensis Thun. (Rutaceae) e

120

pareira
denominado de (-)-N-metiltetraidropalmatina O derivado 7b ainda ndo se
encontra descrito na literatura, e foi denominado de cloreto de (-)-3,9-diacil-N-

steponina.
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5.4.4 Metilwarifteina (8) e dimetilwarifteina (8a)

A analise dos espectros de RMN de "*C e DEPT 135° e 90° de 8 evidenciou a
presenca de 31 sinais (Figura 128, p. 289 e Figura 129, p. 291, respectivamente),
sendo sete relativos a carbonos metinicos, seis metilénicos, trés metoxilicos e um N-
metilico. Os espectros de RMN de 'H e gCOSY 'H-"H de 8 mostram dois singletos [8
6,12 (1H) e 6,48 (1H)] e quatro dubletos [ 6,60 (2H), 6,84 (2H), 5 6,88 (2H) e 7,04
(2H)], sugerindo a presenca de dois sistemas aromaticos pentassubstituidos e dois
para-substituidos, respectivamente (Figura 130, p. 292 e Figura 131, p. 294).
Observou-se também trés singletos tipicos de metoxilas aromaticas [6 3,68 (3H),
3,80 (3H) e 3,86 (3H)], um singleto largo referente a uma N-metila [6 1,92 (3H)] e um
conjuntos de sinais em 5,03 (d, 10,5 Hz) e 5,15 (ml), cujos hidrogénios apresentam
acoplamentos geminais, sugerindo a existéncia de restricdo rotacional para o
respectivo grupo metilenoxido. A analise conjunta dos dados apresentados acima,
auxiliada pelos experimentos gHMQC (Figura 25), gHMBC (Figura 132, p. 296) e
gNOESY 2D (Figura 134, p. 302) de 8 permitiu propor quatro subestruturas (81-8IV)
para 8 (Tabela 11, p. 116 e Tabela 12, p. 116).

8l 8iv

Figura 25. Principais correlagdes observadas pelos experimentos gHMBC ('H—'C) e
gNOESY 2D ('H~'H) de 8, indicadas nas subestruturas 81-8IV.

A partir das correlagcbes de H-15'a (5 2,46) e H-15'b (6 2,66) com C-1' (5 59,3)
observadas por gHMBC, as subestruturas 8Il e 8IV puderam ser unidas formando
uma unidade alcaloidica do tipo benziltetraisoquinolinico (BTIQ). Embora, ndo tenha
sido observada correlacbes de H-15 (5 2,42) com C-1 (6 167,5) e/ou C-4b (6 108,8)
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para as subestruturas 8l e 8lll, baseando-se nos deslocamentos quimicos de 'H e de
13C dessas subunidades com a de estruturas alcaloidicas descritos na literatura %',
pode-se sugerir que 8l e 8lll estejam unidas por C-1 e C-15, formando uma segunda
unidade BIQ em 8.

O espectro de massas de 8 mostra a molécula desprotonada de m/z 605,2628
[M-H]" (calculado para C37H3506N2—H: 605,2652) indicando a existéncia de duas
unidades BIQs em 8 (Figura 135, p. 305). O calculo do indice de Deficiéncia de
Hidrogénios (IDH) para a férmula molecular deduzida para 8 revela a existéncia de
20 insaturagcbes nessa molécula, das quais dezenove ja constam nas subestruturas
81-8IV. Portanto, a analise conjunta dos dados espectrométricos de 8 sugere que da
unido entre as unidades 8I-8IV deve resultar um ciclo, completando-se assim o
numero do IDH determinado. Uma analise detalha do espectro gNOESY 2D de 8
revelou interagdes entre H-11/13 (6 6,60) e H-10'/14' (5 7,04), sugerindo proximidade
entre os anéis C e C'. Logo, quatro propostas estruturais (H-K) sdo possiveis para 8
(Figura 26).

N
OH @ N H,CO
OH

N
“CH,
(.
H,CO \~CH O
H H,CO '
OCH,
O OCH,H,CO
N
3 oH I O 1
o Q OH H,CO NCH,
0
H,CO \~CHs o
J (] ]
H,CO

Figura 26. Propostas de diferentes esqueletos carbénicos alternativos (H-K) para 8.
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A andlise detalhada do espectro de massas baixa resolugdo de 8 evidenciou
ions de m/z 503 [M+H-104]" (6%) e 564 [M+H-43]" (4%) (Figura 136, p. 305),
sugerindo, respectivamente a perda de uma unidade xilil (CgHg), caracteristico de

alcaldides que possuem ligagdo metilenéxido " 122

e um rearranjo do tipo retro
Diels-Alder envolvendo o anel A' (Esquema 22, p. 114). A fim de se estabelecer a
melhor alternativa estrutural, um derivado metilico (8a) foi obtido e analisado por
RMN 1D e 2D (Figura 137, p. 306 a Figura 142, p. 317). A analise desses resultados
evidenciaram uma diferenca significativa (AS +4,0) para C-8 de 8a, comprovando
que a metilagdo ocorreu nesta posi¢cao de 8. O mapa de contornos gHMBC de 8a
corrobora esta dedugao pelas correlagdes entre H-16'b (5 5,24) e C-7 (5 129,2), bem
como entre OCH3-8 (6 3,95) e C-8 (6 153,0). Assim, a estrutura H foi confirmada
para 8.

A analise comparativa dos espectros de RMN de 'H, gCOSY 'H-'H e gNOESY
2D de 8 com os de 8a revelou auséncia de equivaléncia magnética para os
hidrogénios do anel C de 8a, além da inexisténcia de interacdes entre os hidrogénios
de C e C', sugerindo uma alteragdo conformacional ap6s a metilacdo de 8. O
espectro de RMN de "*C de 8a confirma essa proposta pelo alargamento dos sinais
relativos a C-10/14 (6 128,7), C-10'/14' (5 128,7), C-11 (6 114,4), C-13 (5 114,2), C-
11'/13' (5 128,7) pertencentes aos anéis C e C'.
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A analise comparativa dos dados espectrométricos de 8 com os descritos para
o alcaléide metilwarifteina (Cissampelos ovalifolia D.C.) , permitiu confirmar que se
tratam da mesma substancia. A caracterizagdo estrutural desse alcaldide foi

estabelecida por Kupchan e colaboradores (1966) '

por meio de sua sintese total.
Borkakoti e Palmer (1978) '®** determinaram a configuragdo absoluta da
metilwarifteina por cristalografia de raios X, o que permitiu estabelecer a
configuragéo R para C-1'. O derivado 8a foi isolado também a partir de rizomas de
C. ovalifolia, e denominado de dimetilwarifteina .

Observou-se um valor de [ de -32° (c. 0,21 mg/100 mL, CHCI3) para 8,

valor de mesmo sinal mas ndo de mesma magnitude ao relatado para metilwarifteina
[-79° (c. 0,30 mg/100 mL, CHCI3, 20 °C)] . A diferenca entre a magnitude desta
atividade oOptica pode ser justificada pelas mudangas conformacionais de 8 devido as

variagdes na concentragéo e temperatura.

5.4.5 Ocorréncia de alcalbides benzilisoquinolinicos em Aristolochiaceae

Até o momento, a ocorréncia de alcal6ides do tipo BBIQ em Aristolochiaceae é
restrita a A. indica, A. elegans, A. gigantea, A. debilis e A. fangchi " % 12 Contudo,
nao ha relatos de alcaldides do tipo BBIQ isolados de espécies de Aristolochiaceae
contendo acoplamentos do tipo cabega-cauda e com ligacao metilenéxido entre as
unidades BIQs.
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Tabela 11. Dados de RMN de °C de 8, 8a e de metilwarifteina (8)

c 8° 8a’ metilwarifteina®
5° gHMBC 5° gHMBC 5°
1 167,5s ' 167,5s
3 43,7t 44,9° 43,81
4 276t  H5 27,8° 27,51
4a 135,3 s 135,2° 1353 s
4b 108,8s H-5 ! 108,6 s
5 102,2d 102,2° 102,3d
6 153,85 OCH;-6 152,0s OCH;-6 154,15
7 130,2s H-5 129,2s  H-16'b 130,1°
8 149,0 s 153,0s OCH;-8 148,9°
9 130,8s  H-11, H-13 131,6s  H-11, H-13 130,5°
10 128,8d H-14, H-15 128,7dl  H-14 128,6 d
11 114,2d  H-13 114,4d H-13 114,1d
12 1548s  H-11, H-13 1547s  H-11 154,9 s
13 114,2d  H-11 114,2dl H-11 114,1d
14 1288d  H-10, H-15 128,7dl  H-10 128,6 d
15 4521 45,0° 45,1t
1 59,3d  H-15'a, H-15'b 59,5d  H-15'a, H-15' 58,8 d
3 437t  H-4a 43,81 43,1°
4 231t H-5 231t  H-5 23,61
4'a 129,7s  H-3'a, H-5' 129,8° H-3a 129,5°
4'b 124,7s  H-4'a, H-5, H-15'a 1249s H-5' 124,9's
5 108,8d H-4'a 109,0 d 108,8 d
. : : H-5', H-4'b,
6 152,0s H-5, OCH;-6 1521s  GSh g 152,0 s
7 140,8s  H-5', OCH;-7" 1410s  H-5', OCH;-7" 140,6 s
8 144,7s H-5 1442s H-5' 144,4 s
. . . . . H-11', H-13,
9 14255 H-A1 HA3 H-15a, H15b 14265 e Ve, 142,1s
10 1287d  H-14, H-15, H-15b 1287a 7% 152 128,3d
11" 1286d H-13, H-16a 128,7dl  H-13' 128,7d
12 132,65 H-10', H-14', H-16'a 13305 10, 4 132,65
13" 1286d H-11, H-16a 128,7dl  H-11" 128,7 d
14" 128,7d  H-10, H-15'a, H-15' 128,7dl  H-10' 128,3d
15' 399t  H-10, H-14' 401t  H-10', H-14' 39,6 t
16' 73,8t  H-11, H-13' 740t  H-11), H-13' 73,81
NCHs;-2' 416q  H-3Db 417q H-3b 41,8 q
OCHs-6 556 q 56,0 q 55,6
OCH;-8 55,6 q
OCH3-6' 55,9 q 56,0 q 55,9 q
OCH,-7' 61,2 61,3 q 61,0

@ Dados obtidos em CDCl5, 11,7 T.

® Dados obtidos em CDCI3/CD3CD (9:1), 11,7 T.

° Os dados de RMN de "°C e suas multiplicidades foram atribuidos com auxilio dos experimentos
DEPT 135° e 90° e/ou 9HMBC e gHMQC.

4 Os dados de RMN de °C e suas multiplicidades foram atribuidos com auxilio dos experimentos
DEPT 135° € 90° e APT.

¢ Multiplicidade ndo determinada.

" Sinal ndo observado.
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5.4.6 N-trans-feruloiltiramina (9) e derivado (9a)

O espectro de RMN de *C de 9 evidencia a presenca de quatorze sinais
(Figura 143, p. 320), dentre os quais trés absorvem em frequéncias baixas (5 34,8,
40,9 e 56,0) em relagédo os demais sinas entre 6 109-155, além de um sinal pouco
intenso em & 166,2. Dois sinais tipicos de carbonos aromaticos s&o pelo menos duas
vezes mais intensos (6 115,6 e 129,9), caracterizando a presenca de um sistema
aromatico para-substituido. A analise dos espectros de RMN "H e gCOSY "H-"H de
9 confirmou a presenca de um anel aromatico para-substituido (6 6,73 e 7,02), um
anel aromatico trissubstituido (6 6,91, 6,83 e 6,97), dois hidrogénios trans-olefinicos
(6 6,09 e 7,46), outros dois hidrogénios metilénicos (6 2,75 e 3,55) e de trés
hidrogénios metoxilicos aromaticos (5 3,85), além de um singleto largo em & 5,43
(Figura 144, p. 322 e Figura 145, p. 324). O espectro de massas de 9 evidencia a
molécula protonada [M+H]" de m/z 314 confirmando a presenca de um numero
impar de atomos de nitrogénios (Figura 146, p. 324). A analise do espectro de RMN
de 'H de 9, apds a adicdo de D,O a solucdo com CDCl; (Figura 147, p. 325),
revelou alteragdo da multiplicidade do sinal em 6 3,55 de quadrupleto para tripleto e
o desaparecimento de um sinal em 6 5,43, confrmando a presenca de um NH
vizinho ao CH»-1". A anadlise dos experimentos gHMQC (Figura 148, p. 328),
gHMBC (Figura 149, p. 330) e gNOESY 1D (Figura 150, p. 333) de 9 possibilitou
definir a posicdo dos anéis aromaticos, bem como do substituinte metoxilico na
estrutura, e confirmou a existéncia de uma fungdo amida em 9 (formada pelo acido

ferulico e pela tiramina) (Figura 27, Tabela 13, p. 120 e Tabela 14, p. 120).

4", OH
0
TS
’ N1 NHT WD
) A
HO™ A= ~

L\

Figura 27. Principais correlagdes observadas pelos experimentos gHMBC ('H—'C) e
gNOESY 1D (‘H-"H) para 9.
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A analise detalhada do espectro de massas de 9 confirma a estrutura
apresentada pelo fragmento de m/z 177, originario de uma fragmentacdo o-

carbonilica (Esquema 23).

Esquema 23. Proposta de fragmentagéo de 9

[177]] [147]|
(75%) —l ® (13%) —l ®
OH OH
I H+ I +H
+ CH,O
H,CO N 2 “NH
HO @ 137 > 1o 137
[M+H]*: m/z 314 (100%) [M+H]*: m/z 284 (15%)

O derivado metilado 9a foi obtido a partir de 9, e seus espectros de RMN de 'H
e de ®C foram obtidos (Figura 151, p. 334, Figura 152, p. 336). A analise dos
deslocamentos quimicos de 'H e de "*C de 9a corroboram com a estrutura molecular
apresentada para 9.

Uma analise comparativa dos dados de RMN de *C de 9 com os da substancia
N-trans-feruloiltiramina descrita na literatura '?” confirmou que se tratam da mesma

substancia.

5.4.7 Ocorréncia de alcamidas em Aristolochiaceae

Até o momento, encontra-se o registro na literatura da ocorréncia de dez
alcamidas em Aristolochia spp. , sendo a alcamida 9 isolada a partir de A. gehrtii . O
derivado 9a ainda n&o se encontra descrito na literatura, e foi denominado de N-

trans-metilferuloilmetiltiramina.
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Tabela 14. Dados de RMN de 'H de 9, 9a e de N-trans-feruloiltiramina "% (3, J em Hz)

Tabela 13. Dados de RMN de °C de 9, 9a e de N-trans-feruloiltiramina ()

a a N-trans-

c 9 9a feruloiltiramina®
8° gHMBC ) )

1 166,2s H-1, H-2, H-1" 164,9 166,7
2 118,2 d 118,5 120,0
3 141,1d H-2', H-5 140,9 1404
1 127,4s H-1,H-5 1274 128,3
2' 109.6d H-2, H-6' 109,8 111,3
3 147,4d s H-2', OCH;-3' 146,8 1491
4' 146,7d s H-5', H-6' 149,7 148,6
5 114,7d 114,0 116,1
6' 122,2d H-2 122,0 1226
1 409t H-2" 40,6 41,9
2" 348t H-1" 34,9 35,7
™ 130,9s H-2" H-3", H-5" 129,7 1311
2" 129.9d H-6" 129,8 130,5
3™ 1156d H-5" 1141 116,1
4™ 154,4s H-2", H-3", H-5", H-6" ¢ 156,7
5™ 1156d H-3" 1141 116,1
6" 129,9d H-2" 129,8 130,5
OCH;-3' 56,0q 55,2 56,3
OCH;-4' 55,9
2.? Ha- 55,9

a Dados obtidos em CDCl;, 11,7 T.

® Dados obtidos em (CD3)QCO 6,3T.

expenmentos gHMBC e gHMQC.
4 Os valores que antecedem a mesma letra podem estar trocados na mesma coluna.

¢ Valor ndo observado.

° Os dados de RMN de °C e suas multiplicidades foram atribuidos com auxilio dos

a, b N-trans-
H 9 9a feruloiltiramina® °
5 gNOESY 2D 5

2 6,09 (1H, d, 15,5)  H-2', H-6', NH 6,11 (1H, d, 15,5) 6,40 (1H, d, 15,7)
3 7,46 (1H, d, 15,5)  H-2', H-6' 7,45 (1H, d, 15,5) 7,43 (1H, d, 15,7)
2' 6,91 (1H, d, 2,5) H-1, H-2, OCH;-3' 6,94 (1H, d, 2,0) 7,10 (1H, d, 1,7)
5' 6,83 (1H, d, 8,0)  H-6' 6,76 (1H, d, 8,0) 7,02 (1H, d, 8,1)

: 6,97 (1H, dd, 8,0, . 6,80 (1H, dd, 8,0, 6,76 (1H, dd, 8,1,
6 2.5) H-1, H-2, H-5 2.0) 17)
1™ 3,55 (2H, q, 7,0) H-2" 3,58 (2H, m) 3,46 (2H, t, 7,3)
2" 2,75 (2H, 1, 7,0) H-1", H-2", H-6" 2,78 (2H, 1) 2,74 (2H, 1, 7,3)
2" 7,02 (2H, d, 8,5) H-2" 7,08 (2H, d, 8,5) 7,04 (2H, d, 8,4)
3" 6,73 (2H, d, 8,5) 6,73 (2H, d, 8,5) 6,71 (2H, d, 8,4)
5" 6,73 (2H, d, 8,5) 6,73 (2H, d, 8,5) 6,71 (2H, d, 8,4)
6™ 7,02 (2H, d, 8,5) H-2" 7,08 (2H, d, 8,5) 7,04 (2H, d, 8,4)
OCH3-3' 3,85 (3H, s) 3,83 (3H, s) 3,85 (3H, s)
OCH3-4' 3,78 (3H, sl)
2.CH3' 3,78 (3H, sl)
NH 5,43 (1H, m) 5,45 (1H, sl)

@ Dados obtidos em CDCl3, 11,7 T.
® Multiplicidade estabelecida com base em experimento gCOSY 'H-"H.
¢ Dados obtidos em CD50D, 4,7 T.
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5.5 Consideragées gerais sobre a biogénese dos alcaléides 6 a 8 e da
alcamida 9
Os alcalbides 6-8 e a alcamida 9 tém em comum a tiramina como precursor
biogenético. Suas rotas biossintéticas sdo bem mais conhecidas, quando

29 O alcaldide 6 apresenta um esqueleto

comparadas as dos poliflavonéides
carbbnico do tipo beziltetraisoquinolinico (BTIQ), formado pela reagdo entre a
dopamina e o 4-hidroxifenilacetaldeido . Alguns alcaldides dessa subclasse sé&o
precursores biossintéticos de outros tipos de alcaldides, por exemplo, a (S)-
reticulina, a (S)-N-metilcoclaurina e a (R)-orientalina, os quais originam alcalbides
berberinicos, bisbenzilisoquinolinicos e fenantrénicos (acidos aristoléquicos),

respectivamente (Figura 28).

H,CO @ H,CO H,CO
N @ N O N
~c

~ ~
HO 7 CH; HO ) CH, HO H;
H H H
H;CO l HO l HO l
OH OCH;
(S)-reticulina (S)-N-metilcoclaurina (R)-orientalina

Figura 28. Estrutura de alguns alcalbides.

Os alcaldides BBIQs sédo formados pelo acoplamento oxidativo entre duas
unidades BIQs. Porém, o alcal6ide 8 parece n&o ser biossintetizado diretamente por
esse caminho devido & ligagdo do tipo metilenoxidica entre os anéis B e C' 12 130,
Segundo Bick (1981), o alcaldide BBIQ cicleanina (XXXII) poderia ser um dos
precursores da cissampareina (8) (Esquema 24, p. 122) . Esse alcal6ide foi isolado
inicialmente de Cissampelos pareira e posteriormente de Cissampelos ovalifolia ,
sendo também denominado de metilwarifteina (8). A cicleanina seria oxidada em C-
15' e OCH3-7, formando o intermediario bisbenzildiidroisoquinolinico (XXXIII), que
apo6s sua desprotonagédo formaria uma dupla ligacdo entre os carbonos 1' e 15’
(XXXIV), promovendo a conjugacédo eletrbnica entre os anéis B' e C'
Posteriormente, ocorreria uma substituicdo aromatica eletrofilica envolvendo o ion

oxonio formado pela oxidagdo da metoxila em C-7, resultando no intermediario com
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anel 1-4-dioxeno (sistema espiro) (XXXV) . Finalmente, ocorreria abertura desse

anel, seguida por uma etapa de reducgéo, formando a cissampareina (8) .

Esquema 24. Proposta biogenética para o alcaléide cissampareina (8)

H,CO

A alcamida 9 é biossintetizada a partir de uma rota biossintética mista, em que
uma unidade de fenilalanina e outra de tirosina sdo biotransformadas,

respectivamente, em acido ferulico e tiramina, que posteriormente s&o unidas .
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5.6 Identificagao estrutural de 10 e 11

5.6.1 (+)-2-Desoxi-D-ribono-1,4-lactona (10) e 2-desoxi-D-ribono-3,5-

bis(tripolifosfato)-1,4-lactona (11)

Os espectros de RMN de 'H e de ®C de 10 e de 11 s&o muito similares,
embora tenham sido obtidos em diferentes solventes devido as distintas
solubilidades dos mesmos (DMSO-dg para 10 e D,O para 11) (Figura 153, p. 337 a
Figura 156, p. 340).

A analise dos espectros de RMN de *C e DEPT 135° e 90° de 10 evidenciou
sinais relativos a um carbono metilénico (&6 37,9), trés carbindlicos (6 60,7, 67,7 e
88,2), além de um carbono carbonilico (6 176,1) (Tabela 15, p. 125, Figura 157, p.
341). O espectro de RMN de "*C de 11 mostra cinco sinais com deslocamentos
quimicos semelhantes aos observados para 10 em 6 40,1, 63,4, 70,7, 91,4 e 181,9.
A analise comparativa dos espectros de RMN de "*C e de 'H de 10 e de 11 revelou
uma diferenca significativa principalmente para os deslocamentos quimicos relativos
aos carbonos carbonilicos (A6 -5,8), e a presenca de dois sinais relativos a dois
hidrogénios hidroxilicos em & 5,06 (1H, t, 4,0) e 5,50 (1H, d, 4,0) de 10, ndo
observados para 11 (Tabela 16, p. 126). A andlise conjunta dos dados
espectroscopicos de 10 e 11 sugere 0 mesmo esqueleto carbdnico para esses
compostos, o de uma 2-desoxi-D-ribono-1,4-lactona. Porém, no caso de 11,
esterificacbes devem ocorrer em C-3 e C-5. O espectro de absorc¢ao na regiao do IV
de 10 corrobora essa proposta, pois apresenta uma banda com um maximo de
absorcdo em 1767 cm™ (Figura 158, p. 341), caracteristica de y-lactonas.

Embora os espectros de RMN de 'H destas duas lactonas ndo sejam de
primeira ordem na regido entre & 4,25-4,29 de 10 e o 4,50-4,56 de 11,
impossibilitando a analise das multiplicidades dos mesmos, a analise do
experimento gNOESY 2D de 11 sugere que H-3 e H-4 encontram-se em faces
opostas nessa molécula, devido a auséncia do efeito nOe entre estes hidrogénios
(Figura 159, p. 342).

Uma andlise comparativa dos dados de RMN de *C e de 'H de 10 e de 11 com
os descritos na literatura para 2-desoxi-D-ribono-1,4-lactona "*' e 2-desoxi-D-ribono-
3,5-bis(tripolifosfato)-1,4-lactona , previamente isoladas de A. arcuata , indica a

identidade com as respectivas substancias descritas na literatura.



Resultados e Discussio 124

Estudos conformacionais realizados por Han e colaboradores (1994) %2

descreveram a existéncia de cinco conférmeros para anéis 1,4-lactdénicos, sendo,
um planar (P) e quatro envelopes (Es, °E, E4 e “E). Segundo esses autores, os
conformeros E; e °E sdo geralmente mais estaveis que E, e “E, e suas
interconversdes provavelmente descrevem a dinamica de um anel 1,4-lactonico
(Figura 29).

HO H H OH
o_H o
|_I4 0 Lo A 4
3 2 H H fo)
HO
H 24
P °E

Figura 29. Principais conformeros de 10.

A analise detalhada das constantes de acoplamento observadas para os
hidrogénios metilénicos em 6 2,23 (dd, J =17,5e 2,5 Hz) e 2,81 (dd, J=17,5¢e 6,5
Hz) de 10 evidenciou constantes de acoplamento compativeis com a presenca de
um acoplamento geminal, um pseudo-axial-pseudo-equatorial e outro pseudo-
equatorial-pseudo-equatorial, todas compativeis com o conférmero Es.
Consequentemente, H-3 e H-4 de 10 devem estar, preferencialmente, em posicoes
pseudo-trans-diequatoriais. A mesma analise revelou 0 mesmo conférmero para 11.

A analise dos espectros DEPT 135° e 90° de 11 (Figura 160, p. 344), obtidos
algumas semanas apds a aquisicdo dos dados de RMN de ">C dessa substancia,
evidenciou a presenca de sinais relativos a dois carbonos metilénicos (56 37,9 e
40,8), seis carbindlicos (6 61,1, 62,7, 68,4, 70,0, 74,7 e 89,1), evidenciando a
hidrélise dessa substancia (Esquema 25, p. 125). Os espectros de RMN de 3P de
11 (Figura 161, p. 344), calibrado externamente com H3;PO3; (85 % em H,0) como
zero, confirma essa observagao, pois mostra a presenga de um unico sinal em -0,92
ppm sugerindo a presenca de ions H,PO,4. Portanto, sugere-se que 11 possui

unidades tripolifosfato ligadas em C-3 e C-5.
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Esquema 25. Proposta de hidrélise de 11

R HQ HO__ HO_ __O
AL O o *H0" N\ O o *H:0 U
3 1 < 3 1 < Ho\\\4
N\

Q 3
S

\\
R HO H

om

R 10 XXXVI
11 O(HPO,),H

A analise dos deslocamentos quimicos observados nos espectros DEPT 135° e
90° de 11 com os descritos na literatura demonstrou a existéncia de uma mistura de
10 [5 37,9 (C-2), 61,1 (C-5), 68,4 (C-3) e 89,1 (C-4)] e XXXVI [5 40,8 (C-2), 62,7 (C-
5), 70,0 (C-3) e 74,7 (C-4)], decorrente de uma possivel hidrolise em meio acido.

Observou-se um valor de [« +2,0° (c. 0,32, MeOH) (Lit. [«}* +3,5° c. 0,8

mg/100 mL, MeOH) ' para 10, o que esta em conformidade com o descrito para

essa 2-desoxi-1,4-ribonolactona.

Tabela 15. Dados de RMN de *C de 10, 2-desoxi-D-ribono-1,4-lactona , 11 e 2-desoxi-D-
ribono-3,5-bis(tripolifosfato)-1,4-lactona ()

2-desoxi-D-ribono

c 10*° 2-desoxi-D-ribono-1,4-lactona® 11" ° “3.5-bis(ripolifosfato)-1 4-lactona®
6 13C 8 13C 8 13C 6 13C

1 176,1s 176,2 1819s 180,6

2 37,9t 38,0 40,1t 38,8

3 67,7d 67,8 70,7 d 69,3

4 88,2d 88,3 91,4d 90,0

5 60,7t 60,8 63,4t 62,0

@ Dados obtidos em DMSO-dg, 11,7 T.

® Os dados de RMN de °C e suas multiplicidades foram atribuidos com auxilio dos experimentos
DEPT 135° e 90°.

° Dados obtidos em D,0O, 7,0 T.

4 Dados obtidos em D,0, 11,7 T.
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5.6.2 (+)-proto-Quercitol (12)

O espectro de RMN de ®*C de 12 mostra cinco sinais caracteristicos de
carbonos carbindlicos (6 68,3, 68,6, 70,6, 71,9 e 74,3), além de um sinal em & 33,0
(Figura 162, p. 345 e Tabela 17). O espectro de RMN de 'H de 12 apresenta dois
sinais relativos a dois hidrogénios metilénicos em 5 1,79 (H-6ax, ddd, J = 14,0, 11,5
e 3,5) e 1,96 (H-6eq, ddd, J = 14,0, 4,5 e 3,5), além de quatro sinais relativo as a
quatro hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos (Figura 163, p. 346). A analise
das multiplicidades e constantes de acoplamentos destes hidrogénios sugere a
estrutura de desoxiexainositol para 12, em que os substituintes hidroxilicos em C-1,2
e C-2,3 séo trans-diequatoriais e os em C-4,5 sao trans-diaxiais (Figura 30). Uma
analise comparativa dos espectros de RMN de 'H e de *C de 12 com os de amostra
auténtica do proto-quercitol (XI) evidenciou que se tratam da mesma substancia.
Observou-se um valor de [«f° de +33° (c. 0,24 g/100 mL, H,O) para 12. Este

desoxiinositol ja havia sido isolado do extrato aceténico de folhas de A. ridicula em
43, 90

estudos fitoquimicos anteriores

Figura 30. Configuragéo relativa de 12.

Tabela 17. Dados de RMN de 'H e de ">C de 12 e do proto-quercitol (5, J em Hz)?

CeH 12° proto-
quercitol
1 68,6 3,73(1H,ddd, J=115,93,45) 69,1 3,65 (1H, ddd, J = 11,5, 9,3, 5,0)
2 74,3 3,54 (1H,t,J=9,3) 74,8 3,46 (1H, 1, J = 9,3)
3 70,6 3,69 (1H,dd, J=9,3, 3,5) 71,2 3,61 (1H, dd, J=9,3, 3,3)
4 71,9 3,90 (1H,t,J = 3,5) 72,5 3,83 (1H, dt, J = 1,3, 3,3)
5 68,3 3,99 (1H,q, J = 3,5) 68,8 3,92 (1H, g, J = 3,3)
B6ax 33.0 1,79 (1H, ddd, J = 14,0, 11,5, 3,5) 335 1,71 (1H, ddd, J = 14,0, 11,5, 3,3)
6eq 1,96 (1H, ddd, J = 14,0, 4,5, 3,5) 1,89 (1H, dddd, J = 14,0, 5,0, 3,3, 1,3)

a MultlpI|C|dade estabelecida com base em experimento gCOSY 'H-'H.
® Dados obtidos em D,0, 4,7 T.
¢ Dados obtidos em D,0O, 11,7 T.
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5.6.3 Etil-B-D-glucopiranosideo (13)

Os espectros de RMN de "*C, DEPT 135° e 90° de 13 apresentam oito sinais
relativos a quatro carbonos metinicos/carbinélicos em 6 70,0, 73,4, 76,1 e 76,2, dois
metilénicos/carbindlicos em & 61,1 e 66,4 e um metilico em 5 14,5, além de um sinal
tipico de um carbono anomérico em & 102,1 (Figura 164, p. 348 e Figura 165, p.
348). A analise do espectro de RMN de 'H de 13, auxiliado pelos experimentos
gTOCSY 1D e HOMODEC (Figura 166, p. 349 a Figura 168, p. 351), permitiu
estabelecer a multiplicidade dos sinais de hidrogénios (Tabela 18, p. 129). Essa
analise evidenciou acoplamento entre H-1 (6 4,44) e H-2 (5 3,23), entre H-3 (6 3,46)
e H-2 e H-4 (5 3,35), entre H-4 e H-3 e H-5 (6 3,41), entre H-5 e H-4, H-6a (5 3,68) e
H-6b (5 3,88), entre 2H-6 e H-5, e H-6a e H-6b, permitindo estabelecer as posicoes
axiais para H-1 a H-5 em um anel piranosidico com configuracao relativa idéntica a
da glucose. Além desses sinais, evidenciou-se também sinais em 6 3,94 (H-1'a, dq, J
= 10,0 e 7,0 Hz), 3,70 (H-1'b, dq, J = 10,0 e 7,0 Hz) e 1,25 (H-2', t, J = 7,0 Hz),
sugerindo a presenga de um substituinte etoxila em 13. A analise dos mapas de
contornos gHMQC (Figura 169, p. 352) e gHMBC (Figura 170, p. 354) dessa
substancia evidenciou correlagdes de H-1'a e H-1'b com C-1 (6 102,1), e de H-1 com
C-1' (6 66,4), permitindo estabelecer a posi¢céo desse substituinte em C-1, formando

um acetal (Figura 31).

Figura 31. Principais correlacdes observadas pelo experimento gHMBC (*H—"C) para 13.

Uma analise comparativa dos dados de RMN de 'H e de "*C de 13 com os da

substancia etil-B-D-glucopiranosideo, identificada em Hippophaé rhamnoides Linn.

134

(Elaeagnaceae) ", confirmou que se tratam da mesma substancia.
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Tabela 18. Dados de RMN de C e de "H de 13 e da etil-B-p-glucopiranosideo (8, J
em Hz)®
CeH 13 E.tiI—B—D—’quc(?—
piranosideo

5§C®  gHMBC §'H 5§ °C §'H
1 102,1 d :; a, BT, 4 44 (1H, d, 8,0) 101,8 449 (1H, d, 8,0)
2 734d  H-3 3,23 (1H, dd, 9,3, 8,0) 73,1 3,27 (1H, dd, 9,1, 8,0)
3 76,2°d  H-1,H-2,H-5 3,46 (1H,t, 9,3) 75,9° 3,50 (1H, t, 9,1)
4 70,0d  H-5, H-6b 3,35 (1H, t, 9,3) 69,6 3,39 (1H, dd, 9,1, 9,6)

. 3,41 (1H, ddd, 9,3, 6,0, o 3,47 (1H, ddd, 9,6, 6,0,

5 76,1°d H-6a 22) 75,8 2.2)
6a 3,68 (1H, dd, 12,3, 6,0) 3,73 (1H, dd, 12,3, 6,0)
6b 611t H4 3,88 (1H, dd, 12.3,22) 008 3,93 (1H, dd, 12,3, 2,2)
1'a 3,70 (1H, dg, 10,0, 7,0) 3,75 (1H, dg, 10,0, 7,1)
rp 64t H 3.94 (1H, dg, 10,0,7,0) 002 3,99 (1H, dg, 10,0, 7,1)
2 145q H-1a, H-1b 1,25 (3H,t, 7,0) 14,2 1,25 (3H, t, 7,1)

2 Multiplicidade estabelecida com base em experimento gCOSY 'H-'H.

® Dados obtidos em D,0, 11,7 T.

° Os dados de RMN de "°C e suas multiplicidades foram atribuidos com auxilio dos experimentos
DEPT 135° e 90°.

¢ Dados obtidos em D,0, 9,4 T.

° Os valores que antecedem a mesma letra podem estar trocados na mesma coluna.

5.6.4 Acido 2-butinodidico (14), 3-hidroxipropanoato (15), acetato (16) e
formiato (17)

O espectro de RMN de 'H de 14 em D,0 n3o revelou sinais de hidrogénios,
indicando que se tratava de um composto inorganico ou um composto organico
desprovido de hidrogénios. O espectro de massas de alta resolugcéo de 14 (Figura
171, p. 356) evidencia a molécula desprotonada [M-H] de m/z 112,9871, sugerindo
a férmula molecular C4O4H; (calculado para C4O4H2—-H = 112,9875), compativel
com a estrutura do acido 2-butinodidico.

O espectro de RMN de 'H da amostra CEI-3-N-3 em D,0 apresenta sinais em
cinco diferentes regides do espectro (Figura 172, p. 356), cujas integracbes das
areas indicam tratar-se de uma mistura de substancias. A analise desse espectro,
juntamente com a dos mapas de contornos gHMQC (Figura 173, p. 357) e gHMBC
(Figura 174, p. 359) dessa amostra evidenciou a presenca de trés anions: 3-
hidroxipropanoato (15: ¢ 180,5, 40,0, 58,8; 64 2,41, 3,77), acetato (16: 6c 181,6 e
23,0; o1 1,89) e tragos de formiato (17: o4 8,43).

A formagdo dos compostos como 15-17 foi previamente monitorada por
Brecker e colaboradores (2003) por RMN de '"H in situ a partir de substratos

contendo propionato (XXXVII) e 2-butinodionato (XLIV) (“substratos invisiveis”) na
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presenca de Pseudomonas putida Trev.®. Deste monitoramento, eles propuseram
duas rotas metabdlicas para a degradacdo desses a-alquinoatos, no qual as
ligagdes triplas dos “substratos invisiveis” séo inicialmente hidratadas, formando 3-
cetopropanoato (XXXVIII) (Esquema 26) e 2-cetobutanodionato (XLV) (Esquema 27,
p. 131) a partir do propionato e do 2-butinodionato, respectivamente . Na primeira
rota, o acetaldeido (XLII) é oxidado a acetato (16), acompanhado pela reducéo do 3-
cetopropanoato (XXXVIIl) a 3-hidroxipropanoato (15). Na outra rota de
biotransformacéo, o a-cetoacido (XLV) sofre descarboxilagédo resultando no piruvato
(XLVII) . O piruvato é entado hidrolisado a acetato (16), formiato (17) e a pequenas

quantidades de lactato (L).

Esquema 26. Proposta de via metabdlica do propionato em P. putida para a formagao de
15¢ 16

H=———CO00-
XXXV

hidratasel +H,0

o +H,0 OH
HO -— coo- ——» HO
\/\ - = -— COO-
co0 ! )
2
H
XXXIX XXXVIII XL

descarboxilase

» CO,
1+H" XLI

OH
O~ CHs +H,0 HO_| _CH,

H -H,0 H
XL XLI
+H,0
. -H*
2H acetaldeido-

desidrogenase .
9 desidrogenase

v

HO,
~"coo- S
15 16
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Esquema 27. Proposta de via metabdlica do 2-butinodionato em P. putida para formacéao de
16 e 17

-00C—==—CO00-
XLIV

hidratase 1 +H,0

I B o +H,0  HO_ ,OH
)\/COO' — coo- <*— X_coo-
-00C -00C -H,0 -00C
XLVII XLV XLVI
. +H*
descarboxilase co,
XLI
> +H,0  HO_ OH
L, <=
-00C cH, -H,0 -00C CH,
XLVII XLIX
10ﬂ |90%
| - = —
| formaldeido- +H.O
desidrogenase 27
F - - 2H = - —_ = +H
T -«
lactato- I -0 H .
desidrogenase | 17 hidrogenase
v v
OH l 0
A co A
-00C” - CH : 07 cH,
L XLI 16

Baseando-se na proposta de Brecker, propde-se que ao submeter o composto
14 em meio alcalino durante os processos de purificagao este (Esquema 16, p. 68)
formaria o anion 2-butinoato (LI), o qual poderia originar o propinoato (XXXVII) (n&o
detectado) por descarboxilagdo. Esse composto n&o detectado seria entdo
transformado em 3-hidroxipropanoato (15), acetato (16) e formiato (17), por rea¢des
de descarboxilagcao, oxidagédo e redugédo (Esquema 28, p. 132). Logo, a diferenca
entre essa proposta e aquela apresentada por Brecker para biotransformacdes é a
formacgédo do propionato a partir de 14 por um processo exclusivamente quimico e

catalisado por base.
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Esquema 28. Proposta para as transformag¢des quimicas do acido 2-butinodidico (14) em

15-17
HOOC—==—COOH
14
lmH-
-00C—==—COOH
LI
H+Hzo
i - o ™o +H,0  HO_ OH
S S o QP
-ooc -00C o HO -
LIV Ll L
co,
XLI
OH Q +H,0  HO_ ,OH
—D‘ —D‘
-00C CH, -00C CH, -H,0 -00C™ "CH,
Lv XLVIII XLIX
u o o] 0
T on Jl\ ' Jl\
-00C—=—H -0 “CH, -0 H
XXXVII 16 .

o +H0 o M
HOANco0r = T\COO' == coo

-H,0 !
XXXIX XXXVIII XL
H]
HO - [Hl |
~"coo- * co,
XXXV
15 l
-0_ _.CH +HO HO_ _.CH CH, +H,0 OH
\( 2 S s *H0  yo J_cH,
ﬁ h
"H,0 \
LVI LVl XLl XL
[O]
+OH
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5.7 Consideragcoes sobre os bioensaios realizados com extratos e
substancias isoladas de Aristolochia ridicula

5.7.1 Avaliagao da susceptibilidade do inseto Anticarsia gemmatalis a extratos

e poliflavonéides isolados de Aristolochia ridicula

Diferentes concentragbes dos extratos FA(1996) e CA(1996), bem como dos
poliflavondides II-V, IX e 4 foram aplicadas sobre o mesotérax de lagartas de
Anticarsia gemmatalis no 3° “instar”’. Analisou-se a viabilidade pupal aferida apés 72
h da aplicacao tépica (vpr2), a viabilidade pupal total aferida ao final do ciclo de
desenvolvimento do inseto-modelo (vp:) e a variagdo de massa média de pupa
desse inseto-modelo submetido aos bioensaios.

A analise dos resultados nao revelou curvas de viabilidade pupal dose-
dependente de A. gemmatalis em fungdo da variagao das concentracdes de FA e CA
(Tabela 19 e Tabela 20, p. 134). Entretanto, observou-se uma diminuicao
significativa da massa média de pupa empregando-se FA na concentragdo de 60,0

Mg/inseto.

Tabela 19. Viabilidades pupais e massa média de pupa de A. gemmatalis
submetida a aplicacéo tépica do extrato acetbnico de folhas de A. ridicula

Cédigo Cpnc. VP72 (%) VP (%) Massa média1
(ug/inseto) média Ccv média CV  de pupa (mg)

Etanol - 100,0 0,0 100,0 0,0 246,48ab

Acetona - 100,0 0,0 100,0 0,0 244 37ab
FA-1 3,8 100,0 0,0 93,3 12,4 223,37bc
FA-2 7,5 100,0 0,0 76,7 27,2 223,32bc
FA-3 15,0 100,0 0,0 73,3 20,8 229,95abc
FA-4 30,0 93,3 12,4 80,0 21,7 235,11ab
FA-5 60,0 93,3 12,4 90,0 11,1 209,93c
DMS - - - - - 21,60
CV (%) - - - - - 12,41

' Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P <
0,05).
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Tabela 20. Viabilidades pupais e massa média de pupa de A. gemmatalis
submetida a aplicagéo topica do extrato acetbnico de caules de A. ridicula

Cédigo C_onc. VP, (%) _VPpy (%) Massa média1
(nglinseto) média Ccv média Ccv de pupa (mg)
Etanol - 100,0 0,0 100,0 0,0 246,48ab
Acetona - 100,0 0,0 100,0 0,0 244,37ab
CA-2 10,0 83,3 25,0 30,0 88,2 248,13a
CA-3 20,0 90,0 11,1 56,7 36,7 231,03b
CA-4 40,0 96,7 6,0 90,0 19,2 230,80b
DMS - - - - - 16,3
CV (%) - - - - - 9,63

' Médias seguidas pela mesma letra n&do indicam diferenca significativa pelo teste de

Tukey (P =< 0,05).

A analise dos resultados obtidos para as biflavonas Il, Ill e IV também né&o

revelou curvas de viabilidade dose-dependente A. gemmatalis em funcdo da

variagédo das concentragdes dessas solugdes (Tabela 21, Tabela 22, p. 135 e Tabela

23, p. 135). Contudo, observou-se um decréscimo de aproximadamente de 10 a

20% de vp7, e de vp; de A. gemmatalis envolvendo a biflavona Ill nas concentragdes

de 5,0 e 10,0 ug/inseto, respectivamente. Além disso, a biflavona IV reduziu em

aproximadamente 30% de vpr, e vp; desse inseto na concentragao de 10 ug/inseto.

Tabela 21. Viabilidades pupais e massa média de pupa de A. gemmatalis
submetida a aplicacéo tépica da biflavona Il

Cédigo C_onc. VP72 (%) VPt (%) Massa média1
(nglinseto) média (047 média CV  de pupa (mg)
Etanol - 100,0 0,0 100,0 0,0 246,48ab
Acetona - 100,0 0,0 100,0 0,0 244,37ab
ll-A 0,6 70,0 14,3 66,7 22,9 242,15a
II-B 1,2 86,7 26,6 73,3 34,3 227,80a
l-C 25 80,0 12,5 73,3 15,7 226,89a
Il-D 5,0 86,7 17,6 83,3 13,9 241,06a
Il-E 10,0 90,0 11,1 83,3 6,9 231,93a
DMS - - - - - 22,38
CV (%) - - — = = 12,48

' Meédias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (P < 0,05).
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Tabela 22. Viabilidades pupais e massa média de pupa de A. gemmatalis
submetida a aplicagéo topica da biflavona Il

Cédigo C_onc. VP7 (%) VP (%) Massa média1
(uglinseto) média cv média CV__ de pupa (mg)
Etanol - 100,0 0,0 100,0 0,0 246,48ab
Acetona - 100,0 0,0 100,0 0,0 244,37ab
i-A 0,6 76,7 32,8 60,0 16,7 238,11a
i-B 1,2 100,0 0,0 73,3 20,8 226,39
l-c 2,5 80,0 21,7 80,0 25,0 237,78a
il-b 5,0 86,7 6,7 80,0 0,0 233,66a
ln-E 10,0 83,3 6,9 73,3 20,8 233,80a
DMS - - - - - 21,24
CV (%) - - - - - 11,84

! Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenga significativa pelo teste de

Tukey (P < 0,05).

Tabela 23. Viabilidades pupais e massa média de pupa de A. gemmatalis

submetida a aplicagdo topica da biflavona IV

Cédigo C_onc. VP7 (%) _VPp: (%) Massa média1
(mglinseto) média Ccv média CV__ de pupa (mg)
Etanol - 100,0 0,0 100,0 0,0 246,48ab
Acetona - 100,0 0,0 100,0 0,0 244 37ab
IV-A 0,6 - - - - -
IV-B 1,2 70,0 24,7 53,3 28,6 251,54a
Iv-C 2,5 73,3 34,3 60,0 28,9 246,55ab
IvV-D 5,0 93,3 6,2 86,7 17,6 229,08b
IV-E 10,0 66,7 8,7 56,7 20,4 256,10a
DMS - - - - - 20,07
CV (%) - - - - - 11,18

' Médias seguidas pela mesma letra n&do indicam diferenca significativa pelo teste de

Tukey (P < 0,05).

A chalcona-flavona V reduziu de 20-40% de vp: nas concentragdes de 1,2 a

10,0 ugl/inseto (Tabela 24, p. 136). Enquanto, a chalcona-flavona 4 ndo provocou

uma variagao significativa das viabilidades pupais nas concentra¢des bioensaiadas

(Tabela 25, p. 136). No entanto, 4 provocou uma diminui¢cao significativa da massa

média de pupa na concentracéo de 5,0 pg/inseto.
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Tabela 24. Viabilidades pupais e massa média de pupa de A. gemmatalis
submetida a aplicagéo topica da chalcona-flavona V

Cédigo C_onc. VP (%) VP (%) Massa média1
(uglinseto) média cv média CV__ de pupa (mg)

Etanol - 100,0 0,0 100,0 0,0 246,48ab

Acetona - 100,0 0,0 100,0 0,0 244,37ab
V-A? 0,6 95,0 7.4 80,0 35,4 234,75ab
V-B 1,2 73,7 31,5 56,7 10,2 221,92b
V-C 2,5 96,7 6,0 80,0 12,5 238,36ab
V-D 5,0 93,3 6,2 70,0 0,0 243,94a
V-E 10,0 93,3 6,2 80,0 0,0 233,74ab
DMS - - - - - 20,16

CV (%) - - - - - 11,22

! Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenga significativa pelo teste de
Tukey (P = 0,05).

2 Os dados foram calculados baseando-se em 20 insetos.

Tabela 25. Viabilidades pupais € massa média de pupa de A. gemmatalis
submetida a aplicacéo tépica da chalcona-flavona 4

Codigo Conc. vp72 (%) vp: (%) Massa média
(ng/inseto) média cv média cv  de pupa(mg)
Etanol - 100,0 0,0 100,0 0,0 246,48ab
Acetona - 100,0 0,0 100,0 0,0 244 37ab
4-A 0,6 83,3 34,6 66,7 34,6 235,93ab
4-B 1,2 66,7 37,7 53,3 65,8 246,14a
4-C 2,5 93,3 12,4 86,7 17,6 226,42abc
4-D 5,0 86,7 17,6 76,7 41,9 205,67c
4-E 10,0 83,3 6,9 86,7 13,3 218,98bc
DMS - - - - - 25,08
CV (%) - - - - - 14,30

! Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenga significativa pelo teste de
Tukey (P =< 0,05).

O tetraflavonéide IX provocou uma reducdo de 20 e 30% de vprz e vpy,

respectivamente, apenas na concentragédo de 1,9 ug/inseto (Tabela 26, p. 137).
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Tabela 26. Viabilidades pupais e massa média de pupa de A. gemmatalis
submetida a aplicagéo topica do tetraflavonéide IX

Codigo Conc. VP12 (%) vp: (%) Massa média1
(nglinseto)  media Ccv  meédia cv  depupa(mg)

Etanol - 100,0 0,0 100,0 0,0 246,48ab

Acetona - 100,0 0,0 100,0 0,0 244 ,37ab
IX-AZ 0,5 85,0 25,0 55,0 38,6 236,29a
IX-B 0,9 83,3 18,3 76,7 19,9 230,47a
IX-C 1,9 76,7 7,5 70,0 14,3 236,45a
IX-D 3,8 73,3 34,3 53,3 39,0 234,73a
IX-E 7,5 93,3 12,4 80,0 25,0 230,42a
DMS - - - - - 21,28

CV (%) - - - - - 11,87

' Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenga significativa pelo teste de

Tukey (P < 0,05).

2 Os dados foram calculados com base em 20 insetos.

Os bioensaios evolvendo a susceptibilidade de Anticarsia gemmatalis as
solugdes em concentracdes diferentes dos extratos FA e CA e dos poliflavondides IlI-
V, IX e 4 ndo evidenciaram curvas de viabilidade dose-dependente de A. gemmatalis
em funcdo da variagdo das concentracbes das solugdes de extratos e de
substancias. Esse fato pode ser explicado devido a elevada adaptabilidade desse
inseto-modelo as espécies vegetais ricas em flavondides, por exemplo, a soja
(Glycine max Linn.), uma espécie rica em isoflavonas. Entretanto, a atividade
antialimentar provocada pelos poliflavonéides em fitéfagos parece ser confirmada
pelos experimentos envolvendo a chalcona-flavona 4 e seu extrato de origem (FA),
0s quais evidenciaram uma reducao significativa da massa média de pupa de A.
gemmatalis.

5.7.2 Avaliagdo da susceptibilidade do protozoario Plasmodium falciparum a
extratos e poliflavonoides isolados de Aristolochia. ridicula

Avaliou-se a atividade antiplasmddica dos extratos FH, FA, FE, FS, CH, CA,

CE e CS de A. ridicula, sendo que os extratos polares de caules CS, CE e CA foram

ativos contra cepa de P. falciparum cloroquina-resistente (Tabela 27, p. 138). A partir

do extrato CE isolou-se os biflavondides 3 e 4, os alcalbides 6-8, a alcamida 9, as 2-

desoxiribonolactonas 10 e 11, o ciclitol 12, o derivado glicosidico 13, além do diacido

14 e seus derivados carboxilatos 15-17. Do extrato CA isolou-se as biflavonas Il e
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IV, as chalconas-flavonas V-VIII e o tetraflavonoéide XIX. O extrato FS ainda nao foi
estudado. Além dessas substancias, isolou-se os biflavondides | e I, o
tetraflavonoide X e o ciclitol XI (12) a partir de FA.

Entre as substéncias isoladas dos extratos de A. ridicula, avaliou-se a atividade
antiplasmddica in vitro das biflavonas Il e IV, das chalcona-flavonas V e 4 e do
tetraflavonoide IX.

Exceto a biflavona Il, os demais poliflavonoides (IV, V, IX e 4) apresentaram
atividade antiplasmddica moderada, e ICs5y superiores aos de seus extratos de
origem (FA, CA e CE) (Tabela 28, p. 139). Portanto, baseando-se no historico das
substancias isoladas a partir dos extratos ativos CE e CA, sugere-se que outras
substancias presentes nesses extratos contribuiram para a atividade antiplasmaédica
observada, por exemplo, os alcalbides isolados a partir de CE, pois essa classe de
substancias apresentam diversos compostos com atividade antiplasmédica
comprovada '%. Pode-se citar, como exemplo, os alcaldides isococlaurina (BTIQ),
(-)-cissampentina (BBIQ) e N-steponina (protoberberinico) isolados a partir de raizes
de Cissampelos mucronata A. Rich., os quais apresentam IC5y de 1,4, 2,6 e 8,9

ug/mL, respectivamente, contra cepa de P. falciparum cloroquina-resistente .

Tabela 27. Susceptibilidade de P. falciparum aos extratos de A. ridicula
ICso (ng/mL)

Atividade
Codigos 3° . <4
1° Experimento 2° Experimento _ antiplasmaodica
Experimento
FH >50 >50 ~25 INATIVA
FA 25<1C5p<50 >25 <25 INDEFINIDA
FE >50 >50 >50 INATIVA
FS >50 >50 >50 INATIVA
CH 25<1C5<50 >25 <25 INDEFINIDA
CA <25 <25 2 ATIVA
CE <25 <25 5 ATIVA
Cs <25 <25 4 ATIVA

cloroquina 0,125<IC5,<0,250 0,194 >0,5 ATIVA
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Tabela 28. Susceptibilidade de P. falciparum aos poliflavondides lI-IV, IX e 4

Codigos IC50 (ng/mL) Atividade
1° Experimento  2° Experimento  3° Experimento  antiplasmédica®

i ° >50 >50 INATIVA

v 12 >50 25<1C50<50 PA

\' 6 35 11 PA

IX 19 16 4 PA

4 19 30 8 PA
cloroquina 0,125<IC5,<0,250 0,194 >0,5 ATIVA

@ PA: Parcialmente ativa.
b Experimento nao realizado.

5.7.3 Avaliagdo da susceptibilidade da bactéria Mycobacterium tuberculosis
aos extratos de Aristolochia ridicula
Os ensaios antimicobacterianos in vitro dos extratos FH, FA, FE, FS, CH, CA,
CE e CS de A. ridicula contra M. tuberculosis (H37Rv) pelo método MABA
mostraram CIM inferiores ou iguais a 125 ug/mL para os extratos FH, FA, FE, CH,
CA, CE e CS (Tabela 29). Portanto, todos os extratos, exceto FS, apresentam
atividade antimicobacteriana, entre os quais, destaca-se CH, CA e CE por
apresentarem CIM de 3,91 ug/mL e FH e CS com CIM de 31,25 ug/mL. Logo, os
extratos provenientes de caules, exceto CS, possuem maior potencial

antimicobacteriano quando comparado com os de folhas de A. ridicula.

Tabela 29. Susceptibilidade de M. tuberculosis
aos extratos de A. ridicula

Cédigos CIM (png/mL) Atividade
antimicobacteriana
FH 31,25 ATIVA
FA 125 ATIVA
FE 125 ATIVA
FS >250 INATIVA
CH 3,91 ATIVA
CA 3,91 ATIVA
CE 3,91 ATIVA
CSs 31,25 ATIVA

isoniazida 0,03 ATIVA
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo fitoquimico dos extratos acetdnico de folhas e etandlico de caules de
Aristolochia ridicula H.B.K. resultou isolamento de dezessete substancias naturais
pertencentes a distintas classes de metabdlitos especiais (flavondides e
alcaléides/amidas) e essenciais (ribonolactonas, ciclitdis, acgucares e acidos
carboxilicos e seus derivados).

A partir do extrato aceténico de folhas, isolou-se cinco flavondides: dois novos
biflavondides, sendo uma biflavona (2) e uma chalcona-flavona (4); um
tetraflavondide com esqueleto carbdnico inédito (5), além de um monoflavondide
conhecido (1), uma biflavona rara (3) e um ciclitol (12), sendo essas duas ultimas
substancias isoladas em estudos quimicos anteriores de A. ridicula. Do extrato
etandlico de caules, foram isolados trés alcaldéides: um BTIQ (6), um
protoberberinico (7) e um BBIQ (8), além de uma alcamida (9), duas 2-
desoxiribonolactonas (10 e 11), um ciclitol (12), um derivado glucosidico (13) e um
acido a-alcinodidico (14) e seus trés provaveis derivados carboxilatos (15-17).

A utilizacdo de particbes, lavagens e precipitacbes, seguidas por
fracionamentos cromatograficos simples mostrou-se uma metodologia satisfatéria
para a obtencdo de poliflavondides a partir do extrato acetdnico de folhas de A.
ridicula. Uma metodologia semelhante foi aplicada ao fracionamento do extrato
etandlico de caules e resultou no reisolamento da biflavona 3, da chalcona-flavona 4
e do ciclitol 12. A purificacdo dos alcalbides 6-8 por CCDP (silica gel, CHCIl3/MeOH)
mostou-se eficiente principalmente para 8, enquanto a utilizagdo de CC (LH-20,
MeOH) para a purificagdo do sal alcaloidico 7 foi mais apropriada. Devido
principalmente as diferencas de polaridade, solubilidade e complexidade estrutural
dos compostos de interesse, o monitoramento das fragdes flavonoidicas foi feito por
RMN de "H, enquanto que para as fragées alcaloidicas, utilizou-se CCDC.

As analises por RMN 1D e 2D dos flavondides 2-5 em solventes polares
apréticos (CD3CN) foram fundamentais para determinar suas estruturas
moleculares, bem como para compreender o comportamento conformacional dessas
moléculas. A interpretacdo dos espectros de massas obtidos por ESI foi
imprescindivel para a determinacdo estrutural do tetraflavondide 5 e do alcal6ide
BBIQ 8. A obtengdo dos derivados metilados 3a, 4a, 4b, 7a e 8a e acetilados 7b foi
essencial para a completa determinacao estrutural de seus respectivos produtos

naturais.
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Anadlises comparativas entre as curvas de DC e os espectros de absor¢ao na
regido do UV dos poliflavonoides 2, 3a, 4, 4a, 4b e 5 evidenciaram a existéncia de
efeitos Cotton significativos nas curvas de DC de 2, 4, 4a e 5 e a auséncia destes
para os derivados metilados 3a e 4b, os quais nao apresentam ligacéo de hidrogénio
intramolecular. Portanto, pode-se inferir que ligagdes de hidrogénio intramolecular
com oxigénios carbonilicos presentes em 2 e 4 e 4a sao essenciais para a
quiralidade axial dos rotores C-3-C-6" e C-a-CO-1" presentes nas biflavonas,
chalconas-flavonas e tetraflavondides isolados de A. ridicula. Tais consideragdes
estdo em conformidade com os dados espectroscopicos de RMN de 'H e de *C
dessas substancias.

A avaliacao da atividade inseticida de extratos e de substancias isoladas de A.
ridicula em Anticarsia gemmatalis (inseto-modelo) apresentou resultados
interessantes. Apesar dos resultados obtidos para os poliflavonoides II-V, IX e 4 e
para os extratos FA e CA ndo apresentarem curvas de viabilidade pupal dose-
dependente, observou-se redu¢des de 10 a 40% nas viabilidades pupais (vp72 e/ou
vpt) para os bioensaios envolvendo os poliflavonoides lll, IV, V e IX. Além disso, a
chalcona-flavona 4 e seu extrato de origem (FA) causaram uma diminuicao
significativa da massa média de pupa nas concentragdes de 5,0 e 60,0 pg/inseto,
respectivamente. Esses resultados sugerem que os poliflavondides poderiam
exercer efeito deletério e/ou atividade antialimentar em fitéfagos, funcdes ja
comprovadas para diversos flavonoides.

Os resultados antiplasmodicos envolvendo extratos e poliflavondides de A.
ridicula evidenciaram que os extratos acetbnico, etandlico e etandlico-soxhlet de
caules sao ativos nas condi¢des bioensaiadas, enquanto os biflavondides lll, IV e 4
e o tetraflavonodide IX sdo parcialmente ativos contra cepa de P. falciparum
cloroquina-resistente. Quanto aos ensaios antimicobacterianos, verificou-se elevada
susceptibilidade da bactéria M. tuberculosis principalmente aos extratos hexanico,
acetbnico e etandlico de caules de A. ridicula (CIM de 3,91 ug/mL). A atividade
antimicobacteriana das substancias isoladas a partir dos extratos acetdnico e
etandlico de caules é desconhecida, bem como a composi¢cédo quimica do extrato
hexanico de caules de A. ridicula.

Baseando-se nos compostos obtidos de diferentes extratos de A. ridicula,
algumas consideragbes podem ser feitas quanto a particularidade quimica dessa

espéecie em Aristolochiaceae, bem como a similaridade quimica com outras espécies
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vegetais. Primeiramente, a composi¢céo quimica de A. ridicula é distinta das demais
espécies de Aristolochiaceae devido a presenca de biflavonas com padrdo de
ligagao intraflavonoidica (C-3—-C-6") raro, de chalconas-flavonas com anéis furanicos
e de tetraflavondides incomuns, bem como pela presenga de alcaléides BBIQs com
ligacdo metilenoxilica pouco usual. A analise dos resultados apresentados neste
trabalho evidenciou similaridades quimicas entre Aristolochia ridicula H.B.K. e
espécies pertencentes aos géneros Stephania e Cissampelos da familia
Menispermaceae. A partir de S. tetranda, isolou-se biflavonas com o mesmo padrao
de ligacao intraflavonoidica que as de A. ridicula, enquanto que de C. pareira isolou-
se uma chalcona-flavona de mesmo esqueleto que 4 e o alcaldide cissampareina
(8). A similaridade quimica entre espécies de Aristolochiaceae e de
Menispermaceae ja havia sido relatada por Hutchinson (1973), devido a semelhanca
dos compostos quimicos isolados a partir de espécies pertencentes a ambas as
familias, entre os quais estéo aristolactamas e dioxoaporfinas .

Portanto, este trabalho podera auxiliar na compreensdo sobre a ocorréncia,
distribuicdo e biossintese de poliflavondéides em Angiospermas, bem como em

estudos quimiossistematicos.
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7 DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
E SEUS DERIVADOS
7.1 Luteolina (1)

Dados de RMN de "H em conformidade com os descritos na literatura .

7.2 3",4'.4™5,5",7"-Hexaidroxi-7-metoxi-3,6"-biflavona (ridiculuflavona D, 2)

Soélido amarelo; p.f. 238,3-239,3 °C; [.}* -6,0 ° (c. 0,055, MeOH); DC (MeOH; c.
0,040) [@l230 +2115, [Al23s +2148, [Hl2e0 +1679 sh, [Hl270 +2171, [H]324 +458 sh, [Hl3z6
+767, [0)346 +465 sh, [Glses 0, [Gl3s2 =227, [Hlaoz 0; UV 4 nm (log €): 262 (4,3), 334
(4,2); IV <& cm™: 3345, 1628, 1383, 1099, 1038; dados de RMN de 'H e de *C
(CD30D), ver Tabela 3, p. 86 e Tabela 2, p. 85, respectivamente; EM-ESI-AR
(sonda) 4500V, m/z (int. rel.): 567,0921 [M—H] (100) (calculado para C31HO¢1—H =

567,0922); EM-EM-ESI (sonda) 4500 V dos ions de m/z 567,09, m/z (int. rel.):
401,07 [M-H-166] (100).

7.3 4",5"7,7"-Tetraidroxi-3"",4',5-trimetoxi-3,6"-biflavona (ridiculuflavona C, 3)
Dados de RMN de 'H e de '*C em CD3CN (Tabela 3, p. 86 e Tabela 2, p. 85,
respectivamente) em conformidade com os descritos na literatura . EM-ESI-AR
(sonda) 4500V, m/z (int. rel.): 619,1203 [M+Na]" (28) (calculado para C33H24011+Na
=619,1216).

74 3"M.4'4™5,5",7,7"-Heptametoxi-3,6"-biflavona (ridiculuflavona E, 3a)

Sélido amarelo; p.f. 193,3-196,1 °C (Me.CO); [«* —-1,0 ° (c. 0,060, MeOH); DC
(MeOH; c. 0,035) [Al220 +3501, [fl260 +188, [A290 +770, [Hlz0s +546, [Hla2s +995 sh,
[Al3aa +2094, [Hl365 O, [Hla72 =108 sh, [Hlass =242, [Hlae9 0; UV % nm (log ¢): 264
(4,1), 326 (4,1) (Figura 175, p. 361); IV v cm™: 1632, 1383, 1115 (Figura 176, p.
361); dados de RMN de 'H e de *C (CDCI3) ver Tabela 3, p. 86 e Tabela 4, p. 92,
respectivamente; EM-ESI-AR (sonda) 4500 V, m/z (int. rel.): 675,1865 [M+H]" (100)
(calculada para C37H32011Na = 675,1842).
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7.5 4'5,5",7"-Tetraidroxi-3',3",4"'-trimetoxi-7-O-p:6-a-flavona-chalcona
(ridiculuflavonilchalcona B, 4)

So¢lido amarelo; p.f. 160,5-162,5 °C; [«* -9,0 ° (c. 0,046, MeOH); DC (MeOH; c.
0,035) [Al220 +3501, [Hl260 +188, [Hl2g0 +770, [Hl30s +546, [l328 +995 sSh, [Hlza4 +2094,
[Azes O, [Ala72 =108 sh, [flags =242, [F]300 0; UV o nm (log €): 308 (4,6), 342 (4,5);
IV <& cm™: 3439, 1624, 1383, 1032; dados de RMN de 'H e de "*C (CD3CN), ver
Tabela 5, p. 93 e Tabela 4, p. 92, respectivamente; EM-ESI-AR (sonda) 4500 V, m/z
(int. rel.): 595,1235 [M—-H] (100) (calculada para C33H24011-H = 595,1235); EM-EM-
ESI (sonda) 4500 V para os ions de m/z 595,13, m/z (int. rel.): 580,10 [M-H-CH3] ™
(100), 429,10 [M—-H-166] (61), 414,08 [M-H-CH3-166]" (90).

7.6 7"-Hidroxi-3',3", 4',4"™,5,5"-hexametoxi-7-O-f:6-a-flavona-chalcona
(ridiculuflavonilchalcona D, 4a)

Sélido amarelo; p.f. 149.3-151.0 °C (Me,CO); P> =1,0 ° (c. 0,070, MeOH); DC
(MeOH; c. 0,300) [Hl220 +4244, [Gl260 +599, [l27s +696 sh, [Flag0 +954, [Hl32s +1107,
[Azaz +1323, [Ases O, [Aaz2 =78, [Alasr 0; UV " nm (log ). 301 (4,2), 339 (4,1)
(Figura 177, p. 362); IV »& cm™: 3439, 1630, 1383 (Figura 178, p. 362); dados de
RMN de 'H e de ™C (CDCl3), ver Tabela 5 p. 93 e Tabela 4, p. 92,
respectivamente; EM-ESI-AR (sonda) 4500 V, m/z (int. rel.): 661,1728 [M+Na]" (56)
(calculada para CzsH30011+Na = 661,1686), 639,1900 [M+H]" (100) (calculada para
CasH300+1+H = 639,1866).

7.7 3,3".4,4"5,5",7"-Heptametoxi-7-O-B:6-a-flavona-chalcona
(ridiculuflavonilchalcona E, 4b)

So¢lido amarelo; p.f. 148,1-149,3 °C (Me,CO); [«f° -3,0 ° (c. 0,065, MeOH); DC
(MeOH; c. 0,200) [Hl220 +359, [Al2s6 +47, [Hl276 +30, [Al284 +18 sh, [Hlago O, [Hl2es =19,
[A304 O, [Al3a6 +91, [Al3ss O, [Al3ss =25, [Alaes O, [Ala72 +24, [Hlass +135, [Hlas +130; UV
Aeon nm (log €): 286 (4,0), 335 (4,0) (Figura 179, p. 363); IV & cm™: 1663, 1383,
1119 (Figura 180, p. 363); dados de RMN de 'H e de "*C [(CD3)»CO], ver Tabela 5,
p. 93 e Tabela 4, p. 92, respectivamente; EM-ESI-AR (sonda) 4500 V, m/z (int. rel.):
675,1872 [M+Na]" (39) (calculada para Cj7H3,011+Na = 675,1842), 653,2057
[M+H]* (100) (calculada para C3sH30011+H = 653,2023).
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7.8 (4',5,7"-Triidroxi-3',3",4"'-trimetoxi-7-O-B:6-a-flavona-chalcona)-5"-O-B-[(7"-
hidroxi-3",4"'-dimetoxi)-5"-0-8-(4',5,7-triidroxi-3'-metoxi-flavona)]-chalcona
(ridiculuflavonilchalcona C, 5)

Soélido amarelo; p.f. 166,1-168,5 °C (Me,CO); [«f° -2,0 ° (c. 0,050, MeOH); DC

(MeOH; c. 0,200) [#)234 +808, [Hl258 +391 sh, [Hl2sa +175 sh, [A311 O, [Az18 =41, [Hl323

0, [Azs2 +105, [flasz +122, [Alzs2 +110, [fl3es O, [Alaro =58, [lzss —69, [flao1 O,

[Alazo —12; UV 2% nm (log €): 326 (3,9), 337 (3,9) (Figura 181, p. 364); IV & cm™:

3444, 1636, 1097 (Figura 182, p. 364); dados de RMN de 'H e de "*C (CD3CN), ver

Tabela 7, p. 99 e Tabela 6, p. 98, respectivamente; EM-ESI-AR (sonda) 4500 V, m/z

(int. rel.): 1191,2527 [M-H] (14) (calculado para CgsHsO2-H = 1191,2528),

595,1242 (100); EM-EM-ESI (sonda) 4500 V para os ions de m/z 595,12, m/z (int.

rel.): 580,11 [M-H-CHs] (7), 429,10 [M-H-166] (41), 414,08 [M—-H-CH3-166]"

(50); EM-ESI (sonda) 2660 V, m/z (int. rel.): 876 (5), 788 (16), 772 (16), 728 (23), 611

(24), 597 (43), 595 (63), 552 (24), 507 (34), 463 (48), 437 (33), 421 (100).

7.9 (x)-Coclaurina (6)
Sélido amorfo marrom; [, -3° (c. 0,18, MeOH); dados de RMN de 'H e de "°C em

DMSO-dg, ver Tabela 8, p. 104.

7.10 Cloreto de (-)-N-steponina (7)

Solido amorfo marrom; []* =70° (c. 0,21, MeOH) (Lit., []* =151°, c. 1,03, MeOH) ;
UV o+ nm (log ¢): 286 (4,3), 331 (2,3) (Figura 183, p. 365) (Lit. 212 (4,51), 235
(4,10), 285 (3,94)) ; IV & cm™: 3418, 2932, 2849, 1730, 1605 (Figura 184, p. 365);
dados de RMN de "*C em D,O (Tabela 9, p. 109) em conformidade com os descritos

na literatura ; dados de RMN de 'H em D,0, ver Tabela 10, p. 110; EM-ESI (sonda)
2030V, m/z (int. rel.): 342 (100).

7.11 Cloreto de (-)-N-metiltetraidropalmatina (7a)

Solido pastoso marrom escuro; [« =73° (c. 0,095, MeOH); UV 2" nm (log €): 238
(6,2), 285 (4,6) (Figura 185, p. 366); IV & cm™: 2932, 2843, 1605 (Figura 186, p.
366); dados de RMN de 'H e de "*C em CDCls, ver Tabela 10, p. 110 e Tabela 9, p.

109, respectivamente.
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7.12 Cloreto de (-)-2,9-diacil-N-steponina (7b)
Sélido marrom claro; p.f. 127,9-130,0 °C; [«]* —67° (c. 0,18, MeOH); UV ;¥ nm
(log €): 230 (10,9), 280 (3,7) (Figura 187, p. 367); IV, cm™: 2935, 2849, 1759,

1626, 1508 (Figura 187, p. 367); dados de RMN de 'H e de "™*C em CDClIs, ver
Tabela 10, p. 110 e Tabela 9, p. 109, respectivamente.

7.13 (-)-Metilwarifteina (8)

S¢lido amarelo alaranjado; p.f. 147,3-148,3 °C; [«f°* —32° (c. 0,21, CHCl3) (Lit., [«]°
-79,37°, c. 0,2986, CHCI3) ; UV 2" nm (log ¢): 280 (4,7), 331 sh (2,3) (Figura 189,
p. 368) (Lit., UV 2% nm (log &): 280 (4,01) ); IV vx& cm™: 3422, 2932, 2849, 1605,
1501, 1452, 1304, 1223, 1121, 752 (Figura 190, p. 368) (Lit., +/& cm™: 3480, 2932,
2842, 1609, 1502, 1445, 1298, 1215, 1118, 751 ); dados de RMN de 'H e de *C em
CDCI3 (Tabela 12, p. 117 e Tabela 11, p. 116, respectivamente) em conformidade

com os descritos na literatura ; EM-ESI-AR (sonda) 4500 V, m/z (int. rel.): 605,2628
[M-H] (100) (calculado para C37H3sOsN2>—H: 605,2652).

7.14 (-)-Dimetilwarifteina (8a)
Solido amarelo alaranjado; p.f. 146,2-149,6 °C; [«}7 -20° (c. 0,18, CHCI3); UV aveor

nm (log €): 278 (10,1), 283 (9,9) (Figura 191, p. 369); IV & cm™: 2935, 2843, 1605,

1501, 1456, 1312, 1221, 1115, 833 (Figura 192, p. 369); dados de RMN de 'H e de
3C em CDCls, ver Tabela 12, p. 117 e Tabela 11, p. 116, respectivamente.

7.15 N-trans-Feruloiltiramina (9)
Dados de RMN de '"H e de *C (CDCls) (Tabela 14, p. 120 e Tabela 13, p. 120,

respectivamente) e de EM em conformidade com os descritos na literatura 2" 1?2,

7.16 N-trans-Metilferuloilmetiltiramina (9a)
Dados de RMN de 'H e de "*C em CDCls, ver Tabela 14, p. 120 e Tabela 13, p. 120,

respectivamente.
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7.17 (+)-2-Desoxi-D-ribono-1,4-lactona (10)

Solido sem cor; [oJ° +2,0° (c. 0,32, MeOH) (Lit. [«}? +3,5° c. 0,8, MeOH) ; IV &
cm™: 3408, 2923, 2854, 1767, 1651, 1578, 1387, 1186, 1084, 1042 (Lit. v cm™:
3700-3100, 2950, 2890, 1770, 1640, 1400, 1365, 1270, 1190, 1090, 1055, 1020,
990, 940, 905, 875, 835) ; dados de RMN de 'H e de *C (DMSO-ds) (Tabela 16, p.

126 e Tabela 15, 125, respectivamente) em conformidade com os descritos na

literatura .

7.18 2-Desoxi-D-ribono-3,5-bis(tripolifosfato)-1,4-lactona (11)
Sélido sem cor; dados de RMN de 'H e de "*C (D,0) (Tabela 16, p. 126 e Tabela 15,

125, respectivamente) e em conformidade com os descritos na literatura .

7.19 (+)-proto-Quercitol (12)
Sélido sem cor;[«f° +33° (c. 0,24, H,0); dados de RMN de 'H e de *C (D,0)

(Tabela 17, p. 127) em conformidade com os descritos na literatura .

7.20 Etil-B-D-glucopiranosideo (13)
Sélido amorfo marrom, dados de RMN de 'H e de "*C em D,O (Tabela 18, p. 129)

em conformidade com os descritos na literatura .

7.21 Acido 2-butinodidico (14)
EM-ESI-AR (sonda) 4500 V, m/z (int. rel.): 112,9871 [M—-H] (100) (calculado para
C404H2—H =112,9875).

7.22 3-Hidroxipropanoato (15)
Dados de RMN de 'H e de *C (DMSO-d¢) em conformidade com os descritos na

literatura .

7.23 Acetato (16)
Dados de RMN de 'H e de *C (DMSO-d¢) em conformidade com os descritos na

literatura .



Dados fisicos e espectrométricos das substancias isoladas e seus derivados 148

7.24 Formiato (17)
Dados de RMN de 'H e de "*C (DMSO-d¢) em conformidade com os descritos na

literatura .
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Figura 52. Espectro de massas de baixa resoluc¢ao de 3 (ESI, "full scan", =50 V).
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Figura 53. Espectro de massas de alta resolugéo de 3a (ESI, "full scan", +25 V).
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Figura 64. Espectros gNOESY 1D de 4 irradiando em 4 3,29, 4,03 e 3,86 (CD3;CN, 11,7 T).



Anexo 203

Figura 65. Espectro gNOESY 2D de 4 (CD3;CN, 11,7 T).
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Figura 67. Espectro de absorgéo na regido do IV de 4 (KBr).
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Figura 68. Espectro de absor¢céo na regido do UV de 4 (c. 0,010, MeOH).
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Figura 69. Espectro de massas de alta resolucao de 4 (ESI, "full scan", =25 V).
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Figura 70. Espectro de massas-massas de 4 a partir dos ions de m/z 595,13 (ESI, "full scan",
EM1: -25V, EM2: -50 V).
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Figura 73. Espectro de massas de alta resolugédo de 4a (ESI, "full scan", +25 V).
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Figura 74. Espectro de massas de alta resolucao de 4b (ESI, "full scan", +25 V).
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Amplia¢des da Figura 84.
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Figura 87. Espectro de massas de alta resolugéo de 5 (ESI, -25 V).
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Figura 88. Espectro de massas-massas de 5 a partir de ions de m/z 595,13 (ESI, "full scan”,
EM1: =25V, EM2: -50 V).
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Figura 91. Espectros gNOESY 1D de 5 irradiando em & 7,54, 6,60, 6,63 e 6,78 (CD3;CN, 11,7 T).
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Figura 92. Espectros de massas de baixa resolugéo de 5 [ESI, +35 V (a), +30 V (b)].
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Figura 93. Curva de DC e espectro de absor¢éo na regido do UV de 4 (c. 0,035, c.0. 10, MeOH).
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Figura 94.

Curva de DC e espectro de absor¢ao na regido do UV de 4a (c. 0,300, c.o0. 5, MeOH).
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Figura 95. Curvas de DC de 4 (c. 0,035, c.o. 10), 4a (c. 0,300, c.o. 5) e 4b (c. 0,200, c.0. 5) em
MeOH.
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Figura 96. Curva de DC e espectro de absor¢céo na regido do UV de 2 (c. 0,040, c.o. 10, MeOH).
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Figura 97. Curva de DC e espectro de absor¢éo na regido do UV de 5 (c. 0,200, c.o. 10, MeOH).
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Figura 98. Curvas de DC de 2 (c. 0,040, c.o. 10) e 3a (c. 0,300, c.o. 5) em MeOH.
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Figura 101. Espectro de RMN de "*C de 6 (DMSO-dg, 11,7 T).

Figura 102. Espectros DEPT 135° e 90° de 6 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 111. Espectro de massas de baixa resolug¢ao de 7 (ESI, "full scan", +30 V).

Figura 112. Mapa de contornos gHMQC de 7 (D0, 11,7 T).
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Figura 120. Espectro gNOESY 1D de 7b irradiando em 6 3,70 (CDCl3, 11,7 T).

Figura 121. Espectro gCOSY 'H-"H de 7a com ampliagdo (CDCls, 11,7 T).
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Figura 129. Espectros DEPT 135° € 90° de 8 (CDCl3, 11,7 T).
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Figura 135. Espectro de massas de alta resolugéo de 8 (ESI, "full scan", =25 V).
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Figura 136. Espectro de massas de baixa resolugcao de 8 (ESI, "full scan", +30 V).
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Ampliagdes da Figura 138.
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Figura 145. Espectro gCOSY 'H-"H de 9 (CDCls, 11,7 T).
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Figura 146. Espectro de massas de baixa resolucéo de 9 (ESI, "full scan", +25 V).
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Figura 150. Espectros gNOESY 1D de 9 irradiando em & 6,91, 6,09, 3,85 e 2,75 (CDCl3, 11,7 T).



(L 211 £10AD) e6 ©p H, @P NINY op oJ10ads3 *LG| eanbid

4% oxauy



"LG1 eanbi4 ep sapdeldwy

ot oxauy



Anexo 336

Figura 152. Espectro de RMN de "*C de 9a (CDCls, 11,7 T).
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Ampliagdes da Figura 152.
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HO

Figura 153. Espectro de RMN de 'H de 10 (DMSO-ds, 11,7 T).

Ampliagao da Figura 153.
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Figura 157. Espectros DEPT 135° e 90° de 10 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Figura 158. Espectro de absorgéo na regido do IV de 10 (KBr).
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Figura 159. Espectro gNOESY 2D de 11 (D0, 11,7 T).
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1]

Figura 160. Espectros DEPT 135° € 90° de 11 (D0, 11,7 T).

Figura 161. Espectro de RMN de *'P de 11 (D,0, 11,7 T).
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Ampliagdes da Figura 163.
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Figura 164. Espectro de RMN de *C de 13 (D,0, 11,7 T).

Ed.ATD

Figura 165. Espectros DEPT 135° € 90° de 13 (DO, 11,7 T).
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Figura 175. Espectro de absor¢éo na regido do UV de 3a (c. 0,024, MeOH).
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Figura 176. Espectro de absorgéo na regido do IV de 3a (KBr).
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Figura 177. Espectro de absor¢éo na regido do UV de 4a (c. 0,028, MeOH).

1,0 -
0,8
K
(&)
c
:(E
€ 06- 1383
[72)
c
o
= 1630
0,4
0,2 3439

T I T I T I T I T I T I T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
\ (cm'1)

Figura 178. Espectro de absor¢éo na regido do IV de 4a (KBr).
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Figura 179. Espectro de absor¢éo na regido do UV de 4b (c. 0,026, MeOH).
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Figura 180. Espectro de absor¢éo na regido do |V de 4b (KBr).
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Absorbancia

Figura 181. Espectro de absor¢éo na regido do UV de 5 (c. 0,017, MeOH).
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Figura 182. Espectro de absorgéo na regido do IV de 5 (KBr).
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Figura 183. Espectro de absorgéo na regido do UV de 7 (c. 0,25, MeOH).
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Figura 184. Espectro de absorgéo na regido do IV de 7 (KBr).
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Figura 185. Espectro de absor¢éo na regido do UV de 7a (c. 0,24, MeOH).
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Figura 186. Espectro de absorgéo na regido do IV de 7a (KBr).
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Figura 187. Espectro de absor¢éo na regido do UV de 7b (c. 0,24, MeOH).
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Figura 188. Espectro de absorg&o na regido do IV de 7b (KBr).
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Figura 189. Espectro de absorgéo na regido do UV de 8 (c. 0,24, MeOH).
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Figura 190. Espectro de absorgéo na regido do IV de 8 (KBr).
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Figura 191. Espectro de absorgéo na regido do UV de 8a (c. 0,17, MeOH).
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Figura 192. Espectro de absorgéo na regido do IV de 8a (KBr).
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