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RESUMO

Este trabalho descreve um estudo comparativo da variabilidade quimica
intraespecifica de espécies de Aristolochia cordigera, coletadas em duas regides
diferentes do Brasil, Bioma Cerrado (semiarido) e Bioma Amazbnia (litoral). A
utilizacdo de CG-EM e métodos estatisticos levaram a identificagcdo de 56 compostos.
Altas concentragdes de palmitona e germacreno-D nos extratos hexanicos de folhas
das plantas destes respectivos biomas, caracterizam a procedéncia da planta. Os
estudos fitoquimicos dos extratos levaram ao isolamento e identificacdo de 19
compostos conhecidos, incluindo lignanas, neolignanas, acidos aristoléquicos, indol-
B-carbolina e alcaloides inddlicos. Além disso, dois novos alcaloides inddlicos, 3,4-
dihidro-hirtiosulawesina e 6-O-(B-glucopiranosil)hirtiosulawesina foram isolados e cis-
eupomatenoide-7, uma nova neolignana, foi obtida em mistura com o seu isdbmero
conhecido eupomatenoide-7. Suas estruturas foram determinadas por métodos
espectroscépicos, principalmente por RMN 1D e 2D e HRESIMS, sendo que a
ocorréncia de alcaloides inddlicos esta4 sendo descrita pela primeira vez na familia
Aristolochiaceae. Também foram avaliadas a susceptibilidade in vitro de formas
amastigotas intracelulares e formas promastigotas de Leishmania amazonensis dos
alcaloides e do eupomatenoide-7. Esta neolignana apresentou baixa atividade contra
formas promastigotas (ICso de 46 uM) e toxicidade contra formas amastigotas em
concentracbes de 50 e 100 uM, enquanto que os alcaloides ndo apresentaram
atividade inibitéria nas mesmas condi¢cdes experimentais. Varios dos alcaloides
isolados também foram avaliados in vitro contra Plasmodium falciparum. O alcaloide
6-O-(B-glucopiranosil)hirtiosulawesina exibiu atividade, com um valor de ICso de 5 uM
e um indice de selectividade (IS) superior a 50. A lignana 8-epi-aristoligona e 35
andlogos desta, com diferentes substituintes nos anéis A e C foram obtidos por
sintese. A lignana também foi transformada em ariltetral6is e ariltetralenos. A atividade
antiplasmodial destes derivados foi avaliada. Os derivados mais ativos foram 4'-
bromo-4,5-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona e 3',4'-dimetoxi-4,5-dimetil-2,7'-ciclolignan-
7-ona, com ICso = 1,3 £ 0,8 uM e ICso = 2,6 £ 0,8 uM, respectivamente. Assim, a
avaliacao da atividade inibitéria in vitro contra L. amazonensis e P. falciparum sugere
gue os compostos isolados de A. cordigera assim como os derivados sintéticos
obtidos podem ser investigados como novos “scaffolds” moleculares para o
desenvolvimento de farmacos antiparasitarios.

Palavras-chave: Aristolochia cordigera. Aristolochiaceae. Lignoides. Alcaloides
indolicos. Sintese de lignanas. Antiplasmodial. Antileishmanial.



ABSTRACT

This work describes a comparative study on the intraspecific chemical variability of
Aristolochia cordigera species, collected in two different regions of Brazil, Biome
Cerrado (semi-arid) and Biome Amazonia (coastal). The used of GC-MS and statistical
methods led to identification of 56 compounds. Higher concentrations of palmitone and
germacrene-D in the hexanes extracts of the leaves of plants from these respective
biomes characterized the plant provenance. Moreover, phytochemical studies on the
extracts led to the isolation and identification of 19 known compounds, including
lignans, neolignans, aristolochic acids, indole-B-carboline and indole alkaloids. In
addition, two new indole alkaloids, 3,4-dihydro-hyrtiosulawesine and 6-O-(6-
glucopyranosyl)hyrtiosulawesine were isolated and cis-eupomatenoid-7, a new
neolignan, was obtained in a mixture with its known isomer eupomatenoid-7. Their
structures were determined by spectroscopic methods, mainly by 1D- and 2D-NMR
and HRESIMS. The occurrence of indole alkaloids is being described for the first time
in the Aristolochiaceae family. Moreover, the in vitro susceptibility of intracellular
amastigotes and promastigotes forms of Leishmania amazonensis to the alkaloids and
eupomatenoid-7 was evaluated. This neolignan exhibited low activity against
promastigotes (IC50 = 46 puM) and toxicity against amastigotes at concentrations of 50
and 100 pM, while the alkaloids did not show inhibitory activity at the same
experimental conditions. Several of the isolated alkaloids were also evaluated in vitro
against Plasmodium falciparum. The alkaloid 6-O-(B-glucopyranosyl)hyrtiosulawesine
exhibited activity, with IC50 value of 5 uM and selectivity index (SI) higher than 50. The
lignan 8’-epi-aristoligone and its 36 analogous, with different substituents on the A and
C rings, were obtained by synthesis. The lignan was also transformed into aryltetralols
and aryltetralenes. The antiplasmodial activity of these derivatives were evaluated. The
most active derivatives were 4’-bromo-4,5-dimethoxy-2,7’-cyclolignan-7-one and 3’,4’-
dimethoxy-4,5-dimethyl-2,7’-cyclolignan-7-one, with IC50 = 1.3 £0.8 uM and IC50 =
2.6 0.8 uM, respectively. Thus, the in vitro inhibitory activity evaluation against L.
amazonensis and P. falciparum suggests that the isolated compounds from A.
cordigera as well as the synthetic derivatives obtained may be investigated as novel
molecular scaffolds for antiparasitic drug development.

Keywords: Aristolochia cordigera. Aristolochiaceae. Lignoids. Indole alkaloids. Lignans
synthesis. Antiplasmodial. Antileishmanial.
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1. INTRODUCAO

1.1 A familia Aristolochiaceae

Aristolochiaceae, uma familia de plantas pertencente a ordem das Piperales —
Angiosperma — € composta por aproximadamente 700 espécies de plantas
distribuidas em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo’?34, Esta familia é
dividida em duas subfamilias, Asaroideae e Aristolochioideae, as quais sdo compostas
de quatro a oito géneros, dependendo da classificagdo taxondmica®4°. Na
classificacdo mais aceita, a familia Aristolochiaceae é dividida em seis géneros:
Saruma, Asarum - incluindo Asaroideae -, Holostylis, Thottea — incluindo
Aristolochioideae —, Euglypha e Aristolochia®”.

Classificacdes recentes propdéem que Aristolochiaceae congregue apenas
guatro géneros (Aristolochia, Asarum, Saruma e Thottea), sendo o género Aristolochia
— maior da familia em nimero de espécies com aproximadamente 550 espécies®.
(Figura 1) — dividido em trés subgéneros monofilético: Aristolochia; Isotrema e
Pararistolochia, no qual este ultimo é endémico da regido que abrange o Sudeste da
Asia até a Australia tropical, e Africa central®.

Figura 1- Distribuicdo das espécies em percentagem dos géneros pertencentes a familia
Avristolochiaceae®91°

Espécies

0,15%

H Aristolochia s. I. (incluindo Holostylis e Euglypha ) @ Asarum & Thottea Rottb. @ Saruma

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tratando especificamente de espécies de Aristolochiaceae brasileiras,
podemos destacar que entre 1942 e 2015 houve um aumento significativo no nimero

de novas espécies do género Aristolochia identificadas (67%), sendo catalogado um
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total de 92 espécies na flora brasileira!. Destas algumas espécies, como Aristolochia

zebrina sp. Nov. e Aristolochia subglobosa foram recentemente identificadas!3,

O grande interesse nas espécies de plantas pertencentes a familia
Aristolochiaceae decorre desde a utilizacdo de algumas espécies como plantas
ornamentais até o amplo emprego na medicina tradicional e homeopatical415.
Popularmente conhecidas no Brasil pelas expressdes “familia da jarrinha, cipé mil-
homens, papo-de-peru, patinho, cagau, entre outras”, as plantas da familia
Aristolochiaceae — segundo estudos etnofarmacoldgicos — séo indicadas como anti-
inflamatorias, antidiarreicas, depurativas, analgésicas, antifebris, antirreumaticas,
expectorantes, estomaquicas, sedativas, cicatrizantes, antiofidicas, diuréticas,
abortivas, bem como no tratamento de artrite reumatoide, doencas pulmonares e de
diversos tipos de cancer>16,

Diversas espécies de Aristolochiaceae, especialmente membros do género
Aristolochia, sdo amplamente empregadas na medicina popular Chinesa como
medicamentos e ténicos ha centenas de anos!4. Destas, algumas espécies sdo
utilizadas em sua forma bruta para o tratamento de diversos problemas de saude. Os
frutos de Aristolochia debilis — uma das ervas mais utilizadas na medicina tradicional
Chinesa —e de Aristolochia contorta sdo administrados para o tratamento de
hemorroidas, tosse e asma'’*8. As raizes secas de A. debilis sédo utilizadas para o
tratamento de tonturas, dor de cabeca, dor abdominal, carbunculos, furinculos,
picadas de cobra e de insetos!’. J4 Aristolochia yunnanensis é indicada para doencas
gastrointestinais e tricomoniase!4.

Entretanto, a comercializacdo de ervas medicinais contendo extratos das
espécies dos géneros Aristolochia e Asarum foi proibida em varios paises, incluindo
Alemanha, Reino Unido, Estados Unidos da América, Austrélia e Canada, devido as
suas propriedades nefrotdxicas, carcinogénicas, mutagénicas e diversos outros
males®?%21, Como exemplo, éleo essencial da espécie Asarum europaeum contém
em sua composicdo quimica o composto téxico fenilpropano asarone como
componente majoritario. Esta substancia apresenta quadro de intoxicacdo com
sintomas de vomitos, espirros, alucinacdes, danos nos rins, coma e paralisia
respiratoria. Além desta substancia, estudos recentes tém demostrado um elevado
risco de nefrotoxicidade e carcinoma no trato urinario (UUC) atribuido & exposicéo a
acidos aristoloquicos (AAs), metabdlitos encontrados principalmente em espécies de

Aristolochia?!?2, Contudo, segundo Michl et al. (2014), drogas e prepara¢es médicas
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de espécies deste género sdo amplamente utilizadas em muitos paises legalmente?*.

Isto remete a grande importancia na determinacéo quimica e biologica desta familia,
especialmente das espécies do género Aristolochia, as quais sdo amplamente

utilizadas na medicina tradicional em todo o mundo.

1.1.1 Metabolismo secundéario de Aristolochiaceae

A maioria das familias de plantas distinguem-se pelas substancias relacionadas
ao metabolismo secundério, as quais podem exercer funcdes estratégicas de defesa
gue impedem a penetracdo de agentes fitopatogénicos, bem como a protegcéo contra
herbivoros?®. A constituicdo quimica da familia Aristolochiaceae é bastante
diversificada, ocorrendo com maior frequéncia nas espécies: i) terpenoides, com
funcbes ecoldgicas importantes para o crescimento e desenvolvimento da planta, bem
como em interacdes quimicas especificas de protecdo do ambiente abidtico e bidtico;
i) lignoides, flavonoides e alcaloides, com fun¢des de protecdo contra herbivoros e
microrganismost6.24.25,

Tratando-se especificamente de espécies de Aristolochiaceae brasileiras,
extensas investigacfes fitoquimicas realizadas nas Ultimas décadas indicam uma
grande diversidade quimica de metabdlitos, contendo desde classes de compostos
comuns na familia, como &cidos aristoléquicos, glicosideos, alantoina, lignanas
furofuranicas e butirolactonicas, as classes especificas de metabdlitos: alcaloides
dibenzoquinolizidinicos e tetra-hidroisoquinolinicos, alcaloides benzilberberinicos,
diterpenos labdanicos, clerodanicos e cauranicos, bicubebinas, lignanas
ariltetralonicas e neolignanas benzofuranicas?®.

Além destes, a grande diversidade metabolémica das espécies pertencentes a
familia Aristolochiaceae é evidenciada pela presenca de esqueletos carb6nicos
inéditos, como ridiculuflavonilchalcona C, mandhurolida, tariacuripirona, aristofilleno,
madolin-F, -G e -H?6:27:28.29,30,

Entre os compostos isolados das espécies de Aristolochia com atividades
biolégicas comprovadas, estdo aqueles pertencentes as classes dos lignoides (Figura

2) e alcaloides (Figura 3).
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Figura 2- Estruturas de lignanas e neolignanas bioativas identificadas em espécies de

Estudo fitoquimico de Aristolochia cordigera
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Figura 3- Estruturas representativas de alcaloides e outras substancias bioativas identificadas
em espécies de Aristolochia
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1.1.2 Lignanas e Neolignanas

Lignanas e neolignanas compreendem classes de metabdlitos derivados do
acoplamento oxidativo de duas unidades de fenilpropanoide (Ce—C3z). Quando duas
unidades Cs—C3 estdo unidas pela ligacéo entre os carbonos C-8 e C-8 ou B-6', 0
composto € denominado lignana, ja os dimeros de Cs—Cs3 cuja unido seja diferente de
C-8 e C-8' sdo denominados neolignanas®!. Baseados nas estruturas e esqueletos
carbdnicos, lignanas sao classificadas em oito tipos, enquanto que as neolignanas
apresentam quinze tipos (Figura 4)%.

A grande diversidade de estruturas quimicas apresentadas por estas classes
de substancias deve-se aos diferentes precursores monomericos gerarem novos
subgrupos de lignanas por ciclizacbes e/ou modificagcdes nos esqueletos carbdnicos.
Segundo Messiano, lignanas dos tipos ariltetralonicas e furanicas séo derivadas de

propenilfendis (isoeugenol e alcool coniferilico), havendo controle regioespecifico e
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diaestereoespecifico na formagéo da ligacdo C2—C7’, na formagao das lignanas (7'R)

ariltetraldonicas®3. Os diferentes subtipos de lignanas que ocorrem em Aristolochiaceae
(furofuranica, furénica, dibenzilbutanica, dibenzilbutirolactonica, ariltetralinica,
arilnaftalénica, dibenzociclo-octadiénica e  dibenzilbutirolactol) apresentam
propriedades estereoquimicas diversificadas e sao classificados com base em seus
esqueletos carbbnicos, conforme o oxigénio é incorporado ao esqueleto base e os
padroes de ciclizacdo®*. Estas classes de metabdlitos secundarios ocorrem em
plantas vasculares, com fun¢gdes na interacdo planta-planta, planta-inseto, planta-
fungo e na defesa contra patégenos e predadores3?3°, Do ponto de vista biolégico,
lignanas e neolignanas constituem importantes classes de compostos com uma vasta
gama de atividades biolégicas, como antiprotozoaria, antimalarica, anticancer,
antitumoral, antiviral, anti-inflamatéria, hepatoprotetor e atividades antagonistas do
fator de ativacdo de plaquetas36:37:38:39.:40,

As atividades biolégicas apresentadas pelas espécies de Aristolochiaceae,
combinada a diversidade quimica de metabdlitos e de esqueletos carbdnicos inéditos
evidenciados em décadas de estudo, despertam um grande interesse pelo estudo

fitoquimico das espécies desta familia?41,
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Figura 4- Esqueletos carbonicos de lignanas e neolignanas®?
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1.1.3 A espécie Aristolochia cordigera Willd.

Aristolochia cordigera Willd é popularmente conhecida como “cipo de coragao”,
com distribuicdo na regido norte e nordeste do Brasil. E uma espécie de trepadeira
volumosa com caules revestidos de cértex rimuloso, pseudo—estipulas nulas, folhas
com peciolo de 2-2,5 cm, flores solitarias nas axilas das folhas e sementes
cuneiformes (Figura 5)®.

Figura 5- Detalhes da folha e flor de A. cordigera Willd

Fonte: Autor

Essa espécie de planta apresenta como sinonimia Howardia cordigera

Klotzsch, sendo sua classificagdo taxonémica apresentada na Tabela 1.

Tabela 1- Classificacdo taxondmica da espécie Aristolochia cordigera Willd

Classe Magnoliopsida (Angiospermae)
Subclasse Magnoliidea (Dicotiledoneae)
Ordem Piperales
Superordem Magnoliiflorae
Familia Aristolochiaceae
Género Aristolochia
Espécie Aristolochia cordigera Willd

Segundo um levantamento bibliogréafico realizado nas bases de dados Reaxys,
Dictionary of Natural Products, Web of Science e Scifinder — Chemical Abstracts
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(10/12/2016) ndo ha relato de estudo fitoquimico ou bioldgico sobre a espécie A.

cordigera.

Na busca de novas entidades quimicas medicamentosas promissoras ao
tratamento de endemias, como por exemplo, a malédria, bem como para o
aprofundamento no conhecimento quimico e biolégico de uma espécie ainda néo
estudada desta importante familia de planta, foi realizado o estudo fitoquimico e
avaliacao biologica dos constituintes quimicos de A. cordigera. Entre 0s compostos
de interesse, estdo o0s metabdlitos pertencentes as classes das lignanas e
neolignanas - devido a estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa ter
demonstrado potenciais atividades biologicas (inseticidas e antimalaricas) para
compostos desta classe - e dos alcaloides - metabdlitos secundarios amplamente
relatados na literatura pelas atividades biolégicas relacionadas a diversas

endemias*1:42.43.44,

1.2 OBJETIVOS
Neste capitulo descreve-se o trabalho com os seguintes objetivos:

» Investigar a composicdo quimica das espécies de Aristolochia cordigera
coletadas em dois biomas brasileiros (Amazonia e Cerrado), ampliando o
conhecimento acerca da constituicdo e variabilidade quimicas de espécies da

familia (Aristolochiaceae);

»  Avaliar os constituintes quimicos isolados em quantidades suficientes quanto a

atividade antiprotozoéria (Plasmodium falciparum e Leishmania amazonensis).

1.3 MATERIAIS E METODOS
1.3.1 Materiais
1.31.1 Cromatografia em coluna (CC)

Para as separacfes cromatograficas em coluna (CC) foram utilizadas colunas
de vidro de diametros variados preenchidas com silica gel 60A (230-400 mesh,

Merck®) ou silica gel de fase reversa C18 (40 um, Merck®).
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1.3.1.2 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e
preparativa (CCDP)

Para as cromatografias em camada delgada comparativa (CCDC) e preparativa
(CCDP) foram utilizadas silica G (2-25 pm, 60 A, Sigma-Aldrich®) e silica gel 60A
(Merck®), respectivamente. As revelacdes das cromatoplacas foram efetuadas
mediante o uso de iodo sublimado e por irradiacdes na regido de absorcao no UV (254
e 365 nm).

1.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
1.3.2.1 Cromatografos e fases estacionarias (FE)

As andlises cromatograficas de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas
utilizando cromatégrafos: Shimadzu® com controlador SCL-10Avp, detector UV-vis
SPD-10AVvp, bombas SPD-10AVp para modo analitico e SPD-10AVvp para modo
semipreparativo, injetor manual com alca de amostragem de 20 uL (analitico) e 5,0
mL (semipreparativo); JASCO® com controlador LC-Net II/ADC, detector de arranjo de
fotodiodos MD-2018 plus, bomba PU-2086 plus, injetor automatico AS-2055 e detector
de dicroismo circular (CD-2095). No modo analitico foi empregado coluna C18
ChromSep SS (Varian®, 4,6 x 250 mm, 5 um), enquanto que no modo semipreparativo
foi utilizado coluna ZORBAX RX C18 ODS (Agilent®, 9,6 x 250 mm, 5 pm).

1.3.2.2 Cartuchos e membranas de filtracdo para extracdo em fase sdlida

As amostras analisadas por CLAE foram previamente submetidas a extracdes
em fase solida com cartuchos de fase reversa SampliQ C18 ODS (500 mg, 6,0 mL,
Agilent®) e na sequéncia filtradas em microfiltro de PTFE (25 mm, 0,2 um, Minisart®
SRP25).

1.3.2.3 Solventes empregados

Os solventes deuterados [CDCls, CD3sOD e (CDs3)2SO] utilizados nos
experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram da marca CIL®. Os
solventes ndo deuterados empregados nos processos cromatograficos e nas etapas
de particdo das fracdes, foram das marcas Merck® e Sigma-Aldrich® em grau

cromatografico. A dgua ultrapura utilizada, resistividade minima 18,2 MQ.cm a 25° C,
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foi purificada em sistemas de osmose reversa e de purificagdo de agua em aparelho

da marca Milli-Q® (Millipore, USA). A eliminacéo dos solventes das amostras foi feita:
a pressdo reduzida utilizando-se evaporador rotatério Blichi® (Waterbath B-480)
acoplado a um sistema de vacum Blchi® (B-169 Vacuum-System) e banho
ultratermostatico Quimis® (Q214M); a temperatura ambiente em capela de exaustdo.

1.3.3 Espectrémetros

Os espectros de RMN unidimensional (*H, 3C, DEPT, e NOESY) e bidimensional
(*H-'H COSY, HSQC, e HMBC) foram adquiridos a 22 °C em espectrometros: i) Bruker
Advance Il 600 (14,1 T) a 600 MHz (*H) e 151 MHz (*3C), com sonda criogénica de
5mm e deteccdo inversa e trés canais (*H, 3C e *N); ii) Bruker Fourier 300 (7,0 T) a
300 MHz (*H) e 75 MHz (*3C), com sonda de 5mm e detecc¢éo inversa para dois canais
(*H e 13C).

As analises por espectrometria de massas de alta resolucéo foram realizadas
no equipamento Bruker®, modelo maXis impact com configuracdo ESI-QqTOF-MS no
modo positivo de ionizacéo. Voltagem do capilar 3500 V, faixa de aquisicdo de m/z
50-1500, pressédo do géas nebulizador 0,5 Bar, vazédo do gas de secagem 4,0 L/min na
temperatura de 180°C. Para as andlises em baixa resolucdo, utilizou-se um
espectrobmetro de Massas lon Trap-LCQ-LC-MSn Fleet™, no modo positivo de
ionizagdo. As analises por CG-EM foram realizadas em um cromatégrafo a gas
Shimadzu® GCMS-QP2010 Plus equipado com amostrador automatico AOC-20i
Shimadzu e acoplado a um espectrometro de massas.

As medidas de rotagdo Optica especifica [a]3° foram obtidas utilizando um
polarimetro Perkin Elmer 341-LC, em 589 nm (lampada de sddio) a 25 °C e cela de
guartzo com caminho 6ptico de 1,00 dm.

Os espectros de de absorcao na regido do infravermelho foram adquiridos em
um espectrofotdmetro com transformada de Fourier - VERTEX 70 da marca BRUKER

™ com detector DLaTGS, e faixa de leitura de 400 a 4000 cm1.

1.3.4 Estudo fitoquimico de A. cordigera

O estudo fitoquimico da espécie A. cordigera foi desenvolvido nas
dependéncias do Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica

Organica do Instituto de Quimica de Araraquara-UNESP. Concomitantemente, as
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avaliagbes biologicas in vitro (Capitulo 3), antiplasmodial e antileishmanial, das

substancias isoladas foram realizadas em colaboracdo com laboratérios
especializados: i) as avaliagdes das atividades antiplasmodial foram desenvolvidas no
laboratério do Centro de Pesquisa e Inovagdo em Biodiversidade e Farmacos —
CIBFar do Instituto de Fisica de S&o Carlos — USP, pela Dr. Anna Caroline C. Aguiar
e sob a superviséo dos professores Dr. Glaucius Oliva e Dr. Rafael V. C. Guido; ii) as
avaliacdes das atividades antileishmanial das substancias isoladas de A. cordigera,
foram desenvolvidas no laboratério de Leishmanioses do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomeédicas — Universidade de S&o Paulo, pela
Msc. Jenicer Kazumi Umada Yokoyama Yasunaka e sob a coordenacédo da professora

Dra. Silvia Reni Bortolin Uliana.

1.34.1 Coleta e identificagcdo dos materiais vegetais

Os individuos adultos da espécie A. cordigera foram coletados em dois biomas
brasileiros: Amazonia (Sao Luiz, MA) e Cerrado (Imperatriz, MA) em 28/02/2013. A
identificacdo do material botanico foi realizada pelo Dr. Lindolpho Cappellari Jr. sendo
uma exsicata (ESA 110744) depositada no Herbério da Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz (ESALQ), Piracicaba, SP, Brasil.

1.3.4.2 Preparo dos extratos de A. cordigera

O material vegetal foi separado de acordo com os 6rgdos vegetativos da planta,
caules, folhas e raizes. Estes foram secos em estufa climatizada (~ 45 °C) e
individualmente moidos por processo mecanico utilizando moinho de facas. Os érgéos
vegetais moidos (caules, folhas e raizes) das plantas coletadas em S&o Luiz (SL) e
Imperatriz (IM) foram submetidos individualmente a sucessivas extracdes por
maceracdo em hexanos, acetona e etanol [cada solvente: 3 x (~ 300 mL, 4 dias,
temperatura ambiente, agitacdo manual a cada 12 h por 2 min)] e na sequéncia, 0s
residuos resultantes foram submetidos a extracdo exaustiva com etanol pelo método

de Soxhlet (Esquema 1).
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Esquema 1- Fluxograma de obtencg&o dos extratos das diferentes partes das plantas

Orgaos vegetativos secos
(caules, folhas ou raizes)

Trés extragdes com hexano

Extrato hexanico ‘ Residuo ndo extraido \

Trés extracdes com acetona

Extrato acetonico) ‘ Residuo ndo extraido

Trés extracfies com etanol

Extrato etandlico Residua ndo extraido \

Trés extragdes com etanol

Extrato etandlico- Residuo ndo extraido
Soxhlet

Os solventes foram eliminados sob presséo reduzida, seguido de evaporacao

em capela de exaustéo, obtendo-se um total de 24 extratos (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2- Extratos obtidos de A. cordigera coletada em S&o Luiz (MA)

Parte da Material vegetal Extrato Caédigo- Massa (%)
planta seco (g) procedéncia (9)
Hexanico EHC-SL 0,67 1,0
Acetbnico EAC-SL 0,82 1,3
Etandlico EEC-SL 3,58 55
Etandlico/Soxhlet EESC-SL 2,85 4.4
I
Hexanico EHR-SL 0,39 1,2
Acetbnico EAR-SL 0,61 1,9
Etandlico EER-SL 3,05 9,5
Etandlico/Soxhlet EESR-SL 2,65 8,2
Hexanico EHF-SL 1,22 2,8
Acetbnico EAF-SL 1,25 2,8
Etandlico EEF-SL 3,47 7,9
Etandlico/Soxhlet EESF-SL 2,95 6,7

a2Rendimento percentual dos extratos em relacdo a massa do Material vegetal seco.
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Tabela 3- Extratos obtidos de A. cordigera coletada em Imperatriz (MA)

Parte da  Material vegetal Extrato Caédigo- Massa (g) (%)®

planta seco (g) procedéncia
Hexanico EHC-IM 1,20 1,0
Acetbnico EAC-IM 1,09 0,9
Etandlico EEC-IM 5,98 51
Etandlico/Soxhlet EESC-IM 5,50 4,7
Hexanico EHR-IM 1,87 2,7
Acetbnico EAR-IM 1,32 1,9
Etandlico EER-IM 6,03 8,6
Etandlico/Soxhlet EESR-IM 5,86 8,4
Hexanico EHF-IM 3,96 2,5
Acetbnico EAF-IM 5,36 3,4
Etandlico EEF-IM 12,05 7,7
Etanélico/Soxhlet EESF-IM 7,60 4,9

aRendimento percentual dos extratos em relagdo a massa do Material vegetal seco.

1.3.4.3 Andlises dos extratos de A. cordigera

Os extratos obtidos (Tabelas 2 e 3) foram analisados por espectroscopia de
RMN de 'H e CCDC em diferentes sistemas eluentes [hexanos/AcOEt (4:1 e 7:3) e
CHCI3/CH3OH (9:1 e 4:1)], sendo os extratos apolares analisados também por
CG-EM.

1.3.4.4 Andlises dos extratos por RMN de H

Aliguotas dos extratos hexanicos (30 mg/0,7 mL de CDCIs), etandlicos e
etandlicos Soxhlet [30 mg/0,7 mL de (CD3).SO)] de raizes, caules e folhas de A.
cordigera foram filtradas e diretamente analisadas por espectroscopia de RMN de *H.
Os extratos acetbnicos (Tabelas 2 e 3) foram incialmente extraidos por particdo
liquido/liquido [hexanos/CHCIs (1:2, v/v) e CH3OH/H20 (1:1, v/v), 1:1 v/v], sendo as
fracGes hidroalcodlica e organica secas e analisadas por RMN de *H (30 mg/0,7 mL
de (CDs3)2S0O e 30 mg/0,7 mL de CDCls, respectivamente).
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1.3.45 Analises dos extratos por CG-EM

1.345.1 Preparo de amostra

Aliguotas de 1 mg dos extratos hexanicos foram dissolvidas em n-hexano
nanograde grau CG (1 mL), filtradas em microfiltro de PTFE (25 mm, 0,2 um, Minisart®
SRP25), e as solugdes analisadas por CG-EM.

1.3.4.5.2 Condicdes de analise

As andlises por CG-EM foram realizadas tendo como parametros, temperatura
do injetor mantida a 220 °C e 0 modo de injecao utilizado split 1/10. A temperatura do
forno foi programada iniciando-se em 60 °C (5 min) e elevada a uma taxa de 4 °C/min
até 280 °C (10 min). Hélio (99,999%) foi utilizado como gas de arraste, a uma vazao
de 0,8 mL/min. O volume de amostra injetado foi de 2 puL. Empregou-se para esta
andlise uma coluna capilar VF-1MS (30 m x 0,25mm x 0,25 pum). Condi¢bes do EM:
temperatura da fonte de ions e interface de 200 °C, energia de ionizacdo de 70 eV,

faixa de aquisicdo de m/z 30-400 Daltons.

1.3.45.3 Analise estatistica
1.3.4.5.3.1 Analise quantitativa (relativa) dos dados obtidos por CG-EM

Andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada como métodos
estatisticos para sugerir a estrutura do conjunto e analisar as variaveis em relacéo as

caracteristicas estudadas.

1.3.4.5.3.2 Anélise estatistica CG-EM

No total, 66 caracteristicas (compostos quimicos identificados por CG-EM) de
6 extratos de A. Cordigera Willd. foram analisadas por PCA utilizando o programa
Pirouette® version 3.11%°. As composi¢des quimicas foram determinadas a partir dos
perfis cromatograficos de 6 extratos de plantas coletadas em dois biomas brasileiros,
Amazoénia (EHC-, EHR- e EHF-SL, Sao Luiz - MA) e Cerado (EHC-, EHR- e EHF-IM,
Imperatriz - MA). Para reduzir os efeitos de dispersao e comparar as amostras, 0s
cromatogramas foram normalizados fixando a intensidade maxima para um valor 14.
Os graficos definidos pelo PC1 (score 1), PC2 (score 2) e PC3 (score 3), foram obtidos

pelos dados cromatogréaficos das 66 caracteristicas utilizando Pirouette® versao
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3.11%, Os resultados foram obtidos utilizando uma matriz de dados original X (66 por

6) com 66 variaveis, 6 amostras, 3 fatores ideais, 12 derivada, com a distancia

Euclidiana como medida de similaridade.

1.3.4.6 Andlises dos extratos e separa¢des cromatograficas por CLAE
1.34.6.1 Preparo de amostra (extracdo em fase sélida)

Para a remocao de interferentes na CLAE, as amostras foram submetidas a
um clean-up por meio da técnica de extracdo em fase sélida (EFS) utilizando-se
cartuchos de Cis, previamente ativados com 5 mL de CH3OH e condicionados com 5
mL de CH3OH/H20 (19:1 v/v). As amostras foram dissolvidas em 3,0 mL de uma
solucdo CHsOH/H20 (19:1 v/v) e aplicadas no cartucho de Cis. Uma segunda porcéo
de 3 mL de solvente foi utilizada para garantir a eluicdo completa do material de
interesse. Na sequéncia, as amostras foram secas, solubilizadas nas condi¢des de
analise (CLAE) e filtradas em microfiltro de PTFE.

1.3.4.7 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos dos extratos
EHR-SL, EAR-SL, EER-IM e EESR-IM

1.34.71 Separacdo cromatografica do EHR de A. cordigera Willd

Parte do extrato hexanico de raizes de A. cordigera (EHR-SL; 340 mg) foi
submetida a fracionamento por CC utilizando como FE silica gel 60A (®=2,5 cm, h=10
cm, m=6 g), e FM composta por sistemas de solventes em ordem crescente de
polaridade: i) hexanos; ii) misturas binarias de hexanos-AcOEt (proporcao de 9:1 até
1:1, sucessivamente); iii) ACOEt e iv) CH3z0OH. Ao final do processo cromatogréafico
foram obtidas 8 frac6es de 30 mL cada (~ 3X Vm), identificadas pelos cédigos EHR-1
(hexanos), EHR-2 a EHR-6 (hexanos/AcOEt nas proporcbes de 9:1 a 1:1,
sucessivamente), EHR-7 (AcOEt) e EHR-8 (AcOEt/CH3OH, 1:1) (Esquema 2). As
fracOes obtidas foram analisadas por CCDC (hexanos/AcOEt, nas proporc¢des de 7:3
e 6:4), CLAE analitico em fase reversa C18 (CH3OH/H:0, gradiente exploratorio 1:9
a 10:0, v/v) e/ou RMN de *H.

Posteriormente, as fragcbes EHR-3 e EHR-4, foram fracionadas empregando
CLAE no modo semipreparativo, em fase reversa (C18). A partir da fragdo EHR-3
foram isoladas substancias 1-6 e 10, enquanto que da fracdo EHR-4 foram isolados 3
e 7 (Esquema 2).



44

Capitulo 1 Estudo fitoquimico de Aristolochia cordigera

Esquema 2- Fracionamento do extrato hexanico de raizes

EHR-1
(3 mg)

EHR-2
(48 mg)

CLAE®

EHR-3 1 2 3 4 5 6 10
(160 mg) (89 mg) (3 mg) (4 mg) (3 mg) (2 mg) (8 mg) (2 mg)

EHR-4 CLAE®
EHR cc* || gFragoes (23 mg) @mg) || @mg)

(340,3 mg) i (271,8 mg)
EHR-5
(11 mg)

EHR-6
(8 mg)

EHR-7
(8 mg)

EHR-8
(11 mg)

Condicdes:
a- CC: Silica Gel 60A, hexano/ AcOEt (gradiente10:0 a 1:1, v/v), AcOEt e AcCOEt/CHsOH (1:1, v/v);
b- CLAE: C18, 2,5 mL/min, CH3OH /H20 (6:4, v/v).

1.3.4.7.2 Separacédo cromatografica do EAR de A. cordigera Willd.

O extrato acet6nico de raizes de A. cordigera (EAR-SL, 562 mg) foi solubilizado
em 55,0 mL de CHCls/hexanos (3:2, v/v), e posteriormente submetido a extracao
liquido-liquido com 55 mL (2X 27,5 mL) de uma solugao hidrometandlica (CH3OH/H20,
1:1, v/v). As fases foram separadas e ap0s os solventes serem removidos a pressao
reduzida, foram obtidos 177 mg da fase orgéanica (EAR-FO-SL) e 383 mg da fase
hidroalcodlica (EAR-FA-SL). Estas fracdes foram inicialmente analisadas por RMH de
'H e CCDC, sendo na sequéncia a fase hidroalcodlica fracionada por CC em fase
reversa [silica gel de fase reversa C18 (40 ym), m=6 g, ®=1,8 cm, h=10 cm] tendo
como FM H20/CHsOH no modo gradiente (9:1 a 0:10, v/v). Ao final do processo
cromatografico foram obtidas dez fracdes de 30,0 mL cada, identificadas pelos
codigos EAR-FA-1 a4 EAR-FA-10, sucessivamente (Esquema 3).

As fracGes obtidas foram inicialmente analisadas por CCDC e RMN de *H.
Destas, a fracdo EAR-FA-1, que contém maior massa (177,2 mg), € constituida por
acucares e ciclitéis. A fracdo EAR-FA-5 foi submetida a um novo fracionamento por

CCDP em fase normal, sendo isoladas as substancias 19 e 20 (Esquema 3).
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Esquema 3- Fracionamento do extrato acetbnico de raizes

EAR-FA-1
(177,2 mg)

EAR-FA-2
(14 mg)

EAR-FA-3
(13 mg)

EAR-FA-4
(17 mg)

|
EAR-FA ceco EAR-FA-5 CCDPe 19 20

T (383mg) (31 mg) (15 mg) (12 mg)

Extracéio EAR-FA-6
EAR liquido/liquido? (48 mg)
(562 mg)
.

EAR-FA-7
(15 mg)

| EAR-FO |

(177 mg) EAR-FA-8

(13 mg)

EAR-FA-9
(7mg)

EAR-FA-10
(9 mg)

Condicdes:

a- CHClz/hexanos (3:2, v/v, 55 mL) e CH3OH/H20 (1:1, v/v, 55 mL), 1:1 viv;
b- CC: silica gel de fase reversa C18, H-O/CH3zOH 9:1 a 0:10, v/v;

C- CCDP: Hexanos/AcOEt (3:2, viv).

1.3.4.7.3 Separacédo cromatografica do EERS de A. cordigera Willd.

Parte do EESR-IM (1,6 g) foi submetido & extrag&o liquido-liquido, sendo a fase
hidrometandlica (H20/CH3OH, 1:1 v/v, 100 mL) extraida com 100 mL de AcOEt (2X
50,0 mL). Deste processo extrativo, obteve-se 360 mg da fase organica (EESR-FO-
IM) e 1,23 g da fase hidrometandlica (EESR-FA-IM).

Na, sequéncia a fase organica foi fracionada por CC [silica gel de fase reversa
C18 (40 ym), ®=1,8 cm, h=10 cm, m=6 g] tendo como FM H20O/CH3zOH no modo
gradiente (9:1 a 0:1, v/v). Ao final do processo cromatogréafico foram obtidas dez
fracOes de 30,0 mL cada, identificadas pelos codigos EESR-FO-1 (H20/CH3OH, 9:1,
v/v) a EESR-FO-10 (H20/CH30OH, 0:10, v/v), sucessivamente (Esquema 4). Destas, a
fracdo EESR-FO-6 continha a substancia 19 em elevada pureza e a fragdo EESR-FO-

2 a substancia 15 (Esquema 4).
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Apds andlise por CCDC e RMN de 'H, as fracbes EESR-FO-7 e EESR-FO-8

foram unidas e na sequéncia submetidas a um novo fracionamento por CCDP
(hexanos/AcOEt, 3:2, viv), sendo obtidos os acidos aristoloquicos 11-14 e o alcaloide
19 com elevada pureza (= 90). Além destas, a fragdo EHR-9 foi fracionada
empregando CLAE em fase reversa (C18) no modo semipreparativo, sendo obtidos

os isbmeros 1+1a, e 4+6 em mistura (Esquema 4).

Esquema 4- Fracionamento do extrato etandlico soxhlet de raizes

EESR-1
(20 mg)

EESR-2 15
(8 mg) (8 mg)

EESR-3
(9 mg)

EESR-4
(12,7 mg)

19

(35 mg)

EESR-FO | ¢C® EESR-5
(360 mg) (23 mg)

" Extracdo
EESR { liquido/liquido EESR-6
W (35 mg)

(1,6 g)

EESR-7

EESR-FA I (51 mg) g 11 12 13 14 19
1,239 EESR-8 (9 mg) (11 mg) (19 mg) (7 mg) (10 mg)

(37 mg)

EESR-9 CLAE ¢ 1+1a 4+6
(18 mg) (8 mg) (8 mg)

EESR-10
(11 mg)

Condigoes:

a- AcOEt e CH3OH/H20 (1:1, viv), 1:1, viv;

b- silica gel de fase reversa C18, H2O/CH30OH 9:1 a 0:10, vl/v;
c- n-hexano/AcOET (3:2, VIV) ;

d- CLAE: C18, CH30OH/H20 (7:3, v/v, fluxo 2,1 mL/min);

1.34.7.1 Separacédo cromatografica do EER de Aristolochia cordigera Willd

O extrato etandlico de raizes de A.cordigera (3,4 g) foi fracionado por CC [silica
gel de fase reversa C18 (40 pm), ®=1,8 cm, h=10 cm, m=60 g] tendo como FM
H20/CHsOH no modo gradiente (9:1 a 0:1, v/v). Deste processo, foram obtidas dez
fragdes de 150,0 mL (~ 3X Vm) cada, identificadas pelos cédigos EER-1 (H20/CH3OH,
9:1, viv) a EER-10 (H20/CH30OH, 0:10, v/v), respectivamente (Esquema 5). As fragdes
obtidas foram analisadas por CCDC e posteriormente aquelas de maior pureza foram
analisadas por RMN de *H. Com base nestes dados, as fragdes similares EER-6 e -7

foram unidas e na sequéncia submetida a separagdo cromatografica por CLAE em
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fase reversa (C18) no modo semipreparativo. Este processo cromatografico resultou

no isolamento das substancias 16, 19 e 21 (Figura 7, Esquema 5). O mesmo
processo cromatografico [(CLAE em fase reversa (C18)] foi empregado para as

fracbes EER-5 e -9. Destas fracfes, foram isoladas as substancias 1, 4, 8,9, 17, 18 e

21.

Esquema 5- Fracionamento do extrato etandlico de raizes

| EHra B A%‘fcl‘f”,"’.s
(2‘28 g) e Ciclitois
(2,26 g)
EHR-2
(222 mg)
EHR-3
(140 mg)
EHR-4
(102mg) | \
) 17 18 21
_ cce EER-5 CLAE (2 mg) (3 mg) (6 mg)
' (68 mg)
EER-6 CLAE" [ | |
(104mg) 16 19 21
(16 mg) (69 mg) (4 mg)
EER-7
(49 mg)
EHR-8
EER-9 CLAE® 8 1 9 4
(70 mg) (5 mg) (45 mg) (10 mg) (5 mg)
EHR-10 1
(153 mg) (153 mg)
Condicbes:
a- silica gel de fase reversa C18, H.O/CH3OH 9:1 a 0:10, vlv;
b- CLAE: C18, 2,5 mL/min, gradiente H2O/CHsOH (9:1 a 0:10, v/v), 60 min;
c- CLAE: C18, 2,5 mL/min, CH3sOH/H20 (6:4 a 10:0, v/v), 60 min.
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Capitulo 3 Avaliacéo das atividades antiprotozoarias

3.5. CONSIDERACOES FINAIS

As avaliacOes biolégicas das substancias obtidas de A. cordigera contra formas
amastigotas de Leishmania amazonensis apresentaram atividade para o composto 1,
porém o mesmo foi toxico. A avalicdo do alcaloide 21 contra parasitos de P. falciparum
(3D7), cloroquina sensivel, evidenciou atividade inibitéria com valor de ICso de 5 + 2
MM.

Com base nos resultados das avaliagfes biologicas dos analogos de lignanas
sintéticas, pode se concluir que: i) o anel aromatico C é essencial para atividade,
sendo que a presenca de substituintes em para (C-4") neste anel potencializa a
atividade desta classe de substancias; ii) os derivados de lignanas ariltetralénicas com
configuracdes relativas 8R,8'S sdo mais ativos do que os epimeros 8S,8'R e 8S,8'S;
iif) a presenga de um bromo na estrutura aumenta consideravelmente a atividade (ICso
=1,30,8 uM).

Adicionalmente, podemos concluir que dois analogos sintéticos apresentaram
resultados biolégicos considerados muito promissores com baixos valores de ICso,
S17b (ICs0 = 2,6 = 0,78 uM) e S24b (ICso = 1,3 = 0,8 pM), contra parasitos de P.
falciparum (3D7), cloroquina sensivel, pelo método de SYBR Green.

A partir dos resultados de atividades antiplasmodiais in vitro e de relagéo
estrutura-atividade observadas para os analogos de lignanas ariltetralonicas testados,

este trabalho sugere a estrutura S28 como um possivel protétipo a farmaco

.

Br

antiplasmodial.
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