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Resumo

Muitas das doencas reumaticas ocorridas na regido de Minas Gerais sdo popularmente tratadas com o
uso de Aristolochia esperanzae. A literatura cita estudos fitoquimicos de folhas e raizes de
Aristolochia esperanzae e este trabalho descreve o isolamento cromatografico dos constituintes
quimicos do cerne e das cascas do caule desta planta. O extrato etandlico das cascas do caule possui
hidrocarbonetos alifaticos, uma lignana, acidos aristolochicos e aristololactamas. O extrato etandlico
do cerne possui uma cubebina, acidos aristolochicos e sitosterol-3-O-B-D-glucopiranosideo. A andlise
estrutural destes compostos envolveu principalmente técnicas de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono-13, HSQC, HMBC, NOESY e COSY. Os compostos asarinin, acido
populifélico, acido 2 oxo-populifolico, aristololactamas Ala e AIl e sitosterol-3-O-B-D-
glucopiranosideo foram pela primeira vez citados nesta espécie. O extrato etanolico das cascas do
cerne e os fitoconstituintes asarinin (AEl) e (8R,8°R,9S)-cubebina (AE2) foram ativos frente a

Bacillus cereus.
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Abstract

Most of the rheumatic diseases in the Minas Gerais sdo popularmente tratadas com o uso de
Aristolochia esperanzae.region involve the treatment using Aristolochia esperanzae. The literature
records phytochemical studies of leaves and roots from A. esperanzae and this work describes the
chromatographic isolation of stem bark and stem chemical constituents of this plant. The ethanolic
stem bark extract presented aliphatic hydrocarbons, one lignan, two diterpenes, aristolochic acids and
aristololactams. The ethanolic stem extract presented one cubebin, aristolochic acids and sitosterol-3-
O-B-D-glucopyranoside. Their complete structures have been establish mainly based on 2D NMR
spectral HSQC, HMBC, NOESY and COSY. Compounds asarinin, populifolic acid, 2 oxo-populifolic
acid, aristololactams Ala and AII and sitosterol-3-O-B-D-glucopyranoside were first reports on these
species. The ethanolic stem bark and constituents asarinin (AE1) e (8R,8°R,9S)-cubebin (AE2) were

active towards Bacillus cereus.
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Os produtos naturais sdo utilizados pelo homem desde tempos remotos. A busca por alivio e cura
de doengas pela ingestdo de ervas e folhas foi talvez uma das primeiras formas de utilizacdo de
produtos naturais. Além disso, a natureza sempre despertou no ser humano um fascinio encantador,
ndo so pelos recursos oferecidos para sua alimentagdo e manutencdo, mas por ser sua principal fonte de
inspiracdo e aprendizado. A busca incessante pela compreensdo das leis naturais e o desafio de
transpor barreiras a sua sobrevivéncia, como clima e doengas, levaram o ser humano ao atual estagio
de desenvolvimento cientifico. O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza pelos povos
primitivos pode ser considerado como um fator fundamental para o descobrimento de substancias
toxicas e medicamentosas ao longo do tempo'.

Tendo em vista estes aspectos estabeleceu-se uma proposta de investigacdo fitoquimica da
espécie Aristolochia esperanzae Kuntze, cujos exemplares foram coletados no municipio de
Esmeralda, em Minas Gerais.

Neste trabalho realizou-se o estudo fitoquimico do caule de Aristolochia esperanzae kuntze,
pertencente a familia Aristolochiaceae, coletada na regido de Esmeraldas, Minas Gerais. As
informagdes sobre esta espécie citam o estudo de flores, folhas e raizes. Sabe-se que essa espécie ¢
conhecida popularmente como cip6-mil-homens ou jarrinha, sendo utilizada também pela medicina
tradicional principalmente no tratamento de artrite.

Como resultado deste trabalho, estes estudos poderdo servir de base para uma busca sistematica
de novos farmacos potencialmente anti-inflamatorios.

No Capitulo I ¢ descrito inicialmente um levantamento, sob o ponto de vista fitoquimico, sobre
familia Aristolochiaceae, o género Aristolochia e sobre a espécie A. esperanzae. Assim, foram
realizados levantamentos sobre os constituintes quimicos isolados em espécies de Aristolochia,
descrevendo a composicdo dos oOleos essenciais, constituintes sesquiterpénicos, diterpénicos e
triterpénicos, os acidos graxos, as amidas, os constituintes ligndides, flavanoidicos, bem como os
constituintes nitrogenados de natureza ndo-alcaloidica, os de natureza alcaloidica e aqueles de outras

naturezas quimicas. A partir deste levantamento foi possivel elaborar a revisio “'’C NMR data of
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diterpenes isolated from Aristolochia species”, conforme apresentado no Anexo I, que foi submetido a
publicagdo na revista Molecules. Através deste levantamento, foi possivel identificar dois diterpenos
isolados das cascas do cerne.

No Capitulo I ¢ descrito também um levantamento sobre a espécie Aristolochia esperanzae,
comentando sobre suas caracteristicas morfologicas e classificagdo taxondmica. Essa planta ¢ utilizada
pela medicina popular em Minas Gerais no tratamento de problemas relacionados a reumatismo.
Apesar dos estudos fitoquimicos das folhas e raizes terem sido realizados anteriormente, a busca de
novas alternativas medicamentosas para o tratamento de doengas reumaticas justifica o estudo
fitoquimico das cascas do caule e do cerne.

O Capitulo II descreve as caracteristicas/condi¢cdes dos materiais e equipamentos empregados
nas andlises de caracterizagdo estrutural dos fitoconstituintes isolados. Em seguida, ¢ descrito o
procedimento experimental realizado nos testes de atividade antimicrobiana do extrato, fracdes e
fitoconstituintes isolados. Finalmente, neste capitulo ¢ detalhada a metodologia fitoquimica para
isolamento dos fitoconstituintes tanto das cascas do cerne quanto do cerne da planta. Deve-se ressaltar
que os codigos dados as fragdes obedeceram a ordem de isolamento dos fitoconstituintes, nao
obedecendo necessariamente a ordem do fracionamento cromatografico.

O Capitulo IIT descreve os resultados e discuss@o do isolamento dos fitoconstituintes das cascas
do cerne da planta. As analises estruturais dos fitoconstituintes foram realizadas a partir dos dados de
andlise elementar (CHN), cromatografia a géas acoplada a espectrometria de Massas (CG/EM),
espectroscopia de absor¢do na regido do Infravermelho (IV) e espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear 1D (RMN de 'H, RMN de "°C e DEPT 135°) e 2D (COSY, NOESY, HSQC e
HMBC). O mesmo foi realizado para as analises estruturais dos fitoconstituintes isolados através do
fracionamento cromatografico do cerne, que € descrito no Capitulo IV.

Durante as analises estruturais dos fitoconstituintes isolados tanto das cascas do cerne (Capitulo
IIT) quanto do cerne (Capitulo IV), os dados fisico-quimicos nao foram suficientes para a determinagao

da estereoquimica de alguns desses fitoconstituintes. Assim sendo, foram realizados calculos teoricos
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de otimizacdo de geometria e, em seguida, calculos de deslocamento quimico de hidrogénio e de
carbono-13 para inferir sobre suas estereoquimicas. Apesar de ter sido empregada metodologia tedrica
na determinagdo estrutural de muitos dos fitoconstituintes isolados, a metodologia e os seus resultados
ndo foram descritos neste trabalho. No entanto, ¢ apresentado no Anexo II o trabalho “A new
configurational analysis of 1,6,7-triacetoxy-8,13-epoxy-14-labden-11-one isolated from Plectranthus
ornatus based on NMR and theoretical calculations” realizado como modelo para a andlise estrutural
de alguns dos fitoconstituintes isolados e que foi aceito para publicagdo na revista “The Open Natural
Products Journal”.

No Capitulo V sdo apresentados os resultados dos ensaios bioldgicos realizados com os extratos,
fragdes e fitoconstituintes isolados da planta. Através desses ensaios foi possivel verificar a atividade
antimicrobiana dos extratos e, através do biomonitoramento do fracionamento cromatografico,
identificar aqueles fitoconstituintes responsaveis pelas atividades antimicrobianas.

No mais, espera-se que o que foi incluido neste trabalho seja de facil leitura, util como exemplo
de estudos fitoquimicos futuros desta e de outras espécies vegetais e que possa contribuir para a busca

de novas alternativas medicamentosas para o tratamento de doengas reumaticas.
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1. A familia Aristolochiaceae
A familia Aristolochiaceae pertence a superordem Magnoliiflorae juntamente com familias mais
primitivas de Angiospermae e subdivididas em cinco subfamilias e cinco tribos. Essa familia ¢
constituida por sete géneros (Apama, Aristolochia, Asarum, Euglypha, Holostylis, Saruma e Thottea)
com cerca de 400 espécies’. O interesse medicinal desta familia baseia-se no alcaldide aristoloquina
como a principal substincia empregada em terapéutica, além de Oleo etéreo, resinas amargas e
aromaticas entre outras’.
A familia Aristolochiaceae despertou o interesse para pesquisadores devido a suas espécies
apresentarem um singular espectro de atividades biologicas: sedativa, antitérmica, estomacai,
contraceptiva, abortiva, anti-inflamatoria, depurativa, duirética, emenagoga, antireumatica,

antisséptica, antiofidica e outras™”.

2. O Género Aristolochia

O género Aristolochia é constituido por espécies exoticas. O nome do género provém das
propriedades medicinais alegada na antiguidade como emenagogo. Dentre essas propriedades,
destacam-se a a¢do tonica excitante, atuacdo direta nas contracdes uterinas, neutralizacdo de venenos
ofidicos e contra emenorréia, atonia uterina e clorose. Na jardinocultura, espécies do género
Aristolochia s3o utilizadas por apresentarem formas ornamentais de grandes proporcdes, por se
reproduzirem através de sementes e serem facilmente cultivadas. Algumas espécies de belas flores
apresentam odor nauseabundo. Muitas de suas espécies sdo classificadas como plantas carnivoras,
devido ao fato de pequenos insetos penetrarem no bojo da flor e ndo conseguirem sair, morrendo,
portanto, em seu interior.

O género Aristolochia compreende aproximadamente 300 espécies de ervas anuais, trepadeiras,
com distribuicdo predominantemente tropical. No Brasil encontram-se cerca de 90 espécies desse
género’. As espécies desse género apresentam grande dispersio geografica e na flora brasileira

apresentam numerosos e belos representantes’.



2.1. Constituintes Quimicos isolados em espécies de Aristolochia

desde 19517, revelando uma quimica bastante variada, produzindo como principais metabolitos
secundarios, terpenoides, lignoides, acidos graxos e derivados, alcaldides, acidos aristoloquicos e

. 2
aristolactamas”.

Dentro da familia Aristolochiaceae, o género Aristolochia tem sido documentado quimicamente

2.1.1. Composicdo dos Oleos Essenciais

monoterpenos e sesquiterpenos. A Tabela 1.1 mostra os constituintes do 6leo essencial de diversas

Os constituintes dos dleos essenciais das espécies do género Aristolochia sdo basicamente

espécies do género Aristolochia.

Tabela I.1. Espécies de Aristolochia e componentes dos seus Oleos essenciais

Ocorréncia Substancia Identificada Parte da | Ref.
Planta
A. birostris o-pineno, limoneno, o-elemeno, f-bourboneno, f-cariofileno, a- Partes 8
humuleno, germacreno A, y-elemeno, f-selineno, a-cadinol Aéreas
A. cymbifera o-cubebeno, a-copaeno, S-bourboneno, S-cariofileno, t-o- Folhas 8
bergamopteno, germacreno A, a-farneseno Frescas
A. debilis o—pineno, canfeno, f-pineno, mirceno, limoneno, #-f-ocimeno, p- | Folhas e 9
cimeno, calameno, 1,8-cineol, canfora, borneol, acetato de bornila, | caules
coriofileno, a-humuleno, f-elemeno,
A. debilis o —pineno, canfeno, f-pineno, borneol, calameno, canfora, 1,8- | Raizes 9
cineol, a-guaieno, a-cubebeno, pS-chamigreno, o-cadineno, o-
santaleno, o-guaieno, aromadendreno
A. gigantea o-elemeno, a-copaeno, - bourboneno, f-cariofileno, 7-a- Folhas 8
bergamopteno, a-cadinola-humuleno, germacreno D, germacreno
A, y-elemeno, o-cadineno
A. gigantea Linalol, a-terpineol, a-copaeno, fS-elemeno, p-cariofileno, #-a- | Ramos 8
bergamopteno, a-humuleno, germacreno D, a-cadinol, o-
farneseno, (E)-nerolidol
A. gigantea linalol, a-terpineol, geraniol, nerol, a-copaeno, f-cariofileno Flores 8
A. indica ishwarano, ishwarona, ishwarol Raizes 10
A. longa borneol, acetato de bornila, linalol, f-cariofileno, maaliol Raizes 11
A. macroura Linalol, o-elemeno, a-cubebeno, a-copaeno, f-bourboneno, S- | Folhas 8
elemeno, fS-cariofileno, a-humuleno, y-muuroleno, germacreno D,
y-elemeno, a-farneseno, g-cadineno, (E)-nerolidol, a-cadinol
A. papillaris limoneno, linalol, calareno, a-copaeno, f-elemeno, a-humuleno, | Partes 8
y-elemeno, y-cadineno, o-cadineno, a-cadinol Aéreas
A. reticulata (-)-borneol, (-)-A*-careno - 10
A. rodriguesia Linalol, 4-terpineol, a-terpineol, o-elemeno, a-cubebeno, pS- | Folhas 8
bourboneno, a-copaeno, f-elemeno, nerol, t-a-bergamopteno, o-
cadineno, a-cadinol, calareno
A. triangulares | f-cariofileno, germacreno D, a-cubebeno, a-copaeno, S-elemeno, | Partes 8,
o-humuleno, y-elemeno, y-cadineno, o-cadineno, (E)-nerolidol, Aéreas 12




A. triangulares [S-bisaboleno, t-nerolidol, alcoois sesquiterpénicos Ramose | 12
Raizes
A. zenkeri (+)-borneol, (-)-canfeno - 10
2.1.2. Constituintes Sesquiterpénicos

A Tabela 1.2 descreve os compostos sesquiterpénicos isolados de espécies do género
Aristolochia.

Tabela 1.2. Sesquiterpenos isolados de espécies de Aristolochia

Espécie Substéancia Ref.
A. debilis 13
R'=R’=0;R’=0H;R*=H
R'=R?’=0;R*=00H; R*=H
R'=R?’=R’=H; R*=CHO
A. debilis 13
R'=R*=H
A. debilis 13
A. debilis OH 13
A debilis 13, 10, 14, 15
A. indica

19



A. debilis 13,10, 14, 15
A. Indica

A. debilis 13,10, 14, 15
A. Indica

A. Indica 16

A. Indica 15

A. Indica 17

A. Indica 16

A. manshuriensis 18

=
OHC 7~ X
A. constricta 19

20
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No género Aristolochia, as lactonas sesquiterpénicas sdo majoritariamente representadas por

lactonas dos tipos germacrano e versilactonas, como mostradas na Tabela 1.3.

Tabela 1.3. Lactonas sesquiterpénicas isoladas de espécies de Aristolochia

Espécie Substancia Referéncia
A. reticulata 10
=
O
/
O/
A. versicolar 20
. . . O O
A. molissima Z 21
A. versicolar CH3 22
=
— 0
H5C
\
(0]

A. versicolar OH 23

A. versicolar HO 23,24




A. versicolar 25
A. versicolar 26
A. yunnanensis 27
A. manshuriensis 28

22
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2.1.3. Constituintes Diterpénicos

Um grande ntimero de compostos diterpénicos tem sido isolado de espécies do género
Aristolochia. A maioria dos diterpendides sdo derivados kauranicos, clerodanicos e labdanicos (Figura
I.1), além de um furanoditerpeno isolado de 4. albida e (E)-fitol, isolado de trés espécies do género.
As Tabelas 1.4, 1.5 (p. 26) e 1.6 (p. 31) apresentam diterpendides kauranos (Tabela 1.4; Figuras 1.2, p.
25 e 1.3, p. 26), clerodanos (Tabela 1.5; Figuras 1.4, p. 29 e L.5, p. 30) e labdanos (Tabela 1.6; Figura
1.6, p. 32) isolados das espécies desse género, além do furanoditerpeno (Figura 1.7, p. 33). O Anexo 1
(p. 202) mostra uma compilagcdo dos dados de RMN dos 57 diterpenos isolados de espécies do género
Aristolochia que foram registrados entre 1981 e 2007. Para algumas estruturas os dados de RMN de
3C ndo foram encontrados na literatura e, em outros casos, os dados estdo em desacordo com aqueles

da literatura, além de algumas estruturas diferentes serem igualmente nomeadas.

20 19 18
Kkaurano clerodane labdano

Figura I.1. Principais classes de diterpenos presentes em espécies do género Aristolochia.

Tabela 1.4. Diterpenos kauranicos isolados de espécies Aristolochia

Kaurano* Espécies
(-)-Kauranol (1) A. rodriguesii .
acido ent-16f(H)-kauran-17-6ico (2) A. elegans3 0.

A. triangulares™

ent-kauran-16a,17-diol (3) A. elegans30;

3
A. pubescens 7

A. triangulares™
ent-16 (H)-kaurano (4) A. elegans’;

A. triangulares™



Tabela 1.4. (Continuagdo)

Kaurano* Espécies
ent-16(H)-kauran-17-al (5) A. elegans™
ent-16£,19-diidroxikaurano (6) A. rodriguesii®
Hidroxi-(—)-kauran-19-al (7) A. rodriguesii®’;

A. triangulares™
Acido ent-164,17-diidroxi-(—)-kauran-19-6ico (8) A. rodriguesii®
16 a-(-)-kauran-16 o-hidroxi-18-al (9) A. triangulares®
ent-16,17-epoxikaurano (10) A. elegans’;

A. triangulares™
Acido 15¢a,16a-epoxi-17-hidroxi-ent-kauran-19-6ico (11)
ent-15,16 f-epoxikauran-17-ol (12)
Acido ent-16,17-isopropilidenedioxi-(-)-19-6ico (13)
17-nor-(—)-kauran-16-ona (14) A. triangulares™
Acido 17-hidroxi-ent-kaur-15-en-19- 6ico (15) A. rodriguesii®’
ent-kaur-15-en-17-o0l (16) A. elegans3 0.

A. pubescens™

A. triangulares®*
Acido (-)-11-hidroxi-kaur-16-en-19- dico (17) A. anguicida™
Acido (-)-kaur-16-en-18- dico (acido kaurénico; 18) A. anguz’cia’a3 %

A. rodriguesii™;

A. triangulares™
(-) ent-kaur-16-eno (19) A. triangulares®*
(-)-kaur-16-en-18-0l (20) A. z‘riangulares3 134
(-)-kaur-16-en-18-al (21) A. triangulares’ 134
Acido 7/-hidroxi-ent-kaur-16-en-18- ico (22) A. anguicida™
ent-3 f,18-diidroxikaur-16-eno (23) A. rodriguesii®
16 a-hidroxi-ent-17-kauranil aristolachato I
(aristoloina I; 24) A. pubescens™
16 a-hidroxi-ent-17-kauranil aristolachato 11
(aristoloina II; 25) A. pubescens™




Tabela 1.4. (Continuagdo)

Kaurano* Espécies

Aristolina (26) A. elegans’®

25

* Ver figuras 1.2 a [.3 p.25)

plo . R2—
1:R =Me; R*=OH 6: R'= CH,0H; R>= OH; R*= Me
2:R =COH; R°=H 7:R'= CHO; R>= Me; R’= OH
3:R'= CH,0OH; R°= OH 8: R'= CO,H; R*= OH; R*= CH,0)
4:R'=Me; R*=H
5:R'=H; R>= CHO

H

R 11:R= CO,H
12:R=Me

R 18: R= CO,H
19: R=Me
20: R= CH,0H
21:R=CHO

Figura 1.2. Diterpenos kauranicos isolados de espécies Aristolochia.




24:R=0OMe
25:R=H

Figura 1.3. Diterpenoides kauranicos substituidos isolados de espécies Aristolochia.

Tabela 1.5. Diterpenos clerodanicos isolados de espécies Aristolochia

Clerodano* Espécies

Acido (5R,8R.9S,10R)-ent-3-cleroden-15- dico
(Acido 13,14-diidrokolavénico; acido populifélico; 27)

A. cymbifera ™,
A. galeata™
Diidrokolavenol (28) A. galeata™
Acetato de diidrokolavenol (29) A. galeata™
(5R,8R,9S5,10R)-ent-3-cleroden-15-oato de metila
(populifoloato de metila) (30) A. espemnzae3 7
A. galeata™

26



Tabela I.5. (Continuagdo)

Clerodano* Espécies
Acido (55,8R,98,10R)-ent-3-cleroden-15- 6ico
(4cido epi-populifélico) (31) A. cymbifera™
(55,8R,95,10R)-ent-3-cleroden-15-oato de metila (32) A. cymbifera™
Acido A" kolavénico(33) A. brasilienses’”;
A. galeata®
clerod-3,13-dien-15-ol (A"*"'"*-kolavenol; 34) A. galeata ™
kolavenoato de acetila (35) A. galeata®
kolavenoato de metila (36) A. espemnzae3 7
A. galeata™
Acido rel-(5S,8R,9S,10R)-ent-clerod-3,13-dien-15- dico
(37) A. brasilienses®’
(+)-Kolavelool (38) A. galeata™
Acido (+)-(4—2)-abeo-kolavelool-3- dico (39) A. chamissonis™
(-)-3a,4 -diidroxikolavelool (40) A. chamissonis™
(-)-Kolavelool (41) A. chamissonis™;
A. cymbifera®;
A. galeata™
(-)-2/-Hidroxikolavelool (42) A. chamissonis™
(+)-13-epi-2 a-hidroxikolavelool
(13-epi-roseostachenol; 43) A. chamissonis™
Acido rel-(5S,8R.,9S,10R)-2-0x0-ent-3-
cleroden-15- 6ico (44) A. brasilienses®’
Acido 2-oxopopulifélico (45) A. brasilienses™;
A. cymbifera®;
A. galeata®
Acetato de 2-oxodiidrokolavenol (46) A. galeata™
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Tabela I.5. (Continuagdo)
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Clerodano*

Espécies

2-Oxopopulifoloato de metila (47)
(-)-13-epi-2-oxokolavelool
(13-epi-roseostachenone; 48)
(55,8R,98,10R)-2-0x0-ent-clerod-3,13-
dien-15-oato de metila (49)

Acido A"'*-2-0xokolavenico (50)
AP1-2-0xokolavenoato de metila (51)
Acido rel-(5S,8R,9S,10R)-2-0x0-ent-clerod-3,13-
dien-15-6ico (52)
(28,5R,8R,9S,10R)-2-hidroperoxi-ent-3-
cleroden-15-oato de metila (53)
(-)-2-hidroperoxikolavelool (54)
(28,5R,8R,9S5,10R)-2-hidroperoxi-ent-
clerod-3,13-dien-15-o0ato de metila (55)

. brasilienses
A. brasilienses

A. esperanzae

37

. esperanzae

. . 4
. chamissonis™

37

37

37

- 37
. brasilienses

37

. esperanzae

. . 40
A. chamissonis

37

. esperanzae

* Ver figuras 1.4 (p. 29) e 1.5 (p. 30)
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27:R=CO,H 34: R= CH,OH
28: R= CH,OH 35: R= CH,0Ac
29: R= CH,0Ac 36: R= CO,Me

30: R=CO,Me

Figura 1.4. Diterpenos clerodanicos isolados de espécies Aristolochia.



45: R= CO,H
Cnll A 2o h

:"é: Roomx=H 46: R= CH,0Ac
- R=H;R"=OH 47:R=CO,Me

Figura 1.5. Diterpenos clerodanicos oxigenados em C-2 isolados de espécies Aristolochia.
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Tabela 1.6. Diterpenos labdanicos isolados de espécies Aristolochia

Labdano* Espécies
Acido ent-labdan-8 8-0l-15- dico (57) A. galeata®
Acido A*"-ent-Labd-8 -0l-15- dico
(Acido ent-labd-13-en-88-0l-15- 6ico; 58) A. galeata®
ent-labd-8 ol-14-eno (60) A. cymbifera®
Acido ent-labd-8(17)-en-15- dico (62) A. ringens”™
Acido copélico (63) A. esperanzae’’;
A. galeata™
Acido ent-labd-63-01-8(17),13-dien-15- dico (64) A. esperanzae®
Copalato de metila (65) A. esperanzae®
ent-Labd-6-01-8(17),13-dien-15-o0ato de metila (66) A. esperanzae®
ent-labd-8,14-dieno (67) A. cymbifera®

* Ver figura 1.6 (p. 32)



63:R'=R’>=H

64: R'=0H; R>=H
65: R'=H; R>=Me
66: R'= OH; R’>=Me

Figura 1.6. Diterpenos labdanicos isolados de espécies Aristolochia.
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O tnico furanoditerpeno encontrado no género Aristolochia ¢ mostrado na Figura 1.7, tratando-se

de columbina e isolada de 4. albida™.

Figure 1.7. Furanoditerpeno isolado de Aristolochia albida.

O estudo fitoquimico de A. elegans®™, A. odoratissima* e A. peltato-deltoidea® conduziu ao diterpeno

(E)-fitol mostrado na Figura 1.8.

HO

Figure 1.8. (E)-fitol isolado de Aristolochia elegans, A. peltato-deltoidea e A. odoratissima.

O estudo fitoquimico de espécies do género Aristolochia revelou um Unico derivado tri-hidroxilado de

diterpenos kaurénicos, isolado de 4. constricta™ cuja estrutura é mostrada na Figura 1.9.

Figure 1.9. (-)-Kauran-16a,17,18-triol isolado de 4. constricta.
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2.1.4. Constituintes Triterpénicos
O isolamento de esterdides ¢ freqiiente em diversas espécies do género Aristolochia, sendo
representados principalmente por sitosterol, estigmasterol e varios de seus derivados, como mostra a

Tabela 1.7.

Tabela I.7: Ocorréncia de esterdides no género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
A. indica 47
HO (0]
A. indica 47
7
o
A. indica 47
A. triangulares
7
0]
OH




A. galeata, 39
A. indica, A. serpentaria,
A. debilis, A. championii, 47
A. elegans, A. zenkeri
A. longa HO 48
A. triangulares 49
A. triangulares 47
Z
0]
A. triangulares 47
Z
0]
A. indica 47
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A. indica 17
HO
A. indica - 17
HO
A. constricta 7
RO
R = Glicosideo
A. esperanzae 55

A. esperanzae

55
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A. esperanzae 55
A. esperanzae : 55
A. esperanzae 55
A. indica 56

O estudo fitoquimico de A. gehrtii’’ conduziu ao tetraterpendide apocarotenoéide mostrado na

Figura L.9.

HO

/III

Figure 1.9. Apocarotendide isolado de Aristolochia gehrtii.
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2.1.5. Constituintes Acidos graxos
As espécies de Aristolochia sdo bastante ricas em substancias graxas. A Tabela 1.8 mostra os

acidos graxos isolados desse género.

Tabela 1.8. Acidos graxos isolados em espécies do género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
A. zenkeri Acido butirico 10
A. bracteata Acido miristico 10
A. indica, A. zenkeri, A. bracteata Acido palmitico 10
A. longa 48
A. moupinensis 47
A. indica, A. bracteata Acido estearico 47
A. longa 48
A. indica, A. bracteata Acido oléico 47
A. longa 48
A. indica Acido linoléico 47
A. longa 48

2.1.6. Constituintes Ligndides

No género Aristolochia sdo encontrados lignoides do tipo fenilpropandides, como descrito na

Tabela 1.9.

Tabela 1.9. Fenilpropandides isolados em espécies do género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
A. clematitis Acido p-cumérico 10
A. indica, A. moupinensis 47
A. sipho Ester metilico do acido gentisico 10
A. sipho Ester metilico do acido ferulico 10
A. clematitis, A. sipho Acido caféico 10
A. sipho Ester metilico do acido caféico 10
A. clematitis Acido sinapico 10
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O género Aristolochia apresenta fitoconstituintes do tipo neolignanas, como mostra a Tabela

I.10.

Tabela 10: Ocorréncia de neolignanas no género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
Aristolochia sp. 58
Aristolochia sp. 58
Aristolochia sp. 58
Aristolochia sp. 58
A. birostris 59

R'=OCH;; R*, R’ =-CH,-; R*=H
R',R*=H;R%:R’=-CH>-
R'=OCH;; R*R’ = CH3;; R*=H
R'=OCH3; R*,R’ = -CH,-; R* = OH
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As lignanas do tipo dibenzilbutirolactona, furofurano, tetraidrofurano e 4-ariltetralona isoladas

em espécies do género Aristolochia sdo mostradas nas Tabelas I.11, [.12 (p. 42), 1.13 (p. 42) e .14 (p.
44).

Tabela I.11. Lignanas do tipo dibenzilbutirolactona isoladas em espécies do género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
A. birostris 47
A. elegans 60
A. esperanzae, A. galeta 39
A. triangulares 34, 61
A. galeata 62
A. triangulares 34,61
A. birostris, A. indica 47
A. triangulares 61
A. galeata 39
A. triangulares 61
A. triangulares 34




A. triangulares 63
Gu* = 3-metoxi, 4-hidroxi-fenil

A. constricta —0 64

A. elegans 36

A. elegans 36

A. constricta 65

A. constricta

66
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Tabela 1.12. Lignanas do tipo furofurano isoladas em espécies do género Aristolochia

Ve O

Espécie Substancia Ref.
A. galeata O P 39,61
ol H
Pi
A. galeata,
A. brasiliensis, 39,61, 63
A. esperanzae
A. elegans 30
A. brasiliensis, 63
A. cymbifera,
A. esperanzae
A. elegans Pi 30
H||III- -|||IH

Pi = 3,4-metilenodioxifenil

Ve = 3,4-dimetoxifenil

Tabela 1.13. Lignanas do tipo tetraidrofurano isoladas em espécies do género Aristolochia

Espécie

Substancia

Referéncia

A. chilensis

A. chilensis

62

62

42



A. taliscana 67
A. taliscana 67
A. birostris 59

Gu* = 3-metoxi, 4-hidroxi-fenil

Pi = 3,4-metilenodioxifenil
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Tabela 1.14. Lignanas do tipo 4-ariltetralona isoladas em espécies do género Aristolochia

Espécie Substancia Referéncia
A. chilensis 68,69
A. chilensis 69
R'=0OH, R? = OCH;
R' = OCHj3, R* = OCH;
A. chilensis 69
A. chilensis 69
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A. chilensis

69

2.1.7. Constituintes Flavanoidicos

A Tabela I.15 apresenta os quatro flavonodides isolados em espécies do género Aristolochia.

Tabela 1.15. Flavonoéides isolados em espécies do género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
A. reticulata OCH 5 47
OH
A. serpentina
HO 0
l OH
OH 0
A. sipho QH 47
OH
HO o) O
l OR
OH fo)
R = Rutinose
A. bracteata, 47
A. clematitis,
A. elegans,
A. heterophyla,
A. molissima,
A. moupinenensis, .
P R = p-D-glicose
A. reticulata,
A. rotunda, A. sipho




A. indica, A. reticulata, OH 47
A. serpentaria OH CH
0]
A. liukiuensis HO O OH 70
0]
A. acutifolia 71
A. rigida 72
R = 3-O-f-D-robinobioside
A. sipho OH 10
HO o~ “OH
A. sipho OH O 10
HO 0 O OH
OH
A. clematitis, A. sipho OH O 10
R

|
HOOH
OH
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47

A. sipho OH O 10
R
HO o) OH
OH
R = O-Raminosil

2.1.8. Constituintes nitrogenados de natureza ndo-alcaloidica

O género Aristolochia caracteriza-se pela variedade de derivados nitrogenados encontrados em
varias de suas espécies. Os diferentes acidos aristoloquicos, de natureza nitrofenantrénica, ocorrem na
maioria das vezes acompanhados pelas lactamas correspondentes, as aristolactamas. Os acidos
aristoloquicos e suas lactamas sdo apresentadas na Figura 1.8 e os representantes dessa classe de
substancias isoladas em espécies do género Aristolochia sao mostrados na Tabela .16 (p. 48). Esses
acidos aristoloquicos e aristolactamas podem ser oxigenados nas posicdes 6, 7 e 8, posi¢cdes 6 e 8 ou,
até mesmo, posicdes 7 e 8, levando a uma enorme variacdio no padrdo de oxigenagdo dessas

substancias. Adicionalmente, alguns derivados podem nao apresentar o grupo nitro na posigao 10.

RO

NH
RO

Acido aristoloquico Aristolactama

Figura 1.8. Estrutura dos acidos aristoloquicos ¢ aristolactamas isoladas em espécies do género
Aristolochia.



Tabela 1.16. Acidos aristoloquicos e aristolactamas isoladas em espécies do género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.

A. acuminata, A. argentina, A. badamae, A. baetica,
A. bracteata, A. chilensis, A. clematitis, A. debilis,
A. elegans, A. esperanzae, A. fangchi, A. fimbriata,
A.  griffithii, A. indica, A. kaempferi, A.

kwangsiensis, A. longa, A. manshuriensis, A 73

maurorum, A. maxima. A. multiflora, A.

ornithocephala, A. pandurata, A. reticulata, A

rotunda, A. serpentaria, A. sipho, A. westandii

A. argentina

A. auricularia 74

A. bracteata, A. chilensis, A. clematitis, A. 75

cymbifera, A. debilis, A. indica, A. kaempferi, A. H

longa, A. maxima, A. mollissima, A. pandurata, A. 0 COOH

reticulata, A. rotunda, A. serpentaria, A. sipho < 10

A. bracteata o O NO,

A. chilensis

A. contorta ‘ 76

A. indica O H 77

A. liukiuensis 78,79

A. manshuriensis H OCHs 80,81

A. mollissima H 82

A. pallida 83

A. ponticum 84

A. triangulares 85

A. versicolar 86
87
88

n

. argentina 74

H
. clematitis, A. debilis e} COOH 47
A. chilensis < O 73,77
(e}

AN

. argentina 73,74
clematitis, A. rotunda, A. debilis

. : 0 COOH 10
. esperanzae < 10
. moupinensis, A. pallida o O NO, 47
. auricularia 75
. contorta ‘ H 79
A. ponticum O 86
H
H

S O NG N N N N




A. ponticum H 86
e} COOH
S QUN
O‘ OCH,4
H H
H
A. auricularia HO COOCH;4 75
A. liukiuensis O 70
H,CO ‘ NO,
A. auricularia o) COOH 75
A. argentina, A. clematitis < 73,74
A. esperanzae o NO, 73
A. clematitis, A. rotunda 10
A. kwangsiensis ‘ 47
A. longa 89
A. argentina 74
A. clematitis H3CO 10
A. indica, A. longa, A. tagala o) COOH 47
A. debilis, A. fangchi, A. rotunda, A. watsonii < O 73
O !
HO
A. auricularia e) COOH 75
A. argentina, A. clematitis < 73,74
A. esperanzae o NO, 73
A. clematitis 10,73
A. kwangsiensis ‘ 47
A. longa O &9
A. pallida 85
H,CO OCH4
A. acuminata, A. argentina, A. clematitis, o) COOH
A. esperanzae, A. longa, A. manshuriensis, < 73
A. multiflora o NO,
A. argentina 74
A. clematitis ‘ 10
A. indica, A. mollissima, A. longa O 47
A.manshuriensis 83
OCH,

T
@)

49



A. argentina o) COOH 74
<O O‘ NO,
H;CO
H;CO
A. argentina o) COOH 74
<O O‘ NO,
HO
H3;CO
A. argentina HO 74
o) COOH
<O O‘ NO,
I OCH3
A. argentina o COOH 74
A. debilis < 73,74
A. longa, A. tagala, A. tuberosa o l NO, 47
I OCH3
HO
A. debilis OOH 73
A. longa 47

N
(@) (@]
O (@]
(@] I
@]
T z
w O
N

HsCO
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A. debilis o) 10,73
A. manshuriensis < COOH 73
O ‘ .
OCH3
A. contorta o) COOH 90
<O O‘ NO,
I OH
H,;CO
A. argentina, A. versicolar ') COOCH; 47
A. indica < 73
O ‘ -
OCH;
A. championii O X _COOCH; 73
A. kwansiensis, A. moupinensis < | 47
A. versicolar N~ NO, 88
T
HaCO™ N och,
A. manshuriensis 0 COOH 73,83
<O N02
R OCH 4
R = B-D-glicose
A. argentina OOH 74
A. manshuriensis 91,92

- o” o
Oo
Q
(@]
T Z
o o
N

R = O-glicopiranosil
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A. longa 11

o CONH(CH3)COOH

<ON02
A. auricularia o] 75
A. argentina, A. debilis, A. fangchi, A. indica 0 73
A. argentina <O NH 93
A. bracteata 94
A. clematitis, A. tuberosa 47
A. chilensis O 95
A. debilis, A. rotunda OCH, 10
A. ponticum 86
A. argentina O 93
@]
CT T
O OH
A. auricularia (0] 75
0]
O OCH,4
OCH3

A. argentina O 93
A. auricularia O 75

< NH
A. auricularia O 75

pd
T

o o

o

O

I
@
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A. argentina
A. auricularia
A. ponticum

& N

S o~ o
! /LO
Z
I

93
75
86

A. argentina

g O/\O
! ;to
Z
I

93

A. argentina
A. indica
A. serpentaria

93
73, 96
47

A. auricularia

< VN
S o~ o
O O
ol 5 !\ io
& pd
T

-\
(@) (@]
o prd
(@)
Q T
w

75

A. argentina

T
w
@)
(@)
3
Ol T
w

I
w
(@] T
o ©
O
Z
T

93
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A. argentina O 73,93
A. indica HO 47
A. liukiuensis NH 70
H;CO ‘
A. argentina 0] 73,93,97
A. luikiuensis HO 98
NH
H;CO ‘
H;CO !
A. argentina O 93
HO
UL
H3CO ‘
HO !
A. argentina 0] 73,93, 97
A. liukiuensis H;CO 70
NH
H3CO ‘
A. elegans O 99

H5CO

pd
T

HO

®) Q

T

OCH,
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A. elegans O 99
HO
UL
H;CO ‘
RO !
R = 6-O-f-D-glucosideo
A. argentina O 73,93
H;CO
H;CO ‘
H3;CO !
A. taliscana 0] 10, 73, 100
H;CO
H;CO ‘
l OCH3
A. indica O 73
)
HO
R = p-D-glicose
A. indica 10

T

o) o o

o ' ;}:
O O
T Z

& 53

=
I

[-D-glicosil
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A. indica O 10
O
HO OCH,
A. indica 0] 73, 96
A. constricta 101
A. mollissima 102
A. mollissima 102
A. indica 103

O
R' O OCH;4

R=CO,CH;;R'=H
R=CO,H;R'=H
R=CONH,; R'=H
R = CO,CHs; R' = OCH;,4
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A. manshuriensis ') COOH 104
(0] O‘
A. manshuriensis 0 105
I
X
A. manshuriensis 0 106
o0
X
HO O OCH3
A. manshuriensis Q 83
<o
o !
RO OCH3
R = #D-glucopiranosil
A. manshuriensis o] COONa 105
<ON02
L.
A. manshuriensis /9 107
A. heterophylla 0 i 108, 109

o=
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A. heterophylla 0 s 108, 109
A. kaempferi 0 o \ 110
A. molissima <o “ NO, A on, 111’ 112
L, !
o
OCH;,
A. curcubitifolia 105
A. heterophylla o 108,109
A. kaempferi o o,, 110
A. mollissima <O O no, 111
)
L,
A. heterophylla 108, 109
o
‘
CHO
A. heterophylla 108,109
0
0
T LY
O.N ‘ 0
A. heterophylla 108,109
A. mollissima o 111
0
T L
0N ‘ o
H3CO O
A. heterophylla 108,109

NS

) 6
(]

R=H

R = OCH3
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2.1.9. Amidas

59

As espécies de Aristolochia apresentam algumas amidas como fitoconstituintes. A Tabela 1.17

mostra a ocorréncia e estrutura dessas amidas no género.

Tabela 1.17. Amidas isoladas em espécies do género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
A. moupinensis o /\/©/OH 113
A. lari 114
papilaris N \H
HO
H5CO
A. manshuriensis OCH3 115
OH
NH
X
o]
HO
H,CO
A. liukiuensis OH 70
NHW\/Q
/©/\/ O OCH3
HO
A. manshuriensis o /\/©:OR 104
RO
R = Glucose

2.1.10. Constituintes nitrogenados de natureza alcaloidica

Espécies do género Aristolochia apresentam constituintes nitrogenados de natureza alcaloidica

com um nucleo isoquinolinico e pertencentes aos grupos aporfinicos (Tabela 1.18),

tetraidroprotoberberinicos (Tabela 1.19, p. 62), benziltetraidroisoquinolinicos (Tabela 1.20, p. 63) e

bisbenziltetraidroisoquinolinicos (Tabela .21, p. 63).



Tabela 1.18. Alcaloides aporfinicos isolados em espécies do género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
A. argentina, A. debilis, A. Kaempferi 10
A. austrozechuanica 116
A.  baetica, A. Clematitis, A.
moupinensis, A. rotunda, A. indica, A. 47
heterophyla
H,CO
A. bracteata 76, 93
A. clematitis 117
A. contorta 90
A. macedonica 118
A. clematitis H5CO 117
HO ‘ N\CH3
. O
H3CO
A. bracteata HsCO 76
O
H,CO ‘ N\f
A. argentina O 74,90
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A. cinabarina O 120
o) 0
A. tuberosa < 118
NH
"
e
A. cinabarina O 120
A. tuberosa 0 93
I NR
R = p-D-Glicose
A. papillaris H,CO 114
HO ‘ N\CH3
HO O
OCH,
A. chilensis 102

A. chilensis

121
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A. chilensis @) 121
A. contorta HO 0 122
A. liukiuensis HACO I NH 70
A. chilensis 0 121
O O O
< !
A. contorta 122

Tabela 1.19. Alcaléide tetraidroprotoberberinico isolado em espécie do género Aristolochia

Espécie

Substancia

Ref.

A. debilis

10

62



Tabela 1.20. Alcaloides benziltetraidroisoquinolinicos isolados em espécie do género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
A. debilis RO 10
(I
HO
A
R=H
R =CH;
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Tabela 1.21. Alcalbides bisbenziltetraidroisoquinolinicos isolados em espécie do género Aristolochia

Espécie Substancia Ref.
A. indica OCHj3 123
A. elegans 123
A. debilis 124




A. gigantea o/ 125
R2 NR
H
| N
Pz
R=R'=H, R*=O0CH;
R=H,R'= R?*=0CH;
R=H,R'= R*=0H
A. elegans o 126
0 N
[ H
| X
S

2.1.11. Constituintes de outras naturezas quimicas
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Outras substancias foram isoladas também em espécies do género Aristolochia, conforme

mostradas na Tabela 1.22.

Tabela 1.22. Outras substancias isoladas em espécies do género Aristolochia

Espécie Substancia Referéncia
A. argentina 127
A. indica OH g 98,128
O
OH
OCH3; O
A. sipho 47




A. constricta, A. elegans =2 H 36
rR® K%Y
O
R'=H,R*=0H, R’ =CH;
R'=0 H, R>= OCHj, R* = CH;
A. elegans 36
A. elegans 36
&H
A. elegans HO 36
NH
HO
(@]
R
A. elegans 2 o
ﬁ&
Rs 36
R' = CO,CHj, R* = OCHs, R® = CHO
R! = CHO, R? = OCH3, R® = CO,CH;
R' = CO,CH;, R? = OH, R* = CO,CH;,4
R' = CH,OH, R* = OCH3, R’ = CO,CHj 99
R' = CH,OH, R* = OCHj3, R* = CO,H
A. constricta 129
H,CO
A. tagala 130
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A. elegans 99
CO,H
OR
R =CHj;
R=H
A. elegans 99
A. constricta 131
A. manshuriensis O 104
HO
(@]
A. argentina COOH 74
A. manshuriensis 132
A. mollissima HO 52
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A. manshuriensis COOMe 133
HO/©/
H;CO
A. sipho HO 10
©/COOH
HO
A. argentina S O 74
A. sipho OH 10
A. manshuriensis H4CO 105
OH
A. argentina S O 74
A. clematitis WOH 10
A. indica HO 103
A. manshuriensis 133
A. clematitis, A. sipho O 10
OH
A. clematitis 0 10
A. indica 134
A. liukiuensis 70
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A. clematitis 10
A. clematitis, A. sipho, OH 10
A. tomentosa HO ~OH
HO™ “OH
OCHg3

A. championii H O 135,136
A. clematitis OQ(N NHJKNH 10
A. contorta N—4 2 137,138
A. cymbifera H 0 10
A. debilis 10
A. fangchi 139
A. heterophylla 140
A. indica 10
A. kwangsiensis 141,142
A. moupinensis 140
A. tagala 143
A. triangulares 31
A. versicolor 53
A. westandii 119
A. manshuriensis 144
A. manshuriensis 0 145

HO
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A. manshuriensis COOH 133

OH

Como pode ser verificado pelo exposto anteriormente, as espécies do género Aristolochia
apresentam um amplo espectro de classes de substancias quimicas. Isso justifica tanto o estudo quanto
o re-estudo fitoquimico de suas espécies para explorar ainda mais o potencial quimico de seus produtos
naturais. Estudos fitoquimicos foram realizados anteriormente, porém abordando as folhas e as raizes.
Assim sendo, no presente trabalho ¢ descrito o estudo fitoquimico das cascas do caule e do cerne de
Aristolochia esperanzae, acompanhado por testes de atividade antibactericida e antifungica de alguns
de seus extratos, fracdes e fitoconstituintes isolados. O interesse no estudo fitoquimico dessa espécie
deve-se ao uso popular em Minas Gerais no tratamento em humanos portadores de doengas reumaticas
em geral.

Segundo a Sociedade Brasileira de Reumatologia, o termo reumatismo, embora consagrado,
ndo ¢ adequado para denominar um grande nimero de diferentes doencas que tém em comum o
comprometimento do sistema musculo-esquelético'*®. O termo artrite refere-se somente a inflamagéo
dos tenddes e articulagdes. Os tipos de artrite englobam apenas doengas reumaticas, como osteoartrite,
artrite reumatica, fibromialgia, lipus eritematoso sistémico, artrite reumatdide juvenil, espondilite
anquilosante e gota. A artrite reumatdide (AR) ¢ uma forma de artrite que atinge pessoas de qualquer
faixa etaria'¥’, ocorrendo no revestimento das articulagdes (membrana sinovial). Por ser
potencialmente deformante, compromete a simetria das pequenas articulagdes (principalmente das
maos e dos pés), sendo de curso cronico e progressivo, com potencial de causar severa incapacitacao
fisica. As articulagdes afetadas apresentam-se tumefatas, dolorosas, hipersensiveis e com movimento

restrito. A prevaléncia é elevada, atingindo cerca de 1% da populagio adulta'*®

. Apesar de o sistema
imunologico exercer um papel importante na AR, a causa da doenga ¢ desconhecida, admitindo-se que

fatores genéticos e ambientais interajam para provocar uma reagdo imunopatica'®.
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As drogas usadas no tratamento de AR aliviam a dor, reduzem danos as articulagdes ou
modificam o curso da doenca. Os anti-inflamatdérios hormonais corticosterdides e glicocorticoides
(cortisona e prednisona) e ndo hormonais (AAS, indometacina, ibuprofeno e diclofenaco) apresentam
acOes analgésicas e antipiréticas, meramente sintomaticas. As drogas imuno-modulatérias (anti-
malaricos, metotrexate, sais de ouro, azatioprina e ciclosporina A) apresentam a¢do lenta na remissao
da atividade da doenca™’. Essas drogas promovem indisposi¢des estomacais e até tlceras
hemorragicas. Os glicocorticdides reduzem as inflamagdes, porém apresentam efeitos adversos graves.
Recentemente, trés medicamentos surgiram como grandes inovadores no tratamento de artrite: Vioxx,
Bextra e Celebrex. Essas drogas atuam na inibi¢do de enzimas Cox-2 associadas a processos
inflamatorios. Os dois primeiros foram retirados do mercado pelo risco de doengas cardiovasculares
durante o tratamento. Estudos clinicos indicaram risco de doencas cardiovasculares pelo uso de
Celebrex. O seu uso foi generalizado por ndo afetar o aparelho gastrointestinal, gerando em 2004 cerca
de US$3,3 bilhdes em sua comercializagdo. No entanto, seu uso medicinal ndo é recomendado pelo
FDA (Food and Drug Admnistration)"".
Na busca de novas alternativas medicamentosas que promovam menores efeitos colaterais ao
tratamento de AR, nosso grupo de pesquisas realizou levantamentos etnofarmacoldgicos sobre
Aristolochia esperanzae Kuntze (cipé mil-homens)'>. Essa espécie ¢ encontrada no cerrado de Minas

Gerais, sendo muito empregada no tratamento de reumatismo pela medicina popular dessa regido.
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3. A especie Aristolochia esperanzae

3.1. Caracteristicas morfologicas

A espécie Aristolochia esperanzae € encontrada no Brasil, Paraguai, Bolivia e norte da
Argentina®. E conhecida popularmente como mil-homens, papo-de-peru, papo-de-peru-do-mitdo,
jarrinha, angélico, anhanga-potira, cassau, cipo cassau, cipo-mil-homens, jarro, milhomens, urubu-caa

. : , ; 6
e ainda como papito nos paises de lingua espanhola’.

A planta apresenta caules adultos lenhosos, recobertos de camada de cortex rimuloso, alvo-
acinzentado; pseudo-estipulas amplexicaule, de tamanho relativamente grande, 1-4 cm de diametro;
peciolos de 3-8 cm de comprimento; limbo, (como os ramos) completamente glabro, de 18-25 cm de
didmetro, base largamente cordado-incisa, apice arredondado, flores axilares, solitarias, com pseudo-
estipulas menores, de 4-7 cm de comprimento, completamente glabras, perianto bilabiado,
externamente verde-amarelado, até alvacento-amarelado, com nervuras e venulagdes, além de ponto e
maculas avermelhadas, bojo oblongo-obovoéide, de 3-4 cm de comprimento e 1,8-2 cm de didmetro
transversal, na base arredondado e no apice intruso; colo em angulo agudo com o bojo, ascendente,
tubuloso, levemente ampliado para a fauce, de 3-4 cm de comprimento e 5-7 cm de diametro
transversal; labios desiguais, distendidos como bico de ave semi-aberto, o inferior oblongado,
atingindo mais ou menos um terco do comprimento do superior, que ¢ oblongo-espatulado até
lanceolado, de fundo verde-alvacento, venulado ¢ maculado de vermelho, no centro e internamente
mais escuro; coluna campanulada, estipada, de 7-8 mm de altura; capsulas oblongadas com 6 angulos,
obtusadas na base, 5 cm de comprimento ¢ 1,8-2 cm de didmetro, deiscentes da base para o apice,
formando cesta; sementes oboval-oblongadas, papiraceas, triangulares, 10 mm de comprimento e 7,5
mm de largura (Fig. 1.9). Desta espécie existem diversas formas que se distinguem pelo tamanho das
flores (formas: major Hassl. e minor Hassl; aquela com flores maiores e esta menores que a da

espécie-tipo).



Figura 1.9. Fotos ilustrativas de Aristolochia esperanzae Kuntze.

3.2. Classificacéo taxonémica

. . A L . . 2,1
A Tabela .23 apresenta a classificagdo taxondmica da espécie Aristolochia esperanzae™">. Essa

. . , . . . .. . 154
espécie apresenta como sinonimia Aristolochia boliviensis O. Kuntze'™*.

Tabela 1.23. Classificagdo taxondmica da espécie Aristolochia esperanzae, segundo [2,153]

Classe
Subclasse
Superordem
Familia
Género

Espécie

Magnoliopsida (Angiospermae)
Magnolidae (Dicotyledonaee)
Magnoliiflorae
Aristolochiaceae

Aristolochia

A. esperanzae Kuntze




Capitulo II:

Parte Experimental
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1. Materiais
1.1. Equipamentos

As andlises por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) foram
realizadas em cromatografo a gds VARIAN 4000, acoplado ao espectrometro de massas e coluna 100%
polidimetilsiloxano — crosslink 30 m x 0,25 mm. O gas de arraste utilizado foi hélio com fluxo de 1,5
mL/min. As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram de 300 °C e a energia de ionizacao de 70
eV. As injecdes foram realizadas no modo “splitless” (1/100) a 300 °C. A identificacio dos
componentes baseou-se na comparacao eletronica do padrao de fragmentagdo dos componentes nos
espectros de massas com aqueles da biblioteca do banco de dados NIST (2005).

As determinagdes de pontos de fusdo foram realizadas em aparelho Mettler FP80 SNR H22439.
As andlises por espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho foram realizadas em
espectrometro Spectrum One (ATR) — Perkin Elmer.

As andlises por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas em
espectrometro Bruker DPX-200 e DRX-400 linha AVANCE. Os deslocamentos quimicos foram
registrados em unidade 0 e as constantes de acoplamento em Hz. Tetrametilsilano (TMS) foi

empregado como padrdo de referéncia interna, tendo CDCl; ou DMSO-ds como solventes.

1.2. Procedimentos Cromatograficos

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foram empregadas placas de vidro recoberta por
silica gel 60 G Merck 0,25 mm de espessura para cromatografia analitica, ativada a 100 °C. Silica gel
60 G Merck impregnada com AgNO; (5% da quantidade de silica), de 0,25 mm de espessura, ativada
a 100°C.

Na cromatografia em coluna (CC) foram empregadas colunas de vidro de diversos diametros e
eluidas na maioria das vezes sob pressdo atmosférica. A proporcao utilizada entre amostra e fase
estacionaria foi aproximadamente 1:30. As fases estaciondrias utilizadas foram silica gel 60 Merck

(70-230 Mesh) e silica gel 60 Merck impregnada com nitrato de prata (5% de AgNO; em relagdo a
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massa de silica). O nitrato de prata foi solubilizado em pequena quantidade de agua e adicionado a
silica em um baldo recoberto por papel de aluminio. Apos evaporagdo da dgua por destilacdo a pressao
reduzida, a silica impregnada por AgNO; foi mantida em estufa por 6 h a 100 °C e empacotada em
coluna de vidro recoberta por papel de aluminio.

Na cromatografia por exclusdo em gel utilizando Sephadex (LH-20), o gel foi mantido em
contato com o solvente a ser utilizado como fase movel por 24 h e, em seguida, empacotado em coluna
de vidro at¢ a total sedimenta¢do do suporte. As amostras foram dissolvidas em quantidades suficientes
da fase movel e, entdo, aplicadas suavemente no topo da coluna até a absor¢ao completa no suporte,
seguida por elui¢do no solvente escolhido'™.

Os reveladores cromatograficos foram irradiagdo no Ultravioleta (A = 254 e 366 nm), vapores de
iodo e solucdo vanilina/acido perclorico. Essa solugdo foi preparada pela mistura de partes iguais de
uma solugdo contendo 1,0 g de vanilina em 100,00 mL de etanol com outra solu¢do de 3 mL de acido
perclérico (70%) em 97 mL de dgua. A cromatoplaca foi borrifada pela solugdo e aquecida em estufa
por 10 min a 100 °C.

No tratamento com carvao ativo para eliminacdo de clorofila, a amostra foi solubilizada em
metanol a quente e misturada a pequena quantidade de carvao ativo sob agitagdo constante. A mistura
foi filtrada em coluna de silica gel e a solucdo fracionada foi entdo destilada a pressdao reduzida. O
carvao ativo promove a descoloracdo de extratos e fragdes pelo fenomeno da adsorcao seletiva, sendo

A . . . . 156
a eficiéncia do procedimento favorecida pelo aquecimento .

1.3. Testes Microbioldgicos

Os bioensaios foram realizados empregando-se bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 29213 e Bacillus cereus ATCC 11779) e gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25723 e
Salmonela typhimurium ATCC 14028). Os testes foram realizados sob a orientagdo da profa. Dra.

Jacqueline Aparecida Takahashi do Departamento de Quimica da UFMG.
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2. Métodos
2.1. Metodologia Fitoquimica
2.1.1. Material Vegetal
Aristolochia esperanzae Kuntze foi adquirida no Mercado Central de Belo Horizonte,
previamente coletada no municipio de Esmeraldas (MG), onde a espécie ¢ bastante frequente. O caule

da espécie foi submetido a uma separacdo de cascas e cerne.

2.1.2. Obtencao dos extratos

As cascas do caule (1207,16 g) previamente secas e pulverizadas foram mantidas sob extragao
em etanol por 7 dias. A mistura foi filtrada e o procedimento foi repetido mais duas vezes com a torta
do material vegetal. O extrato etanolico das cascas (189,76 g) foi obtido apods destilacdo a pressdo
reduzida do solvente. Da mesma forma, foram obtidos 328,48 g de extrato etandlico do cerne a partir

de 7,0 kg de amostra.

2.1.3. Elaboracéo do extrato etandlico das cascas do caule

O extrato etandlico das cascas foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel (5,0 cm x
70,0 cm), sendo coletadas 181 fragdes de 250 mL eluidas em hexano, diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt), etanol (EtOH) e metanol (MeOH). Apos andlise comparativa por CCD, as fra¢des

foram reunidas em grupos, conforme Tabela II.1 (p. 77).
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Tabela 11.1. Fracionamento cromatografico do extrato etanélico das cascas

Fracdo Eluente Grupo Fracdo Eluente Grupo
1 hexano CAl 105 —122 DCM CA6
2 hexano 123 DCM:AcOEt (1:1) CA7
3-20 hexano 124 — 125 DCM:AcOEt (1:1) CAS8
21-27 hexano CA2 126 — 141 DCM:AcOEt (1:1) | CA9
28 — 34 hexano 142 — 145 AcOEt CAI10
35-36 DCM CA3 146 — 151 AcOEt CAll
37 DCM 152 — 163 AcOEt CAI12
38-39 DCM 164 EtOH CAIl3
40 DCM 165 EtOH CAl4
41 — 48 DCM CA4 166 — 168 EtOH CAIS
49 — 55 DCM 169 — 171 EtOH CAl6
56 —-57 DCM 172 - 173 EtOH CA17
68 — 85 DCM 174 - 176 EtOH CAI18
86 — 94 DCM 177178 MeOH CAI19
95-104 DCM CAS 179 — 181 MeOH CA20

2.1.3.1. Elaboracéo do grupo CAl

As fragdes desse grupo mostraram-se como materiais pastosos amarelados, com um perfil
semelhante por CCD. Essas fragdes reunidas foram submetidas a recristalizagdo em MeOH,
fornecendo um sélido branco (35 mg) com faixa de fusdo entre 35,9 e 48,8 °C, denominado por CAl-

s, € um Oleo amarelo, denominado por CA1-1.

2.1.3.2. Elaboracéo do grupo CA2
As fragdes 21 a 34 apresentaram-se com aspectos de 6leo amarelo e semelhantes pela analise por

CCD, sendo reunidas e denominadas por CA2.
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2.1.3.3. Elaboracéo do grupo CA3
As fracdes 35 a 40 apresentaram-se como solidos de tonalidade escura e foram reunidas apos
analise por CCD. Esse material (11,0868g) foi submetido a refracionamento por CCS (coluna 3 ,0 cm
x 40,0 cm), coletando-se 46 fragcdes de aproximadamente 30 mL cada. Os solventes utilizados na
elui¢do foram hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol, conforme Tabela I1.2. Apos anélise por
CCD, as fracdes foram reunidas em grupos.
Os grupos CA3-R1, CA3-R3 e CA3-R5 a CA3-R10 ndo foram estudados, pois se apresentaram
como misturas complexas de massas muito pequenas. O grupo CA3-R2  foi submetido a
recristalizacdo em etanol, fornecendo um sélido cristalino branco denominado de AE1 (114,8 mg; p.f.

120,2 — 121,8 °C).

Tabela 11.2. Refracionamento cromatografico do grupo CA3

Fragdo Eluente Grupo
1-12 Hexano:DCM (3:1) CA3-R1
13 Hexano:DCM (1:1) CA3-R2
14 Hexano:DCM (1:1) CA3-R3
15-18 Hexano:DCM (1:1) CA3-R4
19 -22 Hexano:DCM (1:1) CA3-R5
23-32 Hexano:DCM (1:3) CA3-R6
33-35 DCM CA3-R7
36-42 DCM:AcOEt (3:1) CA3-R8
43 -45 AcOEt CA3-R9
46 Etanol CA3-R10

O grupo CA3-R4 (0,78 g) foi submetido a CCS (coluna 3,0 cm x 40 cm) em elui¢do com
hexano, DCM, AcOEt, EtOH, MeOH e 4gua, resultando em 52 fracdes conforme Tabela II.3 (p. 79).

As fragdes foram reunidas em grupos de acordo com anélise por CCD.



Tabela 11.3. Refracionamento cromatografico dos grupos CA3-R4

Fracdo Eluente Grupo
1-3 Hexano CA3-R4-G1
4 -6 Hexano:DCM (1:1)
7-12 Hexano:DCM (4:6) CA3-R4-G2
1315 Hexano:DCM (3:7)
16 —17 Hexano:DCM (2:8)
18 —22 Hexano:DCM (1:9) CA3-R4-G3
23 -27 DCM
28 —32 DCM:AcOEt (9:1) CA3-R4-G4
33 -37 DCM:AcOEt (3:1)
38 —45 DCM:AcOEt (1:1)
46 — 48 AceOEt CA3-R4-G5
49 - 50 EtOH CA3-R4-G6
51 MeOH CA3-R4-G7
52 Agua CA3-R4-G8
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O grupo CA3-R4-G1 foi submetido a CCS (coluna 1,0 cm x 30 cm) impregnada com nitrato de

prata e eluida com ciclohexano:AcOEt (1:1), obtendo-se 10 fragdes que foram reunidas em grupos

apos analise comparativa por CCD conforme Tabela I1.4. Os grupos CA3-R4-G1-R1 (m = 12 mg) e

CA3-R4-G1-R3 (m = 10 mg) apresentaram apenas uma unica mancha por CCD em diferentes sistemas

eluentes, sendo denominados de AES5 e AE4, respectivamente.

Tabela I1.4. Refracionamento cromatografico dos grupos CA3-R4-G1

Fracdes Reunidas Eluente Grupo
1 cicloexano:AcOEt (1:1) CA3-R4-G1-R1
2-3 cicloexano:AcOEt (1:1) CA3-R4-G1-R2
5-10 cicloexano:AcOEt (1:1) CA3-R4-G1-R3

O grupo CA3-R4-G1-R2 (m = 80 mg) foi submetido novamente a CCS (coluna 1,0 cm x 30

cm) impregnada com nitrato de prata e eluida com ciclohexano:AcOEt (1:1). As 19 fracdes obtidas

foram reunidas em grupos apds analise por CCD, conforme Tabela IL.5 (p. 80). A andlise por CCD dos

grupos CA3-R4-G1-R2-G1 (m = 15 mg) e CA3-R4-G1-R2-G2 (m = 20 mg) revelaram elevado grau

de pureza, sendo denominados de AE6 e AE7, respectivamente.



Tabela 11.5. Refracionamento cromatografico dos grupos CA3-R4-G1-R2

Fragdo Grupo
1-11 CA3-R4-G1-R2-Gl
13-19 CA3-R4-G1-R2-G2
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O grupo CA3-R4-G1-R3 nao foi estudado, pois apresentou-se como uma mistura complexa e

em pequena quantidade.

O grupo CA3-R4-G2 (270,0 mg) apresentou-se como um solido branco que foi recristalizado

em EtOH. A agua-mae foi evaporada, obtendo-se um so6lido branco (190,0 mg) que foi submetido a

CC de sephadex eluida em MeOH, resultando em 15 fragdes. A fragdo 8 foi analisada por CCD,

indicando-se tratar de uma substancia pura e denominada de CA3-R4-G2-S (m = 18 mg) (AE3).

O solido recristalizado de CA3-R4-G2 foi submetido a CC (coluna 1,0 cm x 60,0 cm) de

sephadex LH-20 eluida em MeOH, fornecendo 10 fragdes. Essas fragdes foram reunidas em grupos,

conforme analise comparativa por CCD, como mostrado na Tabela I1.6. O grupo CA3-R4-G2-R1 (m =

10 mg) mostrou apenas uma mancha na andlise por CCD, sendo denominada de AE8. O grupo CA3-

R4-G2-R2, apods lavagem com acetonitrila, apresentou-se como um sélido branco (m = 20 mg) (p.f.

75,0 — 78,0 °C), sendo denominado de AE9.

Tabela 11.6. Refracionamento cromatografico dos grupos CA3-R4-G2

Fragao Grupo
1-4 CA3-R4-G2-R1
5-10 CA3-R4-G2-R2

O grupo CA3-R4-G3 nao foi estudado, pois apresentou-se como uma mistura complexa e em

pequena quantidade.
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O grupo CA3-R4-G4 (Tabela 11.7) foi submetido a filtragdo com carvdo ativo em EtOH a
quente. Apo6s destilacdo a pressdo reduzida do EtOH, o s6lido branco foi submetido a CCS (coluna 3,0
cm x 40,0 cm) empregando DCM, AcOEt e EtOH como eluentes. As 96 fracdes obtidas foram

reunidas em grupos apds andlise por CCD, conforme mostrado na Tabela I1.7.

Tabela 11.7. Fracionamento cromatografico do grupo CA3-R4-G4

Fracao Eluente Grupo

1-2 DCM CA3-R4-G4-R1

3-10 DCM:AcOEt (95:5) CA3-R4-G4-R2

11-18 DCM:ACcOEt (9:1) CA3-R4-G4-R3

19-24 DCM:AcOEt (85:15) CA3-R4-G4-R4

2531 DCM:AcOEt (4:1) CA3-R4-G4-R5

32-35 DCM:AcOEt (3:1) CA3-R4-G4-R6

36 -39 DCM:AcOEt (7:3) CA3-R4-G4-R7

40— 43 DCM:ACcOEt (65:35) CA3-R4-G4-R8

44 — 49 DCM:AcOEt (3:2) CA3-R4-G4-R9

50— 55 DCM:ACcOEt (55:45) CA3-R4-G4-R10
56 — 64 DCM:AcOEt (1:1) CA3-R4-G4-R11
65 — 67 DCM:AcOEt (2:3) CA3-R4-G4-R12
68 —71 DCM:AcOEt (3:7)

72 -71 DCM:AcOEt (1:4)

78 — 82 DCM:ACcOEt (15:85) CA3-R4-G4-R13
83 -85 DCM:AcOEt (1:9)

86 —90 AcOEt CA3-R4-G4-R14
91-93 AcOEt:EtOH (3:1) CA3-R4-G4-R15
94 -96 EtOH CA3-R4-G4-R16

Os grupos CA3-R4-G4-R12 (7,0 mg), CA3-R4-G4-R13 (34,0 mg), CA3-R4-G4-R14 (2 mg) e
CA3-R4-G4-R15 (5 mg) apresentaram-se como s6lidos com apenas uma mancha em suas analises por
CCD, sendo denominados de AE10, AE12, AE11 e AE13, respectivamente. Os demais grupos obtidos
do fracionamento cromatografico de CA3-R4-G4 nao foram estudados, pois apresentaram-se como
misturas complexas.

Os grupos CA3-R4-G5 a CA3-R4-G8 obtidos do fracionamento cromatografico de CA3-R4

nao foram estudados, pois apresentaram-se como misturas complexas e em pequena quantidade.
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2.1.3.4. Elaboracéo do grupo CA4
O grupo CA4 (ver Tabela II.1, pag. 67) forneceu um sélido em DCM durante o fracionamento
cromatografico que ap0s filtracdo conduziu a um sélido e 4 dgua-mae. O s6lido obtido (0,3188 g) foi
submetido a CCS (3,0 cm x 40,0 cm) no modo isocratico com eluicdo em DCM:AcOEt (9:1). As 74
fragdes obtidas foram reunidas em grupos apos analise por CCD, conforme Tabela I1.8. Os grupos
CA4-s-R1 (22,0 mg) e CA4-s-R2 (8 mg) apresentaram apenas uma mancha por CCD em diferentes

sistemas eluentes, sendo denominados de AE17 e AE18, respectivamente.

Tabela 11.8. Fracionamento cromatografico do sélido CA4-s

Fragdo Grupo
1-3 CA4-s-R1
7-32 CA4-s-R2
34-54 CA4-s-R3
55-6l CA4-s-R4
62 - 74 CA4-s-R5

O grupo CA4-s-R3 foi submetido a CC (coluna 1,0 cm x 60,0 cm) de sephadex LH-20
utilizando MeOH como eluente, resultando em 9 fragdes que foram reunidas em grupos de acordo com
analise por CCD, conforme Tabela I1.9. Os grupos CA4-s-R3-G1 e CA4-s-R3-G3 foram descartados
por apresentaram-se em pequenas quantidades. O grupo CA4-s-R3-G2 (3 mg) apresentou apenas uma
mancha pela anélise por CCD, tendo sido denominada por AE19. O grupo CA4-s-R3-G4 (m = 50 mg)
foi denominada por AE18.

Os grupos CA4-s-R4 ¢ CA4-s-R5 foram descartados por apresentaram-se como misturas

complexas e em pequenas quantidades.



Tabela 11.9. Fracionamento cromatografico do grupo CA4-s-R3

Fragdo Grupo
1-3 CA4-s-R3-G1
4 CA4-s-R3-G2
5 CA4-s-R3-G3
6-9 CA4-s-R3-G4

2.1.3.5. Elaboracéo da agua-mée do grupo CA4
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A 4gua-mae obtida apos filtracdo do grupo CA4 (fragdes 41 a 94, Tabela II.1, p. 67) foi

submetida a filtragdo em carvao ativo empregando EtOH quente. Apos evaporagdo do solvente, o

solido branco obtido (1,5655 g) foi submetido a fracionamento por CCS (coluna 3,0 cm x 40,0 cm),

empregando DCM e AcOEt como eluentes em gradiente crescente de polaridade. As 88 fragdes

obtidas foram reunidas em grupos apds andlise por CCD, conforme Tabela II.10.

Tabela 11.10. Fracionamento cromatografico do grupo CA4

Fragoes Grupo Fragoes Grupos
1 CA4-R1 56 —59 CA4-R12
2 CA4-R2 60 -62 CA4-R13
3-8 CA4-R3 63 -71 CA4-R14
9-12 CA4-R4 72176 CA4-R15
13 CA4-R5 77— 81 CA4-R16
14-19 CA4-R6 82— 84 CA4-R17
20 —24 CA4-R7 85 CA4-R18
25-39 CA4-R8 86 CA4-R19
40 — 49 CA4-R9 87 CA4-R20
50-52 CA4-R10 88 CA4-R21
53-55 CA4-R11

O grupo CA4-R1 (20,0 mg) foi submetido a refracionamento por CC de sephadex LH-20

(coluna 1,0 cm x 60,0 cm) utilizando metanol como eluente, resultando em 22 fracdes. Essas fracdes

foram reunidas em grupos ap6s analise por CCD, conforme Tabela I1.11.
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Tabela 11.11. Fracionamento cromatografico do grupo CA4-R1

Fragoes Grupo
1-6 CA4-R1-G1
7 CA4-R1-G2
8 CA4-R1-G3
9 CA4-R1-G4
15-18 CA4-R1-G5
19-22 CA4-R1-G6

Os grupos CA4-R1-G1 (8 mg), CA4-R1-G2 (3 mg), CA4-R1-G3 (4 mg), CA4-R1-G4 (1 mg) e
CA4-R1-GS5 (2 mg) apresentaram apenas uma mancha em suas analises por CCD, sendo denominados
por AE30, AE31, AE32, AE33 e AE34, respectivamente. O grupo CA4-R1-G6 foi descartado por
apresenta-se em pequena quantidade.

O grupo CA4-R3 (118,0 mg) foi submetido a CC de sephadex LH-20 (coluna 1,0 cm x 60,0
cm) eluida em MeOH, resultando em 20 fragdes. Essas fragdes foram reunidas em grupos apds analise
por CCD. Os grupos CA4-R3-G1 (m = 20 mg) e CA4-R3-G2 (m = 18 mg) mostraram apenas uma
mancha em suas andlises por CCD, tendo sido denominadas de AE35 e AE36, respectivamente,
conforme mostrado na Tabela I1-12.

Tabela 11.12. Fracionamento cromatografico do grupo CA4-R3

Fragdo Grupo Massa /mg Identificacao
4-8 CA4-R3-G1 20,0 AE35
11-20 CA4-R3-G2 85,0 AE36

O grupo CA4-R8 (65 mg) foi submetido a refracionamento por CC de sephadex LH-20 (coluna
1,0 cm x 60,0 cm) eluida com MeOH, resultando em 25 fragdes. Essas fragdes foram reunidas em
grupos apds andlise por CCD, conforme Tabela II-13. Destes materiais isolados, percebeu-se grande

semelhanca entre AE28 e AE4.



Tabela 11.13. Fracionamento cromatografico do grupo CA4-R8

Fracdo Grupo Massa /mg Identificacdo
3 CA4-R8-G1 2,0 AE25
4 CA4-R8-G2 1,0 AE26
5 CA4-R8-G3 12 AE27
6 CA4-R8-G4 5,0 AE28
7 CA4-R8-G5 2,1 AE20
8-9 CA4-R8-G6 2,8 AE21
10 CA4-R8-G7 2,0 AE29
11-14 CA4-R8-G8 28,4 AE22
19-21 CA4-R8-G9 1,3 AE23
24 - 25 CA4-R8-G10 1,8 AE24
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O grupo CA4-R9 (50 mg) foi submetido a refracionamento por CC de sephadex LH-20 (coluna

1,0 cm x 60,0 cm) eluido em MeOH, resultando em 8 fracdes. Essas fragdes foram reunidas apods

andlise por CCD, conforme mostrado na Tabela II.14.

Tabela 11.14. Fracionamento cromatografico do grupo CA4-R9

Fracao Grupo Massa /mg Identificag¢do
1-3 CA4-R9-G1 2,0 AE47
4-5 CA4-R9-G2 -—- AE46
6-—-8 CA4-R9-G3 8,0 AE48

O grupo CA4-R10 (37,0 mg) foi submetido a CC de Sephadex LH-20 (coluna 1,0 cm x 60,0

cm) eluida em MeOH, resultando em 8 fragdes. Essas fracdes foram reunidas em grupos apo6s analise

por CCD, conforme mostrado na Tabela I1.15.

Tabela 11.15. Fracionamento cromatografico do grupo CA4-R10

Fracdo Grupo Massa /mg Identificagdo
2-3 CA4-R10-G1 12,0 AE38
4-5 CA4-R10-G2 15,0 AE39
7-8 CA4-R10-G3 2,0 AE40
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O grupo CA4-R12 (104,0 mg) apresentou-se como um solido que foi submetido a
refracionamento cromatografico por CC de Sephadex LH-20 (coluna 1,0 cm x 60,0 cm) eluida em
MeOH, resultando em 18 fragdes. Essas fracdes foram reunidas em grupos apds analise por CCD,

conforme Tabela I1.16.

Tabela 11.16. Fracionamento cromatografico do grupo CA4-R12

Fragdo Grupo Massa /mg Identificacao
5-8 CA4-R12-Gl1 25,0 AE41
9-11 CA4-R12-G2 18,0 AE42

12 - 135 CA4-R12-G3 23,0 AE43
15 CA4-R12-G4 16,0 AE44
16 — 18 CA4-R12-G5 19,0 AE45

O grupo CA4-R14 foi recristalizado em MeOH, fornecendo um so6lido branco (CA4-R14-S; 40
mg; p.f. 85,0 — 87,0 °C) que foi denominado por AE37. A fase em MeOH forneceu também um s6lido
branco ap6s a evaporagao do solvente (112,0 mg). Esse solido foi submetido a refracionamento por CC
de Sephadex LH-20 (coluna 1,0 cm x 60,0 cm) eluido em MeOH, fornecendo 16 fra¢des. Essas fracdes
foram reunidas em grupos ap6s analise por CCD, conforme Tabela I1-17.

Tabela 11.17. Fracionamento cromatografico do grupo CA4-R14

Fragdo Grupo Massa /mg Identificag¢do
9-12 CA4-R14-G1 13,0 AE49
14-16 CA4-R14-G2 45,0 AES0

Os grupos CA4-R2, CA4-R4 a CA4-R7, CA4-R11, CA4-R13 e CA4-R15 a CA4-R21 ndo
foram estudados por apresentarem-se como misturas complexas.
2.1.3.6. Grupos ainda nao estudados

Algumas fragdes isoladas e purificadas foram submetidas a andlise estrutural, porém os dados
correspondentes ndo sdo ainda conclusivos. Os grupos CA-5 a CA-20 mostrados na Tabela II.1 (p. 77)

nao foram ainda submetidos a procedimentos fitoquimicos para isolamento de seus constituintes.
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2.1.4. Fracionamento do extrato etanélico do cerne

Parte do extrato etandlico do cerne (328,48 g) foi submetido a fracionamento por CCS (coluna
9,0 cm x 150 cm) com eluicdo em hexano, DCM, AcOEt e EtOH em gradiente crescente de
polaridade, resultando em 461 fracdes. Essas fragdes foram reunidas em grupos apds analise por CCD,
conforme mostrado na Tabela I1.18 (p. 88). Durante o fracionamento cromatografico, a fracdo 168
(0,1196 g) sofreu oxidacgdo, adquirindo aspecto muito diferente em relagdo as fragdes consecutivas. O
grupo CE17 foi recristalizado em hexano, resultando em um sélido branco (p.f. 122,7 a 128,0 °C),
denominado por AE2. O grupo CE20 foi recristalizado em MeOH, resultando em um s6lido amarelo
(192,9 mg) com decomposi¢do a temperaturas acima de 290 °C, denominado por AE14. O grupo CE36
foi recristalizado em MeOH, fornecendo um sélido (345,8 mg; p.f. 279,9 a 292,8 °C), denominado por
AE1S. Os demais grupos e fragdes ndo foram ainda submetidos a fracionamento cromatografico para

isolamento e purificacdo de seus constituintes.



Tabela 11.18. Fracionamento cromatografico do extrato em etanol do cerne

88

Fracoes Eluente Grupo Massa ()
1-4 Hexano CEl 0,1106
Hexano CE2 0,2772
6 Hexano CE3 9,4165
7-10 Hexano CE4 50,0047
11-13 Hexano CES5S 9,9590
14-16 Hexano CE6 5,5567
17 -20 Hexano CE7 5,1350
21 -54 Hexano CES8 17,8569
55-97 Hexano CE9 10,5224
98 -112 Hexano:DCM (9:1) CEI10 15,1544
113 -137 Hexano:DCM (9:1) CEll 12,6424
139 - 144 Hexano:DCM (4:1) CE12 | e
145 - 152 Hexano:DCM (4:1) CEI3 | e
153 -165 Hexano:DCM (4:1) CEl4 | e
166 - 219 Hexano:DCM (3:2) CE15 4,2653
220 - 229 DCM CE16 10,0837

230 DCM CE17
231 -244 DCM CEI8 0,9675
245 - 247 DCM CEI19 0,3055
248 - 259 DCM:AcOEt (9:1) CE20 |  eemeeee-
260 - 262 DCM:AcOEt (9:1) CE21 0,7870
263 - 266 DCM:AcOEt (9:1) CE22 0,7079
267 - 288 DCM:AcOEt (4:1) CE23 4,8744
289 - 300 DCM:AcOEt (4:1) CE24 1,9519
301 -304 DCM:AcOEt (4:1) CE25 0,2429
305 - 318 DCM:AcOEt (4:1) CE26 0,7890
319 -352 DCM:AcOEt (4:1) CE27 1,5055
353 -378 DCM:AcOEt (7:3) CE28 0,8719
379 - 386 DCM:AcOEt (3:2) CE29 0,6948
387 -396 DCM:AcOEt (3:2) CE30 0,4343
397 - 400 DCM:AcOEt (2:3) CE31 1,1600
401 - 408 DCM:AcOEt (2:3) CE32 1,1493
409 - 410 DCM:AcOEt (2:3) CE33 0,1905
411 -414 DCM:AcOEt (1:4) CE34 0,5477
415-419 DCM:AcOEt (1:4) CE35 0,5730
420 - 439 DCM:AcOEt (1:4) CE36 0,7724
440 - 461 AcOEt CE37
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2.2. Metodologia Bioldgica

7 as bactérias foram individualmente inoculadas em tubos de

No teste de difusio em agar,"
ensaio contendo 2 mL do meio infuso de cérebro e coracdo (BHI, 37,0 g/L) e, posteriormente,
incubados em estufa a 37 °C por 18 h. Uma aliquota de 0,5 mL deste material foi transferida a um tubo
contendo 4,5 mL de solugdo salina estéril constituida por solugdes aquosas de NaCl (9,0 g/L) e
MgS0,4.7H,0 (0,5 g/L). Foram preparadas placas de Petri contendo o meio de cultura antibiotico n° 1
(27,0 g/L) e 0,4 mL do in6culo bacteriano. Discos contendo 100 ug da amostra foram colocados nas
placas com o auxilio de uma pinga estéril. Um disco contendo o controle positivo (disco impregnado
com o antibidtico cloranfenicol) ou o controle negativo (disco impregnado com o solvente utilizado
para solubilizar a amostra) foi colocado no centro de cada placa. Foi feita a leitura dos halos de
inibi¢do ap6s 24 h de incubacio.

No teste de concentragio inibitoria minima,”' as bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio,
contendo o meio BHI (2,0 mL) e, posteriormente, incubadas em estufa a 37 °C, durante 18 horas. Apds
este periodo, 0,5 mL desta suspensdo bacteriana foi transferida para um tubo contendo 4,5 mL de
solugdo salina estéril, obtendo-se uma suspensao compativel com a escala 5 de McFarland (in6culo).
Para cada amostra a ser testada, foram usados 10 tubos de ensaio, contendo 1,8 mL do meio de cultura
BHI no tubo 1 e 1,0 mL nos demais tubos (tubos 2-10). Uma aliquota de 200 puL da solugdo teste
(contendo 1,025 mg de cada amostra dissolvidos em 200 pL. de DMSO) foi colocada no tubo 1.
Seqiiencialmente, transferiu-se 1 mL do tubo 1 para o tubo 2, depois 1 mL do tubo 2 para o tubo 3 e,
assim, sucessivamente. Desprezou-se 1 mL do tubo 10. Adicionaram-se 100 uL do in6culo em cada
tubo de ensaio. Os tubos foram incubados em estufa a 35 °C por 18 h. A leitura foi realizada apds 18 h
de incubacdo. Observou-se a partir de qual tubo a mistura tornara-se turva. A concentragdo inibitoria
minima (CIM) foi atribuida aquela concentra¢do do tubo com a menor dilui¢do e que ndo apresentou

turbidez sendo, portanto, a menor concentragdo que inibe, visualmente, o crescimento da bactéria teste.
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1. Analise Estrutural de CAl-s
O sdlido branco recristalizado em MeOH das fragdes em hexano do extrato etandlico das cascas
de A. esperanzae (CAl-s) apresentou uma larga faixa de fusdo (35,9 a 48,8 °C). O espectro no IV de
CAl-s (Fig. III.1) mostra bandas entre 2900 a 2850 cm’ atribuidas a estiramentos C-H alifaticos, uma
banda intensa em 1699 cm™ atribuida a estiramento C=O conjugado, uma absor¢o pouco intensa em
1639 cm™ atribuida a estiramentos C=C, bandas em 1462, 1536 e 1381 cm™ atribuidas a estiramentos
C—C e deformagdes angulares de C—H de cadeias alifaticas. As bandas em 1248 e 1171 cm™' podem ser
atribuidas respectivamente a estiramentos C—O assimétrico e simétrico. Esses dados estdo de acordo

com a estrutura de um éster alifatico insaturado.
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Figura I11-1. Espectro de absorcdo na regido do Infravermelho de CA1-s.

A Figura III-2 apresenta o cromatograma de CG de CAl-s. Varios picos sao observados no
cromatograma, indicando tratar-se de uma mistura complexa. Os picos predominantes sdo aqueles de

tr = 35,636; 41,047; 41,524; 41,955 e 42,894 min.
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Figura 111-2. Cromatograma de CG de CA1-s (coluna 100% polidimetilsiloxano — crosslink 30
m x 0,25 mm, a temperatura de 50 °C por 3 min, seguido por aquecimento a 5 °C/min, 300 °C; injetor:
300 °C; split 1:15; fluxo: 1 mL/min/He; detector: 300 °C).

O espectro de massas do constituinte com tg = 35,654 min bem como a estrutura proposta apds

consulta ao banco de dados NIST (2005) do proprio equipamento s3o apresentados na Figura II1-3.

Estes resultados estao de acordo com o espectro na regido do IV de CA1 (Figura III-1, p. 80).
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Figura 111-3. Espectro de Massas do constituinte com tg =35.654 min do cromatograma de CAl-s
(GC/MS VARIAN 4000 - coluna 100% polidimetilsiloxano — crosslink 30 m x 0,25 mm, a
temperatura de 180 °C por 10 min seguido por aquecimento a 8 °C/min, 310 °C; injetor: 310 °C; split
1:15; fluxo: 1 mL/min/He; detector: 300 °C. Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV;
“Targat TIC" 20000 counts, "Max ion time" 25000 useg; eletromultiplicadora a 1500 V; corrente do
filamento de 10 uAmps; vacuo interno de 8 uTorr; Interface: 300 °C; ion trap: 150 °C; manifold: 45

°C; Faixa de massas: 45 a 700 uma).
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2. Andlise estrutural de CA2
O grupo CA2 apresentou-se como um 6leo amarelo que foi submetido a analise por CG/EM. A

Figura III-4 apresenta o cromatograma de CA2. Dois picos apresentam-se em maiores proporgoes

relativas.
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Figura 111-4. Cromatograma de CG de CA2 (GC/MS VARIAN 4000 - coluna 100%
polidimetilsiloxano — crosslink 30 m x 0,25 mm, a temperatura de 180°C por 10 min seguido de
aquecimento a §°C/min, 310°C, injetor: 310°C, split 1:15, fluxo:1 mL/min/He, detector: 300°C).

As Figuras III-5 a III-8 apresentam os espectros de massas dos principais constituintes cujos
picos sdo apresentados no cromatograma de CG de CA2, com sugestdes de estrutura a partir do banco
de dados NIST (2005). Esses resultados indicam que CA2 apresenta-se como uma mistura complexa,
contendo: éster metilico do acido (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il-) octadecandico (tg= 27,376 min);
éster terc-butildimetilsilil do 4cido docosandico (tg= 28,097 min); éster etilico do acido octadecandico
(tr= 28,756 min); éster metilico do acido 2-metil-hexacosanoico (tg= 29,452 min); (7a-isopropenil-4,5-
dimetildroinden-4-il) metanol (tg= 54,835 min); hexadecanoato de etila (tg= 21,522 min); oleato de
etila (tg= 23,154 min); 5-(7a-isopropenil-4,5-dimetildroinden-4-il)-3-metil-3-pentenol (tg= 24,334
min); 15-metil-heptadecanoato de etila (tg= 23,383 min); acido docosandico (tg= 25,034 min); acido
tricosandico (tg= 25,875 min); docosanoato de metila (tg= 26,151 min) e 1-tripropilsililoxi-

heptadecano (tg= 26,642 min).
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Figura I11-5. Espectro de Massas dos constituintes com tg= 27,376 (a), 28,097 (b), 28,756 (c) ¢ 29,452
(d) min no cromatograma de CA-2 (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV, “Targat
TIC" 20000 counts,
filamento de 10 uAmps e vacuo interno de 8 uTorr. Interface: 300 °C, ion trap: 150 °C, manifold:
45°C, Faixa de massas: 45 a 700 uma).

"Max ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V e corrente do
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Figura I11-6. Espectro de Massas dos constituintes com tg= 54,835 (a), 21,522 (b), 23,154 (c) ¢ 24,334
(d) min no cromatograma de CA-2 (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV, “Targat
TIC" 20000 counts, "Max ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V e corrente do
filamento de 10 uAmps e vacuo interno de 8 uTorr. Interface: 300 °C, ion trap: 150 °C, manifold: 45

°C; Faixa

de massas: 45 a 700 uma).
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Figura I11-7. Espectro de Massas dos constituintes com tg= 23,383 (a), 25,034 (b) ¢ 25,875 (¢) min do
cromatograma de CA-2 (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV, “Targat TIC"
20000 counts, "Max ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V e corrente do filamento de
10 uAmps e vécuo interno de 8 uTorr; Interface: 300°C, ion trap: 150°C, manifold: 45°C, Faixa de
massas: 45 a 700 uma).
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Figura 111-8. Espectro de Massas dos constituintes com tg= 26,151 (a) e 26,642 (b) min no
cromatograma de CA-2 (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV, “Targat TIC"
20000 counts, "Max ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V e corrente do filamento de
10 uAmps e vacuo interno de 8 uTorr. Interface: 300 °C, ion trap: 150 °C, manifold: 45°C, Faixa de
massas: 45 a 700 uma).

3. Analise estrutural de CA3-R2 (AEL).

O grupo CA3-R2 apresentou uma faixa pequena de fusao (120,2 — 121,8 °C), indicando tratar-
se de uma substancia com elevado grau de pureza. A Figura I1I-9 apresenta o cromatograma de CG de
CA3-R2. Os picos em tg= 27,794, 41,371 e 53,916 min sdo aqueles de maiores intensidades relativas
com alta proporgao relativa do ultimo. A Figura I1I-10 mostra os espectros de massas dos constituintes
com tg= 24,794 ¢ 53,916 min. A consulta ao banco de dados NIST (2005) indicou tratar-se de

triciclo[5.1.0.02,4]oct-5-eno, 3,3,5,6,8,8-hexametil e asarinin, respectivamente.
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Figura

polidimetilsiloxano — crosslink 30 m x 0,25 mm, a temperatura de 180 °C por 10 min seguido por
aquecimento a 8 °C/min, 310 °C; injetor: 310 °C; split 1:15; fluxo: 1 mL/min/He; detector: 300 °C).
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Figura I11-10. Espectros de Massas dos constituintes com tg =24,794 ¢ 53,916 min no cromatograma
de AE1 (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV, “Targat TIC" 20000 counts, "Max
ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V e corrente do filamento de 10 uAmps e vacuo
interno de 8 uTorr. Interface: 300°C, ion trap: 150°C, manifold: 45°C, Faixa de massas: 45 a 700
uma).

A Figura III.11 apresenta o espectro no IV de AE1. As bandas pouco intensas entre 3100 e 3000
cm™' podem ser atribuidas a estiramentos C—H aromatico. As bandas entre 2950 e 2800 cm™ podem ser
atribuidas a estiramentos C—H de grupos alifaticos. As bandas na regido entre 1650 e 1550 cm™ podem
ser atribuidas a estiramentos C=C de grupos alquenilicos. As bandas intensas entre 1500 e 1400 cm™
podem ser atribuidos a vibragdes de anel aromatico. As bandas intensas proximas a 1250 e 1050 cm’™

podem ser atribuidas a estiramentos C—O assimétrico e simétrico, respectivamente. As bandas intensas
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préximas a 750 cm” podem ser atribuidas a deformagdo angular fora do plano de C-H de grupos

alquenilicos. Essas bandas estdo de acordo com a estrutura de asarinin.

0 L}

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

, -1
Nimero de onda / cm

Figura 111-12. Espectro de absorgdo na regido do Infravermelho do grupo AEI (KBr; cm™).

A Figura I11.13 mostra o espectro de RMN de 'H de AE1. Nesse espectro sio registrados sinais
de hidrogénios aromaticos na regido entre oy 7,0 e 6,0, bem como sinais entre oy 5,0 e 3,0 relativos a
hidrogénios ligados a carbonos oxigenados e hidrogénios metinicos. A Tabela III-1 apresenta a

atribui¢ao desses sinais correspondente a estrutura da asarinin.
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Figura I111-13. Espectro de RMN de 'H de AE1 (400 MHz, CDCl3).

A Figura II1.14 mostra o espectro de RMN de C de AEl. Esse espectro mostra sinais de
carbonos aromaticos oxigenados C3°/3” e C4°/4” (oc 147,7/148,0 e 147,2/147,6, respectivamente),
alquilsubstituidos C1°/1” (oc 132,3/135,1) e hidrogenados C2°/2”, C5°/5” e C6°/6” (118,7/119,6,

108,2/108,2 e 106,4/106,6, respectivamente). A atribuicdo dos demais sinais de carbono ¢ apresentada

na Tabela ITI-1 (p. 103).
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Wil (i~

Figura 111-14. Espectro de RMN de "*C de AE1 (100 MHz; CDClLy).

A Figura III-15 mostra o subespectro DEPT 135° de AEl. No espectro sdo registrados dez
carbonos metinicos e quatro metilénicos, estando de acordo com a estrutura da asarinin. A Figura III-
16 mostra o mapa de contornos HSQC de AEL. As correlagdes 'Je.y observadas no mapa de contornos

sao indicadas na Tabela I1I-1.

Figura 111-15. Espectro de RMN de DEPT-135° de AE1 (100 MHz; CDCls).



Tabela 111-1. Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H e de "°C de AEI
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Atomo Literatura'”® Carbono (oc) Hidrogénio (Jy)
2 87,6 87,7 4,39
3 54,6 54,7 2,86
4 70,9 70,9 3,82 (Ha); 4,09 (HB)
6 82,0 82,0 4,82
7 50,1 50,2 3,31
8 69,6 69,7 3,29 (Ha); 3,84 (HB)
r 132,3 132,3
2’ 118,7 118,7 6,34
3 147,6 147,7
4 146,5 146,6
s 108,1 108,2 6,77
6’ 106,3 106,4 6,30
1” 135,3 135,1
27 119,5 119,6 6,34
3” 147.,9 148,0
4” 147,2 147.2
5” 108,1 108,2 6,77
6” 106,5 106,6 6,30
O-CH,-O 101,0 101,1 5,95
O—CH>O 101,0 100,9 5,95
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cr | | ‘ ‘ CTH7 & .l
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Figura 111.16. Mapa de contornos HSQC de AE1 ('H: 400 MHz; "*C: 100 MHz; CDCls).
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A Figura III-17 mostra o mapa de contornos 'H-"H COSY de AEl. O sinal em & 4,82 (H-6)
correlaciona-se com o sinal em oy 3,31 (H-7). O sinal em Jy 3,82 (H-4a) correlaciona-se com o sinal
em oy 4,09 (H-45). O sinal em oy 4,82 (H-6) correlaciona-se com os sinais em oy 3,31 (H-7) e 3,82
(H-40). As correlacdes do sinal em oy 2,86 (H-3) com os sinais em oy 4,39 (H-2), 3,31 (H-7), 3,82 (H-

4a) e 4,09 (H-4p) e as correlagdes anteriormente citadas estdo de acordo com a estrutura de asarinin.
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b M M A W un
H-3 'l ] 5 ol (HS l
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Figura 111.17. Mapa de contornos COSY de AEI (a) e sua ampliagdo (b) (400 MHz; CDCls).
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O mapa de contornos 'H-">C HMBC de AE1 (Figura III-18, p. 96) mostra correlagdes do sinal de
hidrogénio em oy 2,86 (H-3) com os sinais de carbono em o¢ 50,2 (C-7), 82,0 (C-6) e 87,7 (C-2). O
sinal de hidrogénio em dy 3,29 (H-8ax) correlaciona-se com os sinais de carbono em J¢ 82,0 (C-6),
54,7 (C-3) e 87,7 (C-2). O sinal de hidrogénio em oJy 3,31 (H-7) correlaciona-se com os sinais de
carbono em o¢ 70,9 (C-4) e 87,7 (C-2). O sinal de hidrogénio em dy 3,82 (H-4ax) correlaciona-se com
os sinais de carbono em o¢ 82,0 (C-6), 87,7 (C-2), e 50,2 (C-7). O sinal de hidrogénio em oy 3,84 (H-
8eq) correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 54,7 (C-3), 82,0 (C-6), e 87,7 (C-2). O sinal de
hidrogénio em oy 4,09 (H-4eq) correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 50,2 (C-7), 82,0 (C-6)
e 87,7 (C-2). O sinal de hidrogénio em oy 4,39 (H-2) correlaciona-se com os sinais de carbono em ¢
50,2 (C-7), e 70,9 (C-4). O sinal de hidrogénio em Jy 4,82 (H-6) correlaciona-se com os sinais de
carbono em o¢ 69,7 (C-8), 50,2 (C-7), 106,4 (C-6"), 118,7 (C-27), 132,3 (C-1"), 146,6 (C-4’) e 147,7
(C-3"). O sinal de hidrogénio em dy 5,95 (-O-CH;-O-) correlaciona-se com os sinais de carbono em ¢
146,6 (C-4°), 147,7 (C-37’), 148,0 (C-3’) e 147,2 (C-4’). Os sinais de hidrogénio aromatico em Jy

6,77 — 6,84 correlacionam-se com os sinais de carbono em o¢ 82,0 (C-6) e 87,7 (C-2).
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Figura 111.18. Mapa de contornos HMBC de AEI ("H: 400 MHz; °C: 100 MHz; CDCls).

O mapa de contornos 'H-'"H NOESY de AEI (Figura III-19, p. 97) mostra correlagdes do sinal
de hidrogénio em oy 2,86 (H-3) com os sinais de hidrogénio em oy 3,29 (H-8«), 3,31 (H-7), e 3,82 (H-
4a). O sinal de hidrogénio em Jy 3,29 (H-8a) correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em oy 4,39
(H-2) e 3,31 (H-7). O sinal de hidrogénio em oy 4,09 (H-4p) correlaciona-se com os sinais de
hidrogénio em dy 2,86 (H-3) e 4,39 (H-2). O sinal de hidrogénio em Jy 4,39 (H-2) correlaciona-se com
o sinal de hidrogénio em oy 2,86 (H-3), 3,29 (H-8ax), 3,31 (H-7) e 4,09 (H-4eq). O sinal de hidrogénio

em oy 4,82 (H-6) correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em oy 3,84 (H-8) e 2,86 (H-3). Essas
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correlacdes NOESY determinam a configuracdo relativa da estrutura, confirmando tratar-se de

asarinin.
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Figura 111.19. Mapa de contornos NOESY de AE1 (400 MHz; CDCls).
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4. Analise estrutural de CA3-R4-G1-R3 (AE4)
A Figura II1-20 apresenta o espectro de RMN de 'H de AE4. Na regido de deslocamentos

quimicos caracteristicos de hidrogénios alifaticos (g 2,5 a 0,8) sdo verificados muitos sinais

sobrepostos. Os sinais em oy 5,68 e 5,14 podem ser atribuidos a hidrogénios alquenilicos.

a) 2 I SEAN I T T8
bpﬂ
e T
‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0 5
ppm (1)
b 0 WA VDT 2T W)

0 i i S

7.
ppm (t1) 250
ppm (1)

Figura 111-20. Espectro de RMN de 'H de AE4 (400 MHz; CDCls), (a); expansio 0 5 a 8 (b);
expansao 0 0 a 2.50 (c).
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A Figura I1I-21 (p. 110) apresenta o espectro de RMN de "°C ¢ DEPT 135° de AE4. O sinal em

oc 200,4 pode ser atribuido a carbonila de cetonas, pois ¢ devido a um carbono nao hidrogenado. Os
sinais em oc 178,2, 177,3 e 172,5 podem ser atribuidos a carbonos nao hidrogenados de grupos
carboxila e/ou alquenilicos conjugados a grupos cetona. O sinal em oc 144,0 pode ser atribuido a
carbono alquenilico ndo hidrogenado. Verificam-se dois conjuntos de sinais de intensidades diferentes,
o que indica mistura de substancias. No subespectro DEPT 135° podem também ser observados dois
grupos de sinais de carbonos metilénicos, sendo estes sinais de maiores intensidades relativas e outros
seis pouco intensos. Os sinais na regido entre oc 20,0 — 14,0 podem ser atribuidos a carbonos metilicos.
Pela quantidade de sinais no espectro de RMN de "°C, pode-se propor que AE4 seja uma mistura
contendo dois diterpenos, classe de compostos muito abundante no género Aristolochia (ver

introducao).
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Figura I111-21. Espectro de RMN de Bc (superior) e subespectro DEPT 135° de AE4 (400 MHz;
CDCl).

A comparagcdo com dados da literatura permitiu inferir que AE4 trata-se de uma mistura
composta principalmente de dacido 13,14-diidrokolavénico (acido populifolico) e acido 2-oxo-

populifélico como mostrado na Tabela III-2.
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Tabela I11-2. Comparagdo de dados de deslocamento quimico de AE4 com estruturas de acido 13,14-

diidrokolavénico (acido populifélico) e dcido 2-oxo-populifélico

acido populifélico

acido 2 oxo-populifélico

Acido populifélico Acido 2-oxo-populifdlico
Carbono oc literatura oc oc literatura oc
experimental experimental
1 18,3 18,3 35,6 35,6
2 26,8 26,8 201,2 200,9
3 120,5 120,5 125,5 125,5
4 144,5 144,5 173,4 173,0
5 38,2 38,2 40,0 39,9
6 36,9 36,8 36,0 35,3
7 27,6 27,5 27,0 26,9
8 36,2 36,3 36,1 36,2
9 40,0 38,6 38,6 38,5
10 46,4 46,5 45,7 45,7
11 35,5 35,5 34,9 34,9
12 29,5 29,7 36,0 35,9
13 30,9 30,9 30,8 30,8
14 41,6 414 41,5 41,2
15 179,4 177,8 178,9 178,8
16 19,9 19,9 19,9 19,8
17 16,0 16,0 15,7 15,7
18 19,9 19,9 184 18,4
19 18,0 18,0 18,9 18,9
20 18,5 18,5 17,9 18,4
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5. Andlise estrutural de G11-R3-G4 (AE18)
A andlise elementar de AE18 forneceu os dados mostrados na tabela III-3. As porcentagens
relativas dos elementos correspondem a uma férmula minima proxima a C;sH;4NO.

Tabela I111-3. Resultados de analise elementar de AE18

% C %H % N % O
Valores Experimentais 64,01 4,92 4,24 26,83
Valores Calculados 61,74 2,90 4,50 30,87

A Figura II1-22 apresenta o espectro de absor¢do na regido do IV de AE18. A banda larga entre
3200 ¢ 2700 cm™ indica a presenca de hidrogénio em ligagdo de hidrogénio, com varias bandas pouco
intensas sobrepostas que podem ser atribuidas a estiramento C-H de grupos aromaticos e alifaticos. A
banda larga entre 1700 e 1650 cm™ pode ser atribuida a estiramento C=0 de grupos acido carboxilico.
As bandas em 1593, 1524 ¢ 1415 cm™ podem ser atribuidas a estiramentos C—C caracteristicos do anel
aromatico. As bandas em 1478 ¢ 1376 cm’ podem ser atribuidas a estiramento de grupos nitro
aromaticos. As bandas largas em 1263, 1166 ¢ 1039 cm™ podem ser atribuidas a estiramentos
assimétricos ¢ simétricos de C—O. A banda em 944 cm™ pode ser atribuida a estiramento C-N de
grupos nitro aromaticos. As bandas em 1006, 843 ¢ 724 cm™ podem ser atribuidas a deformacdes
angulares no plano e fora do plano de C—H aromatico. Todas essas bandas estdo de acordo com a

estrutura do acido aristoldchio I1.
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Figura 111-22. Espectro de absorcao na regido do IV de AE18.
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A Figura III-23 apresenta o espectro de massas de AE18 e o esquema III-1 mostra os
fragmentos propostos para os picos mais importantes segundo Pristap’*, que esta de acordo com a

estrutura proposta para AE18.

Spectrum 1A
BP: 263.2 (4.5382+6=100%), cmh3.sms 53.304 min, Scan: 3993, 50:700, lon: 184 us, RIC: 1.175e+7, BC
i 532
100%— 4 Fife+d -
5% .
50%- .
25%] n
i 284.1
] 207.6 724000
- 1505 610671
] 413343l l
0% L { l i J | L |
T Y M o~ ?&Dm&

Figura 111-23. Espectro de massas de AE18. (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a
70 eV; “Targat TIC" 20000 counts; "Max ion time" 25000 useg; eletromultiplicadora a 1500 V;
corrente do filamento de 10 uAmps; vacuo interno de 8 uTorr; Interface: 300 °C; ion trap: 150 °C;
manifold: 45 °C; Faixa de massas: 45 a 700 uma).
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A Figura I1I-24 apresenta o espectro de RMN de 'H de AE18. O simpleto largo registrado em

on 10,79 (correspondente a um hidrogénio) pode ser atribuido a hidrogénio de acido carboxilico. O
simpleto registrado em Jy 6,48 (correspondente a dois hidrogénios) pode ser atribuido ao grupo
metileno ligado a dois 4&tomos de oxigénio. Os sinais registrados em oy 8,51 (dupleto), 7,95 (dupleto),
7,62 (simpleto), 7,59 (duplo-dupleto), 7,55 (duplo-dupleto) e 7,12 (simpleto) podem ser atribuidos a
hidrogénios metinicos aromaticos. Todos os sinais de RMN de 'H estdo de acordo com a estrutura do

acido aristoléchio II. As atribui¢des sao descritas na Tabela I11-4.
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Figura I11-24. Espectro de RMN de 'H de AE18 e expansio correspondente (400 MHz, DMSO-dg).
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Tabela 111-4. Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H e de '°C de AE18

Atomo Carbono (oc) Hidrogénio (Jy)
1 119,1 -

2 105,1 7,62
3 148,7 -

4 146,7 -
4a 110,8 -
4b 125,0 -

5 126,2 8,51
6 127,4 7,59
7 125,1 7,55
8 128,6 7,95
8a 123.,8 -

9 104,2 7,12
10 135,0 -
10a 133,9 -
CO,H 168,0 10,79
O-CH,-O 103,1 6,48

A Figura III-25 apresenta o espectro RMN de "°C e o subspectro DEPT 135° de AE18. O sinal
em oc 168,0, correspondente a carbono ndo hidrogenado, pode ser atribuido ao carbono do grupo éacido
carboxilico. Os sinais em oc 148,7 e 146,7, correspondentes a carbonos ndo hidrogenados, podem ser
atribuidos a dtomos de carbono aromaticos ligados a oxigénio. O sinal em o 135,0, correspondente a
carbono nao hidrogenado, pode ser atribuido ao carbono aromatico ligado ao grupo nitro. Os sinais em
oc 133,9, 125,0, 123,8, 119,1 e 110,8 correspondem a carbonos aromaticos nao hidrogenados. Os
sinais em oc 128,6, 127,4, 126,2, 125,1 e 105,1 correspondem a carbonos hidrogenados aromaticos. O
sinal em o¢ 103,1 corresponde a um atomo de carbono metilénico ligado a dois atomos de oxigénio.
Todos os sinais de RMN de *C de AE18 estdo de acordo com a estrutura do acido aristoléchio 1,
cujas atribuicdes sdo descritas na Tabela I1I-4 e baseadas no mapa de contornos HSQC (Figura I11-26)

¢ na literatura'>®,
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A Figura II1.27 apresenta o mapa de contornos COSY de AEI8. O sinal em oy 7,59 (H-6)
correlaciona-se com os sinais em oy 8,51 (H-5) e 7,55 (H-7). Este Gltimo correlaciona-se também com
o sinal em oy 7,95 (H-8). Esses resultados indicam que esses sinais correspondem a atomos de

hidrogénios presentes no mesmo anel aromatico. Nenhuma outra correlagdo ¢ observada no mapa de

contornos, o que esta de acordo com a estrutura do acido aristolochico II.
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Figura I11-27. Mapa de contornos COSY de AE18 (400 MHz; DMSO-d).
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A Figura I1I-28 apresenta o mapa de contornos HMBC de AE18. O sinal de hidrogénio em Jy

6,48 (O-CH,-O) correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 146,7 (C-4) e 148,7 (C-3),
estabelecendo a posi¢do do carbono metilénico. O sinal de hidrogénio em dy 7,12 (H-9) correlaciona-
se com os sinais de carbono em oc 125,0 (C-4b), 128,6 (C-8) e 133,9 (C-10a). O sinal de hidrogénio
em oy 7,55 (H-7) correlaciona-se com o sinal de carbono em J¢ 123,8 (C-8a). O sinal de hidrogénio em
oy 7,62 (H-2) correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 133,9 (C-10a) e 146,7 (C-4). O sinal de
hidrogénio em dy 7,95 (H-8) correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 104,2 (C-9) e 125,0 (C-
4b). O sinal de hidrogénio em dy 8,51 (H-5) correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 110,8 (C-
4a), 127,4 (C-6). O sinal de hidrogénio em oy 10,79 correlaciona-se com o sinal de carbono em oc¢

119,1 (C-1). Essas correlacdes estdo de acordo com a estrutura do 4cido aristolochico II.
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Figura 111-28. Mapas de contornos HMBC de AE18 (‘H: 400 MHz; °C: 100 MHz; DMSO-d).
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A Figura II1.29 apresenta o mapa de contornos NOESY de AE18. O sinal em oy 6,48 (O-CH,-O)
correlaciona-se com o sinal em Jy 8,50 (H-5). O sinal em oy 7,12 (H-9) correlaciona-se com o sinal em

o 7,95 (H-8). O sinal em oy 7,59 (H-6) correlaciona-se com os sinais em oy 7,95 (H-8) e 8,50 (H-5).
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Figura 111-29. Mapas de contornos NOESY de AE18 ('H: 400 MHz; "*C: 100 MHz; DMSO-ds).
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6. Analise estrutural de AE31

O grupo AE31 foi submetido a andlise por CG/EM. A Figura III-30 apresenta o cromatograma de

AE31. Seis picos apresentam-se em maiores propor¢oes relativas (tg = 11,991; 13,678; 14,584; 16,057;

16,600 e 18,416 min).
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Figura 111-30. Cromatograma de CG/EM de AE31 (GC/MS VARIAN 4000 - coluna 100%
polidimetilsiloxano — crosslink 30 m x 0,25 mm, a temperatura de 180 °C por 10 min seguido por
aquecimento a 8 °C/min, 310°C; injetor: 310 °C; split 1:15, fluxo: 1 mL/min/He; detector: 300 °C).

As Figuras I1I-31 e III-32 apresentam os espectros de massas dos principais constituintes do
cromatograma de CG de AE31, com sugestdes de estrutura a partir do banco de dados NIST (2005).
Esses resultados indicam que AE31 apresenta-se como uma mistura complexa, contendo: éster etilico
do acido hexadecanoico (tg= 9,810 min), éster etilico do acido linoléico (tg= 12,105 min), (7a-
isopropenil-4,5-dimetiloctahidroinden-4-il) metanol (tg= 13,693 min), quinazolin-2-(3H)-tiona (tg=

16,083 min) e éster terc-butildimetilsililico do 4cido docosandico (tg= 19,467 min).
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Figura 111-31. Espectro de Massas dos constituintes com tg= 9,810, 12,105 e 13,693 min do
cromatograma de AE31. (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV; “Targat TIC"
20000 counts; "Max ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V e corrente do filamento de
10 uAmps e vacuo interno de 8 uTorr; Interface: 300 °C; ion trap: 150 °C; manifold: 45 °C; Faixa de
massas: 45 a 700 uma).
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Figura 111-32. Espectro de Massas dos constituintes com tg= 16,083 ¢ 18,467 min do cromatograma
de AE31. (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV; “Targat TIC" 20000 counts;
"Max ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V e corrente do filamento de 10 uAmps e
vacuo interno de 8 uTorr; Interface: 300 °C; ion trap: 150 °C; manifold: 45 °C; Faixa de massas: 45 a

700 uma).
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7. Analise estrutural de AE38
O grupo AE38 foi submetido a analise por CG/EM. A Figura III-33 apresenta o espectro de
massas de AE31. O pico em tg= 20,690 min apresenta-se em maior propor¢ao relativa. A pesquisa na

literatura do banco de dados NIST (2005) sugere que a estrutura seja aspidospermatina.
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Figura 111-33. Cromatograma de CG/EM de AE38 (a) ¢ espectro de massas (b) do constituinte com
tr= 20,808 min (inferior). (GC/MS VARIAN 4000 - coluna 100% polidimetilsiloxano — crosslink 30 m
x 0,25 mm, a temperatura de 180 °C por 10 min seguido por aquecimento a 8 °C/min, 310 °C; injetor:
310°C; split 1:15; fluxo: 1 mL/min/He; detector: 300 °C.Espectrometro de massas por impacto de
elétrons a 70 eV; “Targat TIC" 20000 counts; "Max ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500
V e corrente do filamento de 10 uAmps e vacuo interno de 8 uTorr; Interface: 300 °C; ion trap: 150
°C; manifold: 45 °C; Faixa de massas: 45 a 700 uma).
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8. Andlise estrutural de G10-R14-G2 (AE50)
A Figura II.34 apresenta o cromatograma CG de AES0. Dois picos preponderam no

cromatograma, sendo o pico de maior proporg¢ao relativa registrado a 7,051 min e o outro, a 7,427 min.
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Figura 111-34. Cromatograma de CG de AES0. (Coluna 100% polidimetilsiloxano — crosslink 30 m x
0,25 mm, a 50 °C por 3 min seguido por aquecimento a 5 °C/min, 300 °C; injetor: 300 °C; split 1:15;
fluxo: 1 mL/min/He; detector: 300 °C).

A Figura I11.35 mostra o espectro de RMN de 'H de AE50. O simpleto registrado em &y 10,49,
correspondente a um atomo de hidrogénio, pode ser atribuido ao hidrogénio N-H do grupo lactama.
Os simpletos registrados em oy 9,90 e 7,94, cada sinal correspondente a um atomo de hidrogénio,
podem ser atribuidos a hidrogénios fenolicos. Os sinais registrados em oy 9,14 (dupleto), 7,80
(dupleto), 7,67 (simpleto), 7,51 (dupleto-duplo) e 7,01 (simpleto), cada sinal correspondente a um
hidrogénio, podem ser atribuidos a hidrogénios aromaticos. O simpleto em oy 4,07, correspondente a
trés atomos de hidrogénio, pode ser atribuido a hidrogénios do grupo metoxila. Todos os sinais de
RMN de 'H estio de acordo com a estrutura da aristolactama Ala, cujas atribui¢des sdo apresentadas

na Tabela III-5 (p.128).



Figura I11-35. Espectro de RMN de 'H de AE50 e expansdes correspondentes (400 MHz; CDCly).
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Tabela 111-5. Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H e de "°C de AE50

Atomo Literatura'”’ Carbono (oc) Hidrogénio (Jy)
1 120,6 120,7 -

2 112,0 112,2 7,67
3 152,1 150,7 -

4 149,0 147,4 -
4a 118,0 119,1 -
4b 121,9 1249 -

5 125,5 125,6 9,10
6 124,1 123,6 7,51
7 127,2 127,2 7,80
8 133,4 -
8a 134,1 -

9 98,2 102,5 7,01
10 134,1 134,1 -
10a 113,5 121,4 -
C-3-OH - 9,89
C-8 - OH 153,7 - 7,90
C(=O)NH- 168,4 167,6 10,49
CH;0 59,4 58,1 4,07

A Figura III-36 apresenta o espectro de RMN de "°C e subespectro DEPT 135° de AE50. O sinal
registrado em oc 167,6, correspondente a carbono nao hidrogenado que pode ser atribuido ao carbono
carbonilico do grupo lactama. O sinal registrado em oc 134,1, correspondente a carbono ndo
hidrogenado, pode ser atribuido ao carbono aromatico ligado ao nitrogénio da lactama. Os sinais
registrados em oc 150,7, 147,4 e 134,1 podem ser atribuidos a carbonos aromaticos nao hidrogenados
ligados a oxigénio. Os sinais registrados em o¢ 133,4, 124,9, 121,4 e 119,1 podem ser atribuidos a
carbonos aromaticos ndo hidrogenados. Os sinais registrados em oc 127,2, 125,6, 123,6, 112,2 ¢ 102,5
podem ser atribuidos a carbonos hidrogenados aromaticos. O sinal registrado em oc 58,1,
correspondente a carbono metilico, pode ser atribuido ao carbono do grupo metoxila. Na Tabela III-5

sdo apresentadas as atribui¢des dos atomos de carbono de AES50 baseadas nas correlagdes observadas

no mapa de contornos HSQC mostrado na Figura I11-37 (p.130).
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Figura I11-36. Espectro de RMN de Bc (superior) e subespectro DEPT 135° (inferior) de AE50 e
expansoes correspondentes (100 MHz; CDCl3).
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Figura 111-37. Mapa de contornos HSQC de AE50 ('H: 400 MHz; °C: 100MHz; CDCls).

A Figura III-38 apresenta o mapa de contornos COSY de AES50. Os sinais de hidrogénio em oy
9,14 (H-5) e 7,80 (H-7) correlacionam-se apenas com o sinal em oy 7,51 (H-6). Nenhuma outra

correlacdo COSY ¢ observada no mapa de contorno. Esses dados estdo de acordo com a estrutura da

aristolactama Ala.
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Figura 111-38. Mapas de contornos COSY de AE50 (400 MHz; CDCls).
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A Figura I1I-39 apresenta o mapa de contornos HMBC de AE50. O sinal de hidrogénio em Jy
10,49 (N-H) correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 120,7 (C-1) e 121,4 (C-10a). O sinal de
hidrogénio em oy 9,14 (H-5) correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 119,1 (C-4a) e 134,1 (C-
8a). O sinal de hidrogénio em oy 7,80 (H-7) correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 102,5 (C-
9), 123,6 (C-6) e 124,9 (C-4b). O sinal de hidrogénio em oy 7,67 (H-2) correlaciona-se com os sinais
de carbono em o¢ 147,4 (C-4) e 121,4 (C-10a). O sinal de hidrogénio em oy 7,51 (H-6) correlaciona-se
com os sinais de carbono em oc 124,9 (C-4b) e 127,2 (C-7). O sinal de hidrogénio em oy 7,01 (H-9)
correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 121,4 (C-10a) e 124,9 (C-4b). O sinal de hidrogénio
em oy 4,05 (OCH3) correlaciona-se com o sinal de carbono em oc 147,4 (C-4). Essas correlagdes estao

de acordo com a estrutura da Aristololactama Ala.
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Fig.ura 111-39. Mapas de contornos HMBC de AE50 ('H: 400 MHz; "*C: 100 MHz; CDCls).
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A andlise elementar de FM1 forneceu os dados mostrados na tabela III-6. As porcentagens

relativas dos elementos correspondem a uma férmula minima proxima a Cy7H;sNOa.

Tabela 111-6. Resultados de analise elementar de FM 1

% C %H %N % O
Valores Experimentais 69,21 5,12 4,61 21,06
Valores Calculados 72,45 4,15 5,28 18,11

A Figura I11-40 apresenta o espectro de absor¢do na regido do IV de FM1. A absor¢ao larga entre

3300 ¢ 3100 cm™ indica a presenga de hidrogénio ligado a heteroatomo em ligagdo de hidrogénio. A

absor¢do proxima a 2900 cm™ pode ser atribuida a estiramento C—H de grupos alifaticos. A absorgdo

larga em 1699 cm™ pode ser atribuida a estiramento C=0 do grupo lactama. A absor¢io em 1422 cm’

pode ser atribuida a deformagado angular de C—O—H de grupos fenolicos. A absor¢do larga e intensa em

1292 cm™ pode ser atribuida a estiramento C—O de grupos fendlicos e metoxilas. As bandas em 984,

875 e 848 cm™ podem ser atribuidas & deformagdo angular C—H no plano e fora do plano de C—H

aromatico. A absor¢io intensa em 755 cm™' pode ser atribuida a deformagio angular de N-H do grupo

lactama. Todas essas bandas estdo de acordo com a estrutura do aristolactama All.
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A Figura I1I-41 apresenta o espectro de massas de FM1 e o esquema III-2 mostra os fragmentos

propostos para os picos mais importantes segundo Pristap74, que confirma a estrutura proposta para

SDG':”U'H 1A —
BP: 265.4 (1.1692+6=100%), fm1.sms 53.770 min, Scan: 4125, 50700, lon: 310 us, RIC: 5.374e+6, BC
7654
100%] 1.169¢+6 ]
250
99194}
75%] —
22256
784241
50%] .
166.6
381751
25%] .
266.3
1306 {24580
152007
B (Y ) al .1 " L | l L
1ho 2t abo aho sho sho 7ho e

Figura I11-41. Espectro de massas de FM1. (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70
eV; “Targat TIC" 20000 counts; "Max ion time" 25000 useg; eletromultiplicadora a 1500 V; corrente
do filamento de 10 uAmps; véacuo interno de 8 uTorr; Interface: 300 °C; ion trap: 150 °C; manifold:
45 °C; Faixa de massas: 45 a 700 uma).

HO HO HO

NH : NH + NH
HaC 3'9 + EO)
Yy T C

m/z 265 m/z 250 m/z 222

Esquema I11-2. Fragmentos propostos para EM1 para os picos mais importantes segundo Pristap’*.
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As Figuras I11-42 ¢ III-43 apresentam respectivamente o espectro de RMN de 'H de FMI e
expansdes correspondentes. O simpleto registrado em oy 10,66, correspondente a um 4atomo de
hidrogénio, pode ser atribuido ao hidrogénio N-H do grupo lactama. O simpleto registrado em oy
10,14, correspondente a um atomo de hidrogénio, pode ser atribuido a hidrogénio fendlico. Os sinais
registrados em oy 9,15 (dupleto), 7,86 (dupleto), 7,66 (simpleto) e 7,06 (simpleto), cada sinal
correspondente a um hidrogénio, e 7,52 (multipleto correspondente a dois hidrogénios) podem ser
atribuidos a hidrogénios aromadticos. O simpleto em oy 4,07, correspondente a trés atomos de
hidrogénio, pode ser atribuido a hidrogénio do grupo metoxila. Todos os sinais de RMN de 'H estdo de

acordo com a estrutura da aristolactama AIll, cujas atribuigdes sdo apresentadas na Tabela III-7 (p.
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Figura I11-42. Espectro de 'H de FM1 (400 MHz; DMSO-dj).
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CH,0

Figura 111-43. Expansdes do espectro de 'H de FM1 (400 MHz; DMSO-d).
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Tabela 111-7. Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H e de "°C de FM1

Atomo Literatura'”’ Carbono (oc) Hidrogénio (dy)
1 120,4 121,7 -
2 113,5 113,3 7,66
3 152,2 151,9 -
4 148,9 148,6 -
4a 121,9 120,3 -
4b 126,1 126,0 -

5 126,9 126,6 9,15
6 125,3 124,8 7,52
7 127,3 126,8 7,52
8 129,0 128,5 7,86
8a 134,9 134,6 -

9 104,0 103,6 7,06
10 135,4 135,2 -
10a 122,4 122,4 -
C-3-OH - 10,14
C(=O)NH 168,5 168,5 10,66
CH;0 59,5 59,2 4,07

A Figura I11-44 apresenta o espectro de RMN de "°C e subespectro DEPT 135° de FM1. O sinal
registrado em oc 168,5, correspondente a carbono ndo hidrogenado, pode ser atribuido ao carbono
carbonilico do grupo lactama. O sinal registrado em oc 135,2, correspondente a carbono nao
hidrogenado, pode ser atribuido ao carbono aromatico ligado ao nitrogénio do grupo lactama. Os sinais
registrados em oc 151,9 e 148,6 podem ser atribuidos a carbonos aromaticos ndo hidrogenados ligados a
oxigénio. Os sinais registrados em oc 134,6, 126,0, 122,4 ¢ 120,3 podem ser atribuidos a carbonos
aromaticos ndo hidrogenados. Os sinais registrados em oc 128,5, 126,8, 126,6, 124,8, 113,3 ¢ 103,6
podem ser atribuidos a carbonos hidrogenados aromaticos. O sinal registrado em oc 59,2, correspondente
a carbono metilico, pode ser atribuido ao carbono do grupo metoxila. Na Tabela II1-7 sdo apresentadas

as atribuicdes dos atomos de carbono de FM1 baseadas nas correlagdes observadas no mapa de

contornos HSQC mostrado na Figura I11-45 (p. 139).
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Figura I11-45. Mapa de contornos HSQC de FM1 (‘H: 400 MHz; >C: 100 MHz; DMSO-dj).

A Figura I1I-46 apresenta o mapa de contornos COSY de FM1. Os sinais dos hidrogénios em oy
7,52 (H-6 e H-7) observam-se apenas correlagdes com os sinais em oy 9,15 (H-5) e 7,86 (H-8).
Nenhuma outra correlagdo COSY ¢ observada no mapa de contorno. Esses dados estdo de acordo com

a estrutura da aristololactama AlI.
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ura 111-46. Mapa de contornos COSY de FM1 (400 MHz; DMSO-dy).

A Figura III-47 apresenta o mapa de contornos HMBC de FM1. O sinal de hidrogénio em oy
10,66 (N—H) correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 121,7 (C-1), 122,3 (C-10a), 135,2 (C-
10) e 168,5 (C=0). O sinal de hidrogénio em Jy 10,14 (O—H) correlaciona-se com os sinais de carbono
em oc 113,3 (C-2) e 148,6 (C-4). O sinal de hidrogénio em oy 9,15 (H-5) correlaciona-se com os sinais
de carbono em o¢ 120,2 (C-4a), 126,8 (C-7) e 134,6 (C-8a). O sinal de hidrogénio em oy 7,86 (H-8)
correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 103,6 (C-9), 124,8 (C-6) e 126,0 (C-4b). O sinal de
hidrogénio em oy 7,66 ( H-2) correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 168,5 (C=0), 151,9 (C-

3), 148,6 (C-4) e 122,3 (C-10a). O sinal de hidrogénio em oy 7,52 (H-6/H-7) correlaciona-se com os
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sinais de carbono em o 126,0 (C-4b), 126,6 (C-5) e 128,5 (C-8). O sinal de hidrogénio em oy 7,06
(H-9) correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 122,3 (C-10a), 126,0 (C-4b) e 128,5 (C-8). O
sinal de hidrogénio em Jy 4,07 (OCH3) correlaciona-se com o sinal de carbono em oc 148,6 (C-4).

Esses dados estdo de acordo com a estrutura da aristololactama AIl.
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Figura 111-47. Mapa de contornos HMBC de FM1 (a) e expansdes (b e c) ("H: 400 MHz; "*C: 100
MHz; DMSO-dg).

A Figura I11-48 apresenta o mapa de contornos NOESY de FMI. O sinal de hidrogénio em oy
10,14 (O—H) correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em oy 4,07 (CH30) e 7,66 (H-2). O sinal de
hidrogénio em Jy 10,66 (N—H) correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em Jy 7,06 (H-9). O sinal de

hidrogénio em oy 9,15 (H-5) correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em oy 4,07 (CH30) e 7,52
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(H-6). O sinal de hidrogénio em Jy 7,86 (H-8) correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em oy 7,06

(H-9) e 7,52 (H-7). Esses dados estdo de acordo com a estrutura da aristololactama AlI.

NH OH H2 H9 OCH,

H5/OCH,

Figura 111-48. Mapa de contornos NOESY de FM1 (400 MHz; DMSO-dy).
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Capitulo 1V:
Estudo Fitoquimico do Cerne

- Resultados e Discussao
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1. Analise estrutural de CE17 (AE2)

O grupo CE17 apresentou-se como um so6lido branco (p.f. 122,7 — 128,0 °C). A Figura II1-30
mostra o espectro no IV de CE17. A banda em 3332 cm™' pode ser atribuida a estiramento de O—H. As
bandas entre 3020 a 2870 cm™' podem ser atribuidas a estiramentos de C—H de grupos aromaticos e
alifiticos, respectivamente. As bandas observadas em 1495, 1484 ¢ 1439 cm™ podem ser atribuidas a
vibragdes do esqueleto aromatico C—C. As bandas em 1238 e 1055 cm™ podem ser atribuidas a
estiramentos C—O assimétrico e simétrico, respectivamente. As bandas em 922 ¢ 806 cm™ podem ser
atribuidas a deformagdo angular de C—H aromatico. Essas atribui¢des estdo de acordo com a estrutura

de AE2 (8R,8’R,9S)-cubebina.

Figura IV.1. Espectro de absor¢do na regido do IV de CE17.

A Figura IV-2 (p. 145) mostra o espectro de RMN de 'H de AE2. A regido de hidrogénios
aromaticos registra seis sinais entre oy 6,7 € 6,5, atribuidos a H-2/2°, H-5/5" ¢ H-6/6’. Os simpletos em
oy 5,87 e 5,85, bem como o dupleto em 5,15 (H9), podem ser atribuidos aos hidrogénios ligados a

3 4. . .. . A . A .
carbonos sp” dioxigenados, enquanto que os sinais em oy 4,03 e 3,50, a hidrogénios metilénicos
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ligados a carbono sp3 mono-oxigenado (H-9). Os sinais em oy 2,70 e 2,50, bem como em oy 2,52 ¢
2,37 (este ultimo sobreposto a outro sinal) podem ser atribuidos a hidrogénios ligados a carbonos
metilénicos. Finalmente, os sinais em oy 2,37 € 1,93 podem ser atribuidos aos hidrogénios ligados a
carbonos metinicos do anel tetra-hidrofurano. Todos os sinais de RMN de 'H estio de acordo com a

estrutura de (8R,8'R,9S)-cubebina, cujas atribui¢des sdo apresentadas na Tabela IV-1.
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Figura IV-2. Espectro de RMN de 'H de AE2 (CDCls; 400 MHz).



146

Tabela IV-1. Atribui¢do dos sinais de RMN de 'H e de "*C de AE2

Atomo Literatura'®’ Carbono (oc) Hidrogénio (dy)

1 133,8 133,8 -

2 108,9 108,9 6,56

3 147,7 147,7 -

4 145,7 145,7 -

5 108,2 108,2 6,66

6 121,3 121,3 6,52

7 33,6 33,6 2,90; 2,62

8 51,9 51,9 1,93 HOLY O\ g

9 98,8 98,8 5,15 2. o
I’ 134,5 134,5 - 7/©[ )
2’ 109,3 109,3 6,67 6 ONg O
3’ 147,5 147,5 -

4 145,9 145,9 - Q

5’ 108,1 108,1 6,66 \—o

6’ 121,6 121,6 6,62

7 38,8 38,8 2,708; 2,50

8’ 45,9 429 2,37

9 72,5 72,5 4,03p; 3,50

O-CH»-O 100,8 100,8 5,87

O-CH,-O’ 100,8 100,8 5,85

OH 2,86

A Figura IV-3 (p. 147) apresenta o espectro de RMN de °C de AE2. Os sinais em & 147,7,
147,5, 145,9 e 145,7 podem ser atribuidos a carbonos aromaticos oxigenados € os sinais em oc 134,5 e
133,8 podem ser atribuidos a carbonos aromaticos nao hidrogenados. Os sinais em oc 121,6, 121,3,
109,3, 108,9, 108,2 e 108,1 podem ser atribuidos a carbonos aromaticos hidrogenados, conforme
analise do subespectro DEPT 135° O sinal em o¢ 100,8 pode ser atribuido a dois carbonos metilénicos
dioxigenados e o sinal em J¢ 98,8 pode ser atribuido a um carbono metinico também dioxigenado. Os
sinais em oc 51,9 e 42,9 podem ser atribuidos a carbonos metinicos e os sinais em ¢ 38,8 € 33,6, a
dois carbonos metilénicos. Os espectros de RMN de 'H e "°C apresentam um maior numero de sinais
que aqueles correspondentes a estrutura de AE2, portanto a amostra deve se tratar de uma mistura em

que a estrutura proposta ¢ predominante. Na Tabela IV-1 sdo apresentadas as atribui¢des dos carbonos
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de AE2 baseadas nas correlagdes observadas no mapa de contornos HSQC mostrado na Figura IV-4

(p. 148), bem como os dados constantes na literatura que confirmaram a estrutura proposta.
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Figura IV-3. Espectro de RMN de BC de AE2 (a) e expansao de Jc 36,0 a 73,0 (b) (100 MHz; CDCl;

com gotas de piridina).
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A Figura IV-5 (p. 150) mostra o mapa de contornos COSY de AE2. O sinal em oy 6,66 (H-5/5)
(correspondente a dois 4&tomos de hidrogénio) correlaciona-se com os sinais em oy 6,62 (H-6) e 6,52
(H-6). O sinal em oy 1,93 (H-8) correlaciona-se com o sinal em oy 2,90 (H-7). O sinal em oy 4,03 (H-
9’p) correlaciona-se com os sinais em oy em 3,50 (H-9’a) e 2,37 (H-8). O sinal em oy 2,70 ( H-7")
correlaciona-se com o sinal em oy 2,50 (H-7") e 2,37 (H-8’). Todas essas correlagdes estdo de acordo
com a estrutura de (8R,8'R,9S)-cubebina.

A Figura IV-6 (p. 151) mostra o mapa de contornos HMBC de AE2. O sinal em oy 6,67 (H-2’)
correlaciona-se com os sinais em oc 145,9 (C-4’), 121,6 (C-6’) e 38,8 (C-7’) e o sinal em 6,56 (H-2)
correlaciona-se com os sinais em oc 145,7 (C-4), 121,3 (C-6) e 33,6 (C-7). Os sinais em oy 4,03 (H-9’)
e 3,50 (H-9’) correlacionam-se com os sinais em J¢ 38,8 (C-7) e 51,9 (C-8). O sinal em dy 5,15 (H-9)
correlaciona-se com os sinais em oc 33,6 (C-7) e 42,9 (C-8). O sinal em oy 1,93 (H-8) correlaciona-se
com os sinais em oc 72,5 (C-9), 38,8 (C-7°) e 133,8 (C-1). O sinal em oy 5,87 (O-CH,-O)
correlaciona-se com os sinais em oc 147,7 (C-3) e 145,7 (C-4) e o sinal em oy 5,85 (O-CH,-O’)
correlaciona-se com os sinais em oc 147,5 (C-3’) e 145,9 (C-4’). Essas correlagdes HMBC estdo de

acordo com a estrutura de (8R,8'R,9S)-cubebina.
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Figura IV-6. Mapas de contornos HMBC de AE2 ("H: 400 MHz; "*C: 100 MHz, CDCl5).

A Figura IV-7 (p. 152) apresenta o mapa de contornos NOESY de AE2. O sinal em oy 1,93 (H-
8) correlaciona-se com o sinal em oy 5,15 (H-9). O sinal em &y 2,37 (H-8") correlaciona-se com os
sinais em oy 6,62 (H-6), 6,66 (H-5) e 6,67 (H-2") e 4,03 (H-9’6). O sinal em oy 2,50 (H-7’a)
correlaciona-se com o sinal em oy 3,50 (H-9’a). Essas correlagdes NOESY estdo de acordo com a

estrutura de (8R,8'R,9S)-cubebina.
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2. Andlise estrutural de CE20 (AE14)
O grupo CE20 apresentou-se como um so6lido amarelo com decomposicdo a temperaturas acima
de 290 °C. A Figura IV-8 apresenta o cromatograma de CG de AE14. Esse cromatograma apresenta

um pico em 8,776 min de alta propor¢ao relativa, indicando tratar-se de um produto com alto grau de

purcza.
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Figura 1V-8. Cromatograma de CG de AE14 (coluna 100% polidimetilsiloxano — crosslink 30 m x
0,25 mm, a temperatura de 50 °C por 3 min seguido de aquecimento a 5 °C/min, 300°C, injetor:
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A anélise elementar de AE14 forneceu os dados mostrados na tabela V-2

relativas dos elementos correspondem a uma férmula minima proxima a Ci¢H; 1 NO7.

Tabela 1V-2. Resultados da analise elementar de AE14
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. As porcentagens

% C %H %N % O
Valores Experimentais 58,85 3,16 4,17 33,82
Valores calculados 59,82 3,23 4,11 32,84

A Figura IV-9 apresenta o espectro de absor¢do na regido do IV de CE20. A banda larga entre

3200 ¢ 2700 cm™ indica a presenca de hidrogénio em ligagdo de hidrogénio, com varias bandas pouco

intensas sobrepostas que podem ser atribuidas a estiramentos C—H de grupos aromaticos e alifaticos. A

banda larga na regido entre 2600 e 2400 cm™ pode ser atribuida a estiramentos caracteristicos de grupo

nitro. A banda em 1682 cm™ pode ser atribuida a estiramento C=0 de grupos 4cido carboxilico

conjugado. As bandas em 1593, 1524, 1468 ¢ 1415 cm™ podem ser atribuidas a estiramentos C—C

caracteristicos do anel aromatico. A banda em 1370 cm™ pode ser atribuida a deformagio angular

caracteristica de grupo metila. As bandas largas em 1345, 1265, 1267 ¢ 1147 cm™ podem ser atribuidas

a estiramentos assimétricos e simétricos de C—O. As bandas em 945, 900, 804 e 742 cm’ podem ser

atribuidas a deformacgdes angulares no plano e fora do plano de C—H aromatico. Todas essas bandas

estdo de acordo com a estrutura do acido aristolochio 1.

70 |
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Figura IV-9. Espectro de absorgdo na regido do IV de AE14.
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A Figura IV-10 apresenta o espectro de massas de AE14 e o esquema IV-1 mostra os fragmentos
propostos para os picos mais importantes segundo Pristap74, que confirma a estrutura proposta para

AE14.
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Figura 1V- 10. Espectro de massas de AE14. (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70
eV; “Targat TIC" 20000 counts; "Max ion time" 25000 useg; eletromultiplicadora a 1500 V; corrente
do filamento de 10 uAmps; véacuo interno de 8 uTorr; Interface: 300 °C; ion trap: 150 °C; manifold:
45 °C, Faixa de massas: 45 a 700 uma).
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A Figura IV-11 apresenta o espectro de RMN de 'H de AE14. O simpleto largo registrado em &

13,32 (correspondente a um atomo de hidrogénio) pode ser atribuido a hidrogénio de 4cido

carboxilico. O simpleto registrado em Jy 6,48 (correspondente a dois atomos de hidrogénios) pode ser

atribuido ao grupo metileno ligado a dois atomos de oxigénio. O sinal registrado em oy 4,05

(correspondente a trés atomos de hidrogénio) pode ser atribuido a hidrogénio do grupo metoxila. Os
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sinais registrados em oy 8,61 (dupleto), 8,56 (simpleto), 7,83 (dupleto-duplo), 7,80 (simpleto) e 7,34
(dupleto) podem ser atribuidos a hidrogénios metinicos aromaticos. Todos os sinais de RMN de 'H

estdo de acordo com a estrutura do acido aristoldchio I, cujas atribuigdes sdo descritas na Tabela IV-3

(p. 159).
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Figura IV-11. Espectro de RMN de 'H de AE14 (400 MHz; DMSO-dj).
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As Figuras IV-12 e IV-13 apresentam respectivamente o espectro de RMN de “C e o
subespectro DEPT 135° de CE20. O sinal em oc 167,5, correspondente a carbono ndo hidrogenado,
pode ser atribuido ao grupo acido carboxilico. Os sinais em oc 156,1, 145,9 e 145,6, correspondentes a
carbonos ndo hidrogenados, podem ser atribuidos a carbonos aromaticos ligados a heteroatomos. Os
sinais em oc 129,7, 124,0, 118,7, 117,1 e 116,7 correspondem a carbonos aromaticos nao
hidrogenados. Os sinais em oc 131,4, 119,4, 1183, 112,0 e 108,7 correspondem a carbonos
hidrogenados aromaticos. O sinal em ¢ 102,8 corresponde a um atomo de carbono metilénico. O sinal
em & 56,1 corresponde ao carbono do grupo metoxila. Todos os sinais de RMN de "°C estdo de
acordo com a estrutura do acido aristolochio I, cujas atribui¢des sdo descritas na Tabela IV-3 (p. 159) e

baseadas no mapa de contornos HSQC mostrado na Figura IV-14 (p. 160).
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Figura IV-12. Espectro de RMN de "°C de AE14 (100 MHz; DMSO-d).
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Tabela 1V-3. Atribuicio dos sinais de RMN de 'H e de °C de AE14.

159

Atomo Literatura'>’ Carbono (oc) Hidrogénio (dy)
1 116,9 116,7 -

2 112,2 112,0 7,80
3 146,0 145,9 -

4 145,7 145,6 -
4a 124,5 124,0 -
4b 117,3 117,1 -

5 118,4 118,3 8,61
6 131,5 1314 7,83
7 108,7 108,7 7,34
8 156,3 156,1 -
8a 118,8 118,7 -

9 119,5 1194 8,56
10 146,2 146,4 -
10a 129,8 129,7 -
CO,H 167,9 167,5 13,32
CH;0 56,2 56,1 4,05
O-CH»-O 103,0 102,8 6,48
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Figura 1V-14. Mapa de contornos HSQC (a) e expansdo correspondente (b) de AE14 ("H: 400 MHz;
1C: 100 MHz, DMSO-d).

A Figura IV-15 apresenta o mapa de contornos COSY de CE20. Os sinais em Jy 8,61 (H-5) e
7,34 (H-7) correlacionam-se apenas com o sinal em oy 7,83 (H-6). No mapa de contornos COSY nao é

observada nenhuma outra correlacdo, fato este que estd de acordo com a estrutura do acido aristolochio
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Figura 1V-15. Mapa de contornos COSY de AE14 (400 MHz; DMSO-d).

A Figura IV-16 apresenta o mapa de contornos HMBC de AE14. O sinal de hidrogénio em oy
4,05 (CH30) correlaciona-se com o sinal de carbono em o¢c 156,1 (C-8). O sinal de hidrogénio em oy
6,48 (O-CH;-0) correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 145,9 (C-3) e 145,6 (C-4). O sinal de
hidrogénio em oy 7,34 (H-7) correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢c 118,3 (C-5) e 118,7 (C-
8a). O sinal de hidrogénio em oy 7,80 (H-2) correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 116,7 (C-
1), 145,9 (C-3), 145,6 (C-4) e 167,5 (CO,H). O sinal de hidrogénio em oy 7,83 (H-6) correlaciona-se
com o sinal de carbono em o¢ 156,1 (C-8). O sinal de hidrogénio em dy 8,56 (H-9) correlaciona-se
com os sinais de carbono em oc 156,1 (C-8), 145,6 (C-4), 129,7 (C-10a) e 117,1 (C-4b). O sinal de
hidrogénio em oJy 8,61 (H-5) correlaciona-se com os sinais de carbono em ¢ 118,7 (C-5) e 108,7 (C-

7). Essas correlagdes HMBC estdo de acordo com a estrutura do 4cido aristolochico I.
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Figura 1V-16. Mapa de contornos HMBC (a) e expanséo correspondente (b) de AE14 ('H: 400 MHz;

5C: 100 MHz, DMSO-dg).

A Figura IV-17 apresenta o mapa de contornos NOESY de CE20. O sinal em Jy 4,05

(_

OCHj3) correlaciona-se com os sinais em Jy 8,56 (H-9) e 7,34 (H-7). O sinal em oy 7,83 (H-6)

correlaciona-se com os sinais em oy 7,34 (H-7) e 8,61 (H-5). Essas correlacdes NOESY estao de

acordo com a estrutura do Acido Aristolochico 1.
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Figura IV-17. Mapa de contornos NOESY (a) ¢ expansodes (b) e (¢c) de AE14 (400 MHz; DMSO-d).
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3. Andlise estrutural de CE36 (AE15-s)
O grupo CE36 foi recristalizado em MeOH, fornecendo um sélido (345,8 mg; p.f. 279,9 a 292,8
°C), denominado por AE15-s e a 4gua-mae AE15-1.
A andlise elementar de AE15-s forneceu os dados mostrados na tabela IV-4. As porcentagens
relativas dos elementos correspondem a uma férmula minima proxima a CsHyO.

Tabela V. Resultados de anilise elementar de AE15-s

% C % H % O
Valores Experimentais 70,55 10,36 19,09
Valores Calculados 72,91 10,41 16,67

A Figura IV-18 apresenta o espectro de absor¢do na regido do IV de AE15-s (CE36-s). A banda
larga em 3377 cm™ pode ser atribuida a estiramento de O—H apresentando ligagdo de hidrogénio. As
bandas entre 2950 e 2867 cm” podem ser atribuidas a estiramentos C—H de grupos alifaticos. As
bandas registradas em 1461 e 1366 cm” podem ser atribuidas a estiramentos C—C e deformagdes
angulares de C—H de grupos alquilas. As bandas entre 1100 ¢ 1000 cm™ podem ser atribuidas a

estiramentos C—O. Estas bandas estdo de acordo com a estrutura do S-sitosterol-D-glicopiranosideo.
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Figura 1V-18. Espectro de absor¢ao na regidao do IV de CE36-s.
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As Figuras IV-19 ¢ IV-20 mostram respectivamente o espectro de RMN de 'H e ampliagdes
correspondentes de AE15-s. O sinal largo em oy 5,20, correspondente a um hidrogénio, pode ser
atribuido a H-5 do esqueleto do f-sitosterol. Os sinais entre oy 4,8 e 4,2 podem ser atribuidos aos
hidrogénios hidroxilicos e os sinais entre oy 3,7 e 2,8 podem ser atribuidos aos hidrogénios ligados a
carbonos hidroxilados, todos do anel D-glicopiranosideo. Os demais sinais, registrados entre oy 2,5 €
0,6, podem ser atribuidos aos atomos de hidrogénio do S-sitosterol. Todos os sinais de RMN de 'H

estdo de acordo com a estrutura de f-sitosterol-D-glicopiranosideo, cujas atribuigdes sdo apresentadas

na tabela IV-5.
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Figura 1V-19. Espectro de RMN de 'H de CE36 (400 MHz; DMSO-dy).
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Figura IV-20. Ampliag¢des do espectro de RMN de 'H de CE36 (400 MHz, DMSO-dj).
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A Figura IV-21 mostra o espectro de RMN de "°C e o subespectro DEPT 135° de AE15-s. Os
sinais em oc 140,5 e 121,2 sdo respectivamente caracteristicos dos carbonos C-5 e C-6 do f-sitosterol.

A Tabela IV-5 apresenta as atribui¢des dos sinais de RMN de °C de AE15-s, corroboradas pelas

correlagdes HSQC apresentadas na Figura [V-22.

Tabela 1V-2. Atribui¢io dos sinais de RMN de "°C de AE15-s

Carbono AE15-s (oc) Literatura'® (&) Hidrogénio (oy)
1 36,8 37,0 0,95/1,79
2 31,3 29,4

3 76,5 76,9

4 41,8 398 e

5 140,5 40,3 -

6 121,2 121,3 5,32

7 31,3 31,5

8 31,4 31,6

9 49,6 49,8 0,89
10 36,2 3,1 -

11 20,6 20,7

12 39,2 38,5 2,12/2,36
13 41,8 41,7 -
14 56,3 56,3 0,95
15 249 24,1

16 27,8 27,9 1,22/1,78
17 55,3 55,6

18 11,7 11,8 0,65
19 19,1 19,1

20 35,5 35,6

21 18,6 19,2

22 33,4 33,5

23 25,5 25,6

24 45,2 453

25 28,7 28,9 1,63

26 19,8 19,8

27 18,6 18,8

28 22,6 22,8

29 11,9 11,9

30

r 100,8 101,0 4,21

2 76,8 77,0

3 76,9 77,1

4 70,1 70,3 3,03

5’ 73,5 73,7 2,90

6’ 61,1 61,3
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Figura 1V-21. Espectro de RMN de "*C (superior) e subespectro DEPT 135° (inferior) de CE36 (100

MHz, DMSO-dj).



169

A UJLMM MUUM | om

— &@Q — 10
) — e e 20
Ho 1 | hews
b) —_—= <==> F 6o
4 HAYCA" -
G —==  —==—05C5 @ .
‘! HiTCH
C6 ﬂC6 120
o LM W8
) . 12 H2 16 H25 H16 DO L
C
H18/C18
C18 — & -
C16— B
= H16IC16 — ——
25 —= —_—
%152t — H25/025@16
= H2Ic12 H2IC12 =
= == = = Ht = H{/C1
09 T
Cl4 T HICH
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A Figura IV-23 apresenta o mapa de contornos COSY de CE36-s. O sinal em oy 4,21 (H-17)
correlaciona-se com o sinal em oy 2,90 (H-5"). O sinal em oy 4,40 correlaciona-se com o sinal em oy
3,40. O sinal em oy 1,94 correlaciona-se com o sinal em oy 5,32 (H-6). O sinal em oy 5,32 (H-6)

correlaciona-se com o sinal em oy 1,90.

" P ppm

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

Figura 1V-23. Mapa de contornos COSY de CE36 (400 MHz, DMSO-dy).
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Figura 1V-24. Amplia¢des do mapa de contornos COSY de CE36-s (400 MHz, DMSO-dp).
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As Figuras IV-25 e 1V-26 apresentam o mapa de contornos HMBC de CE36-s. O sinal de

hidrogénio em oy 4,21 (H-1") correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 76,9 (C-3’). O sinal de

hidrogénio em oy 0,95 (H-1) correlaciona-se com os sinal de carbono em o¢c 49,6 (C-9). O sinal de

hidrogénio em oy 0,65 (H-18) correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 55,3 (C-17) e 56,3 (C-

14). O sinal de hidrogénio em &y 5,32 (H-6) correlaciona-se com o sinal de carbono em o¢ 31,4 (C-8)

e 36,2 (C-10). Essas correlacdes HMBC estao de acordo com a estrutura de AEIS.
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Figura 1V-25. Mapa de contornos HMBC de CE36 ('H: 400 MHz, °C: 100 MHz; DMSO-dj).
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Figura 1V-26. Ampliagdo do mapa de contornos HMBC de CE36 (‘H: 400 MHz, "*C: 100 MHz;

DMSO-dy).

As Figuras IV-27 e 1V-28 (p. 174) apresentam o mapa de contornos NOESY de CE36-s. O
sinal em oy 1,90 correlaciona-se com o sinal em Jy 5,32 (H-6). O sinal em oy 3,40 correlaciona-se
com os sinais em oy 4,21 (H-1") e 4,40. O sinal em oy 3,10 correlaciona-se com o sinal em Jy 4,40.

Essas correlagdes NOESY estao de acordo com a estrutura de AE1S.
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Figura 1V-27. Mapa de contornos NOESY de CE36-s (‘H: 400 MHz, DMSO-dj).
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4. Analise estrutural de AE15-I
O grupo AEI15-1 foi submetido a andlise por CG/EM. A Figura IV-29 apresenta o
cromatograma de AEI5-1. Dois picos em tg = 50,033 e 51,449 min apresentam-se em maiores

proporgoes relativas.

MCounis S- AE15.SMS 251000 Filtered |
4251000

T

| MCounts

s
——
51
I
il
i
n
]
1
)
o

20

50.026 min Area: 4.055e+7

+ 51452 min Area: 3.777e+7

.

15+

5.0+

—=50610 min Area: 1718e+7
%473 min Avea: 2.195e+7

=, +50.958min Area; 1.741e+7
T 52372 min Area 3.235e+6

——

55.527 min Area: 8.130e+6

254

e

49.244 min Area; 5.346e+6
<_50.339 min Area: 5.302e+6

I

10

|
=S

£ 4B.859 min Area: 4.764e+

/47.906min Area: 2.192e+6
/56.841 min Area: 2.738e+6

5309 min-Area 4.802e+47

171 min Area: 3.835e+7

L

5
4 >
(
1 N
/
!

=
el
in
w
al
o
w
]
in
n
|
o
w
S
in

|

Seg 2. SV, Time: 3.00-30.00
317 s57 abs 1356 1675 Scans

Figura 1V-29. Cromatograma de CG de AE15-1 (coluna 100% polidimetilsiloxano — crosslink 30 m x
0,25 mm, a temperatura de 50 °C por 3 min seguido de aquecimento a 5 °C/min, 300°C, injetor:
300°C, split 1:15, fluxo:1 mL/min/He, detector:300°C)

As Figuras II1-30 a III-32 apresentam os espectros de massas dos principais constituintes
representados nos picos do cromatograma de CG de AE15-1, com sugestdes de estrutura a partir do
banco de dados NIST (2005). Esses resultados indicam que AE15-1 apresenta-se como uma mistura

complexa, contendo: acetato de B-sitosterol (tg= 4,320 min), 24-metil-5-colestene-3-ol (tg= 5,232 min),

y-sitosterol (tg= 5,821 min), estigmastan-3,5-dieno (tg= 50,033 min), acetato de (3,24R)-ergost-5-en-
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3-ol (tg= 50,625 min), estigmastan-3,5,22-trieno (tg= 50,936 min) e 7-deidridiosgenin (tg= 51,449
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Figura 1V-30. Espectro de Massas dos constituintes com tg= 4,320; 5,232; e¢ 5,821 min do
cromatograma de AE15-1 (Espectrdmetro de massas por impacto de elétrons a 70 eV, “Targat TIC"
20000 counts, "Max ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V; corrente do filamento de 10
uAmps; vacuo interno de 8 uTorr; Interface: 300°C, ion trap: 150°C, manifold: 45°C, Faixa de

massas: 45 a 700 uma).
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Figura 1V-31. Espectro de Massas dos constituintes com tg= 50,033; 50,625; ¢ 50,936 min do
cromatograma de AE15-1 (Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV, “Targat TIC"
20000 counts, "Max ion time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V e corrente do filamento de
10 uAmps e vécuo interno de 8 uTorr. Interface: 300°C, ion trap: 150°C, manifold: 45°C, Faixa de

massas: 45 a 700 uma).
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Figura 1V-32. Espectro de Massas dos constituintes com tg= 51,449 min do cromatograma de AE15-1
(Espectrometro de massas por impacto de elétrons a 70 eV, “Targat TIC" 20000 counts, "Max ion
time" 25000 useg, eletromultiplicadora a 1500 V e corrente do filamento de 10 uAmps e vacuo interno
de 8 uTorr. Interface: 300°C, ion trap: 150°C, manifold: 45°C, Faixa de massas: 45 a 700 uma).
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Capitulo V:
Ensaios Biologicos de Extratos, Fracdes e

Fitoconstituintes Isolados de A. esperanzae
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1. Teste de atividade antibacteriana

O extrato etanolico bruto das cascas do caule de 4. esperanzae foi submetido aos testes de
difusdo em agar e de concentragdo inibitéria minima, como descrito na parte experimental. A Tabela
V-1 apresenta os resultados de testes de atividade antimicrobiana com diferentes espécies de bactérias
para o extrato etandlico das cascas do caule. Os testes ndo indicaram atividade bactericida do extrato
etandlico das cascas do caule frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella
typhimurium. Porém, esse extrato apresentou uma atividade antibacteriana significativamente

expressiva frente a Bacillus cereus.

Tabela V-1. Resultados de testes microbioldgicos de halo de inibigdo e concentragdo inibitoria minima

do extrato etandlico das cascas do caule de 4. esperanzae frente a diferentes espécies de bactérias

Bactéria utilizada Halo de Inibigao CIM/ pg.mL™
Staphylococcus aureus Negativo —
Bacillus cereus Positivo 256
Escherichia coli Negativo -
Salmonella typhimurium Negativo -
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O fracionamento cromatografico do extrato etanolico das cascas do caule foi biomonitorado por
testes de atividade antibacteriana. Assim, as fragcdes obtidas pelo fracionamento cromatografico do
extrato etandlico empregando diferentes sistemas eluentes com gradiente crescente de polaridade
foram submetidas aos testes de difusdo em agar e de concentracgdo inibitoéria minima. A Tabela V-2
apresenta os resultados dos testes de atividade antibacteriana das fragdes oriundas do fracionamento
cromatografico do extrato etanolico das cascas do caule empregando gradiente crescente de polaridade

do eluente frente a Bacillus cereus.

Tabela V-2. Resultados de testes microbioldgicos de halo de inibigdo e concentragdo inibitoria minima

de fragdes do extrato etanolico das cascas do caule de A. esperanzae frente a Bacillus cereus

Grupos Eluente Halo de Inibi¢do | CIM/ pg.mL’
1 Hexano Negativo -
2 Hexano:Diclorometano (9:1) Negativo ---
3 Hexano:Diclorometano (3:1) Negativo ---
4 Hexano:Diclorometano (1:1) Positivo 512
5 Diclorometano Positivo 512
6 Diclorometano:Acetato de Etila (1:1) Negativo ---
7 Diclorometano:Acetato de Etila (1:3) Negativo -
8 Acetato de Etila Negativo -
9 Acetato de Etila:Etanol (1:1) Negativo —
10 Etanol Negativo -
11 Metanol Negativo -
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Os resultados dos testes de atividade bactericida indicam que apenas as fracdes obtidas do
fracionamento cromatografico das cascas do caule eluidas em hexano:diclorometano (1:1) e
diclorometano apresentaram atividade frente a Bacillus cereus. No estudo fitoquimico das cascas do
caule e do cerne descrito na Parte Experimental, os fitoconstituintes AE1 e AE2 foram isolados a partir
dos fracionamentos cromatograficos eluidos em hexano e diclorometano das cascas do caule e do
cerne, respectivamente. Assim, esses fitoconstituintes foram submetidos aos testes de difusdo em agar
e de concentracdo inibitéria minima de atividade antimicrobiana frente a diferentes espécies de

bactérias, conforme mostrado na Tabela V-3.

Tabela V-3. Resultados de testes microbioldgicos de halo de inibigdo e concentragdo inibitoria minima

de AEI e AE2 frente a diferentes espécies de bactérias

AE1
Bactéria utilizada Halo de Inibi¢ao CIM/ ug.mL"
Staphylococcus aureus Negativo -
Bacillus cereus Positivo 256
Escherichia coli Negativo -—-
Salmonela typhimurium Negativo -
AE2
Staphylococcus aureus Negativo -
Bacillus cereus Positivo 512
Escherichia coli Negativo -
Salmonela typhimurium Negativo -
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O extrato das cascas do caule e as amostras AEl e AE2 foram ativos seletivamente frente a
Bacillus cereus, o que pode indicar uma pequena atividade de AE1 e AE2 ou que as mesmas
apresentem uma seletividade frente aos microorganismos testados. Pode-se inferir que o mecanismo de
acdo nao ¢ por toxicidade mas ¢ determinado por fatores que afetam somente o Bacillus cereus. Este
resultado ¢ muito importante sob o ponto de vista bioldgico para o desenvolvimento de antibidticos de
curto espectro de acdo e mais seletivos.
O extrato das cascas do caule e as duas substancias foram ativos contra a mesma bactéria.
Como ambas as substancias foram isoladas dos extratos, pode-se propor que o extrato foi muito mais
ativo do que as substancias. Além disso, pode-se inferir que a atividade esteja relacionada ao conjunto
de substancias presentes no extrato (fendmeno chamado de sinergismo) e ndo somente a uma delas em
especial, ou ainda que AEl e AE2 ndo seriam as substincias mais ativas presentes no extrato. Para
avaliar a possibilidade de sinergismo entre AE1 e AE2, preparou-se misturas de composi¢des variadas
destas substancias que foram submetidas aos testes de concentracdo inibitdéria minima (CIM)
utilizando a bactéria Bacillus cereus, A Tabela V-4 apresenta os resultados dos testes de atividade
antimicrobiana de misturas de AE1 e AE2 frente a Bacillus cereus. Como resultado, pode-se verificar a

maior atividade de AE1 frente a Bacillus cereus, do que AE2.

Tabela V-4. Resultados de testes microbioldgicos de inibigdo e concentragdo inibitoéria minima de

misturas contendo diferentes proporgdes de AE1 e AE2 frente a Bacillus cereus

Propor¢ao AE1/AE2 0.4 1,1 1,9

CIM/ug.mL™ 256 512 512
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Outras fragdes e fitoconstituintes isolados no fracionamento cromatografico eluido em
diclrometano foram submetidas também aos testes de difusdo em Agar e de concentracdo inibitoria
minima de atividade antimicrobiana. As fracdes AE15, AE18 e AE37 ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonela typhimurium, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundi, Listeria monocytogenes,
Candida glabrata e Candida albicans.
A substancia AE14 foi submetida aos testes bioldgicos de halo de inibicdo e concentracio
inibitoria minima frente a diferentes espécies de bactérias e fungos. Os resultados sdo mostrados na
Tabela V-5. O fitoconstituinte AE14 apresenta atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus

aureus e principalmente frente a Listeria monocytogenes.

Tabela V-5. Resultados de testes microbioldgicos de inibigdo e concentragdo inibitoéria minima de

AE14 frente a diferentes espécies de bactérias e fungos

Bactéria utilizada Halo de Inibigao CIM/ pg.mL™
Staphylococcus aureus Positivo (23 mm) 256
Bacillus cereus Negativo —
Escherichia coli Negativo —
Salmonela typhimurium Negativo —
Pseudomonas aeruginosa Negativo ---
Citrobacter freundi Negativo —
Listeria monocytogenes Positivo (22 mm) 128
Candida glabrata Negativo —
Cdndida albicans Negativo —
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Conclusodes
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O estudo fitoquimico das cascas do caule de Aristolochia esperanzae possibilitou o isolamento e
caracterizacdo de um acido carboxilico alifatico (1) e ésteres derivados de acidos carboxilicos
alifaticos saturados e insaturados 2 a 9 mostrados na Figura C-1. Nessa figura é também mostrada a
estrutura 10. Todas essas substancias tiveram suas estruturas sugeridas pela consulta a banco de dados

de espectros de massas.

22

Figura C-1. Fitoconstituintes isolados do extrato das cascas de A. esperanzae: acido carboxilico
alifatico e ésteres derivados de 4cidos carboxilicos alifaticos saturados e insaturados, cujas estruturas

foram sugeridas pela consulta a banco de dados de espectros de massas.
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Como observado para espécies do género Aristolochia que apresentam frequentemente
compostos terpenoidicos, no caso de 4. esperanzae, também foram verficados compostos desse tipo.
Assim, quatro sesquiterpenos e dois diterpenos foram identificados (Figura C-2). Nessa figura sdo
mostradas também uma amida (16) e uma tioamida (17). Todas essas substincias foram identificadas

pela sugestdo do banco de dados de espectros de massas.

OH

e O\g/

11

HO

HsC—O /L

16

Figura C-2. Fitoconstituintes isolados do extrato das cascas de A. esperanzae: quatro sesquiterpenos,
dois diterpenos, bem como uma amida e uma tioamida sugeridas pela consulta a banco de dados de

espectros de massas.
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Além das substincias apresentadas nas Figuras C-1 e C-2, este trabalho possibilitou a
identificacdo no extrato das cascas do caule de um lignoéide (18), um acido aristolochico (22) e duas

aristololactamas (20 e 21), conforme mostrado na Figura C-3.

18

(6]
° HO |
o | O "
H3C\O

Figura C-3. Fitoconstituintes isolados do extrato das cascas de 4. esperanzae: um lignéide, um acido

aristolochico e duas aristolactamas.
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O estudo fitoquimico do cerne do caule de Aristolochia esperanzae possibilitou o isolamento de
um 4cido carboxilico alifatico e do éster correspondente cujas estruturas foram sugeridas pela consulta
a banco de dados de espectros de massas, conforme mostrado na Figura C-4. Nessa figura sdo

mostrados também um lignoide e um acido aristolochico isolados no extrato do cerne dessa planta.

22 23
COOH
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Figura C-4. Fitoconstituintes isolados do extrato do cerne de A. esperanzae: um acido carboxilico

25

alifatico e o éster metilico correspondente, além de um ligndide e um 4cido aristoldchico.
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A Figura C-5 mostra os esterdides isolados do cerne de A. esperanzae. Muitos apresentam O-

substitui¢ao em C-3.

OH
26 o
P 27
()
29
28
HO
0)
\ 5

HO

Figura C-5. Fitoconstituintes isolados do extrato do cerne de A. esperanzae: triterpenos esteroidais.
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Dentre esses compostos, asarinin (18), acido populifélico (14), acido 2 oxo-populifélico (15),
aristololactamas All (19) e Ala (20) e sitosterol-3-O-f-D-glucopiranosideo (26) foram pela primeira
vez citados nesta espécie. Os testes de atividade antimicrobiana mostraram que o extrato das cascas do
cerne ¢ ativo frente a Bacillus cereus. Da mesma forma, os fitoconstituintes asarinin (18) e
(8R,8'R,9S)-cubebina (24) apresentam também a mesma especificidade na atividade antimicrobiana,
porém com maiores concentracdes inibitdrias minimas (CIM) em relagdo ao extrato. Esses resultados
podem indicar a presenga de um fitoconstituinte com maior atividade biologica presente no extrato das
cascas do cerne ou um sinergismo envolvendo 18 e 24.

Como perspectiva, pretende-se continuar o isolamento de fitoconstituintes das fragcdes ainda nao
estudadas, bem como avaliar a atividade biologica in-vivo e in-vitro de extratos, fragdes e
fitoconstituintes ainda ndo isolados, além de avaliar mais criteriosamente a atividade bioldgica dos

fitoconstituintes isolados.
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Abstract: The genus Aristolochia is an important source of physiologically active
compounds that belong to different chemical classes, being the subject of research in
numerous pharmacological and chemical studies. This genus contains a large number of
terpenoid compounds, particularly diterpenes. This work presents a compilation of the *C
NMR data of 57 diterpenoids described between 1981 and 2007 which were isolated from
Aristolochia species. The compounds are arranged skeletonwise in each section, according
to their structures, i.e., clerodane, labdane, and kaurane derivatives. A brief discussion on
the °C chemical shifts of these diterpenes is also included.

Keywords: Aristolochia, Aristolochiaceae, clerodanes, furanoditerpenes, kauranes,
labdanes, 3C NMR data.

Introduction

The genus Aristolochia (Aristolochiaceae) consists of about 500 species mostly distributed along
tropical, subtropical, and mediterranean regions of the world [1-3]. The species of Aristolochia are
cultivated as ornamental [4] and popularly used as abortifacient, emmenagogue [5,6], sedative [7],
analgesic, anticancer, anti-inflammatory, antifeedant [8], muscle relaxant [9], antihistaminic, and
antiallergic [10] drugs, for intestinal worms, in the treatment of cholera, stomach ache, abdominal pain,
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rheumatism [11], malaria [12], wounds and skin diseases [13], and is also useful in different types
of poisonous bites and stings [14,15]. Several other biological properties have been described [16]. On
the other hand, plants of the genus have led to progressive nephrophathy and urothelial cancer in
humans [17,18]. As consequence, the distribution of herbal medicines containing Aristolochia extracts
are prohibited in many countries dues their nephrotoxic, carcinogenic, and mutagenic properties [1].

Aristolochic acids have been frequently found in Aristolochia species [19]. These compounds show
toxic effects at renal level and carcinogenic properties [20,21]. Phytochemical investigations of these
species revealed  both  the presence of  aporphinic, tetrahydroprotoberberinic,
benzyltetrahydroisoquinolinic, and bisbenzyltetrahydroisoquinolinic alkaloids [22] and other
nitrogenated derivatives (phenantrenoids, aristolactams, and porphyrins) [23-25]. Quinones,
coumarins, flavanoids, lignoids (phenylpropanoids, neolignans, and lignans), and fatty acids are
frequently isolated from plants of the genus [26]. However, the most prominent compounds in
Aristolochia are terpenoids, constituents of essential oils isolated from the plant species. The majority
of the identified terpenoids are kaurane, clerodane, and labdane diterpene derivatives (Fig. 1).

Figure 1. Diterpene classes present in Aristolochia species.

1

20 19 18
clerodane labdane

kaurane

The review “Terpenoids of Aristolochia and their biological activities”, which covered the literature
up to 2003, lists 52 diterpenoids isolated from the genus and their pharmacological properties [16]. In
the present review a new comprehensive coverage of diterpenes isolated from Aristolochia species up
to this moment (Tables 1 to 3) is described, in the gross 26 kauranes (Fig. 2 and 3), 29 clerodanes (Fig.
4 and 5), one furanoditerpene derivative (Fig. 6), and 9 labdanes (Fig. 7). Moreover, the °C NMR data
of these compounds are also compiled (Tables 4 and 5). For some structures "C NMR data were not
found in the investigated literature and the *C NMR data are in disagreement for (-)-11-Hydroxy-
kaur-16-en-19-oic acid. Sometimes different structures were equally named.

Kaurane derivates isolated from Aristolochia species

Kaurane diterpenoids show several biological properties such as antioxidative, antityrosinase [27],
abortifacient, and anti-inflammatory activities, they are used against snake bite poisoning [28], and
present cytotoxicity against tumor cell of human prostate, colon, and breast [29]. Table 1 lists the
kaurane derivates isolated from Aristolochia species (1 to 26 in Figures 2 and 3) and their respective
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plant source. Acetonide 13 and kaurane derivative 14 were isolated from A. rodriguesii and A.

triangularis, respectively. Both compounds were also prepared from 3 [30].

Table 1. Kaurane diterpenoids isolated from Aristolochia species

Kaurane

Species

ent-Kauran-16$-ol [(—)-kauranol] (1)
ent-16(H)-Kauran-17-oic acid (2)
ent-Kauran-164,17-diol (3)

ent-16 f(H)-Kaurane (4)
ent-16a(H)-Kauran-17-al (5)

ent-Kauran-16p,19-diol [ent-16£,19-dihydroxykaurane] (6)

ent-160-Hydroxy-kauran-19-al

[16 ~hydroxy-(—)-kauran-19-al] (7)
ent-16£,17-Dihydroxy-(—)-kauran-19-oic acid (8)
ent-16f-Hydroxy-kauran-18-al

[(—)-kauran-16 o~hydroxy-18-al] (9)
ent-16,17-Epoxykaurane (10)

ent-154,164-Epoxy-17-hydroxy- kauran-19-oic acid (11)

ent-15,16 f-Epoxykauran-17-ol (12)

ent-164,17-1sopropylidenedioxy-(-)-19-oic acid (13)

17-nor-(—)-Kauran-16-one (14)
ent-17-Hydroxy-kaur-15-en-19-oic acid (15)
ent-Kaur-15-en-17-0l (16)

ent-114-Hydroxy-kaur-16-en-19-oic acid
[(-)-11-Hydroxy-kaur-16-en-19-oic acid] (17)
ent-Kaur-16-en-19-oic acid
[(—)-Kaur-16-en-18-oic acid; kaurenic acid] (18)

(-)-ent-Kaur-16-ene (19)
(-)-ent-Kaur-16-en-19-ol (20)
(—)-ent-Kaur-16-en-19-al (21)
ent-74-Hydroxy-kaur-16-en-19-oic acid (22)
ent-Kaur-16-en-34,19-diol

[ent-3 ,18-dihydroxykaur-16-ene] (23)
ent-16p-Hydroxy-17-kauranyl aristolachate |
[aristoloin I] (24)
ent-16f-Hydroxy-17-kauranyl aristolachate II
[aristoloin IT] (25)

. rodriguesii [28]
. elegans [7]; A. triangularis [13]
. elegans [7]; A. pubescens [31];

. elegans [7]; A. triangularis [13]

A

A

A

A. triangularis [13]
A

A. elegans 7]

A

. rodriguesii [28]

N

. rodriguesii [28]; A. triangularis [32]

'

. rodriguesii [28]

. triangularis [26]

. elegans [7]; A. triangularis [32]
. rodriguesii [28]

. triangularis [13]

. rodriguesii [28]

. triangularis [13]

. rodriguesii [28]

. elegans [7]; A. pubescens [31]

- NG NG NG SO SO SO SO O N

. triangularis [13,32]

'

. anguicida [33]

. anguicida [33]; A. rodriguesii [28];
. triangularis [13]

. triangularis [13,32]

. triangularis [13,32]

. triangularis [13,32]

oS N N N N

. anguicida [34]

A. rodriguesii [28]

A. pubescens [31]

A. pubescens [31]
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ent-17-Hydroxy-16f-kauranyl aristolachate |
[Aristolin] (26) A. elegans [4]

Figure 2. Kaurane diterpenoids isolated from Aristolochia species.

CHO

1:R'=Me; R?>= OH
2:R'=CO,H; R>=H
3:R'= CH,0OH; R?>=OH
4:R'=Me; R>=H
5:R'=H; R?= CHO

6: R'=CH,OH; R’= OH; R>=Me
7:R'=CHO; R’>=Me; R*= OH
8: R'= CO,H; R>= OH; R*= CH,0H

H

R 11:R= COH
12:R=Me

"R 15:R=CO,H
16:R=Me

R 18: R=CO,H
19:R=Me
20: R=CH,0H
21:R=CHO
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Figure 3. Substituted kaurane diterpenoids isolated from Aristolochia species.

24:R=0Me
25:R=H

Clerodane derivatives isolated from Aristolochia species

Clerodane diterpenoids show a broad spectrum of biological properties [35,36] including
insecticidal activity [37]. Table 2 shows the clerodane diterpenoids isolated from genus Aristolochia
(27 to 55 in Figures 4 and 5) and their respective plant source. Structure 52 has been also named as 2-
oxokolavenic acid (50). The corresponding acid of 49 has been described by Wu et al. [16]

Table 2. Clerodane diterpenoids isolated from Aristolochia species

Clerodane Species

(5R,8R,9S5,10R)-ent-3-Cleroden-15-oic acid
[13,14-dihydrokolavenic acid; populifolic acid] (27) A. brasilienses [38];

A. cymbifera [39]; A. galeata [40]
(5R,8R,9S5,10R)-ent-3-Cleroden-15-o0l

[Dihydrokolavenol] (28) A. galeata [40]
(5R,8R,9S5,10R)-ent-15-Ethanoyl-3-clerodene
[dihydrokolavenol acetate] (29) A. galeata [40]

Methyl (5R,8R,9S,10R)-ent-3-cleroden-15-oate
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[methyl populifoloate]) (30) A. esperanzae [38]; A. galeata [40]

Table 2. Cont.

Clerodane Species

(55,8R,98,10R)-ent-3-Cleroden-15-oic acid

[epi-populifolic acid] (31) A. cymbifera [39]

Methyl (55,8R,9S,10R)-ent-3-cleroden-15-oate (32) A. cymbifera [39]
(5R,8R,95,10R)-ent-Clerod-3,13-dien-15-oic acid

[A"*!"-Kolavenic acid] (33) A. brasilienses [38]; A. galeata [40]
(5R,8R.,98,10R)-ent-Clerod-3,13-dien-15-ol

[A"! Kkolavenol] (34) A. galeata [40]
(5R,8R,9S5,10R)-ent-15-Ethanoyl-clerod-3,13-diene

[Acetyl kolavenoate] (35) A. galeata [40]

Methyl (5R,8R,9S5,10R)-ent-clerod-3,13-dien-15-oate

[methyl kolavenoate] (36) . esperanzae [38]; A. galeata [40]
(55,8R,98,10R)-ent-Clerod-3,13-dien-15-oic acid (37) A. brasilienses [38]
(5R,8R,9S5,10R)-ent-Clerod-3,14-dien-134-ol

[(+)-Kolavelool] (38) A. galeata [40]
(5R,8R,9S5,10R)-(4—2)-abeo-Clerod-13p-hydroxy-2,14-

dien-3-oic acid

AN

[(+)-(4—2)-abeo-Kolavelool-3-oic acid] (39) A. chamissonis [41]
(5R,8R,9S5,10R)-ent-Clerod-14-en-3p,40,13a-triol
[(-)-3 a4 f-dihydroxykolavelool] (40) A. chamissonis [41]
(5R,8R,9S5,10R)-ent-Clerod-3,14-dien-13a-ol
[(—)-kolavelool] (41) A. chamissonis [41];

A. cymbifera [38]; A. galeata [38]

(5R,8R,95,10R)-ent-Clerod-3,14-dien-2a,13a-diol

[(—)-2f-hydroxykolavelool] (42) A. chamissonis [41]
(5R,8R,9S5,10R)-ent-Clerod-3,14-dien-2f,13a-diol

[(+)-13-epi-2 a-Hydroxykolavelool;

13-epi-roseostachenol] (43) A. chamissonis [41]
(55,8R,98,10R)-2-Ox0-ent-3-cleroden-15-oic acid (44) A. brasilienses [38]
(5R,8R.,98,10R)-2-Ox0-ent-3-cleroden-15-oic acid

[2-Oxopopulifolic acid] (45) A. brasilienses [39];

A. cymbifera [39]; A. galeata [40]
(5R,8R,95,10R)- 2-Oxo0-ent-15-ethanoyl-3-clerodene
[2-oxodihydrokolavenol acetate] (46) A. galeata [40]
Methyl (5R,8R,9S,10R)-2-0x0-ent-3-cleroden-15-oate
[methyl 2-oxopopulifoloate] (47) A. esperanzae [38]
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Table 2. Cont.

Clerodane Species

(5R,8R,9S5,10R)-2-Ox0-ent-clerod-3,14-dien-13a-ol
[(—)-13-epi-2-Oxokolavelool;

13-epi-roseostachenone] (48) A. chamissonis [41]
Methyl (55,8R,9S,10R)-2-0x0-ent-clerod-3,13-

dien-15-oate (49) A. brasilienses [38]
(5R,8R,9S5,10R)-2-Oxo0-ent-clerod 3,13-dien-15-oic acid

[A"!*-2-Oxokolavenic acid] (50) A. brasilienses [38]
Methyl (5R,8R,9S,10R)-2-ox0-ent-clerod-3,13-dien-

15-oate [methyl AP1-2-0x0kolavenoate] (51) A. esperanzae [38]

(55,85,9R,105)-2-Ox0-ent-clerod-3,13-

dien-15-oic acid (52) A. brasilienses [38]
Methyl (5R,8R,9S,10R)-ent-20-hydroperoxy-3-

cleroden-15-oate (53) A. esperanzae [38]

(5R,8R,9S5,10R)-ent-2a-Hydroperoxy-clerod-3,14-dien

-13a-ol [(-)-2 f-hydroperoxykolavelool] (54) A. chamissonis [41]

Methyl (5R,8R,9S,10R)- ent-2a-hydroperoxy-
clerod-3,13-dien-15-oate (55) A. esperanzae [38]
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Figure 4. Clerodane diterpenoids isolated from Aristolochia species.

33:R=CO,H
27:R=CO,H 34: R= CH,OH
28: R=CH,0H 35:R=CH,0Ac
29: R=CH,0Ac 36: R=CO,Me

30: R=CO,Me
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Figure 5. Clerodane diterpenoids isolated from Aristolochia species, showing oxygened C-2.

42:R'=0H; R*=H PN
R =OH; I 46: R=CH,OAc
43:R'=H; R"=0OH OH 47:R=CO,Me

Furanoditerpene isolated from Aristolochia species

Analgesic and anti-inflammatory activities have been observed for furanoditerpenes [42,43], and their
derivatives also show sedative [42], anticonvulsant [44], and plant growth regulatory activities [45].
Columbin (56) was isolated from A. albida [46] (Fig. 6). The furane group is not fused to other

rings as is commonly found in several furanoditerpenes from natural products or synthesis [47]. It is
the only furanoditerpene found in the genus Aristolochia.
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Figure 6. Furanoditerpene isolated from Aristolochia species.

Labdane derivatives isolated from Aristolochia species

Labdane diterpenoids are fungal growth regulator and plant growth inhibitor [48-50], showing high
antibacterial activity [51]. Commercially, labdanes are used as natural fixatives, modifiers, and lotions
by the perfume industry, and as a flavouring agent in the tobacco industry [52]. Table 3 shows the
labdane diterpenoids isolated from Aristolochia species (57 to 67 in Figure 7). Structures 58 and 59
have been equally named as ent-labd-13-en-8 -ol-15-oic acid [53].

Table 3. Labdane diterpenoids isolated from Aristolochia species.

Labdane Species

(5R,8R,95,108)-ent-Labdan-8 f~hydroxy-15-oic acid (57) 4. galeata [40]
(5R,8R,98,10S5)-ent-Labd-13-en-8 f~-hydroxy-15-oic acid

[A"!*-ent-labd-8 -0l-15-oic acid] (58) A. galeata [40]
(5R,8R,95,108)-ent-Labd-14-en-8 -0l (60) A. cymbifera [40]
(5S,8R,9R,10R)-ent-Labd-14-en-8f,13a-diol (61) not isolated from Aristolochia species [54]
(5R,95,108)-ent-Labd-8(17)-en-15-oic acid (62) A. ringens [55]
(5R,8R,9S5,108)-ent-Labd-8(17),13-dien-15-oic acid

[Copalic acid] (63) A. esperanzae [40]; A. galeata [40]
(5R,8R,9S5,108)-ent-Labd-6 f-hydroxy-8(17),13-dien-

15-oic acid (64) A. esperanzae [40]

Methyl (5R,8R,9S5,108)-ent-labd-8(17),13-dien-15-oate

[Methyl copalate] (65) A. esperanzae [40]

Methyl (5R,8R,9S,108)-ent-labd-6 f-hydroxy-

8(17),13-dien-15-oate (66) A. esperanzae [40]

(5R,108)-ent-Labd-8,14-diene (67) A. cymbifera [40]
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Figure 7. Labdane diterpenoids isolated from Aristolochia species.

63:R'=R>=H

64:R'=0H; R>=H
65: R'=H; R’>=Me
66: R'= OH; R>=Me

3C NMR data of diterpenes

Tables 4 and 5 show the *C NMR data of the diterpenoids 1 to 67. In Table 4 the '>°C NMR data of
17 (in CDCl3) were reassigned and it was proposed a new structure 22 according to >°C NMR data in
CDCls, CsDsN, and DMSO-ds [34] (see Figure 2). The carbon chemical shifts of the kaurane
diterpenoids 1 to 23 are characteristic only at region between oc 38.0 and 42.0 assigned to C-1 and C-
10. The other carbon chemical shifts do not show a characteristic standard for this skeleton type. In
diterpenes 15 and 16 containing double bond between C-15 and C-16, the carbon chemical shifts are
registered near oc 135.0 and 145.0, respectively. On the other hand, the double bond is located
between C-16 and C-17 of 17 to 23 and their carbon chemical shifts are registered near oc 156.0 and
103.0, respectively.



Table 4. >C NMR data (in CDCl;) of diterpenes from Aristolochia species.

Carbon Compound / & (in ppm)
1 2 3 4 6 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18
[56] [13] [31] [13] [28] [57,58] [59] [28] [13] [28] [56] [28] [13] [33] [33]

1 42.0 39.2 40.3 40[.9 40.35 41.1 40.4 39.82 40.4 40.66 41.0 40.73 42.0 39.10 41.13
2 18.6 18.2 18.6 18.6 17.97° 19.8 18.6 18.39° 18.7 19.06 18.5 19.05° 18.6 20.07 19.52
3 42.0 42.0 41.9 42.0 35.55 38.7 42.0 34.33 42.1 38.39 41.9 38.03 43.8 35.00 38.23
4 33.2 33.1 33.2 33.6 38.50 43.9 33.2 48.47 333 43.66 33.2 43.55 33.2 43.60 44.66
5 56.2 56.1° 56.2 56.1° 56.90° 57.0 56.2 56.68° 55.9 56.96 56.1 56.65 55.8 49.80 57.49
6 20.4 20.6 20.4 20.7 20.49 23.0 20.2 20.10 19.3 22.00 19.2 20.70 19.2 19.51 22.28
7 40.3 40.3 42.0 40.4 4231 42.8 41.1 42.02 325 41.52 40.3 39.24 39.2 40.84 41.71
8 45.3 453 44.7 45.1 45.17 45.0 45.4 45.20 43.4 44.51 42.5 48.81 48.8 47.63 44.17
9 56.8 56.0° 56.7 56.0° 56.70° 56.3 559 55.20° 50.8 55.40 55.0 47.57 48.3 47.89 55.55
10 39.3 38.0 394 39.2 39.15 40.1 39.3 39.44 39.2 39.64 394 39.72 394 40.00 40.09
11 18.0 18.5 18.3 18.3 17.93° 19.0 19.3 18.13° 18.2 19.06 18.5 18.75° 18.6 77.52 18.43
12 26.9 31.2 26.3 31.3 26.06 26.8 29.2 26.90 27.0 27.06 29.7 25.31 25.6 33.97 33.53
13 49.0 44.7 45.5 414 48.64 45.9 42.7 48.93 36.0 45.64 47.9 40.92 41.1 44.41 44.28
14 37.7 40.8 37.3 38.1 37.36 37.8 38.6 37.81 36.0 37.88 37.5 43.71 40.4 39.79 40.13
15 58.0 45.0 534 44.7 57.66 53.9 48.9 57.80 65.7 55.54 55.2 135.39 135.7 47.41 49.39
16 79.4 55.9 81.9 45.9 79.16 81.7 66.4 79.29 69.5 89.16 2225 145.82 145.6 15524  156.32
17 24.5 182.5 66.4 14.8 24.05 66.5 50.4 24.47° 59.9 70.05 - 60.63 61.1 104.09  103.69
18 33.5 33.5 33.5 332 26.89 29.3 33.6 24.26° 33.6 28.93 33.6 28.87 35.5 30.08 29.38
19 21.6 21.5 21.5 21.6 64.98 180.1 21.6 205.80 21.6 182.64 21.7 180.90 21.5 184.05  184.00
20 18.0 17.3 17.8 17.4 18.11 16.0 17.8 16.40 17.5 15.74 18.0 15.25 17.6 15.93 16.02
r - - 108.39 - -

2 26.81

3 26.91
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Table 4. Cont.
Carbon Compound / & (in ppm)
19 20 (7) 22 22(P) 22(D) 23 27 27 29 30 30 31 32 33 33
[56] [57] [34] [34] [34] [60] [26] [34] [61] [38] [38] [39] [39] [38] [39]
1 41.3 40.5 39.79 40.9 40.3 38.7 18.3 17.4 17.3 17.5 18.2 17.7 17.6 17.3 18.3
2 18.7 18.3 20.07 19.7 19.0 27.6 26.8 27.6 27.5 27.1 26.8 24.1 24.0 27.5 26.9
3 42.0 35.7 40.84 38.5 37.9 80.6 120.5 120.6 1204 120.0 1204 123.2 123.1 120.5 1204
4 333 39.3 43.60 43.7 42.5 42.7 144.5 1444 1444 143.7 1444 139.9 139.9 144.5 1444
5 56.1 56.9 49.80 49.5 46.3 55.8 38.2 38.3° 38.3 38.0° 38.4 38.5 38.2 38.3" 38.2
6 20.3 20.5 35.00 30.4 29.3 20.1 36.9 36.5 35.9 36.4 36.8 37.8 37.7 36.4° 36.8
7 404 41.7 77.52 76.2 75.0 41.3 27.6 27.0 26.8 26.4 27.5 28.8 28.7 26.9 27.5
8 44.2 44.0 47.63 48.9 48.0 43.9 36.2 36.3 36.1 36.0 36.1 373 37.2 36.4° 36.3
9 56.1 56.2 47.89 474 48.6 55.8 40.0 38.7° 38.1 38.3° 39.9 39.9 39.9 38.4° 38.3
10 39.3 387 40.00 39.5 38.8 39.6 46.4 46.6 46.4 46.1 46.3 44.5 44.5 46.6 46.5
11 18.1 18.2 19.51 18.5 17.7 18.3 35.5 35.1° 35.5 35.0° 354 35.1 35.0 35.0 36.3
12 333 33.2 33.97 34.0 333 33.0 29.5 35.6° 35.4 35.8" 29.4 29.4 29.3 36.9° 35.0
13 44.2 44.2 4441 443 434 439 30.9 31.0 30.6 30.6 31.0 30.9 31.1 164.4 164.6
14 39.9 39.7 39.10 39.1 38.4 38.5 41.6 41.7 36.5 41.0 41.5 41.6 41.5 114.9 114.8
15 49.2 49.1 4741 46.6 45.6 48.8 179.4 179.8 62.8 172.8 173.8 179.4 173.8 172.0 172.1
16 156.0 155.9 155.24 156.2 1554 1554 19.9 19.9 19.6 19.5 19.9 19.8 19.8 19.5 19.5
17 102.8 103.0 104.09 103.6 103.2 103.1 16.0 16.1 15.7 15.5 159 16.0 15.9 15.9 16.0
18 33.7 27.1 30.08 28.6 28.5 22.8 19.9 18.4 18.3 18.0 19.9 33.0 33.0 18.3 20.0
19 21.7 65.6 184.05 178.2 179.0 64.3 18.0 20.0 19.3 19.5 18.0 20.1 19.9 20.0 18.0
20 17.6 18.1 15.93 15.7 15.4 18.3 18.5 18.1 17.8 17.8 18.4 174 17.3 17.9 18.3
Cc=0 178.6
MeCO 20.8
OMe 50.6 513 513
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Table 4. Cont.
Carbon Compound / & (in ppm)
34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

[62] [63] [38] [38] [40] [41] [41] [41] [41] [41] [38] [40] [40] [38] [41]

1 18.37 18.40 17.5 18.6 18.1 29.4 16.2 18.2 27.3% 28.9 35.1° 35.6 35.6 35.6" 34.3%

2 26.98 26.92 27.1 24.1 27.7 125.6 30.3 274 65.6 69.5 199.1 201.2 200.2 200.0 200.5

3 120.52 120.46 120.0 123.3 120.3 171.0 76.2 120.4 122.1 124.4 128.5 125.5 125.5 125.5 127.4
4 144.60  144.50 143.7 139.8 1444 168.7 76.5 144.5 150.1 147.9 168.6 1734 171.0 172.6 172.6

5 38.28 38.30 38.0° 379 38.3 50.6 38.3 38.1 38.0 38.0 38.6° 40.0 38.8 39.9° 39.7

6 36.94 36.99 36.4 37.6" 36.1 34.4 32.4 36.8 36.4 36.5 36.8" 36.0 35.5 34.8° 35.5

7 27.61 27.63 26.4 28.9 26.8 28.3 26.4 26.8 27.2° 27.2 29.0 27.0 26.9 26.9 26.8

8 36.36 36.41 36.0 37.5 36.8 37.1 36.0 36.1 36.3 35.9 37.3 36.1 36.1 36.1 35.8

9 38.72 38.72 38.3° 38.9 38.1 37.5 41.2 38.3 38.9 38.6 39.3¢ 38.6 38.6 38.8" 38.3
10 46.53 46.60 46.0 44.9 46.3 53.9 40.7 46.3 404 45.2 45.7 45.7 457 45.6 45.5
11 36.63 36.72 34.2 35.0 31.8 33.5 322 31.8 31.0 31.8 35.4° 34.9 34.9 34.9° 31.1
12 32.95 32.97 37.7 37.0° 35.2 35.5 35.4 353 36.4 35.2 36.2° 36.0 34.7 35.9° 34.7°
13 14093 143.22 160.8 164.5 73.3 73.0 73.5 73.4 73.2 73.3 30.7 30.8 30.4 30.9 73.0
14 123.13 118.03 114.5 115.1 145.2 144.9 145.0 145.1 146.4 145.0 41.4 41.5 36.9 41.3 144.8
15 59.51 61.44 166.5 172.4 111.6 111.9 111.6 111.8 110.9 111.9 178.7 178.9 63.0 173.4 111.9
16 16.52 16.70 18.5 19.6 27.4 27.8 274 27.7 26.3 27.7 19.9 19.9 19.9 19.8 27.7
17 16.07 15.98 15.5 16.1 15.8 15.0 15.9 15.9 15.8 15.9 16.0 15.7 15.8 15.7 15.6
18 18.45 17.92 18.0 20.0 18.3 11.7 21.3 18.0 17.9 17.7 20.5 18.4 18.5 18.4 18.9°
19 20.03 19.99 19.5 33.2 19.8 16.9 17.2 19.8 18.3 19.9 32.1 18.9 18.7 18.9 18.2°
20 18.07 18.34 17.8 17.9 17.8 18.2 18.5 184 18.3 18.5 18.0 17.9 18.0 18.0 17.9

Cc=0 170.94 178.9
MeCO 20.94 20.8
OMe 50.1 514
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Table 4. Cont.
Carbon Compound / &¢ (in ppm)

49 50 51 54 56 57 58 60 61 (A) 62 63 65 (?) 66 67

[38] [38] [38] [41] [46] [40] [64] [40] [54] [55] [65] [66] [40] [40]
1 35.4° 35.4° 35.6" 22.0 74.18 39.1 39.8 39.0 40.4 33.1 39.1 19.45 43.9 36.9
2 2003 2000 2002 79.2 128.68 18.2 - 18.2 19.0 21.7 19.4 22.36 19.5 19.0
3 128.5 125.3 125.4 1167  136.84  42.1 41.9 41.9 42.7 35.4 42.1 24.51 42.0 41.2
4 167.5 172.3 172.7 1550  80.48 33.1 - 33.3 33.7 39.1 33.6 33.64 34.5 33.2
5 38.6 39.8° 39.9° 37.8 37.16 55.9 56.1 55.8 56.9 36.6 55.5 55.59 57.5 51.8
6 36.7° 34.8° 34.9° 33.2 25.59 18.1 23.5 18.1 21.1 28.6 24.5 32.75 69.4 19.0
7 28.9 26.7 26.9 27.1 17.33 413 44.7 40.5 45.1 37.4 38.3 38.41 47.7 33.5
8 36.6 36.1 36.1 36.4 47.58 73.3 74.4 73.3 73.9 160.6 1483 14817  144.0 125.4
9 39.9° 38.7 38.7° 39.1 35.28 59.3 61.3 58.2 62.3 48.6 56.2 57.20 56.7 140.4
10 45.7 45.6 45.8 40.4 44.49 38.9 39.2 38.8 39.8 40.0 39.7 39.80 40.9 37.2
11 34.0 34.0° 34.0° 30.7 41.90 223 20.5 22.4 20.0 27.5 21.5 38.96 21.6 253
12 36.8° 35.9° 35.9° 36.1 70.66 42.1 44.5 41.9 46.2 29.8 40.1 4221 39.5 41.7
13 160.3 162.6 160.3 73.9 12479 309 163.9 30.9 73.3 30.8 1643  160.69  160.7 31.1
14 115.2 115.1 115.3 1463 10840  40.5 114.7 144.7 147.5 41.4 1146 11573 1152 145.9
15 167.0 171.2 167.1 1112 139.66 17719 171.5 111.8 110.7 179.8 1718 166.40  167.3 112.0
16 19.1 19.3 19.1 25.0 143.96 19.5 19.4 19.5 27.8 19.8 19.2 14.51 19.0 20.0
17 15.9 15.5 15.7 15.6 17548 305 24.0 30.4 24.5 102.5 1064  21.73 110.3 19.4
18 20.5 18.2 18.4 18.3 17237 215 21.5 21.5 33.7 18.2 33.6 25.26 23.6 21.5
19 32.1 18.7 18.9 18.1 27.00 33.3 33.4 33.1 21.8 20.8 21.7 33.64 33.7 33.2
20 17.8 17.6 17.9 18.4 24.31 15.4 - 15.8 15.9 14.5 106.53 17.1 19.3
I 50.8 -
>
3 50.7 50.56 50.8

a, b, and ¢ may be interchanged for the same structure; (*) reassigned °C NMR data in CDCls; (P) "C NMR data in CsDsN; (D) °C NMR data in DMSO-dg; (A) °C

NMR data in Acetone-dg; (?) solvent not informed.
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(-) Date not observed
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Carbon Compound /& (in ppm) Carbon Compound / & (in ppm)
24 25 26 24 25 26
[31] [31] [31]
1 403 40.4 40.4 K - - -
2 18.6 - - 2’ 112.7 112.8 112.5
3 41.9 42.0 42.0 3 143.1 - -
4 33.3 - - 'y 147.5 146.8 146.2
5 56.0 56.1 56.2 4a° - - -
6 20.5 - 20.5 4v° 131.0 - 131.0
7 42.1 42.0 42.0 5 119.2 127.4 119.2
8 44.9 - - 6’ 131.0 130.5 -
9 56.7 56.6 56.5 7 108.0 - 108.0
10 39.4 - - 8’ 156.9 130.2 156.9
11 18.3 - - 8a’ 120.2 128.5 120.2
12 26.3 27.1 27.4 9 121.2 126.5 121.1
13 46.3 46.5 435 10° 145.9 - -
14 37.2 37.5 38.1 102’ - 118.3 119.2
15 53.3 53.4 51.0 11 167.2 167.5 167.2
16 80.1 80.0 - OCH,0 102.4 103.0 102.4
17 69.6 70.2 63.7 OMe 56.2 56.2
18 33.6 33.6 33.6
19 21.5 22.0 21.6
20 17.8 18.0 17.8
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The characteristic carbon chemical shifts for clerodane derivatives (except for 39 and 40) are
observed around oc 120.0-123.0 and 139.0-145.0, which are assigned to C-3 and C-4,
respectively, as shown in Table 4 (see Figures 4 and 5). However, the carbon chemical shift
ranges show higher values when C-2 is oxygened, as is the case of 42 to 55 (Fig. 5). The carbon
chemical shifts around o 38.0—40.0 (assigned to C-5 and C-9) and oc 36.0-38.0 (assigned to C-
6 and C-8) are registered in the '>°C NMR spectra of these compounds. Values close to dc 145.0
and 112.0 are assigned to double bond between C-14 and C-15 in clerodane diterpenoids, as
shown in 38-43, 48, and 54. Besides, the values close to oc 160.0 and 115.0 were assigned to
double bond between C-13 and C-14, respectively, and oc 73.0 for hydroxylated C-13 of these
compounds.

Structure of furanoditerpenes (Figure 6) can be confirmed by carbon chemical shifts at oc
124.79, 108.40, 139.66, and 143.96 assigned to C-13, C-14, C-15, and C-16, respectively for 56.

Despite the fact that 61 was not isolated from Aristolochia species its stereochemistry is close
to the one of 59 (see Figure 7). Thus, °C NMR data of 61 were included in Table 4 to provide
insights about the corresponding data of 59. The carbon chemical shifts close to oc 145.0 and
112.0 are assigned to double bond between C-14 and C-15 in labdanes, as shown in Table 4 for
60, 61, and 67. Values close to oc 160.0 and 115.0 can be assigned to double bond between C-13
and C-14 in 58 and 63-66.

Table 5 shows the °C NMR data of the substituted kaurane diterpenoids 24 to 26 (see Figure
3). These compounds present an aristolochic acid derivative bound to a kaurane diterpenoids at
O-16 (for 24 and 25) and O-17 (for 26). Some carbon chemical shifts were not observed in the
C NMR data of 25 and 26. As it would be expected only the carbon chemical shifts of C-13 to
C-17 of 26 are different when comparing to 24 and 25.
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Abstract: This work describes the configurational and conformational analyses of 1,6,7-
triacetoxy-8,13-epoxy-14-labden-11-one, a labdane diterpenoid isolated from Plectranthus
ornatus. Its relative stereochemistry was previously proposed by comparison with 'H and *C
NMR data of forskolin (2); however, the configurations of C-8 and C-13 have not been
confirmed. Correlations between *C NMR experimental data and HF/6-31G* calculated values
of carbon chemical shifts were performed for configurational and conformational analyses. This
procedure was formerly applied to the configurational analysis of 2. Among the seven different
forskolin-type structures investigated, the *C NMR data of 2 correlated best with those with the
same stereochemistry of 2 described in the literature. Thus, the same procedure was considered
valid for configurational analysis of the labdane diterpenoid isolated from P. ornatus. The
relative stereochemistry of this compound based on theoretical calculations was similar to the
structure previously proposed, but the best results were obtained considering configurational

inversion at C-13.
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1. Introduction

Plectranthus ornatus Codd. (Lamiaceae) is popularly used in Brazil to treat digestive problems as a substitute
of species P. barbatus [1]. Previous studies on the secondary metabolites of P. ornatus Codd. (syn.: Coleus comosus
Hochst. Ex Giirke) reported the isolation of labdane and clerodane derivatives [2,3]. A labdane diterpenoid structure
belonging to the normal-labdane series according to NMR analyses was previously isolated from P. ornatus [2].
Structure 1 was proposed for this labdane diterpenoid considering the stereochemistry of forskolin (2) and related
diterpenoids (Figure 1) [4]. The last compound was isolated from P. barbatus Andr. (syn.: Coleus barbatus and
Coleus forskohlii Briq.), which shows a diversity of pharmacological properties related to the activation of adenyl
cyclase, thus, modulating cAMP levels [5]. For example, the activation of adenyl cyclase can stimulate gastric

secretions and the presence of 2 in P. barbatus may explain its use in the popular treatment of digestive disorders.

Although the 1D ('H and "*C) and 2D (‘H-'H COSY, 'H-">C HSQC, and 'H-">C HMBC)
NMR analyses of the labdane diterpenoid isolated from P. ornatus are in agreement for 1, the
configurations of C-8 and C-13 have not been confirmed. The stereochemistry of the forskolin
derivatives is normally deduced by NOESY experiment [6-9] and the exciton chirality circular

dichroism method [6]. The R configuration of C-13 in these forskolin-type skeletons was
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confirmed by NOESY experiments based on correlations between the signals attributed to H-16
and H-17. However, in the case of the labdane diterpenoid isolated from P. ornatus, NOESY
correlations between H-16 and H-17 were not observed. The signal at oy 1.52 (H-17) shows
NOESY correlations only with the signal at oy 2.66-2.60 (H-12, /H-12p). The signal at oy 1.23

(H-16) shows NOESY correlations only with the signals at Jf 2.66-2.60 and 5.95 (H-14) [2].

Therefore, the present work describes the configurational and conformational analyses of
the labdane diterpenoid isolated from P. ornatus based on correlations between °C NMR data
and calculated carbon chemical shift values. Geometry optimizations and carbon chemical shift
calculations were performed using HF [10] and DFT [11] methods. This procedure has been
efficiently employed in the structural determination of diterpenoids [12] and other organic
compounds [13,14]. Correlations between calculated and experimental chemical shifts from *C
NMR data of 2 were considered a validation criterion of this procedure in the configurational

determination of the labdane diterpenoid isolated from P. ornatus.

2. Materials and Methodology

Theoretical studies were carried out using software package GAUSSIANO3 [15]. Spatial
arrangements determined by NMR data were used as initial models in geometry optimization
calculations. HF and DFT geometry optimizations were performed using the geometries
previously obtained by the PM3 semi-empirical method [16]. BLYP functional with standard
Pople’s split valence 6-31G* base set [17-21] was used in DFT calculations. The optimized
geometries were characterized as true minima on the potential energy surface (PES) when all
harmonic frequencies were real. The electronic-nuclear energies (£) were calculated by HF and

DFT methods. HF/6-31G* and DFT/BLYP/6-31G* optimized geometries were used in carbon
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chemical shift calculations at the same levels of theory. Calculated carbon chemical shifts (o)

were obtained in relation to the corresponding HF/6-31G* and DFT/BLYP/6-31G* calculated

values for tetramethylsilane (o, 208.21 and 186.8, respectively).
Correlations between oC values and experimental carbon chemical shifts (oc) were
obtained using software package Origin™ Standard 7.5; o, and &, values were plotted on the x

and y axes, respectively. Correlation curves were given as linear fits with correlation coefficients

(R?) and standard deviations (SD) furnished by the program.

3. Results and Discussion

Initially, HF/6-31G* and DFT/BLYP/6-31G* geometry optimizations for structures in the
gaseous phase were carried out for 2 and its six configurational derivatives at C-7, C-8, and C-13
(Figure 2). Structures 2(C7,C8,C13) and 2(C8,C13) have the highest and lowest energies,
respectively (Table 1). The energy difference between these structures (AE = 8.50 kcal/mol) is
very small and all structures are thermodynamically probable. All structures present rings A and
B in the chair conformation, ring conjunction as trans-form for A/B, and stabilized by a
hydrogen bond between the hydrogen of the hydroxyl group at C-9 and the oxygen at C-1.

Structures 2, 2(C7), 2(C7,C13), and 2(C13) show ring C as a chair conformation with
lower energy in relation to the boat conformation (AE = Echair) — Epoary < -1.0 kcal/mol). On the
other hand, 2(C8), 2(C8,C13), and 2(C7,C8,C13) show ring C in a boat conformation and
present a higher energy difference in relation to the one in chair conformation (AE = Epoar) —
Echairy ~ -4.5 kcal/mol). As a result, the structures with configurational inversion of C-8 show

ring C in a boat conformation, ring conjunction as cis-form for B/C, and C-17 is in the equatorial



222

position on ring B. There is a hydrogen bond between the hydroxyl group at C-6 and the oxygen
atoms of the acetate group at C-7 in 2, 2(C8), 2(C13), and 2(C8,C13). As 2(C8) and 2(C8,C13)
show the highest energy values in Table 1, this hydrogen bond is not a significant interaction in
their conformational analyses.

Table 1 also shows the linear fits (R?) and standard deviations (SD) obtained from the
correlations between the °C NMR data of 2 and HF/6-31G* calculated carbon chemical shifts of
2 and its configurational derivatives for optimized geometries in the same level of theory.
Correlations for 2 show the highest R* (0.9971) and lowest SD (3.89) values (see Figure 3). The
plots of the carbonyl (o¢ 205.0; C-11) and alkenyl (o 146.3 and 112.8, for C-14 and C-15,
respectively) groups show higher deviations in relation to a linear fit curve. These deviations
may be attributed to interactions between the solvent and n-systems that were not considered in
the theoretical calculations [22].

Thus, the best correlations are verified between the experimental >*C NMR data of 2 and
HF/6-31G* calculated carbon chemical shifts of 2, which agree with the structure proposed in
the literature. As a consequence, this procedure may also be considered valid to determine the
configuration of the labdane diterpenoid isolated from P. ormatus. Similar theoretical
investigations were performed for 1 and its six corresponding configurational derivatives, i.e.
1(C7), 1(C8), 1(C13), 1(C7,C13), 1(C8,C13), and 1(C7,C8,C13), as shown in Figure 2.

HF/6-31G* geometry optimizations and carbon chemical shift calculations were
performed for 1 and its configurational derivatives. The conformational analyses of these
structures are similar to those of 2 and its derivatives. Ring A and B are in chair conformations in
all structures. The energy difference between the chair and the boat conformations of ring A is
high (AE = Echair) — Eboar) ~ -14.0 kcal/mol). Structures 1, 1(C7), 1(C13), and 1(C7,C13) present
ring C in a chair conformation. For these structures, the energy difference between the chair and

the boat conformations of ring C is small (AE = E(chair) — Eboary < -1.0 kcal/mol). On the other
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hand, ring C of 1(C8), 1(C8,C13), and 1(C7,C8,C13) is in a boat conformation. The energy
difference between the chair and the boat conformations of ring C of the latter is high (AE =
Evoaty — E(chair) ~ -22.0 kcal/mol).

Table 2 shows HF/6-31G* calculated energies (£) of the optimized geometries of 1 and its
configurational derivatives. 1(C8,C13) and 1(C8) show the lowest and the highest energies,
respectively. The energy difference between these structures (AE = Eycsc13) — E1cg) = -25.88
kcal/mol) is sufficiently high to favor mainly the formation of 1(C8,C13). However this structure
shows cis-fusion for rings B/C with C-17 and C-14 on opposite sides of ring C plane (a- and -
positions, respectively). This geometry does not allow the NOESY correlation to be observed
between H-17 and H-14, which has been experimentally observed for the labdane diterpenoid
isolated from P. ornatus.

Correlations between the experimental ?C NMR data of the labdane diterpenoid isolated
from P. ornatus and HF/6-31G* calculated carbon chemical shifts of 1 and its configurational
derivatives were obtained for optimized geometries in the same level of theory (Table 2).
Correlations for 1(C13) show the highest R? (0.9993) and the lowest SD (2.09) values (as shown
in Figure 4). The stereochemistry of 1(C13) shows C-13 in the S configuration and agrees with
the NOESY correlation between the signal of H-16 only with the signal of H-14 observed for the
labdane diterpenoid isolated from P. ornatus [2].

Moreover, this compound also shows a correlation between the signals of H-12 and H-17
in the NOESY contour map. The boat conformation of ring C was previously proposed to justify
this NOESY correlation for the forskolin-type skeleton [9]. However, the crystal structure of
forskolin derivatives indicates that ring C [9] is in the chair conformation. In the case of 1(C13),
the calculated distances between H-17 and H-124 are 1.759 and 3.415 A for the boat and chair
conformations, respectively. Therefore, both conformations of ring C of 1(C13) allow NOESY

correlations involving H-17 and H-124. In addition, these conformations of ring C may equally
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exist for 1(C13) in solution, considering the low calculated energy difference (AE = E(chair) —
Ewoary < -1.0 kcal/mol). Thus, the correct relative stereochemistry of the labdane diterpenoid
isolated from P. ornatus is 1(C-13), as shown in Figure 2.

The DFT/BLYP/6-31G* method was also employed in geometry optimizations and
calculations of carbon chemical shifts. The energy and chemical shift values calculated by the
DFT/BLYP/6-31G* method agree with the HF/6-31G* calculated values. These values are

shown as supplementary material.

4. Conclusion

Theoretical investigations on the chemical properties of organic compounds have grown
quickly in the last years. However, relatively few works have employed theoretical calculations
of NMR data to investigate configurational analysis of organic compounds. Initially, correlations
between *C NMR data of forskolin and calculated carbon chemical shifts of forskolin (2) and
six different forskolin-type structures were performed. The best correlations were verified
between °C NMR data of 2 and HF/6-31G* calculated carbon chemical shifts of 2. Thus, this
procedure was considered valid to determine the relative configuration of the labdane
diterpenoid isolated from P. ornatus.

Among the different structures investigated, the ?°C NMR data of the labdane diterpenoid
isolated from P. ornatus showed the best correlation with 1(C13). The stereochemistry of this
structure is an epimer of the structure previously proposed (1). In contrast, 1(C13) shows
configurational inversion at C-13 (S configuration) in relation to 1 (with R configuration of C-

13). Thus, carbon chemical shift calculations may be an efficient alternative for the
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configurational and conformational analyses of organic compounds, mainly when experimental

data are insufficient or do not exist.

Supplementary Material

Tables with the geometric parameters, figures with liner fit curves, and other results of all

the optimized structures considered in this work are available from the authors upon request.
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Figure 1. Chemical structure previously proposed to the labdane diterpenoid isolated from P.

ornatus (1) based on the stereochemistry of forskolin (2).
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Figure 2. Chemical structure of derivatives of 1 and 2, including the new relative configuration

determined for labdane diterpenoid isolated from P. ornatus, 1(C13).
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Figure 3. Correlations between °C NMR data of 2 and HF/6-31G* calculated carbon chemical

shifts of 2 (structure in the gaseous phase).
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Figure 4. Correlations between “C NMR data of the labdane diterpenoid isolated from P.
ornatus and HF/6-31G* calculated carbon chemical shifts of 1(C13) (structure in the gaseous

phase).
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Table 1. Electronic-nuclear energies (E) of the optimized geometries of 2 and its configurational
derivatives, including values of linear fit (R?) and standard deviation (SD) obtained for the
correlations between °C NMR data of 2 and their calculated carbon chemical shifts (HF/6-31G*

calculations performed for structures in the gaseous phase)

Structure E (in Hartree) R’ SD
2 -1376.87459459 0.9971 3.89
2(C7) -1376.87303568 0.9963 4.41
2(C8) -1376.86957667 0.9969 4.06
2(C13) -1376.87732036 0.9966 4.19
2(C7,C13) -1376.87550541 0.9957 4.76
2(C8,C13) -1376.86391870 0.9951 5.08

2(C7,C8,C13) -1376.87746603 0.9953 5.08
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Table 2. Electronic-nuclear energies (E) of the optimized geometries of 1 and its configurational
derivatives, including values of linear fit (R?) and standard deviation (SD) obtained for the
correlations between °C NMR data of the labdane diterpenoid isolated from P. ornatus and their
calculated carbon chemical shifts (HF/6-31G* calculations performed for structures in the

gaseous phase)

Structure E (in Hartree) R’ SD
1 -1605.59146801 0.9990 2.48
1(C7) -1605.60387157 0.9983 3.33
1(C8) -1605.58344451 0.9977 3.82
1(C13) -1605.59510402 0.9993 2.09
1(C7,C13) -1605.60784949 0.9984 3.19
1(C8,C13) -1605.62468041 0.9973 4.13

1(C7,C8,C13) -1605.62211270 0.9969 4.40




