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RESUMO

A espécie Aristolochia esperanzae € utilizada amplamente para o tratamento de doencas reumaticas.
Este trabalho descreve o isolamento por técnicas cromatograficas e caracterizacdo de metabdlitos
secundarios de cascas do caule desta planta e a determinacdo estrutural dos fitoconstituintes
isolados. Das fraces menos polares, obtidas apds refracionamento cromatogréafico do extrato
etandlico das cascas do caule, foram isoladas lignanas, &cidos aristoléchicos, aristolactamas,
diterpenos e triterpenos, relatados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa. Neste trabalho, deu-
se continuidade ao estudo, sendo que, das fracGes de média polaridade, foram isoladas duas
lignanas (a-cubebina e p-cubebina), um 4acido aristoléchico (&cido 3-hidroxi-4-metoxi-10-
nitrofenantreno-1-carboxilico) e dois derivados fenolicos diméricos (2,2',6,6'-tetra-terc-butil-4,4'-
etilenodifenol e 5,5 -di-hidroxi-1H,1H"-2,2"-biindeno-1,1"-diona). A andlise estrutural dos
compostos envolveu principalmente técnicas de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de
carbono-13, HSQC, HMBC, NOESY e COSY. O &cido aristolochico e a cetona dimérica ndo
apresentam registros de isolamento na literatura, sendo, portanto, inéditos. A analise estrutural
destes compostos e de triterpenos pentaciclicos foi realizada também por técnicas de modelagem

molecular e quimica computacional.
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ABSTRACT

The species Aristolochia esperanzae is widely used for the treatment of rheumatic diseases. This
work describes the chromatographic isolation of the chemical constituents of the stem bark of this
plant and structural analysis of the obtained phytochemicals. Chromatographic fractionation of less
polar fractions of the ethanolic extract provides lignans, aristolochic acids, aristolactams,
diterpenes, and triterpenes which were previously reported by the our research group. In this present
work, the phytochemical study of medium polarity fractions was carried out, providing lignans (a-
and f-cubebin), aristolochic acid (3-hydroxy-4-methoxy-10-nitrofenantreno 1 - carboxylic) and
phenol derivatives dimer (2,2', 6,6'-tetra-tert-butyl-4,4'-etilenodifenol and 5,5'-dihydroxy-1H, 1H'-2,
2'-biindeno-1,1'-dione). Structural analysis of these compounds was mainly based on nuclear
magnetic resonance of hydrogen and carbon-13, HSQC, HMBC, NOESY, and COSY techniques.
Aristolochic acid and ketone dimer have not been recorded in the literature, being then new
compounds. Structural analysis of these compounds and pentacyclic triterpenes was also performed

by molecular modeling techniques.
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OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo principal realizar o estudo fitoquimico das fracdes de média
polaridade obtidas do extrato etandlico das cascas de Aristolochia esperanzae. Para a analise
estrutural dos fitoconstituintes foi proposto o uso das técnicas de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono-13, HSQC, HMBC, NOESY e COSY, além de técnicas de modelagem
molecular.

O uso de metodologia teodrica foi proposto para determinacdo configuracional e
conformacional das estruturas dos fitoconstituintes isolados. Neste estudo, correlagdes entre dados
experimentais de RMN de **C e valores calculados de deslocamento quimico foram consideradas.
Otimizacdes de geometria e célculos de deslocamento quimico foram realizados usando métodos
HF e DFT.
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Capitulo I:

A espécie Aristolochia esperanzae
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I. 1. A familia Aristolochiaceae

A familia Aristolochiaceae, uma das familias mais primitivas de Angiospermae, pertence a
superordem Magnoliiflorae. Essa familia é subdividida em duas subfamilias e cinco tribos, sendo
constituida por sete géneros (Apama, Aristolochia, Asarum, Euglypha, Holostylis, Saruma e
Thottea) com cerca de 400 espécies.’ A familia Aristolochiaceae tem despertado o interesse de
muitos pesquisadores devido a suas espécies apresentarem um amplo espectro de atividades
biol6gicas, dentre as quais pode-se citar as atividades sedativa, antitérmica, estomacal,
contraceptiva, abortiva, anti-inflamatoria, depurativa, diurética, emenagoga, antirreumatica,

antisséptica e antiofidica.>®

1.2. O Género Aristolochia

O género Aristolochia é constituido por espécies exdticas, cujo relato de propriedades
medicinais é observado desde os povos da antiguidade. Dentre essas propriedades, destacam-se a
acdo tonica excitante, atuacdo direta nas contracBes uterinas, neutralizacdo de venenos ofidicos e
contra amenorréia.® Na jardinocultura, espécies do género Aristolochia sdo utilizadas para
ornamentacao apresentando caracteristicas desejaveis como reproducdo através de sementes e facil
cultivo. Algumas espécies apresentam flores belas e outras, odores nauseabundos. 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 e
trepadeiras, com distribuicdo predominantemente tropical. Cerca de 90 espécies desse género sao
encontradas no Brasil®. As espécies desse género apresentam grande dispersao geografica e, na flora
brasileira, apresentam numerosos e belos representantes.’

O género Aristolochia tem sido documentado quimicamente desde 1951,° revelando uma
quimica bastante variada. Os principais metabdlitos secundarios isolados de espécies desse género
sdo terpenoides, lignoides, alcaloides e &cidos graxos e seus derivados.! O género Aristolochia
caracteriza-se também pela variedade de derivados nitrogenados encontrados em varias de suas
espécies. Os diferentes acidos aristoldchicos, de natureza nitrofenantrénica, ocorrem na maioria das

910 Esses  4cidos

vezes acompanhados pelas lactamas correspondentes, as aristolactamas.
aristolochicos e aristolactamas, cujas estruturas basicas sdo mostradas na Fig. 1.1, podem ser

oxigenados em diferentes posi¢des, levando a uma enorme variagcdo no padréo de substituicdo
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dessas substancias. Adicionalmente, alguns derivados podem ndo apresentar o grupo nitro na

posicdo C-10.!

Acido aristol6quico Aristolactama

Figura 1.1. Esqueleto béasico de acidos aristoldchicos e aristolactamas isolados de espécies do
género Aristolochia.

Em funcdo do amplo espectro de classes de substancias biologicamente importantes
encontradas em espécies do género Aristolochia, justifica-se o estudo fitoquimico de suas espécies

para explorar ainda mais o potencial quimico de seus produtos naturais.

1.3. Sobre doencas reumaticas

As varias definicBes de Artrite Reumatoide (AR) sdo unanimes em considera-la como uma
doenca inflamatéria cronica de etiologia desconhecida, ocorrendo em todas as idades e
apresentando, como manifestacdo predominante, o envolvimento repetido e habitualmente cronico
das estruturas articulares e periarticulares. Contudo, pode afetar o tecido conjuntivo em qualquer
parte do organismo e originar as mais variadas manifestacdes sistémicas. ’

A AR tem na maioria das vezes um inicio insidioso, lento e progressivo e, apesar de ser de
etiologia desconhecida, acredita-se que exista uma contribuicdo de varios fatores para o seu
aparecimento, nomeadamente genéticos, imunoldgicos, ambientais e hormonais.*> O envolvimento
articular é geralmente simétrico, acompanhando-se por limitagdo progressiva da mobilidade
articular e atrofia dos grupos musculares relacionados com as articulacGes atingidas.

A dor articular esta associada a rigidez articular matinal, outro dos sintomas frequentemente
presentes, geralmente com uma durac&o superior a 30 min, afetando todas as articulacdes.™® Assim,
0 impacto da AR como doenca cronica é extremamente abrangente. A sua progressdo leva a

destruicdo articular e resultante incapacidade, interferindo ndo sO6 nas atividades diarias do
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individuo afetado.***® Além disso, também ocasiona perturbacdes psicoldgicas e sociais e altera 0
bem estar e a qualidade de vida, que sdo modificados em fungdo dos sintomas, dos tratamentos e
das limitacdes que a doenca acarreta.™®

As drogas usadas no tratamento de AR aliviam a dor, reduzem os danos as articulagcdes ou
modificam o curso da doenga. Os anti-inflamatdrios 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-
modulatdrias (anti-malaricos, metotrexate, sais de ouro, azatioprina e ciclosporina A) apresentam
acdo lenta na remissdo da atividade da doenca.'’'® Essas drogas promovem indisposicdes
estomacais e até Ulceras hemorragicas. Os glicocorticoides reduzem as inflamagdes, porém
apresentam efeitos adversos graves. Historicamente, trés medicamentos surgiram como grandes
inovadores no tratamento de artrite: Vioxx, Bextra e Celebra.'® Essas drogas seletivas atuam na
inibicdo de enzimas Cox-2 associadas a processos inflamatdrios e apresentam o beneficio de ndo
afetar o aparelho digestivo. Entretanto, estudos demonstraram elevada incidéncia de doengas
cardiovasculares em decorréncia do uso do medicamento Vioxx. Assim, o FDA (Food and Drug
Administration) determinou a retirada deste medicamento do mercado. Os medicamentos Celebra e
Bextra sdo disponibilizados no mercado farmacéutico. Recentemente, surgiram novas opgoes
medicamentosas como Arcoxia e Prexige que apresentam também gastroprotecdo. Entretanto,
estudos clinicos indicaram risco de doencas cardiovasculares pelo uso das alternativas
medicamentosas disponiveis no mercado farmacéutico para o tratamento de AR. Em funcdo disso,
6rgdos de controle e regulacdo estabelecem rigorosos critérios para formulacdo, indicacdo e
consumo de tais medicamentos.™

Na busca de novas alternativas medicamentosas que promovam menores efeitos colaterais ao
tratamento de AR, nosso grupo de pesquisas tem realizado levantamentos etnofarmacoldgicos sobre
Aristolochia esperanzae Kuntze (cip6 mil-homens). Essa espécie é encontrada no cerrado de Minas

Gerais, sendo muito empregada no tratamento de reumatismo na medicina popular desta regido."*
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1.4. A espécie Aristolochia esperanzae

A planta apresenta caules adultos lenhosos, recobertos de camada de cortex rimuloso, flores
axilares e solitarias, de coloracdo verde-amarelado até alvacento-amarelado, com nervuras,

venulagdes e maculas avermelhadas, conforme mostrados na Figura 1.2.

S

A espécie Aristolochia esperanzae € encontrada no Brasil, Paraguai, Bolivia e Norte da
Argentina.” A Tabela 1.1 (p. 20) apresenta a classificagio taxondmica da espécie Aristolochia
esperanzae.*° Essa espécie apresenta como sinonimia Aristolochia boliviensis O. Kuntze?, sendo
conhecida popularmente como mil-homens, papo-de-peru, papo-de-peru-do-middo, jarrinha,
angelico, anhangéa-potira, cassad, cipd cassal, cipd-mil-homens, jarro, milhomens, urubu-caa e,

ainda, como papito nos paises de lingua espanhola.’
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Tabela I.1. Classificacdo taxonémica da espécie Aristolochia esperanzae

Classe Magnoliopsida (Angiospermae)
Subclasse Magnolidae (Dicotyledoneae)
Superordem Magnoliiflorae

Familia Aristolochiaceae

Género Aristolochia

Espécie A. esperanzae Kuntze

1.5. Estudos quimicos sobre Aristolochia esperanzae

O interesse no estudo fitoquimico dessa espécie deve-se ao uso popular em Minas Gerais no
tratamento de doencas reumaticas em geral, justificando-se por registros em literatura do uso
popular de muitas espécies do género Aristolochia no tratamento de doengas tanto reumaticas
quanto inflamatérias.>* Diterpenos, triterpenos, lignoides e constituintes nitrogenados de natureza

ndo alcaloidica foram isolados anteriormente das folhas e raizes de A. esperanzae.’

1.5.1. Constituintes diterpénicos

Vérios compostos diterpénicos foram isolados de Aristolochia esperanzae. A maioria dos
diterpenoides deriva-se dos esqueletos clerodanicos e labdanicos (Figura 1.3). A Tabela 1.2 (p.21) e
a Figura 1.4 (p. 21) apresentam os diterpenoides isolados de A. esperanzae.

15

clerodano labdano

Figura 1.3. Estrutura basica das classes de diterpenos isolados de Aristolochia esperanzae.
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Tabela 1.2. Diterpenos isolados da espécie Aristolochia esperanzae

(5R,8R,9S,10R)-ent-3-Cleroden-15-o0ato de metila (populifoloato de metila) (1)%
(5R,8R,9S,10R)-ent-clerod-3,13-dien-15-o0ato de metila (2)%
(5R,8R,9S,10R)-2-0x0-ent-3-cleroden-15-oato de metila (3)?
(5R,8R,9S,10R)-2-0x0-ent-clerod-3,13-dien-15-oato de metila(4)?

(5R,8R,9S,10R)-ent-2a-hidroperoxi- 3-cleroden-15-o0ato de metila (5)*
(5R,8R,9S,10R)-ent-2a-hidroperoxi-clerod-3,13-dien-15-o0ato de metila (6)*
Acido (5R,9S,10S)-ent-labd-8(17),13-dien-15-6ico (7)*

Acido (5R,9S,105)-ent-labd-64-hidroxi-8(17),13-dien-15-6ico (8)*
(5R,8R,9S,10S)-ent-labd-8(17),13-dien-15-o0ato de metila (9)*
(5R,9S,10S)-ent-labd-64-hidroxi-8(17),13-dien-15-0ato de metila (10)*

HOO

7R=RZ2=H

8 RI=OHR?=H

9 R=H RZ2=Me
10 R'= OH R? = Me

Figura 1.4. Diterpenos isolados da espécie Aristolochia esperanzae.
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1.5.2. Constituintes triterpénicos

O isolamento de triterpenos é frequente na espécie Aristolochia esperanzae,® sendo
representados pelos compostos mostrados na Figura 1.5.

HO
HO

[S-Friedelinol

HO!

Friedelina

" Acido ursélico

Figura 1.5. Triterpenos isolados da espécie Aristolochia esperanzae.

1.5.3. Constituintes Lignoides

Na espécie Aristolochia esperanzae sdo encontrados lignoides dos tipos dibenzilbutirolactona

22,23,25

e furofurano, como descritos na Figura 1.6.

Figura 1.6. Lignanas isoladas da espécie Aristolochia esperanzae.

22



1.5.4 Constituintes nitrogenados de natureza nédo-alcaloidica

O género Aristolochia caracteriza-se pela variedade de derivados nitrogenados encontrados
em varias de suas especies. Os diferentes acidos aristolochicos, de natureza nitrofenantrénica,
ocorrem na maioria das vezes acompanhados pelas lactamas correspondentes, as aristolactamas. As

estruturas dos &cidos aristoléchicos isolados de A. esperanzae séo apresentados na Figura 1.7.2%%%

< O COOH < ‘ COOH < O COOH
. O h . O h . O h
‘ O/ CH 3 ‘ H3C O ‘
e COOH O ‘ COOH 0O O COOH
< < < NO.
, NO, O ! NO, o O 7
HO ‘ HsCO l OCH; HO I OCH;z

Figura 1.7. Acidos aristolochicos isolados da espécie Aristolochia esperanzae.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa estudou as fracBes pouco polares obtidas apos
fracionamento cromatografico do extrato etandlico das cascas do caule dessa espécie,”® resultando

no isolamento dos fitoconstituintes mostrados na Figura 1.8 (p. 24).
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acido populifélico acido 3-oxo-populifélico asarinina o

i o
HO /

HO o COOH

NH NH <
NO
I OH I
aristolactama All aristolactama Ala acido aristolochicolll

GliO
acido aristoléchico | cubebina sitosterol-3-0-8-D-glicopiranosideo

Figura 1.8. Fitoconstituintes isolados recentemente da espécie Aristolochia esperanzae.?®
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Capitulo II:

Modelagem molecular e quimica computacional

25



1.1 Introducéo

Sob 0 nome de Quimica Computacional entende-se, de um modo geral, o dominio dos
métodos computacionais aplicados a Quimica. Nos ultimos 25 anos, muitas das &reas de aplicagdo
da Quimica Computacional apresentaram um desenvolvimento significativo devido ao
aparecimento de novos computadores, de softwares sofisticados e de uma melhor compreensdo dos
principios basicos da ciéncia. O potencial oferecido pela tecnologia recente de hardware e software
teve como consequéncia o desenvolvimento de uma grande variedade de técnicas para célculos
numéricos e simbélicos.*

A modelagem molecular trata do comportamento e da representacdo de sistemas moleculares,
sendo de fundamental importancia o estabelecimento da disposicdo dos atomos e moléculas
objetivando uma descricdo das propriedades da matéria. Assim, a modelagem molecular
compreende um conjunto de métodos que visam entender e prever o comportamento de sistemas
reais,** abrangendo estudos de minimizacdo de energia, analise conformacional e simulagdes de
dinamica molecular, ** dentre outros,*® que objetivam relacionar as propriedades moleculares com a
estrutura molecular.

O estudo de um sistema pela modelagem molecular deve considerar varidveis tais como o
tamanho do sistema, a precisdo dos resultados, bem como hardware e software disponiveis para
realizacdo dos célculos cujo avanco determinou o desenvolvimento da modelagem molecular.

Duas aproximacdes tém sido utilizadas em estudos de modelagem molecular, a saber, a
aproximacdo cléssica, que inclui métodos de dindmica molecular e de mecéanica molecular, e a
aproximacdo quantica, que inclui métodos ab-initio e semi-empiricos.

As bases da interpretacdo de todos os fendbmenos quimicos residem nos principios
unificadores das Mecanicas Quantica, Classica e Estatistica. Essas bases estdo atualmente bem
estabelecidas e conduzem a calculos que englobam problemas consideravelmente importantes como
reatividade quimica, espectroscopia, mecanica e dinamica moleculares. O enorme progresso da
Quimica Computacional nas duas Ultimas décadas foi um fator crucial para o desenvolvimento de
diversas &reas da quimica.®®** Como consequéncia, a Quimica Computacional tornou-se uma
técnica complementar que pode ser utilizada por diferentes pesquisadores nas mais diferentes areas
da ciéncia.’

A modelagem computacional de problemas fisicos e quimicos tem se intensificado

gradativamente nas Ultimas décadas. Os métodos de Quimica Computacional®®

39,40

aplicados a

modelagem molecular®™™ podem ser divididos em dois grandes grupos mostrados no Esquema 11.1.

26



Modelagem Molecular

Métodos Métodos

Classicos Quanticos

Mecanica Molecular
Dinamica Molecular

Métodos Métodos
Semi -empiricos ab-initio
(AM1, PM3, entre (Hartree- -Fock
outros) DFT, entre
outros)

Esquema 11.1. Métodos aplicados & modelagem molecular.

Os métodos quanticos fazem uso da equacdo de Schrodinger e tratam os elétrons
explicitamente. Constituem os métodos mais exatos e mais custosos computacionalmente. Seu uso é
restrito para sistemas com poucos atomos e podem ser sub-divididos em métodos ab-initio, semi-
empiricos e aqueles originarios da Teoria do Funcional de Densidade (Density Functional Theory -
DFT). Os métodos classicos ndo tratam os elétrons explicitamente e fazem uso de parametros
atdbmicos e multi-atbmicos e de equacdes da fisica classica para simular a interacdo entre os atomos.
Estes métodos representam pequeno custo computacional, 0 que permite o tratamento de muitos

atomos.
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I1.2 Métodos Classicos

Como exemplo de metodologia classica, na mecanica molecular as moléculas sdo descritas
simplesmente como uma conexdo de atomos. A metodologia da mecéanica molecular baseia-se na
aproximacdo de que os movimentos dos nucleos e dos elétrons podem ser tratados separadamente,
em funcéo da velocidade dos nucleos ser consideravelmente menor que a velocidade dos elétrons.
Assim, a mecanica molecular caracteriza-se por considerar 0s movimentos nucleares e por tratar 0s
elétrons como causa do campo potencial que age sobre os ndcleos. Na mecénica molecular supde-se
que a densidade eletrbnica ajusta-se instantaneamente a qualquer alteracdo na configuracdo
geométrica dos nucleos, considerando que os ndcleos possuem movimento livre e que todas as
interacdes nucleares sdo aditivas. A superficie de energia potencial descreve a energia de uma
molécula em termos de posi¢Oes nucleares e apresenta minimos locais em relacdo a uma ou
algumas conformagbGes moleculares estveis, sendo a molécula descrita pela estrutura
correspondente ao minimo global da superficie de energia potencial.®® Célculos de mecanica
molecular utilizam uma série de equacOes derivadas empiricamente para a superficie de energia
potencial, cujo formalismo matematico baseia-se em um modelo clé&ssico de estrutura molecular.
Assim, considera-se que as moléculas correspondem a um conjunto de &tomos ligados entre si, por
forcas elasticas ou harmonicas. Tais forcas derivam de funcdes de energia potencial associadas as
contribuicdes estruturais como, por exemplo, comprimentos de ligacdo (r), angulos de ligacéo (6),
angulos diedros (¢) e interagdes ndo ligantes (d). O conjunto dessas fungdes € conhecido como
campo de forca e representa a energia potencial molecular em relagdo a uma geometria de
referéncia, em um determinado sistema de coordenadas.

As expressdes de energia potencial, desenvolvidas para calculos de mecanica molecular, sdo
derivadas de trés tipos basicos de campos de forca, *° chamados de campo de forca central, campo
de forca de valéncia geral e campo de forca de Urey-Bradley. No campo de forca central,
consideram-se apenas as distancias interatbmicas incluindo comprimentos de ligacdo. Nos campos
de forca de valéncia geral, consideram-se comprimentos, angulos de ligacdo e angulos diedros. No
campo de forca de Urey-Bradley, sdo considerados comprimentos, angulos de ligacdo, angulos
diedros, coordenadas de deformacgéo fora do plano e as interacbes entre atomos ligados por um

centro comum.

A energia potencial, U, de uma molécula com N atomos é definida em termos das coordenadas

espaciais de cada nucleo, x;. Dada uma configuracdo com energia Uy, quando as coordenadas
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sofrem pequenas variagdes AXj, a energia associada a este novo arranjo espacial pode ser
determinada a partir de Uy.

Vérios métodos sdo aplicados em mecanica molecular para a localizacdo do minimo da funcgéo
de energia potencial utilizando coordenadas atdbmicas cartesianas. Estes métodos podem ser
agrupados em duas classes.

Os métodos de primeira ordem calculam apenas as primeiras derivadas da funcdo de energia
potencial. Os métodos de segunda ordem calculam as primeiras e segundas derivadas da funcéo de
energia potencial. O objetivo desses métodos consiste em encontrar a coordenada x, onde a energia
(f(x)) € um minimo, partindo de uma coordenada inicial, Xo.

A energia potencial assim obtida pode ser utilizada para calcular os numeros de onda
vibracionais. Os numeros de onda em conjunto com momentos de inércia, calculados a partir da
geometria final, podem ser usados para calcular as contribui¢cGes rotacionais, translacionais e
vibracionais, que sdo utilizadas na avaliacdo das func¢bes termodinamicas para a substancia em
estudo no estado gasoso.

Dentre as razdes pelas quais se justifica 0 emprego de célculos de mecanica molecular,
destaca-se a velocidade com que os célculos sdo realizados. Além disso, a geometria otimizada por
este método é um bom ponto de partida para a realizagdo de célculos quénticos de orbitais
moleculares. Como desvantagem, as técnicas de mecéanica molecular apresentam limitacfes na

determinacdo de propriedades onde os efeitos eletrdnicos predominam.

I1.3 Métodos Quanticos

I1.3.1 Fundamentos de Mecanica Quantica

A matéria constitui-se por uma cole¢do de &tomos interagentes, sujeitos ou ndo a campos
externos. Esse conjunto de atomos pode estar em fase gasosa ou em fase condensada. O tratamento
quantico é o mesmo independente da fase, pois todos os sistemas sdo conjuntos de elétrons e
nucleos interagindo através de forgas Coulombianas eletrostéaticas.

O entendimento do comportamento da matéria em escala atbmica é auxiliado por métodos de
Quimica Computacional baseados no formalismo da Mecéanica Quantica, que busca representar a

estrutura da matéria através da formulacdo em termos da fungdo de onda representada pela equacgao
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de Schrodinger.** Neste contexto, utilizam-se métodos matematicos apropriados para lidar com a
dualidade onda-particula dos elétrons.

Um conceito fundamental para o desenvolvimento da mecénica quantica foi postulado por Niels
Bohr no inicio do século XX: a existéncia de estados estacionarios quantizados para sistemas
atbmicos. Reunindo os conceitos de quantizacdo de energia e de comportamento ondulatério da
matéria, Schrodinger prop6s a equacao capaz de descrever a dindmica dos sistemas eletrénicos. A
interpretagdo probabilistica das solugdes da equacdo de Schrodinger permitiu conhecer as “formas”
geométricas do que hoje se conhece por orbitais atdmicos. A solucdo da equacédo de Schrodinger é
uma funcdo denominada de funcdo de onda, podendo ser obtida para um conjunto restrito de casos.
Para sistemas que contém mais de um elétron, tratamentos mais sofisticados se fazem necessarios.
Diversos métodos de aproximacdo foram propostos com o objetivo de se encontrarem o0s orbitais
eletrbnicos para atomos de muitos elétrons. Dentre eles estdo 0 método de Hartree-Fock e a Teoria
do Funcional de Densidade (DFT). Estes métodos estdo em constante desenvolvimento e sdo
aplicados rotineiramente no estudo da modelagem molecular.

A equacdo de Schrodinger pode ser escrita na forma independente do tempo, passando a ser
assim uma equacdo de operadores, autovalores e autovetores. Do ponto de vista quantico, a
determinacdo de estrutura e propriedades de moléculas se resume a resolucdo da equacdo de
Schrodinger (Hy = Ey), sendo H o operador Hamiltoniano do sistema e y a fungdo de onda do
sistema em analise. O valor da energia que o sistema fornece quando o operador H é aplicado sobre
a fungdo de onda que descreve o sistema, é simbolizado por E. O termo H representa,
matematicamente, 0 movimento e a interagdo das particulas do sistema.*’

Toda a mecanica quantica estd baseada na solucdo da equacdo de Schrédinger, a funcdo de
onda. Assim, faz-se necessario definir quais sdo as condi¢des para que uma funcao seja considerada
aceitavel como solucdo de um problema de mecanica quantica. Alguns postulados sdo utilizados
como critérios para tal definicao.

O postulado | estabelece que qualquer estado de um sistema dinamico contendo N particulas
pode ser descrito por uma fungdo de onda W(x,t) onde x é o vetor de coordenadas dos varios elétrons
gue constituem o sistema e t é o tempo.

O postulado 1l estabelece que a funcao de onda W(x,t) e suas primeira e segunda derivadas
devem ser continuas, finitas e univocas para todos os valores de X.

O postulado 111 estabelece que qualquer quantidade que seja fisicamente observavel pode ser
representada na mecanica quéantica por um operador hermitiano. Um operador hermitiano é um

operador F que satisfaz a seguinte condicao:
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JW1*F W,dx = [W,(F ¥;*)dx onde * indica o conjugado complexo da funcéo de onda.

O postulado 1V estabelece que se W; € uma autofuncgdo de F com o valor f;, entdo uma medida de
F certamente fornecera o valor de f; (F¥ = f; ¥)).

O postulado V estabelece que a média ou valor esperado <F> de qualquer observavel
correspondente a um operador F, é calculada através da formula <F>=[¥*¥,dx = 1.

O postulado VI estabelece que em sistemas finitos, com condicdo de contorno, a fungéo de onda
deve ser nula para funcGes de onda tendendo ao infinito e, em sistemas infinitos (sem condigdes de
contorno), ela deve ser periddica.

Dado que a funcdo de onda satisfaz a todas as restricdes anteriormente apresentadas, entdo o
modulo do quadrado dessa funcdo de onda define a probabilidade da referida particula ser
encontrada em uma dada regido.

Uma funcdo de onda descreve o comportamento de um sistema eletronico. No entanto, ainda
ndo é possivel obter a solucdo exata analitica da equacdo de Schrddinger para um sistema
eletronico. Neste sentido, véarias aproximacdes sdo utilizadas para inferir informacfes sobre
sistemas dos quais ndo se é possivel obter solugdes exatas. O operador Hamiltoniano que aparece na
equacdo de Schrodinger é uma das entidades que mais contém aproximacgdes. Muitos problemas em
quimica quéantica podem ser resolvidos desconsiderando os efeitos relativisticos e considerando que
a equacdo de Schrodinger é independente do tempo. Em sua forma independente do tempo, a

equacdo de Schrodinger pode ser escrita na seguinte forma:

HY = E¥, onde H ¢ o operador hamiltoniano, ¥ ¢ a fungio de onda e E ¢ a energia
total do sistema. Na resolucdo da equacdo de Schrddinger apenas espécies hidrogendides
apresentam solucédo analitica. Para sistema de muitos atomos, o Hamiltoniano ndo-relativistico pode
ser escrito da seguinte forma:

A=Ty+ Te +Vyn +Vne+ Vee + Hmp, Onde
Ty é o termo que trata da energia cinética dos nicleos;
T. éo0termo que trata da energia cinética dos elétrons;
Vnn é 0 termo que trata da repulsdo entre ndcleos;
Vne é 0 termo que trata da atracdo entre elétrons e nicleos;
Vee é 0 termo que trata da repulsio entre elétrons;

ﬁmp é 0 termo que representa a polariza¢do de massa.
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Em geral, o termo de polarizacdo de massa € desprezivel e ndo costuma ser contabilizado na
maioria dos célculos.

A funcdo de onda consiste, portanto, no produto de uma funcao de onda eletrénica por uma
funcéo de onda nuclear, ambas dependentes das posi¢des dos nucleos. Otimizando as coordenadas
dos nucleos, é possivel obter a configuragdo de menor energia, ou seja, a geometria de equilibrio.
As metodologias para resolucao da equacgdo de Schrodinger estacionéria para a funcdo de onda dos
elétrons consistem na denominada teoria de estrutura eletrénica. Assim, o problema é tratado por
métodos que aproximam termos do Hamiltoniano, H =T + U + V/, como a aproximagio de elétrons
n&o interagentes (T = 0), e métodos que aproximam a funcio de onda de muitos elétrons.

Como a equacéo de Schrodinger ndo possui solucdo analitica para sistemas multieletrénicos,
torna-se necessario o0 uso de aproximacGes para torna-la solucionavel para sistemas mais
complexos.* Hartree propds que a funcéo de onda de um atomo multieletrdnico poderia ser escrita
como um produto de func¢Bes de onda de um elétron:

Y =w1y2ys.. yn

Essas fungdes seriam solugdes de um problema de campo central, assim cada elétron estaria
submetido a um campo médio produzido pelos demais elétrons. A funcdo de onda seria melhorada
até que ndo houvesse alteracao entre duas interagdes consecutivas.

O método de Hartree ndo inclui explicitamente o spin na funcdo de onda e ndo obedece ao
principio da antissimetria da funcdo de onda e indistinguibilidade dos elétrons. A construcdo
adequada da funcdo de onda, considerando sua antissimetria, pode ser feita através do uso do
determinante de Slater que corresponde a um produto antissimetrizado das funcdes de um elétron
(os spins-orbitais). Tal funcdo obedece, simultaneamente, ao Principio de exclusdo de Pauli e a
antissimetria da funcdo de onda.

Outra consideracdo utilizada na equagdo de Schrddinger é de que, em funcdo da grande
diferenca entre as massas de nucleos e elétrons, as velocidades de movimento de ndcleos sdo muito
menores que as velocidades dos elétrons, o que indica que a incerteza nas posi¢des dos nucleos seja
muito menor. Assim, obtém-se uma simplificacdo da equacdo de Schrodinger através da chamada
aproximacdo de Born-Oppenheimer. Nesta, ocorre a separacdo dos movimentos nuclear e eletrénico
na qual as posicdes espaciais de todos os nucleos sdo fixas e a equacdo de Schrodinger é resolvida
para os elétrons na presenca do potencial produzido pelos nucleos congelados. Como consequéncia,
a energia cinética dos nucleos é considerada desprezivel e a energia potencial de repulsdo nucleo-
nucleo é constante. Entdo, o Hamiltoniano do sistema, considerando-se a aproximagédo de Born-

Oppenheimer é dado por H = Hee + Vin onde Hee = Te + Ve + Vee. A equagdo de Schrodinger
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toma a forma (Hewe = Eavel), onde as funcdes de onda () dependem somente das coordenadas
dos elétrons e as coordenadas dos nucleos entram como parametros externos a equacao. Para cada
arranjo espacial dos nucleos, existe uma funcéo de onda eletronica diferente. A energia total para
cada um desses arranjos é obtida adicionando-se a energia de repulsdo internuclear a energia
eletronica. Se 0s nucleos estdo submetidos a um potencial gerado pelos elétrons, é
possivel gerar uma superficie de energia potencial resolvendo a equacdo de Schrédinger para cada
configuracdo nuclear. O procedimento numérico da busca de um minimo nessa superficie de
energia potencial é usualmente chamado de otimizacdo de geometria. Apesar da aproximacédo de
Born-Oppenheimer introduzir simplificacbes no calculo do Hamiltoniano, ainda assim ndo é
possivel, com tal ferramenta, calcular exatamente o efeito deste operador em um sistema
polieletronico. Assim, outra aproximacao € realizada, a aproximacédo de campo central, que consiste
em definir um potencial de campo médio. Dessa forma, o potencial percebido pelo i-ésimo elétron é
resultante da distribuicdo média das cargas dos outros N-1 elétrons, combinada a carga nuclear.
Portanto, o termo de repulsdo para i ndo envolve mais um somatorio sobre os demais elétrons
individualmente, mas sim um Unico termo gue considera a densidade de probabilidade de encontrar
a nuvem eletronica de N-1 elétrons em determinada regido. Esta densidade é estimada em ciclos
interativos para cada elétron do sistema. Neste calculo utiliza-se 0 método do campo auto
consistente, (SCF, do inglés, Self-Consistent Field).

11.3.2 Métodos ab-initio

Os métodos ab-initio objetivam a determinacdo de funcGes associadas ao Hamiltoniano
fundamental, sem qualquer parametrizacéo,*® sendo, por isso, considerados teoricamente puros. A
realizacdo de célculos baseados nestes métodos consome, na maioria dos casos, muito tempo.
Entretanto tais métodos conduzem a resultados com alto indice de confiabilidade. Nos métodos ab-
initio os orbitais sdo representados por conjuntos de base através de funcbes necessarias para
acomodar os elétrons de um atomo. Em funcdo da possibilidade de contracdo ou expansdo de
orbitais, utilizam-se mais frequentemente os conjuntos de base de valéncia dividida, nos quais as
fungdes que representam os elétrons de valéncia sdo divididas em dois componentes, um mais

interno e compacto e outro mais externo e difuso. A introducdo de fungdes de numero quantico
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maior nos chamados conjuntos de base de polarizacdo permite que pequenos deslocamentos do
centro de carga eletrdnica em relagdo as posi¢Ges nucleares sejam possiveis. Os conjuntos de base
contendo funcdes difusas representam uma melhor descricdo de sistemas anibnicos e estados
excitados. Estes conjuntos séo obtidos pela adicdo de orbitais s e p muito difusos para melhorar e
descrigdo de pares de elétrons de alta energia.

Os métodos ab-initio objetivam resolver a equagdo de Schrodinger sem fazer uso de quaisquer
parametros além das constantes fisicas fundamentais. A equacdo de Schrédinger independente do
tempo é o pilar da quimica quéntica. A partir de sua resolucdo pode-se encontrar a funcdo de onda e
a energia associadas a determinado sistema molecular. A funcdo de onda contém toda a informacao
que se pode obter para um determinado sistema.

A equacdo de Schrodinger para um sistema de N-elétrons cuja funcdo de onda é escrita na
forma de determinante de Slater origina um sistema de N equacdes monoeletrdnicas, conhecidas
como equacdes de Hartree-Fock, assim descritas:

Fu; = gu;, onde

u; S&0 0s spins orbitais, & € a energia do spin-orbital u;, F é o operador de Fock.

Para a resolucdo das equacdes de Hartree-Fock torna-se necessario o uso de aproximacdes
adicionais. A mais importante delas é a de Born-Oppenheimer, com a qual se escreve a funcgéo de
onda como um produto de uma funcdo eletrénica com uma funcéo nuclear, ¥ = ¥nuc(R)Weret(r;R).

Dessa forma, a fungdo de onda depende das coordenadas nucleares, enquanto a funcéo de
onda eletrbnica tem uma dependéncia explicita das coordenadas eletrdnicas e uma dependéncia
paramétrica das coordenadas nucleares. A aproximacdo de Born-Oppenheimer consiste em
considerar que as funces Wny € Weiet S80 solucBes de duas equacdes de Schrodinger separadas (uma
nuclear e outra eletrénica), o que implica em desconsiderar quaisquer termos de acoplamento dos
estados eletronicos com 0 movimento nuclear. O Hamiltoniano pode ser escrito como a soma de

uma parcela eletronica e outra nuclear (H=Hpy,c + Heler).

11.3.2.1 Método de Hartree-Fock

A fun¢@o de onda W(x) de um sistema multieletrénico pertence a um espaco de dimensao
3N, uma vez que x € 0 vetor de coordenadas de cada elétron no espaco, 0 que evidencia a
complexidade computacional exigida em calculos de mecéanica quantica. Uma aproximagao

utilizada para diminuir os dados a serem computados é o determinante de Slater que reduz uma
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funcéo de onda no espago dimensional 3N a um conjunto de N func¢Ges no espaco tridimensional, 0
que é computacionalmente mais acessivel. Este método tem por objetivo determinar, de forma
aproximada, o estado de menor energia de um sistema de elétrons. Para obter a solu¢cdo aproximada
da equacdo de Schrodinger do estado fundamental do sistema eletrnico, busca-se a funcdo de onda
(w) que minimiza o funcional de energia. A energia minima, conhecida também como energia de
Hartree-Fock (Eng), representa um funcional de orbitais moleculares expressos pela equagéo de

Hartree-Fock, que indica quais orbitais correspondem a valores minimos de Eye.

A aplicacdo do método de Hartree-Fock parte da premissa que os elétrons interagem uns
com o0s outros ignorando a correlacdo eletrénica, o que conduz a consequéncias drasticas nas
interpretacdes das funcbes de onda. Em alguns casos de atomos e moléculas diatdbmicas, a solucéo
das equacdes de Hartree-Fock pode ser obtida por técnicas numéricas. A solucdo sem aproximacgoes
conduz ao limite de Hartree-Fock, podendo-se assim calcular o desvio proveniente da utilizacdo do
determinante de Slater, chamado de Energia de Correlacdo e definido por Ecorr = E — Epp. A
energia E serd maior ou igual a energia exata Eq, que € a energia que seria produzida caso fosse
conhecida a fun¢ao de onda V.

O valor exato da energia Eo é desconhecido. Criando-se diferentes fungdes de onda
aproximadas, a melhor funcdo de onda seré& aquela que produz a menor energia e que, certamente,
estd mais proxima do valor de Eq. Dessa forma, para um sistema de N elétrons que ndo interagem
entre si, mas estdo sob influéncia de um potencial efetivo, os autovalores de menor energia,
correspondem aos estados ocupados e descrevem o estado fundamental eletrénico de uma molécula.
Nos calculos de Eyr, utiliza-se 0 método de campo-auto consistente — SCF (Self Consistent Field)
que busca os orbitais que minimizem a energia do sistema. Neste processo, as equacbes Sao
resolvidas até que a energia se estabilize e a melhor funcdo de onda é obtida de tal forma que a
energia seja um minimo. Esta energia eletronica do sistema é calculada através das equacdes de
Hartree-Fock, nas quais se substituem as repulsdes eletrénicas sofridas por cada elétron por um
campo médio criado pelos outros elétrons do sistema. Entretanto, em sistemas reais, 0s movimentos
eletrbnicos sdo correlacionados de modo a minimizar a repulsdo eletrdnica. A energia eletronica
obtida, somada a energia de repulsdo internuclear, produz a energia total do sistema. Na pratica, as
posicdes nucleares sdo modificadas por algoritmo adequado. A seguir, a equacdo de Schrodinger é
resolvida para os elétrons a cada conjunto de posicdes nucleares. As energias totais correspondentes
a cada conjunto sdo comparadas até que a energia nao varie entre duas estruturas consecutivas,

dentro de um limite pré-determinado.
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Neste modelo, cada elétron é descrito por uma fungdo de onda W, denominada spin-orbital,
fazendo-se necessario no método de Hartree-Fock que as fungdes spin-orbitais sejam ortogonais
umas as outras, restricao esta que deve ser considerada na minimizacdo de energia.

A eficiéncia do método Hartree-Fock depende inicialmente da complexidade do sistema sob
investigagdo e do nivel de aproximagdes realizadas. Um procedimento utilizado para aumento das
velocidades de célculo das integrais de campo auto-consistente corresponde ao emprego de
conjuntos de funcbes de base que representam os orbitais através de combinacdo linear. Como
exemplo de funcdes de base utilizadas frequentemente, tém-se as fun¢des Gaussianas (GTO). A
combinagdo de GTO’s conduz as GTO’s contraidas. Um conjunto de base minimo usa uma unica
GTO contraida para cada orbital atbmico ocupado — seja de caro¢o ou de valéncia. Um conjunto é
de valéncia desdobrada quando utiliza mais de uma GTO contraida para representar os orbitais da
camada de valéncia. Na formacdo de moléculas, a forma dos orbitais atbmicos € distorcida e o
centro de carga deslocado. Para permitir esta polarizacdo, incluem-se fungbes adicionais

provenientes de orbitais oriundos de camadas mais externas que a camada de valéncia.

11.3.3 Meétodos semi-empiricos

Na determinacdo da energia e da funcdo de onda do estado fundamental de um sistema atraves
de métodos ab-initio, envolve-se um grande nimero de integrais, o que traz um alto custo
computacional, sobretudo para sistemas moleculares grandes.

Para contornar estas dificuldades, foram feitas aproximacfes e parametrizagcdes subsequentes
originando os métodos semi-empiricos, cuja importancia esta relacionada a capacidade de prever as
propriedades fisicas e quimicas de um sistema. Nestes métodos, a exatiddo dos resultados depende
dos dados experimentais fornecidos, destacando-se o ganho na velocidade dos calculos. O potencial
dos métodos semi-empiricos ndo reside no rigor tedrico, e sim no fato de que parametros sao
ajustados de forma a reproduzirem propriedades quimicas.

O principal objetivo dos métodos semi-empiricos é o desenvolvimento de um tratamento
guantitativo de propriedades moleculares com precisdo, confiabilidade e custo computacional
suficiente que Ihe confira valor pratico. Estes metodos representam uma abordagem a solucéo das
equac0es de Schrodinger usando simulagdo numeérica e computacional.

O método semi-empirico conhecido como método de Huckel ignora a repulsédo entre os elétrons.

Este método foi desenvolvido na década de 30 com o objetivo de estudar moléculas organicas, para
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as quais a informacgdo quimica esta ligada, sobretudo, aos elétrons de valéncia. O Hamiltoniano é
descrito como H = Hearoe + H ™, 0nde 0 Hamiltoniano do sistema é a soma dos Hamiltonianos dos
elétrons de Huckel (os elétrons de valéncia) e o Hamiltoniano do caroco (nucleo e elétrons internos
do sistema). O Hamiltoniano dos clétrons m escreve-se aproximadamente como a soma dos
Hamiltonianos de cada elétron 1 em um campo efetivo de nticleo e elétrons. Todos os métodos
semi-empiricos negligenciam varias integrais de repulsdo inter-eletrénicas tendo outras
parametrizadas para reproduzir calculos ab-initio.

A determinacdo dos parametros que definem as varias formas de interacao inter-eletronicas e
dos elétrons com os ‘“‘carocos” atdmicos deve ser realizada com base em valores obtidos por
métodos ab-initio.

Em 1985 foi apresentado o método AM1 (Austin Model 1) no qual foram parametrizadas
integrais para os atomos de H, B, C, Si, N, O, S, F, CI, Br, I, Hg e Zn. Em 1989 foi apresentado o
método PM3, no qual se incluiam parametrizacfes do método AM1 (com exce¢do do atomo de B,
ndo parametrizado no método PM3) e parametrizacGes para os atomos de Ge, Sn, P, As, Se, Te, B,
Al, Mg e Cd. Atualmente, os métodos AM1 e PM3 séo os mais utilizados entre todos os métodos
semi-empiricos, sendo que ambos incorporam aproximacdes semelhantes, mas diferem nas suas
parametrizacdes. Dentre os Varios pacotes computacionais que usam 0s métodos semi-empiricos

pode-se citar Hyperchem e Spartan.

11.3.4 Teoria do Funcional de Densidade (Density Functional Theory - DFT)

Um modelo alternativo ao baseado em orbitais moleculares é o modelo do funcional de
densidade (DFT), no qual se considera que a energia de um conjunto de elétrons sob influéncia de
um campo externo € funcional Unico da densidade eletrénica. Nesta teoria usa-se a densidade
eletronica (p) para a descricdo do sistema e a busca por um minimo de energia se faz a partir da
otimizacdo da densidade eletrénica. Esta dependéncia aparece em dois termos da energia eletronica,
chamados de funcional de troca e funcional de correlagdo. Atualmente, um dos modelos mais
utilizados € o modelo do funcional de troca hibrido de Becke e do funcional de correlacdo de Lee-
Yang-Parr (B3LYP), devido a qualidade dos resultados, especialmente para moléculas organicas.

A densidade eletrénica tem sido usada como uma maneira de se extrair informacoes de interesse
em sistemas quimicos e apresenta uma interpretacéo fisica bem estabelecida. A densidade eletrénica

é uma funcdo que fornece a densidade de probabilidade de se encontrar qualquer um dos N elétrons
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de um dado sistema em um volume infinitesimal de espago. A integral da funcdo densidade
eletrdnica por todo o espaco fornece o nimero de elétrons N de um sistema.

A teoria do funcional de densidade** esta baseada em dois teoremas. O teorema de Hohenberg-
Kohn estabelece que para moléculas cujo estado fundamental seja ndo degenerado, a energia do
estado fundamental, a funcdo de onda e todas as propriedades eletrénicas podem ser determinadas
através da densidade eletronica do estado fundamental.

O teorema Variacional de Hohenberg-Kohn estabelece que a energia obtida para uma densidade
eletrbnica € sempre igual ou maior do que a energia do estado fundamental, ou seja, a densidade
eletronica do estado fundamental minimiza o funcional de energia.

Com estes teoremas, torna-se possivel calcular todas as propriedades moleculares do estado
fundamental a partir de po sem usar a fungdo de onda molecular. O calculo de p, e de Ey a partir da
densidade, fornece resultados exatos. Entretanto, o uso de um funcional desconhecido torna
necessario 0 uso de aproximacdes. Considerando um sistema com N elétrons ndo interagentes
submetidos a um potencial externo vs, a densidade eletrnica associada a este potencial (ps) € funcdo
da densidade do estado fundamental, po. As autofuncdes monoeletrénicas para esse Hamiltoniano
sdo os orbitais construidos por um procedimento autoconsistente similar ao método Hartree-Fock.
Para um estado fundamental de camada fechada, os elétrons sdo emparelhados nos orbitais com
dois elétrons de spins opostos em cada orbital espacial. Obtidos os orbitais, determina-se a
densidade eletrdnica. A soma de funcionais relativos as energias cinética e potencial de repulsdo
elétron-elétron resulta na energia de troca e correlacdo. As diferentes formas de estimar a parcela da
energia de troca e correlacdo em relacdo a energia total diferenciam os varios métodos DFT.

O funcional de troca e correlagdo costuma ser arbitrariamente separado em uma parcela de troca
e outra de correlacdo, assim descrito matematicamente: Ey[p] = Ex[p] + Ec[p]. O termo Ex[p]
corresponde a energia de troca e correlacdo de cada elétron, que é dividida também nas parcelas de
troca e correlagéo.

Para uma descricdo mais adequada da densidade eletr6nica, € necessario considerar como sua
variacdo espacial afeta o funcional de troca e correlagdo. Assim, varios métodos sdo propostos
incluindo uma dependéncia do gradiente da densidade eletrdnica na expressdo deste funcional.
Nessa classe de aproximacgOes destaca-se a aproximacdo do gradiente generalizado (GGA —
generalized gradient approximation). As diferentes aproximacgdes de GGA diferem uma das outras
pela forma da funcdo que trata do gradiente da densidade eletrdnica e sdo construidas ajustando

parametros a partir de um conjunto de moléculas teste.
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Um célculo DFT pode ser feito a partir de qualquer combinacéo de um funcional de troca com
um funcional de correlagdo. Um célculo BLYP, por exemplo, usa o funcional de troca chamado
B88 e o funcional de correlacdo LYP. Um dos funcionais mais usados atualmente é o B3LYP que
possui contribuicdes dos funcionais de troca B88, da energia de troca calculada pelo método
Hartree-Fock, e dos funcionais de correlagdo VWN e LYP. A teoria do funcional de densidade
difere do método Hartree-Fock em diversos aspectos, dentre eles:

- a minimizacdo de energia é realizada em relacdo a densidade, enquanto no método HF a
minimizacao é orbital,

- melhor incorporacdo dos efeitos de troca e correlacdo, pois 0 método HF é aproximado por
definicdo e contém apenas os efeitos de troca;

- 0 custo computacional em calculos de DFT, com potencial efetivo local, é inferior aqueles

executados em métodos HF, pois o potencial de Fock depende de orbitais em posicdes distintas.

I1.4 Modelos continuos do solvente: a interacdo soluto-solvente.

O forte desenvolvimento de céalculos de estrutura eletrdnica ab-initio tornou possivel a

4548 o o forte crescimento da atividade de

investigacdo de inUmeras propriedades eletrdnicas
pesquisa de modelos para descrever o efeito do solvente.”* O interesse na modelagem
computacional do fendmeno de solvatacdo atinge importantes areas como a quimica sintética, a
bioquimica e o desenvolvimento de farmacos. Na descricdo termodinamica da solvatacdo, 0s
modelos em que o solvente é descrito como um continuo dielétrico sédo os mais utilizados,**>* em
funcéo da facilidade de utilizacéo, da disponibilidade e do relativo sucesso destes modelos.

Considerando que o soluto se encontra em equilibrio entre as fases gasosa e liquida, a afinidade
do soluto com o solvente, medida pela chamada energia-livre de solvatacdo, pode ser determinada
diretamente por medidas experimentais. Para relacionar a interacdo soluto-solvente com a energia-
livre de solvatacdo, considera-se uma molécula de soluto imersa em solvente. As moléculas do
solvente movimentam-se em torno da molécula de soluto e a interacdo entre as espécies ocorre
através de forgas intermoleculares, destacando-se as interagOes eletrostaticas como as mais
importantes para descri¢cdo do efeito do solvente. Nos modelos em que o solvente é representado
como um continuo dielétrico, as forgas intermoleculares do tipo eletrostaticas sdo representadas por
este continuo.

Ao representar o solvente por um continuo dielétrico, substituem-se as moléculas explicitas do

solvente por dipolos pontuais. Considera-se que cada molécula do solvente tem um momento de
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dipolo e a contribuicdo eletrostatica surge da interacdo do dipolo do solvente com a distribuicdo de
carga do soluto. Na representacdo discreta do solvente, as moléculas explicitas do solvente e do
soluto tém seu volume proprio e, no modelo continuo, é necessario definir uma cavidade para
acomodar o soluto em torno do qual fica o continuo dielétrico. Para definir a cavidade usam-se
esferas centradas sobre os atomos. O continuo dielétrico é delimitado pelas superficies Si, que
contém o soluto, e S, que delimita o continuo e 0 meio exterior.

A integral de superficie deste sistema corresponde a densidade de carga superficial, com
contribuicdes de S; e S,. A densidade volumétrica de cargas representa o potencial eletrostatico
gerado pelas cargas localizadas no interior do dielétrico. Assim, o potencial eletrostatico produzido
por dipolos é uma funcdo da densidade de carga, de volume e de superficie. Em modelos
implementados para célculos de estrutura eletrdnica ab-initio, a deformacdo da nuvem eletrdnica
deve ser considerada no calculo da energia-livre de solvatacao.

Portanto, a solvatagdo envolve duas etapas, que devem ser consideradas para o calculo da
energia-livre de solvatagé&o:

- deformacéo da molécula de soluto;

- solvatacdo da molécula polarizada no solvente (dielétrico).

O modelo continuo mais conhecido é o PCM (Polarizable Continuum Model), no qual a
cavidade molecular é representada por esferas sobrepostas, uma para cada atomo, cujo raio depende
da natureza do 4tomo. Para obtencdo do potencial eletrostatico gerado pelo dielétrico utiliza-se o
método das cargas aparentes de superficie. A densidade eletrénica é determinada por célculos de
estrutura eletrénica ab-initio, de tal forma que a polarizacdo do soluto seja incluida. Um problema
que surge em métodos como o PCM relaciona-se a possibilidade da nuvem eletrdnica expandir-se
para além da cavidade. Entretanto, no método PCM inclui-se uma correcdo devido as possiveis
fugas de cargas da cavidade. Recentemente foi mostrado que o método PCM seria capaz de incluir
parcialmente esta polarizacdo de volume, de forma que, ao se utilizar este método em rotina
computacional, nenhuma correcéo precisa ser feita.”>>*

Alternativamente, tratamentos totalmente quanto-mecénicos da interacdo soluto-solvente e

solvente-solvente vém crescendo rapidamente.>
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I1.5 Consideragdes Importantes sobre quimica computacional

O tratamento quantico considera que o elétron € muito mais leve do que o nucleo e que, por
isso, na Mecanica Molecular sio praticamente descartados efeitos de interacéo eletronica.>® Através
de calculos de orbitais moleculares, sdo obtidas solugdes aproximadas para a equacdo de
Schradinger do estado fundamental e outros estados energéticos, a partir dos quais as propriedades
moleculares de interesse sdo calculadas. Diversos pacotes computacionais sdo utilizados na
modelagem molecular como Gaussian, Gamess, Ampac, Spartan, Mopac e Hyperchem.”’ Tais
pacotes contém métodos de quimica quantica para a aproximacédo da equacao de Schrodinger.

A escolha do método de célculo a ser utilizado depende da consideracdo de trés fatores
principais: as quantidades que se deseja determinar, a precisdo necessaria e a capacidade de
“hardware” disponivel. Dentre as op¢des de métodos quanticos, a escolha deve ser feita com base
na precisdo necessaria. Métodos semi-empiricos, em geral, produzem resultados menos precisos do
que métodos ab-initio. O uso de métodos mais sofisticados, computacionalmente mais custosos,
pode ser invidvel, dependendo do tamanho do sistema molecular e das caracteristicas do
equipamento disponivel.

O emprego de modelos tedricos fornece informagfes ao nivel molecular que contribuem para
uma melhor interpretacdo e refinamento de resultados experimentais. Adicionalmente, é importante
se estabelecerem comparagfes entre os resultados tedricos e experimentais para 0s varios sistemas
quimicos, pois o desempenho de um dado modelo pode ndo ser uniforme para diferentes classes de

substancias.>®°
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Capitulo I11:

Parte Experimental
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111.1. Materiais

As determinagdes dos pontos de fusdo foram realizadas em aparelho Mettler FP80 SNR
H22439. As analises por espectroscopia de absorcdo na regido do IV foram realizadas em
espectrémetro Spectrum One — Perkin ElImer com uso de pastilhas de KBr.

As analises 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 partes por milhdo (J) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. Tetrametilsilano
(TMS) foi empregado como padréo de referéncia interna.

Placas de vidro recobertas por silica em gel 60 G (Merck) de 0,25 mm de espessura, ativadas
a 100 °C, foram empregadas nas técnicas analiticas em cromatografia em camada delgada de silica
em gel (CCDS). Os reveladores cromatograficos foram radiacdo no ultravioleta (UV, L = 254 ¢ 366
nm), vapores de iodo e solucdo de vanilina/acido perclérico. Essa solucdo foi preparada pela
mistura de partes iguais de uma solucdo contendo 1,0 g de vanilina em 100,00 mL de etanol com
outra solucdo de 3 mL de acido percldrico (70%) em 97 mL de &gua. A cromatoplaca foi borrifada
pela solucdo de vanilina/acido perclérico e aquecida em estufa por 10 min a 100 °C.

Colunas de vidro de diversos diametros com eluicdo sob pressdao atmosférica foram
empregadas nos procedimentos de cromatografia em coluna (CC). A proporcdo utilizada entre
amostra e fase estacionaria foi de aproximadamente 1:30. As fases estacionarias utilizadas foram
silica em gel 60 (Merck) de 70-230 Mesh. Os solventes utilizados nos fracionamentos
cromatograficos foram de grau P.A e adquiridos da empresa VETEC.

Sephadex LH-20 foi empregado como suporte nos procedimentos de cromatografia por
exclusédo em gel (GPC). 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 até a total sedimentacdo do suporte.
As amostras foram dissolvidas em quantidades suficientes da fase movel e aplicadas suavemente no
topo da coluna até a absor¢cdo completa no suporte, seguido por eluicdo com o solvente

apropriado.®®
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111.2. Metodologia fitoquimica

Aristolochia esperanzae Kuntze foi adquirida no Mercado Central de Belo Horizonte sendo
coletada no Municipio de Esmeraldas (MG), onde a espécie é muito frequente. Amostras deste
material obtido foram comparadas com uma exsicata que se encontra depositada no Herbario do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o codigo BHCB
61743. O caule da espécie foi submetido a separacdo manual de cascas e cerne.

O cerne do caule (7.000 g) previamente seco por 10 dias, sob temperatura ambiente e em
local abeto. Apos pulverizacdo em moinho de facas foi mantido sob extracdo em etanol (10 litros)
por sete dias e a mistura foi filtrada. O procedimento de extragéo foi repetido mais duas vezes com
a torta do material vegetal. O extrato etandlico do cerne (CE; 328,48 g) foi obtido ap6s destilacdo a
pressdo reduzida do solvente. Da mesma forma, as cascas do caule (1.200 g) forneceram 189,76 ¢
de extrato etandlico das cascas (CA). O procedimento de obtencdo dos extratos € apresentado no

Esquema 111.1.%8

Material Vegetal

(Caule)

Separacgdo cerne/cascas

Cascas
m=1,2 kg

Moagem/Extracdo
em etanol

Extracao em etanol

Destilacao Destilacao

Extrato etandlico do
cerne (328,48 g)
CE

Extrato etandlico das
cascas (189,76 g)
CA

Esquema I11.1. Obtencdo dos extratos etanélicos das cascas e do cerne de A. esperanzae.?
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111.2.1. Elaboragéo do extrato etandlico das cascas do caule

O extrato CA (180 g) foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel (5,0 cm x 70,0

cm), sendo coletadas 181 fragdes de 250 mL que foram eluidas em hexano (HEX), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt), etanol (EtOH) e metanol (MeOH). Apdés analise comparativa por

CCDS, as fracdes foram reunidas em grupos, conforme Tabela I11.1. Os grupos CAl a CA4 foram

estudados previamente,?® levando ao isolamento e caracterizacio de diversos fitoconstituintes como

terpenos, lignanas, acidos aristolochicos | e 1l e aristolactamas All e Ala, cujas estruturas sdo

apresentadas na Figura 1.8 (p. 24).

Tabela I11.1. Fracionamento cromatografico do extrato CA (180 g)

Fracdo(0es) | Eluente Grupo
(massa/mg)
1 HEX
2 HEX
CA1(84,1)
3-20 HEX
21-27 HEX
28-34 HEX CA2(55,5)
35-36 DCM
37 DCM
CA3(42,9)
38-39 DCM
40 DCM
41-48 DCM
49 -55 DCM
56-57 DCM | cA4(179,3)
68 -85 DCM
86-94 DCM
95-104 DCM CA5 (124,2)

Fracdo(0es) Eluente Grupo

(massa/mg)

105-122 DCM CA6(226,1)

123 DCM:ACcOEt | CA7(130,0)
(1:1)

124-125 | DCM:ACOEt | CA8(425,7)
(1:1)

126-141 | DCM:AcOEt | CA9(705,1)
(1:1)

142 -145 AcOEt CA10(190,6)

146151 AcOEt  |CA11(152,2)

152-163 AcOEt CA12(298,3)

164 EtOH CA13(67,8)

165 EtOH CA14 (54,5)

166—-168 EtOH CA15(117,0)

169-171 EtOH CA16(83,1)

172-173 EtOH CA17(79,3)

174-176 EtOH CA18(110,4)

177-178 MeOH CA19(220,9)

179-181 MeOH CA20(323,2)
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111.2.2. Elaboracéo dos grupos CA5 e CA6

As fragdes dos grupos CA5 e CAB, obtidas apos fracionamento cromatogréfico com DCM,
mostraram um perfil semelhante quando submetidas a analise por CCDS. Esses grupos foram
reunidos (350,3 mg) e submetidos a CCS (coluna 3,0 cm x 40 cm) e eluicdo com HEX, DCM e
AcOEt, em ordem crescente de polaridade resultando em 50 frac6es de 20 mL conforme Tabela

I11.2. As fragdes foram reunidas em grupos de acordo com andlise por CCDS.

Tabela I11.2. Refracionamento cromatografico dos grupos CA5 e CA6 (350,3 mg)

Fracao(0es) Eluente Grupo Massa (mg)
1-3 HEX CA5-CA6-R1 12,0
4-6 HEX:DCM (1:1)

7-12 HEX:DCM (4:6) 25,2
13-15 HEX:DCM (3:7) CA5-CA6-R2
16 — 17 HEX:DCM (2:8)
18 — 22 HEX:DCM (1:9) CA5-CA6-R3 18,1
23 - 27 DCM
28 — 32 DCM:ACOEt (9:1) 98,5
33-37 DCM:ACOEt (3:1) CA5-CA6-R4
38— 45 DCM:AcOEt (1:1)
46 — 48 AcOEt CA5-CAB-R5 20,3
49 — 50 AcOEt CA5-CA6-R6 15,2

O grupo CA5-CA6-R2 (25,2 mg), apos lavagem com MeOH, apresentou-se como um sélido
branco (8 mg). Andlise por CCDS em diferentes eluentes apresentou apenas uma mancha,
indicando tratar-se de uma substancia pura, denominada de AED1 (T.;. 109,0 —118,0 °C).

O grupo CA5-CA6-R4 (98,5 mg) apresentou-se como um sélido e foi submetido a
refracionamento cromatografico por CC de Sephadex LH-20 (coluna 1,0 cm x 60,0 cm) e eluida
com MeOH, resultando em 21 fracGes de 3 mL. Essas fragdes foram reunidas em grupos apos
analise por CCDS, conforme Tabela I11.3 (p. 47). O grupo CA5-CA6-R4-G3 (8,5 mg) apresentou
uma unica mancha por CCDS em diferentes sistemas eluentes, sendo denominado de AED3 (T .+.
273,0 —276,0 °C).
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Tabela I11.3. Fracionamento cromatografico do grupo CA5-CA6-R4 (98,5 mg)

Fracao(Ges) Grupo Massa (mg)
1-5 CA5-CA6-R4-G1 25,1
6-13 CA5-CA6-R4-G2 18,4
13-15 CA5-CA6-R4-G3 8,5
16 CA5-CA6-R4-G4 16,3
17-21 CA5-CA6-R4-G5 19,7

111.2.3. Elaboracéo do grupo CA7 (130,0 mg)

O grupo CA7, obtido apds fracionamento cromatografico com DCM:AcOEt 1:1, (130,0 mg,
ver Tabela I11.1, p. 46), apds anélise por CCDS, foi submetido a CCS (3,0 cm x 40,0 cm) eluida
com HEX, DCM e AcOEt, em ordem crescente de polaridade obtendo-se 67 fracdes de 20 mL que
foram reunidas em grupos ap6s analise por CCDS, conforme Tabela 111.4.

Tabela I11.4. Fracionamento cromatogréfico de CA7 (130,0 mg)

Fracéo(des) Eluente Grupo Massa (mg)
1-3 HEX CA7-R1 8,1

4-10 HEX:DCM (7:3)

11-16 HEX:DCM (6:4) CAT-R2 48,4

17 - 23 HEX:DCM (1:1)

24 -30 HEX:DCM (3:7)

31-37 HEX:DCM (1:9) CA7-R3 10,3

38 -45 DCM CAT7-R4 15,2

46 — 51 DCM:ACOEt (9:1) CA7-R5 20,6

52 -58 DCM:ACOEt (3:1)

59 -63 DCM:ACcOEt (1:1) CAT-R6 7,3

64 — 65 AcOEt CAT-R7 18,5

66 — 67 AcOEt

O grupo CA7-R2 (48,4 mg) foi submetido a CC (coluna 1,0 cm x 60,0 cm) de Sephadex
LH-20 eluida com MeOH, resultando em 10 fragbes de 2 mL que foram reunidas em grupos de
acordo com andlise por CCDS, conforme Tabela 1.5 (p. 48). O grupo CA7-R2-R2 (7,4 mg)
apresentou apenas uma mancha pela analise por CCDS, indicando tratar-se de uma substancia pura,

denominada de AED2 que apresentou-se como um sélido de coloragdo vermelha.
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Tabela I11.5. Fracionamento cromatografico do grupo CA7-R2 (48,4 mg)

Fracao(0es) Grupo Massa (mg)
1-2 CAT7-R2-R1 5,2
3 CAT7-R2-R2 7,4
4-5 CAT7-R2-R3 10,8
6-—10 CA7-R2-R4 13,2

111.2.4. Elaboracéo dos grupos CA8 e CA9 (1.130,8 mg)

As fracbes dos grupos CA8 e CA9, obtidas apds fracionamento cromatografico com
DCM:ACOEt 1:1, mostraram um perfil semelhante quando submetidas & analise por CCDS, sendo
reunidas (1.130,8 mg) e submetidas a CCS (coluna 3,0 cm x 40 cm), empregando DCM e AcOEt
como eluentes em ordem crescente de polaridade. Esse fracionamento resultou em 236 fracdes de
50 mL, conforme Tabela I11.6. As fragdes foram reunidas em grupos de acordo com analise por
CCDS.

Tabela I11.6. Fracionamento cromatografico do grupo CA8 e CA9 (1.130,8 mg)

Fracao(0es) Eluente Grupo Massa (mg)
1-3 DCM CA8-CA9-R1 20,2
4 DCM CA8-CA9-R2 75,4
5-13 DCM CA8-CA9-R3 35,8
14-42 DCM:ACOEt (9:1) CA8-CA9-R4 20,7
43-59 DCM:ACOEt (8:2) CA8-CA9-R5 14,5
60-197 DCM: AcOEt (7:3) CA8-CA9-R6 570,6
198 DCM:ACOEt (6:4) CA8-CA9-R7 44,4
199-209 DCM:ACOEt (1:1) CA8-CA9-R8 26,8
210 DCM:ACOEt (4:6) CAB8-CA9-R9 14,7
211-216 DCM:ACOEt (4:6) CA8-CA9-R10 18,3
217 DCM:ACOEt (4:6) CA8-CA9-R11 51,2
218 DCM:ACOEt (3:7) CA8-CA9-R12 35,1
219-223 DCM:ACOEt (3:7) CA8-CA9-R13 87,3
224 DCM:ACOEt (2:8) CA8-CA9-R14 21,8
225 DCM:ACOEt (2:8) CA8-CA9-R15 12,7
226 DCM:ACOEt (1:9) CA8-CA9-R16 9,6
227-229 DCM:ACcOEt (1:9) CA8-CA9-R17 22,5
230 AcOEt CA8-CA9-R18 10,5
231-236 AcOEt CA8-CA9-R19 31,4

O grupo CA8-CA9-R6 (570,6 mg) foi submetido a CC de alumina neutra (coluna 3,0 cm x

40 cm) empregando solucdo THF:CHCI3 (1:5) como eluente, resultando em 105 frages de 20 mL.
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Essas fracGes foram reunidas em grupos ap6s anélise comparativa por CCDS, conforme mostrado
na Tabela I11.7.

Tabela 111.7. Refracionamento cromatografico de CA8-CA9-R6 (570,6 mQ)

Grupo Fracdes Reunidas Massa (mg)
CA8-CA9-R6-R1 1 20,3
CA8-CA9-R6-R2 2e3 44,7
CA8-CA9-R6-R3 4-6 66,2
CA8-CA9-R6-R4 12 30,5
CA8-CA9-R6-R5 7-17 42,3
CA8-CA9-R6-R6 18 38,9
CA8-CA9-R6-R7 19-90 198,2
CA8-CA9-R6-R8 91-93 8,5
CA8-CA9-R6-R9 94-104 32,4
CA8-CA9-R6-R10 105 7,8

Os grupos CA8-CA9-R6-R1 a CA8-CA9-R6-R3 mostraram um perfil semelhante quando
submetidos a analise por CCDS. As fracdes foram reunidas (131,2 mg) e submetidas a CCS (coluna
3,0 cm x 40 cm) com eluicdo em HEX e DCM, obtendo-se 17 fracBes de 20 mL, conforme Tabela
I11.8 (p. 50). As fragdes foram reunidas em grupos de acordo com anéalise por CCDS. As fra¢des de
1 a 8 foram reunidas e lavadas com MeOH, apresentando-se como um sélido amarelo (23,6 mg). A
analise por CCDS mostrou apenas uma mancha, indicando tratar-se de uma substancia pura que foi
denominada de AEY.
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Tabela 111.8: Refracionamento cromatografico de CA8-CA9-R6-R1 a CA8-CA9-R6-R3 (71,2 mQ)

Fracao(0es) Eluente Massa (mg)
1-2 HEX 7,1
3 HEX/DCM 3:1 8,0
4-8 HEX/DCM 1:1 8,5
9-14 HEX/DCM 1:3 2,0
15 HEX/DCM 1:9 8,6
16-17 DCM 20,3

111.2.5. Elaboracéo dos grupos CA10 a CA12 (641,1 mg)

Os grupos CA10, CAl1l e CA12, obtidos apds fracionamento cromatografico com AcOEt,
mostraram um perfil semelhante quando submetidos a analise por CCDS. Esses grupos foram
reunidos (641,1 mg) e submetidos a CCS (coluna 3,0 cm x 40 cm) e eluicdo com DCM, AcOEt e
EtOH, resultando em 65 fracdes de 20 mL conforme Tabela 111.9 (p. 51). As fracdes foram reunidas

em grupos de acordo com analise por CCDS.
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Tabela I11.9. Refracionamento cromatografico dos grupos CA10 a CA12 (641,1 mg)

Fracdo(0es) Eluente Grupo Massa (mg)
1-4 DCM CA10-CA11-CAl12-R1 42,1
4-5 DCM: AcOEt (2:1)

6-13 DCM: AcOEt (2:1) CA10-CA11-CAl12-R2 13,4
14-15 DCM: AcOEt (1:1)
16 —17 DCM: AcOEt (1:1) CA10-CA11-CAl12-R3 22,7
18-21 DCM: AcOEt (1:2)
22 — 26 DCM: AcOEt (1:3) CA10-CA11-CAl12-R4 18,9
27-31 DCM: AcOEt (1:3) CA10-CA11-CAl12-R5 15,7
32-35 AcOEt CA10-CA11-CAl12-R6 79,6
36 —42 AcOEt
43 — 46 AcOEt: EtOH (3:1) CA10-CA11-CAl12-R7 12,4
47 — 50 AcOEt: EtOH (2:1)
51-55 AcOEt: EtOH (1:1) CA10-CA11-CAl12-R8 75,9
56 — 58 AcOEt: EtOH (1:2)
59 -62 AcOEt: EtOH (1:3) CA10-CA11-CAl12-R9 10,6
63 — 65 EtOH CA10-CA11-CA12-R10 51,6

O grupo CA10-CA11-CA12-R6 (79,6 mg) apresentou-se como um solido e foi submetido a
refracionamento cromatografico por CC de Sephadex LH-20 (coluna 1,0 cm x 60,0 cm) eluida com
MeOH:DCM (9:1), resultando em 33 fraces de 2 mL. Essas fragdes foram reunidas em grupos
apos analise por CCDS, conforme Tabela 111.10 (p.52). O grupo CA10-CA11-CA12-R6-R4 (15,6
mg) apresentou apenas uma Unica mancha por CCDS em diferentes sistemas eluentes, sendo
denominado de AEDA4. Este grupo apresentou-se como um sélido de coloracdo vermelha, cujas

analises para elucidacdo estrutural indicaram equivaléncia com o s6lido denominado AED?2.

51



Tabela I111.10. Fracionamento cromatografico do grupo CA10-CA11-CA12-R6 (79,6 mg)

Fracao(0es) Grupo Massa (mg)

1-6 CA10-CA11-CA12-R6-R1 4,7
7-11 CA10-CA11-CA12-R6-R2 3,8
12-16 CA10-CA11-CA12-R6-R3 4,5
17-21 CA10-CAl11-CA12-R6-R4 15,6
22 —-25 CA10-CA11-CA12-R6-R5 6,7
25-29 CA10-CA11-CA12-R6-R6 4,9
30-32 CA10-CA11-CA12-R6-R7 3,8
33 CA10-CA11-CA12-R6-R8 2,7

111.3. Metodologia tedrica

Estudos tedricos foram realizados utilizando o software Gaussian 03.2” As geometrias obtidas
previamente a partir de calculos semi-empiricos PM3 foram usadas como modelos iniciais nas
otimizag®es de geometria empregando calculos HF, DFT e MP2?%, com conjuntos de base 6-31G*,
6-31G**, 6-311G*, 6-311G**, 6-311+G** e 6-311++G**. Funcionais de troca e correlacdo BLYP,
B3LYP e PBE foram utilizados nos calculos DFT.*3* As geometrias otimizadas foram
caracterizadas como minimos verdadeiros sobre a superficie de energia potencial (PES), quando
todas as frequéncias harmdnicas sdo reais.

A energia eletronica nuclear (E) das geometrias otimizadas foi dada em unidades atdmicas
(Hartree). As densidades de elétrons calculadas pelo método de Mulliken foram dadas em unidades
de elétrons (e). A investigacdo dos efeitos do solvente na geometria foi feita utilizando o modelo
PCM - Polarizable Continuum Model - usando o nivel de calculo BLYP/6-31G*.* Os efeitos do
solvente foram investigados também pelo uso de um modelo de solvente explicito. Neste caso, a
molécula de solvente foi aleatoriamente colocada proximo a molécula objeto de célculo. As
geometrias dos sistemas correspondentes foram obtidas anteriormente por calculos semi-empiricos
PM3 e usadas como modelos iniciais para as otimizagoes de geometria.

As geometrias otimizadas foram utilizadas para o calculo de deslocamento quimico de

carbono nos mesmos niveis da teoria. Valores calculados de deslocamento quimico de carbono
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(Ca'céc) foram determinados em relacdo aos valores correspondentes calculados para
tetrametilsilano, usado como padrdo de referéncia. CorrelagcBes entre os valores de Ca'°§C e 0S

deslocamentos quimicos de carbono determinados experimentalmente (&) foram obtidos utilizando

o software Origin ™ Standard 7.5. Os valores de Ca'céc e & foram plotados nos eixos X ey,
respectivamente. As curvas de correlagéo - Ca'°5C/§c - foram submetidas a um ajuste linear, obtendo-

se coeficientes de correlagdo (R?) e inclinagéo da curva de R? (), fornecidos pelo proprio programa.
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CAPITULO IV
ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS

CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS
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IV.1. Analise estrutural de CA5-CA6-R2 (AED1)

As Figuras 1V.1 e IV.2 (p. 56) mostram respectivamente o espectro de RMN de *H de AED1
e ampliacOes. A regido de ressonancia de nucleo de hidrogénio de sistema aromatico registra sinais
entre oy 6,80 e 6,40 (multipletos). Os sinais em oy 5,92 e 5,22 podem ser atribuidos a nucleos de
hidrogénio ligados a 4tomos de carbono sp® dioxigenado. Os tripletos entre & 4,20 e 3,50 podem
ser atribuidos a nucleos de hidrogénio metilénico ligados a carbono sp® mono-oxigenado. A regio
compreendida entre 64 3,00 e 1,80 apresenta sinais que podem ser atribuidos a ndcleos de
hidrogénio de grupos alifaticos e sinais relativos a ndcleos de hidrogénio caracteristico de grupos

hidroxila sobrepostos aos sinais relativos aos nucleos de hidrogénio de grupos alifaticos.
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Figura IV.1. Espectro de RMN de 'H de AED1 (400 MHz, CDCls).
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As Figuras 1V.3 e IV.4 (p. 58) apresentam respectivamente o espectro de RMN de °C e
subespectro DEPT 135° de AED1. Os sinais em ¢ 147,7, 147,6, 1459 e 145,8 podem ser
atribuidos a nucleos de carbono de anel aromatico oxigenado e os sinais em ¢c 134,5, 134,1, 133,8 e
133,3 podem ser atribuidos a nucleos de carbono de anel aromatico ndo hidrogenado. Os sinais
entre &c 121,7 e 108,1 podem ser atribuidos a nacleos de carbono de anel aromatico hidrogenado. O
sinal em & 100,8 pode ser atribuido a ndcleo de carbono metilénico dioxigenado. Os sinais em &
98,8 e 103,4 podem ser atribuidos a nacleos de carbono metinico dioxigenado. Os sinais em o
52,1, 53,1, 45,9 e 42,9 podem ser atribuidos a nucleos de carbono metinico e os sinais em & 72,7,
72,3, 39,2, 38,9, 38,5 e 33,6 podem ser atribuidos a nucleos de carbono metilénico. Os espectros de
RMN de *H e de *3C apresentam sinais indicativos de uma mistura de estereoisémeros da cubebina
(sobretudo aqueles relativos a H9’a, H9’B, C7/7°, C8/8" e C9/9"), denominados por AED1-1 (grupo

de sinais mais intensos) e AED1-2 (grupo de sinais menos intensos).

QYo ooy Nmmmmvvﬂmmﬂvv
2IBY IB38 oYLy OaIESg
SBED DE88 Re8ISVAZISTIIeEZ
~~G o R Ry —aaaﬂmmmmwmmoo

S529 5388 595328888888
SS3S G888 SS90 092S53335598

-0.005

Cubebina

c2/2 ¢s/%
OCH,0

C6/6

T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm (5)

Figura IV.3. Espectro de RMN de *3C de AED1 (100 MHz; CDCly).
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As Figuras IV.5 e IV.6 (p. 60 e 61) mostram o mapa de contornos HSQC de AED1 e suas
expansdes correspondentes, respectivamente. O sinal em &4 6,70 (H-2, H-2"e H-5") correlaciona-se
com o0s sinais em & 109,3 (C-2°), 108,9 (C-2) e 108,1 (C-5°). O sinal em &y 6,65 (H-67)
correlaciona-se com o sinal em & 121,6 (C-6”). O sinal em &y 6,50 (H-5 e H-6) correlaciona-se
com os sinais em & 108,2 (C-5) e 121,4 (C-6). O sinal em &4 5,90 (OCH,0) correlaciona-se com o
sinal em & 100,8 (OCH,0). O sinal em &4 5,20 (H-9) correlaciona-se com o sinal em & 98,9 (C-
9). Os sinais em &y 4,10 (H-9°p) e 3,60 (H-9"a) correlacionam-se com o sinal em & 72,6 (C-97). Os
sinais em oy 2,70 (H-78 e H-7'5) e 2,6 (H-7a e H-7"«) correlacionam-se com 0s sinais em & 33,6
(C-7) e 38,9 (C-7"). O sinal em &y 2,40 (H-8") correlaciona-se com o sinal em & 42,9 (C-87). O
sinal em &y 2,00 (H-8) correlaciona-se com o sinal em & 52,1 (C-8). Estas correlacbes sdo
coerentes para AED1-1.

Tem-se também que o sinal em &y 6,70 (H-2 e H-5") correlaciona-se com 0s sinais em &
109,1 (C-2) e 108,1 (C-57). O sinal em &4 6,60 (H-5 e H-2") correlaciona-se com 0s sinais em &
108,2 (C-5) e 109,1 (C-27). O sinal em &4 6,55 (H-6") correlaciona-se com o sinal em & 121,8 (C-
6’). O sinal em &y 6,50 (H-6) correlaciona-se com o sinal em & 121,4 (C-6). O sinal em &y 5,90
(OCH,0) correlaciona-se com o sinal em & 100,8 (OCH,0). O sinal em &4 5,20 (H-9)
correlaciona-se com o sinal em & 103,4 (C-9). Os sinais em ¢y 4,00 (H-9°5) e 3,80 (H-9a)
correlacionam-se com o sinal em & 72,2 (C-97). Os sinais em &y 2,70 (H-7°5) e 2,60 (H-7"a)
correlacionam-se com o sinal em & 39,2 (C-7°). Os sinais em oy 2,70 (H-75) e 2,4 (H-7a)
correlacionam-se com o sinal em & 38,5 (C-7). O sinal em &y 2,20 (H-8) correlaciona-se com o
sinal em o&c 53,1 (C-8). O sinal em &y 2,15 (H-8") correlaciona-se com o sinal em & 45,9 (C-8).

Estas correlagdes séo coerentes para AED1-2.
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Figura IV.6b. Expanséo do mapa de contornos HSQC de AED1 de Jy 7,10 a 5,00 (*H: 400 MHz;

3C: 100 MHz, CDCls, O__indica correlagbes de AED1-1; (::,indica correlacdes de AED1-2 e
indica correlagdes de AED1),

A Figura IV.7 (p. 62) mostra o0 mapa de contornos COSY de AEDL1 e sua expanséo. O sinal
em oy 2,00 (H-8) correlaciona-se com os sinais em oy 2,70 (H-7), 2,40 (H-8") e 5,20 (H-9). O sinal
em oy 2,10 (H-8’) correlaciona-se com o0s sinais em &4 em 4,00 (H-9°5), 3,80 (H-9’a), 2,60 (H-7°p)
e 2,40 (H-7’a). O sinal em &y 2,40 (H-8”) correlaciona-se com 0s sinais em oy 4,10 e 3,60 (H-9°).

Todas essas correlacdes estdo de acordo com a estrutura da cubebina.
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As Figuras 1V.8 (p. 64), 1V.9a (p. 64) e IV.9b (p. 65) mostram o mapa de contornos HMBC
e ampliacdes de AEDL, respectivamente. Considerando o estereoisdmero AED1-1, os sinais entre
oy 6,70 e 6,50 (H-2, H-5, H-6, H-2°, H-5" ¢ H-6") correlacionam-se com 0s sinais em ¢&c 147,7 (C-3
e C-3°), 145,9 (C-4 e C-4%), 121,6 (C-6"), 121,4 (C-6), 38,9 (C-7) e 33,6 (C-7). O sinal em & 3,60
(H-9’a) correlaciona-se com o sinal em & 38,9 (C-7°). O sinal em &y 5,20 (H-9) correlaciona-se
com o sinal em & 72,7 (C-9°). O sinal em &4 2,60 (H-7"«) correlaciona-se com o sinal em & 72,6
(C-9%). O sinal em 6y 2,00 (H-8) correlaciona-se com os sinais em & 72,6 (C-9°), 38,9 (C-7") e
133,8 (C-1). O sinal em o6y 5,90 (O-CH,-O e O-CH»-O’) correlaciona-se com 0s sinais em oc 147,7
(C-3 e C-3) e 145,9 (C-4 e C-4’). Essas correlacbes HMBC estdo de acordo com a estrutura

proposta para AED1-1.

Considerando o estereoisomero AED1-2, os sinais entre oy 6,70 e &4 6,60 (H-2, H-5, H-6,
H-2’, H-5" ¢ H-6) correlacionam-se com 0s sinais em & 147,6 (C-3 e C-3°), 145,9 (C-4 e C-4’),
121,8 (C-6"), 121,4 (C-6), 38,5 (C-7) e 39,2 (C-7"). O sinal em &y 5,20 (H-9) correlaciona-se com
0s sinais em & 38,5 (C-7) e 459 (C-8°). Os sinais em o4 4,00 (H-9°5) e 3,80 (H-9’a)
correlacionam-se com os sinais em & 39,2 (C-7°) e 53,1 (C-8). O sinal em &y 2,70 (H-7p)
correlaciona-se com o sinal em 45,9 (C-8’). O sinal em &y 2,60 (H-7 ) correlaciona-se com 0s
sinais em o&c 53,1 (C-8) e 72,2 (C-9°). O sinal em &y 2,40 (H-7a) correlaciona-se com o sinal em &c
121,4 (C-6). O sinal em 6y 5,90 (O-CH,-O e O-CH,-O’) correlaciona-se com 0s sinais em oc 147,6
(C-3 e C-3’) e 145,8 (C-4 e C-4’). Essas correlacbes HMBC também estdo de acordo com a

estrutura proposta para AED1-2.
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As Figuras IV.10 (p. 66) e V.11 (p. 66) apresentam respectivamente o mapa de contornos
NOESY de AEDL e sua expansdo correspondente. Considerando o fitoconstituinte AED1-1, o sinal em
on 2,00 (H-8) correlaciona-se com o sinal em &y 5,20 (H-9). O sinal em &y 2,40 (H-8’) correlaciona-se
com os sinais em oy 6,70 (H-6" e H-2) e 4,10 (H-9’f). O sinal em &y 2,60 (H-7°a) correlaciona-se com
o sinal em &4 3,60 (H-9’a). Essas correlagbes NOESY estdo de acordo com a estrutura da cubebina, ndo
determinando, porém, sua estereoquimica.

Considerando o fitoconstituinte AED1-2, o sinal em &4 2,20 (H-8) correlaciona-se com o sinal
em oy 5,20 (H-9). O sinal em &4 2,15 (H-8”) correlaciona-se com 0s sinais entre oy 6,60 e 6,55 (H-2’ ¢
H-6") e 4,00 (H-9°4). O sinal em &y 2,60 (H-7’a) correlaciona-se com o sinal em &y 3,80 (H-9’a). Essas

correlagfes NOESY também estdo de acordo com a estrutura de cubebina, ndo determinando, porém,

sua estereoquimica.
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A Tabela IV.1 mostra os dados registrados na literatura para os estereoisdmeros (8S,8’R,9S)-

cubebina, (8R,8°R,9R)-cubebina e (8R,8°R,9S)-cubebina,®® bem como as atribuicdes dos sinais de

RMN de **C de AED1-1 e AED1-2. A comparagdo dos dados apresentados na Tabela IV.1 sugere

que AED1-1 corresponde a (8R,8’R,9S)-cubebina e AED1-2 corresponde a (8R,8’R,9R)-cubebina.

Tabela 1V.1. Dados de RMN de 3C registrados na literatura®® para os isomeros (8S,8°R,9S)-
cubebina, (8R,8°R,9R)-cubebina e (8R,8°R,9S)-cubebina e os dados de RMN de **C atribuidos a
AED1-1e AED1-2

(8S,8°R,9S)-Cubebina

(8R,8’R,9R)-Cubebina

(8R,8’R,9S)-Cubebina

Carbono | (85,8°R,95) | (8R,8’R9R) | (8R,8’R,95) | AED1-1 AED1-2
c-1 1335 133,3 133,38 133,8 133,3
C-2 109,2 108,9 108,9 108,9 109,1
C-3 147,6 147,6 147,7 147,7 147,6
C-4 145,8 145,7 145,7 145,9 145,8
C-5 108,1 108,0 108,2 108,2 108,2
C-6 121,8 121,4 121,3 121,4 121,4
C-7 38,4 38,4 33,6 33,6 38,5
C-8 52,3 53,0 51,9 52,1 53,1
C-9 104,3 103,3 98,8 98,9 103,4
C-1’ 134,4 134,1 134,5 134,5 134,1
c-2’ 108,9 109,1 109,3 109,3 109,1
C-3’ 147,6 147,5 1475 147,7 147,6
C-4’ 1458 145,9 1459 1459 1458
C-5° 108,0 108,0 108,1 108,1 108,1
C-6° 121,4 121,7 121,6 121,6 121,8
C-7’ 39,0 39,2 38,8 38,9 39,2
C-8’ 45,7 45,8 42,9 42,9 45,9
C-9’ 72,1 72,1 72,5 72,6 72,2

O-CH,-0 100,83 100,8 100,3 100,3 100,83

Entretanto, a literatura fornece dados de RMN de *C (Tab. IV.1, pag. 68) apenas de trés

estereoisdomeros dentre as possiveis estruturas da cubebina mostradas na Figura 1V.12. Como esses
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estereoisdbmeros sdo quatro pares de enantidmeros, foram estudados apenas um de cada par de
enantibmeros da cubebina, ou seja, os diastereoisomeros (8R,8'S,9S), (8R,8'S,9R), (8R,8'R,9R) e
(8R,8'R,9S) da cubebina. A estereoquimica de AED1-1 e AED1-2 foi investigada pelas correlagcdes dos
deslocamentos quimicos de carbono calculados por métodos teéricos com os dados experimentais de
RMN de *C. Os célculos foram realizados em niveis HF, DFT (BLYP, B3LYP, e PBE), com conjunto
de base e funcdes difusas 6-31G* através do software Gaussian03.”

o O
HO 9 O // HO, 9 @) \\

o o
~'8 8"

8R,8'S, 9S-cubebina 8S,8'R, 9R-cubebina

HO 9 O

SoUH O

8S,8'R, 9S-cubebina

o O
// HO 9 O \\

8S,8'S, 9S-cubebina 8R,8'R, 9R-cubebina
//O HO. 9 O O\\ //
(@) ) @)

8R,8'R, 9S-cubebina 8S,8'S, 9R-cubebina

Figura 1V.12. Estereoisdmeros da cubebina.

Inicialmente, os dados de RMN de *C de (8R,8'R,9R)-cubebina e (8R,8'R,9S)-cubebina descritos
na literatura® (Tabela 1V.1, p.68) foram utilizados para estabelecer o nivel de calculo mais apropriado

para as correlacdes entre valores calculados e experimentais de deslocamento quimico. As geometrias
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otimizadas foram usadas para o calculo de deslocamento quimico de carbono no mesmo nivel de teoria.

Os valores de deslocamento quimico calculado (Ca'Céc) foram determinados em relacdo aos valores

correspondentes calculados para tetrametilsilano, conforme mostrados na Tabela IV.2. A diferenca entre
o valor de deslocamento quimico de carbono obtido pelo calculo teérico para as diferentes estruturas
consideradas e o valor de deslocamento quimico de carbono obtido pelo célculo tedrico para o
tetrametilsilano (TMS) indica o valor de deslocamento quimico de carbono calculado para estas

estruturas (“°5).

Tabela IV.2. Valores de deslocamento quimico de *3C calculados para tetrametilsilano a partir de
calculos HF, BLYP, B3LYP, e PBE com conjunto de base 6-31G* para estruturas no estado gasoso
e sem considerar interacOes intermoleculares

Método

Estrutura HF/6-31G* BLYP/6-31G* B3LYP/6-31G* PBE/6-31G*

TMS 201,73 187,97 191,58 188,53

Célculos de deslocamento quimico de **C foram obtidos a partir das geometrias otimizadas
de (8R,8'R,9R)-cubebina e (8R,8'R,9S)-cubebina usando os mesmos niveis de teoria para estruturas
na fase gasosa sem considerar interacdes intermoleculares. Correlagdes entre valores calculados de

deslocamento quimico de carbono (Ca'c5c) e valores experimentais descritos na literatura™ (C)

sdo mostrados na Tabela IV.3 (p. 70). Os calculos teéricos mostram altos coeficientes de correlacdo
em todos os niveis de calculo. Menores coeficientes de correlagdo foram obtidos em nivel HF/6-
31G* (R® = 0,984) e maiores coeficientes de correlagdo foram obtidos em nivel B3LYP/6-31G* (R?
= 0,997). Sendo assim, o nivel de calculo B3LYP/6-31G* foi empregado para analise da geometria

de AED1-1 e AED1-2.

69



Tabela 1V.3. Coeficientes de correlagdo das curvas de deslocamento quimico calculado e
experimental (Ca'°5C/5CLit) obtidas para (8R,8'R,9R)-cubebina e (8R,8'R,9S)-cubebina em diferentes

niveis de calculo para estruturas na fase gasosa e sem considerar interacdes intermoleculares

Estrutura Método

HF/6-31G* BLYP/6-31G* | B3LYP/6-31G* PBE/6-31G*

(8R,8'R,9R)-cubebina 0,98437 0,98521 0,99667 0,98665

(8R,8'R,9S)-cubebina 0,98449 0,98676 0,99739 0,99119

Os valores de deslocamento quimico dos quatro diferentes estereoisdbmeros da cubebina
estudados, calculados em nivel B3LYP/6-31G*, foram correlacionados com os dados de RMN de **C
dos fitoconstituintes AED1-1 e AED1-2, conforme mostrado na Tabela 1V.4 (p. 71). Melhores
correlagfes foram obtidas quando AED1-1 e AED1-2 correspondem, respectivamente, aos
estereoisomeros (8R,8'R,9S)-cubebina e (8R,8'R,9R)-cubebina, corroborando as estruturas propostas por
comparagdo com os dados de deslocamentos quimicos registrados na literatura.®

O efeito do solvente nas correlagdes (Ca'°§C/5<;) de 8R,8'R,9R-cubebina foi investigado pelo

uso de um modelo de solvente explicito e utilizando calculos B3LYP/6-31G*. Para esse objetivo,
uma molécula dos solventes acetona, dimetilsulfoxido ou piridina foi posicionada em diferentes
sitios de interacdo com a molécula de 8R,8'R,9R-cubebina. Seis sistemas 8R,8'R,9R-cubebina -

solvente foram propostos e sdo apresentados na Figura IV.13.
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Tabela 1V .4. Coeficientes de correlacio dos dados de RMN de **C de estereoisdmeros da cubebina
com os valores calculados (B3LYP/6-31G*) atribuidos a AED1-1 e AED1-2 isbmeros da cubebina
em nivel de célculo para estruturas na fase gasosa e sem considerar interacdes intermoleculares

Coeficientes de correlacdo das curvas de deslocamento quimico

Estereoisdmero calculado
Com dados de RMN de °C de | Com dados de RMN de °C
AED1-1 de AED1-2
8R,8'R,9R-cubebina 0,99526 0,99897
8R,8'R,9S-cubebina 0,99911 0,99455
8R,8'S,9R-cubebina 0,99791 0,99805
8R,8'S,9S-cubebina 0,99666 0,99853

Figura 1V.13. Diferentes sitios de interacdo propostos entre a molécula de 8R,8'R,9R-cubebina e

uma molécula de solvente.

Assim como a molécula de acetona, uma molécula de piridina ou uma molécula de

dimetilsulfoxido foi adicionada nas mesmas posi¢des que aquelas mostradas na Figura 1V.13.

Caélculos de deslocamento quimico de carbono foram realizados utilizando geometrias otimizadas
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de 8R,8'R,9R-cubebina — solvente-a a 8R,8'R,9R-cubebina — solvente-f em nivel B3LYP/6-31G*. Os

valores de deslocamento quimico calculados foram correlacionados com dados de deslocamento

quimico experimental de *C obtidos nos solventes acetona, dimetilsulféxido e piridina e

apresentados na Tabela IV.5. Todos os sistemas 8R,8'R,9R-cubebina — solvente mostraram elevados

coeficientes de correlacdo, que sdo mostrados na Tabela IV.6 (p. 73).

Tabela IV.5. Dados de deslocamento quimico experimental de **C de 8R,8'R,9R-cubebina obtidos

nos solventes acetona-ds, dimetilsulfoxido-ds e piridina- dg
oc (Acetona-ds)

Atomo/ &oeerm & (DMSO-dg)
1 1343
2 108,9
3 1472
4 1451
5 108,1
6 121,4
7 33,4
8 51,4
9 97,7
1’ 135,0
2’ 109,1
3’ 1471
4 1454
5 108,0
6’ 1215
7 38,2
8’ 428
9’ 70,8
OCH,0 100,6
OCH,0O’ 100,6

135,6
109,9
148,7
146,6
108,9
122,4
34,6
53,3
99,3
136,3
110,2
148,6
146,9
108,8
122,7
39,7
44,2
72,5
101,7
101,8

oc (Piridina-ds)

135,9
109,6
148,3
146,2
108,5
121,9
34,5

52,8

98,0

135,9
110,1
148,2
146,4
108,6
122,3
39,3

43,8

72,3

101,3
101,3
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Tabela 1V.6. Coeficientes de correlacdo das curvas de deslocamento experimental de *3C dos
fitoconstituintes isolados (9,) e deslocamento quimico calculado (Ca'céc) para 0s sistemas

8R,8'R,9R-cubebina — solvente (acetona, dimetilsulfoxido e piridina, Fig. V.13 p. 72) utilizando o

nivel de calculo B3LYP/6-31G*

Solvente/Posicédo a B C d e f
DMSO 0,99738 0,99725 0,99789 0,99751 0,99673 0,99799
Piridina 0,99722 0,99769 0,99749 0,99721 0,99711 0,99711

Acetona 0,99747 0,99811 0,99828 0,99772 0,99903 0,99706

As melhores correlagbes indicam sitios de interacdo preferencial entre a molécula do

solvente e a molécula de 8R,8'R,9R-cubebina. Tais interacdes sdo mostradas na Figura 1V.14 para

cada solvente.

Ay o
l, =
R
?H' 4
.

3

Figura 1V.14. Sitios de interacdo preferencial entre a molécula de 8R,8'R,9R-cubebina e os

solventes acetona (1), piridina (2) e dimetilsulfoxido (3).
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IV.2. Andlise Estrutural de CA5-CA6-R4-G3 (AED3)

As Figuras 1V.15 e V.16 (p. 75) apresentam o espectro de RMN de 'H de AED3 e suas
expansoes, respectivamente. O simpleto largo observado em &y 10,84 (correspondente a um nucleo
de hidrogénio) pode ser atribuido a hidrogénio de um grupo &cido carboxilico. O sinal observado
em oy 8,15 (simpleto) pode ser atribuido a nucleo de hidrogénio de hidroxila fendlica. Os sinais
observados em oy 9,11 (multipleto), 7,93 (multipleto), 7,69 (simpleto), 7,62 (multipleto) e 7,18
(simpleto) podem ser atribuidos a nucleos de hidrogénio em anel aromatico aromético. O sinal

observado em &y 4,07 (simpleto) pode ser atribuido a trés ndcleos de hidrogénio de grupo metoxila.

@@@@@@@@@@@@

10.842

T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm(5)

Figura IV.15. Espectro de RMN de *H de AED3 (400 MHz, DMSO-ds).
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| i1/

Figura 1V.16. Expansdes do espectro de RMN de *H de AED3 (400 MHz, DMSO-ds), na regido
entre: (@) o4 11,0a9,0e (b) 048,52 7,0.

A Figura 1V.17 (p. 76) apresenta 0 espectro RMN de **C e o subspectro DEPT 135° de
AED3. O sinal em & 169,7 corresponde a nucleo de atomo de carbono nédo hidrogenado do grupo
acido carboxilico. Os sinais em & 152,8 e 149,7 correspondem a nucleos de carbono nao
hidrogenado em anel aromatico e ligados a oxigénio. O sinal em & 135,4 corresponde a ndcleo de
atomo de carbono ndo hidrogenado e ligado a grupo nitro de sistema aromatico. Os sinais em &
135,6, 121,1, 126,6, 122,9 e 122,2 correspondem a nucleos de atomo de carbono ndo hidrogenado
de sistema aromatico. Os sinais em & 129,8, 128,3, 127,5, 126,5, 114,2 e 105,4 correspondem a
nucleos de atomo de carbono hidrogenado em anel aromatico. O sinal em & 60,3 corresponde a

ntcleo de 4&tomo de carbono de grupo metoxila. Os sinais de RMN de *H e 3C esto de acordo com

a estrutura de um &cido aristoldchico contendo uma hidroxila e uma metoxila, ambas fendlicas.
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A Figura IV.18 mostra o mapa de contornos HSQC de AED3 e sua expansdo correspondente.
O sinal em &4 9,11 (H-5) correlaciona-se com o sinal em & 127,5 (C-5). O sinal em &y 7,93 (H-8)
correlaciona-se com o sinal em & 129,8 (C-8). O sinal em &y 7,69 (H-2) correlaciona-se com o
sinal em & 114,2 (C-2). O sinal em &y 7,62 (H-6 e H-7) correlaciona-se com o0s sinais em & 126,5
(C-6) e 128,4 (C-7). O sinal em &y 7,18 (H-9) correlaciona-se com o sinal em & 105,4 (C-9). O

sinal em 6y 4,07 (OCHpg) correlaciona-se com o sinal em & 60,3 (OCHy).

OCH;

-

OCH3
OCH, @

T T
9.0 8.5 8.0

H-9/C-9
Cc-9 105
=110
H-2/C-2
c2_ 3
=115
=120
_ H-6/C-6 -
ce H-5/C-5 o/C e
s 3 ©
c-7 > H-8/C-8 (&)
c8___ (@) H-7/C-7 [ 150
T T T T T T

T T T T
9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 ppm (6)

Figura 1V.18. Mapa de contornos HSQC de AED3 (*H: 400 MHz; *C: 100 MHz; DMSO-ds)
e expansdo de oy 7,02 9,2 e oc 100 a 132.
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A Figura 1V.19 apresenta o mapa de contornos COSY de AED3. O sinal em 6y 7,62 (H-6 e
H-7) correlaciona-se com os sinais em oy 9,11 (H-5) e 7,93 (H-8). Esses resultados indicam que tais
sinais correspondem a nucleos de hidrogénio presentes no mesmo anel aromatico. As correlacdes
observadas estdo de acordo com a estrutura de um &cido aristoldchico contendo quatro nucleos de

hidrogénio aromaticos adjacentes.

e . [

ppm (8)
= E 1
E 2
&
E 3
E 4
E 5
E 6
— = p=- E 7
=] @ FD
ﬁ DD E o
=] @ E 9
E10
J e
T T T T T T T T T
1

H-5

9.4 9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 ppm ()

Figura 1V.19. Mapa de contornos COSY de AED3 e expansdo correspondente (400 MHz; DMSO-
de).
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As Figuras 1V.20 e 1V.21 (p. 80) apresentam respectivamente o mapa de contornos HMBC de
AED3 e suas expansdes correspondentes. O sinal de hidrogénio em &y 4,07 (O-CHs) correlaciona-
se com o sinal de carbono em & 149,7 (C-4), estabelecendo a conexdo do grupo metoxila. O sinal
de hidrogénio em &y 7,18 (H-9) correlaciona-se com os sinais de carbono em & 122,9 (C-10a),
126,6 (C-4a), 129,8 (C-8) e 135,6 (C-8a). O sinal de hidrogénio em oy 7,69 (H-2) correlaciona-se
com os sinais de carbono em & 122,9 (C-10a), 149,7 (C-4), 135,4 (C10) e 169,7 (COOH). O sinal
de hidrogénio em &y 7,93 (H-8) correlaciona-se com os sinais de carbono em & 105,4 (C-9) e 126,4
(C-6). O sinal de hidrogénio em 6y 9,11 (H-5) correlaciona-se com os sinais de carbono em &
135,6 (C-8a) e 128,3 (C-7). O sinal de hidrogénio em ¢y 10,84 (COOH) correlaciona-se com 0S
sinais de carbono em & 122,2 (C-1) e 169,7 (CO,H), estabelecendo a posi¢do do grupo carboxila

no anel aromatico.
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Figura IV.20. Mapa de contornos HMBC de AED3 (*H: 400 MHz; *3C: 100 MHz; DMSO-d).
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Figura 1V.21. Expansbes do mapa de contornos HMBC de AED3 na regido entre: (a) oy 11,0 2 6,8
e dc 175,0 a 100,0 e (b) de J 8,0 a 7,0 e Jc 137,0 a 120,0 (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz; DMSO-
de).
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A Figura IV.22 apresenta 0 mapa de contornos NOESY de AED3. O sinal em &y 7,93 (H-8)
correlaciona-se com os sinais em oy 7,18 (H-9) e 7,62 (H-7). O sinal em &4 9,11 (H-5) correlaciona-

se com o sinal em &4 7,62 (H-6).

4 . P A L opm (6)

A
0
;

E10

PN

A
[
8
amxdeino
Wgeo
T
©

T T T 11

-
=
,_.
o
© -
®
N
)
o
»~
w
N
=

ppn (8)
COOH H-5 H-8 B2 ome ™0
e A P BT
H-9 — © ©
H-7/H-6 > @ F 7.5
H-2
H-8 = H-8/g9
H-8/H-7 F 8.0
I 8.5
H-5/H-6
H-5 = & oA 9.0
- 9.5
10.0
10.5
COOHT ()]
T T T T T T T 11.0
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 ppm (6)

Figura 1V.22. Mapa de contornos NOESY de AED3 e expansdo correspondente (*H: 400 MHz;
13C: 100 MHz; DMSO-d).
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Os dados de RMN obtidos para AED3 sugerem a estrutura do &cido 3-hidroxi-4-metoxi-10-
nitrofenantreno-1-carboxilico. Foram realizados célculos tedricos para confirmacdo das atribuicdes
efetuadas na elucidacéo estrutural de AED3. Os calculos foram realizados em nivel PBEPBE/6-
311G* para a estrutura na fase gasosa e sem considerar interacdes intermoleculares. Os valores

calculados de deslocamento quimico de carbono (Ca'°5c) foram correlacionados com os dados de
RMN de **C de AED3 (4.). O valor do coeficiente de correlacdo foi R? = 0,9083. Este valor do

coeficiente de correlacdo foi o mais alto considerando tais valores para diferentes isbmeros de
posicdo do grupo metoxila. Os resultados obtidos indicam a atribuicdo estrutural proposta para
AED3 como sendo um &cido aristoléchico inédito (acido 3-hidroxi-4-metoxi-10-nitrofenantreno-1-
carboxilico) isolado das cascas do cerne de Aristolochia esperanzae, cuja atribuicdo dos sinais de

RMN de *H e de *C de AED3 estdo descritas na Tabela IV.7.

Tabela 1V.7. Atribuicdo dos sinais de RMN experimentais e calculados (““& ) de *H e de °C de
AED3

Atomo & S el s
1 122,2 - 125,6
2 114,2 7,69 (1H, ) 120,6
3 152,8 - 153,3
4 149,7 - 152,5
4a 126,6 - 130,0
4b 121,1 - 133,6
5 1275 9,11(1H, m) 130,8
6 126,5 7,62 (1H, m) 131,4
7 128,4 7,62 (1H, m) 129,5
8 129.8 7,93 (1H, m) 1325
8a 135,6 - 131,8
9 105,4 7,18 (1H, ) 127,4
10 135,4 - 152,5
10a 1229 - 120,5
CO,H 169,7 10,84 (1H, s) 166,4
O-CHs 60.3 4,07 (1H, ) 50,8
O-H ) 8,15 (1H, s)
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IV.3. Analise estrutural de AEY

O solido amarelo denominado AEY apresentou decomposicdo a 210 °C quando submetido

a anélise de ponto de fusdo. O espectro no IV de AEY (Fig. 1V.23) mostra uma banda em 3650 cm™

atribuida a estiramento O-H de hidroxila livre, uma banda entre 2900 a 2850 c¢cm™ atribuida a

estiramentos C-H alifatico, uma banda intensa em 1450 cm™ atribuida a deformacdo angular

assimétrica de alcanos. As bandas entre 1390 e 1350 cm™ podem ser atribuidas a deformagéo

angular simétrica de alcanos e a banda em 1310 cm™ pode ser atribuida a deformacéo angular de

ligagdo O-H de fendis. A banda intensa em 1250 cm™ pode ser atribuida a vibragdes de esqueleto

terc-butila. A banda em 1150 cm™ pode ser atribuida a estiramento de ligacdo C-O de fendis e as

bandas entre 880 e 780 cm™ podem ser atribuidas a deformacdo angular caracteristica de anel

benzeno tetrassubstituido.
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Figura IV.23. Espectro de absorcdo na regi&o do Infravermelho de AEY (KBr; cm™).
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A Figura 1V.24 mostra o espectro de RMN de *H de AEY. Nesse espectro é registrado sinal
relativo a nucleos de hidrogénio aromatico em oy 6,96, bem como sinal em &y 4,99 relativo a
nucleos de hidrogénio ligado a oxigénio, como sugerido pelo espectro de IV. O sinal em &y 2,77

pode ser atribuido a ndcleos de hidrogénio metilénico e o sinal em &y 1,41 pode ser atribuido a

nacleos de hidrogénio metilico.
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Figura IV.24. Espectro de RMN de 'H e expansdes correspondentes de AEY (200 MHz, CDCl5).
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As Figuras 1V.25 (p.85) e V.26 (p. 85) mostram respectivamente o espectro de RMN de *3C
e subespectro DEPT 135° de AEY. O sinal em & 151,7 pode ser atribuido a ndcleo de &tomo de
carbono oxigenado de sistema aromatico. Os sinais em & 135,6 e 132,6 podem ser atribuidos a
nucleos de atomo de carbono substituido de sistema aromatico. O sinal em o&c 124,8 pode ser
atribuido a nucleo de atomo de carbono hidrogenado de sistema aromatico. O sinal em & 37,9 pode

ser atribuido a nucleo de atomo de carbono alifatico metilénico. O sinal em & 34,2 pode ser
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atribuido a ndcleo de atomo de carbono alifatico quaternario. O sinal intenso em & 30,3 pode ser

atribuido a nucleo de 4tomo de carbono alifatico metilico.
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Figura 1V.25. Espectro de RMN de *C de AEY (50 MHz; CDCls).
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Figura 1V.26.Espectro de RMN de DEPT-135° de AEY (50 MHz; CDCly).

ppm ()

85



A Figura IV.27 mostra 0 mapa de contornos HSQC de AEY. O sinal em &y 6,96 (H-3 e H-
3") correlaciona-se com o sinal em & 124,8 (C-3 e C-3"). O sinal em &4 2,77 (H-5 e H-5)
correlaciona-se com o sinal em ¢ 37,9 (C-5 e C-57) e o sinal em &y 1,41 (H-7 e H-7") correlaciona-

se com o sinal em & 30,3 (C-7 e C-7").
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Figura IV.27. Mapa de contornos HSQC de AEY (*H: 200 MHz; **C: 50 MHz; CDCls).

A Figura IV.28 (p. 87) mostra 0 mapa de contornos *H-*C HMBC de AEY. O sinal de
hidrogénio em oy 2,77 (H-5/5) correlaciona-se com o sinal de carbono em & 124,8 (C-3/3°). O
sinal de hidrogénio em &y 4,99 (O-H) correlaciona-se com o sinal de carbono em & 135,6 (C-2/2°).
O sinal de hidrogénio em & 6,96 (H-3/3”) correlaciona-se com 0s sinais de carbono em & 34,2 (C-
6/6%), 37,9 (C-5/5") e 151,7 (C-1/1").

A Figura IV.29 (p. 87) mostra 0 mapa de contornos *H-'H NOESY de AEY. O sinal de
hidrogénio em &4 1,41 (H-7) correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em &y 4,99 (O-H) e 6,96
(H-3). O sinal de hidrogénio em &y 2,77 (H-5) correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em oy

6,96 (H-3).
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Figura 1V.28. Mapa de contornos HMBC de AEY (*H: 200 MHz; *C: 50 MHz; CDCl5).
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Figura 1V.29. Mapa de contornos NOESY de AEY (200 MHz; CDCls).
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A Tabela IV.8 mostra os dados de dc e oy (ppm) obtidos para AEY, bem como a estrutura

proposta com base nos dados de RMN.

Tabela 1V.8. Atribuicio dos sinais de RMN de 'H e de *C de AEY

Atomo Carbono (&) Hidrogénio (&)
/1’ 151,7 -

2/2° 135,6 -

3/3° 1248 6,96 (1H, s)
4/4° 132,6 -

5/5° 37,9 2,77 (1H, s)

6/6’ 34,2 -

77 30,3 1,41 (1H, s)

O-H - 4,99 (1H, s)

O solido AEY foi submetido a analise elementar, obtendo-se os dados mostrados na Tabela

IV.9. A porcentagem relativa dos elementos corresponde a uma formula minima préxima a

C15H230, condizente com a estrutura proposta. A literatura ndo apresenta registros de isolamento

deste composto, denominado de 2,2',6,6'-tetra-terc-butil-4,4'-etilenodifenol, em espécies do reino

vegetal, entretanto aponta o uso do mondmero (conhecido como BHT) como um antioxidante desde

1950 para preservar e estabilizar o valor nutritivo, sabor e cor de produtos alimentares. Cerca de 40

paises permitem o uso do monémero BHT como um aditivo alimentar sendo que a presenca desta

substancia no solo e em ambiente aquético tem sido demonstrada em varios estudos.®®* Estas

evidéncias apontam para a possibilidade de que o dimero AEY ndo seja um metabdlito secundério

de A. esperanzae, podendo ser originario do ambiente no qual a espécie se encontra.

Tabela I1VV.9. Resultado de anélise elementar de AEY

%C %H %0
Resultados calculados 82,11 10,48 7,29
Resultados experimentais 82,44 10,32 7,24
Diferenca percentual entre 0,33 0,16 0,05
resultados calculados e
experimental
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IV.4. Analise estrutural de AED2/AED4

O solido de coloracdo vermelha, identificado como AED2/AED4 foi submetido & analise de
ponto de fusdo e apresentou decomposicdo na faixa de temperatura de 110-120°C. O solido foi
submetido a analise espectroscopica de RMN para determinacao estrutural. A Figura IV.30 mostra
0 espectro de RMN de 'H e expansdes de AED2/AEDA4. Nesse espectro é registrado um sinal em &
9,18 (simpleto largo) relativo a nicleo de atomo de hidrogénio de hidroxila fendlica e sinais em oy
8,02 (simpleto); &y 7,65 (dupleto); & 7,32 (dupleto) e &4 6,75 (duplo dupleto) relativos a nicleos

de atomos de hidrogénio de sistema aromatico.

9 3 %73
_— Ty
s 1114
e Bl B =@
— I T
- i M [}
c) % | g ;n/

i

Figura 1V.30. Espectro de RMN de ‘H (a) e expansdes correspondentes (b,c) de AED2/AED4 (400
MHz, DMSO-ds).
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As Figuras 1V.31 e 1V.32 (p. 91) mostram respectivamente o espectro de RMN de °C e
subespectro DEPT 135° de AED2/AEDA4. O sinal em & 188,9 pode ser atribuido a ndcleos de
atomo de carbono de uma enona em anel de cinco membros conjugada com anel aromatico. O sinal
em & 153,2 corresponde a nucleo de atomo de carbono ndo hidrogenado aromatico e ligado a
oxigénio. Os sinais em & 130,8, 126,8 e 112,2 podem ser atribuidos a nucleos de atomos de
carbono substituido em sistema aromético. Os sinais em & 136,9, 113,2, 113,0 e 105,9 podem ser
atribuidos a nucleos de atomos de carbono hidrogenado em sistema aromatico, de acordo com a

analise do subespectro DEPT-135°.
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Figura IV.31. Espectro de RMN de **C (a) e expansées (b,c) de AED2/AED4 (100 MHz; DMSO-
de).
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Figura 1V.32. Espectro de RMN de DEPT-135° de AED2/AED4 (100 MHz; DMSO-ds).

A Figura V.33 (p. 92) mostra 0 mapa de contornos HSQC (a) de AED2/AED4 e expansao
(b). O sinal em &4 8,02 (H-8 e H-8") correlaciona-se com o sinal em & 136,9 (C-8 e C-8"). O sinal
em oy 7,65 (H-6 e H-6") correlaciona-se com o sinal em & 105,9 (C-5 e C-5"). O sinal em &y 7,32
(H-3 e H-3") correlaciona-se com o sinal em & 113,0 (C-3 e C-37). O sinal em &4 6,75 (H-4 e H-4")

correlaciona-se com o sinal em & 113,2 (C-4 e C-4").
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Figura 1V.33. Mapa de contornos HSQC de AED2/AEDA4 (a) e expanséo (b) correspondente (‘H:

400 MHz; 3C: 100 MHz; DMSO-de).
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A Figura V.34 apresenta 0 mapa de contornos COSY de AED2/AED4 (a) e expansdo
correspondente (b), nos quais pode-se observar correlacdo do sinal em & 7,32 (H-3/3") com o sinal

em &y 6,75 (H-4/4"). Esses resultados indicam que esses sinais correspondem a ndcleos de

hidrogénio presentes no mesmo anel aromatico.
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Figura 1V.34. Mapa de contornos COSY de AED2/AED4 e expansdo correspondente (400 MHz;
DMSO-ds).

A Figura IV.35 (p. 94) mostra 0 mapa de contornos ‘H-"*C HMBC de AED2/AED4 (a) e
ampliacdo correspondente (b). O sinal de hidrogénio em o6y 6,75 (H-4/4’) correlaciona-se com 0s

sinais de carbono em & 105,9 (C-6/6), 130,8 (C-7/7°) e 153,2 (C-5/5"). O sinal de hidrogénio em
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on 7,32 (H-3/37) correlaciona-se com os sinais de carbono em & 126,8 (C-2/2°) e 153,2 (C-5/5). O

sinal de hidrogénio em &y 7,65 (H-6/6) correlaciona-se com os sinais de carbono em & 113,2 (C-

4/4%), 130,8 (C-7/7’) e 153,2 (C-5/5"). O sinal de hidrogénio em &y 8,02 (H-8/8”) correlaciona-se

com os sinais de carbono em & 112,2 (C-9/9°), 126,8 (C-2/2’) e 130,8 (C-7/7°).
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Figura 1V.35. Mapa de contornos HMBC de AED2/AEDA4 (a) e ampliacio correspondente (b) (*H:
400 MHz; 3C: 100 MHz; DMSO-d).
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A Figura 1V.36 mostra 0 mapa de contornos *H-"H NOESY de AED2/AEDA4 (a) e expansio
correspondente (b), nos quais observa-se correlacdo do sinal de hidrogénio em ¢ 7,32 (H-3/3") com

o sinal de hidrogénio em &y 6,75 (H-4/4").

E H6/6”
H3/3’
= Ha4/4"

ppm(8)

_ L
=

H4/4" - = -
o =7
H3/3" P rs
H6/6 & -
P - Es

H8/8"

%

~— He/6
= H3/3’
= H4/4

3

3

5

H4/4' = R o

[2°3
H4/4"x H3/3’ L7.4

He /6" @ 7.6

H3/3 —= o

H8/8"

9.0
T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 prpm(6)

Figura 1V.36. Mapa de contornos NOESY de AED2/AEDA4 (a) e expansao correspondente (b),
(400 MHz; DMSO-dg).
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De acordo com as analises de RMN realizadas, o fitoconstituinte isolado pode ser identificado
como 5,5 -di-hidroxi-1H,1H"-2,2"-biindeno-1,1"-diona e ndo apresenta registros de isolamento em
espécies do reino vegetal. A Tabela 1VV.10 mostra os dados de Jc e oy (ppm) e a estrutura proposta

para AED2/AED4 com base nos dados de RMN.

Tabela 1V.10. Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H e de *C de AED2/AED4

Atomo Carbono (&) Hidrogénio (oy)

1/1° 188,9 -

2/2° 126,8 -

3/3° 113,0 7,32 (1H, dd, %43 = 8,8 Hz, Y46 = 2 Hz)
4/4° 113,2 6,75 (1H, d, *J34 = 8,8 Hz))
5/5° 153,2 -

6/6’ 105,9 7,65 (1H, s)

77 130,8 -

8/8" 136,9 8,02 (1H, s)

919" 112,2 i HO

O-H - 9,18 (1H, s)
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Capitulo V
Aplicacdo dos metodos computacionais no estudo

estrutural de triterpenos pentaciclicos
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V.1 ANALISE CONFIGURACIONAL E CONFORMACIONAL DE TRITERPENOS

PENTACICLICOS

Considerando o isolamento de triterpenos pentaciclicos nas cascas de Aristolochia
esperanzae, conforme descrito na literatura,® estudos teéricos similares aos aplicados na
elucidacédo estrutural de &cidos aristoldchicos e aristolactamas foram realizados também para
triterpenos pentaciclicos. Para tanto, calculos de deslocamento quimico foram realizados para
dois triterpenos pentaciclicos isolados de Myricaria elegans, conforme descrito na literatura®.
A escolha desses triterpenos pentaciclicos no presente estudo foi baseada na incoeréncia de suas
estruturas em relacdo a biossintese destes compostos, verificada durante o levantamento
bibliografico para a redacdo do capitulo de livro sobre relacBes entre estrutura quimica e
atividade de triterpenos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.®*

Os triterpenos formam um vasto grupo de produtos naturais amplamente distribuidos no

reino vegetal. Extratos de plantas contendo triterpenos pentaciclicos exibem uma diversidade de

66,67 69,70

atividades farmacoldgicas, como atividade anti-microbiana, citotoxica,® hepatoprotetora
e anti-inflamatéria.”*"® A substituicio no esqueleto lipofilico de triterpenos pentaciclicos
representa uma possibilidade de aumento de seletividade e de poténcia para determinada acéo, o
que indica que os triterpenos pentaciclicos sdo um recurso natural de elevada importancia para o
desenvolvimento de novas drogas.”

Segundo a biossintese, os triterpenos podem ser classificados em uma ampla variedade de
grupos em funcéo do esqueleto carbdnico. Atualmente relatam-se aproximadamente 40 tipos de

esqueleto carbonico basico de triterpenos’. Estes grupos estdo exemplificados na Fig. V.1 que

mostra a estrutura do esqueleto carbdnico dos grupos fernano, lupano, oleanano e ursano.
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Figura V.1. Estrutura basica de triterpenos pentaciclicos do tipo olenano, ursano, fernano e
lupano.

De acordo com a biossintese de triterpenos,’® a formagdo de tais esqueletos
carbénicos passa pela condensacdo do dimetilalilpirofosfato (DMAPP) com o
isoprenilpirofosfato (IPP) formando o geranilpirofosfato que posteriormente forma o
farnesilpirofosfato. Duas unidades de farnesilpirofosfato se condensam e, ap6s oxidacéo, chega-
se ao Oxido de esqualeno gque € um intermediario biossintético comum aos triterpenos. A
ciclizacdo do 6xido de esqualeno a triterpenos pentaciclicos passa por uma conformacéo pre-
cadeira do oxiesqualeno. A etapa de ciclizacdo produz o céation tetraciclico damarenila. Ap6s
rearranjos subsequentes ocorre a formacdo do cation pentaciclico oleanila. Finalmente,
deslocamentos 1,2 de hidreto resultam na estrutura do triterpeno pentaciclico insaturado. Esta

sequéncia de reagdes é mostrada nos Esquemas V.1 (p. 100) e V.2 (p. 100).
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Esquema V.1. Biossintese do esqualeno, precursor de triterpenos, a partir de
isopentilpirofosfato.
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Esquema V.2. Biossintese de triterpeﬁos pentaciclicos do tipo olenano e ursano a partir do
oxido de esqualeno.
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Como anteriormente relatado, recentemente dois novos triterpenos pentaciclicos foram
isolados de partes aéreas de Myricaria elegans Royle (tamariscineae).® Esta espécie apresenta-
se como um arbusto encontrado no Himalaya e no Tibet e suas folhas sdo usadas externamente
como cataplasma em contus@es, apresentando atividade anti-inflamatéria.

A estrutura destes triterpenos foi proposta através de dados espectroscdpicos de absorcao na
regido do Infravermelho e de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de °C, além de
espectrometria de massas. A estrutura destes triterpenos pentaciclicos inéditos € mostrada na

Figura V.2.

Eleganene A Eleganene B

Figura \6/.2. Estrutura proposta para triterpenos pentaciclicos do tipo ursano isolados de Myricaria
elegans.®

A estereoquimica de moléculas é geralmente deduzida de experimentos NOESY (*H-'H). A
estrutura proposta para os fitoconstituintes isolados de M. elegans indica a configuragdo R para
ambos os centros quirais C5 e C9 de eleganene-A e a configuragdo 5S,9R para eleganene-B,

apresentando as juncfes anelares A/B e B/C na forma cis. Esta configuracdo estd em desacordo
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com a biossintese de triterpenos. Assim, a analise configuracional e conformacional dos
triterpenos isolados de M. elegans foi realizada através de correlac@es entre valores calculados de

deslocamento quimico de carbono (“*°5.) e dados de **C experimentais (5,).* Otimizagdes de

geometria e célculos de deslocamento quimico de carbono foram realizados usando método

DFT.*%*3477 Correlagdes entre deslocamentos quimicos calculados (“*°5,) e dados experimentais

de **C (&) tém sido eficientemente utilizados na analise estrutural de compostos organicos.”®

Os estudos tedricos foram realizados usando o software GAUSSIANO03.°" Os quatro
isbmeros possiveis para cada estrutura foram usados como modelos iniciais para os célculos de
otimizacdo de geometria. As otimizacGes de geometria em nivel DFT foram realizadas utilizando
as geometrias anteriormente obtidas por método semi-empirico PM3.* Utilizou-se o funcional
B3LYP com conjunto de base de valéncia expandida 6-31G* nos célculos DFT. As geometrias
otimizadas foram caracterizadas como minimos verdadeiros na superficie de energia potencial
(PES), quando todas as frequéncias harmoénicas sdo reais. As geometrias otimizadas foram
utilizadas em calculos de deslocamento quimico de carbono nos mesmos niveis de teoria. A
energia eletrdnica-nuclear (E) foi calculada em método DFT/B3LYP/6-31G*. Deslocamentos

quimicos de carbono calculados (Ca'céc) foram obtidos em relacdo aos correspondentes valores
calculados em DFT/B3LYP/6-31G* para tetrametilsilano (o, = 191,58 ppm).

Correlagdes entre os valores de Ca'CcSC e deslocamentos quimicos de carbono experimentais
(6.11t) foram obtidos utilizando-se o pacote de software Origin™ Standard 7.5, sendo os valores
de o tite Ca'cé“c plotados nos eixos x ey, respectivamente. Curvas de correlagcdo foram obtidas com

ajustes lineares com coeficiente de correlagdo (R?) fornecido pelo préprio programa.
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Inicialmente, otimizacGes de geometria em nivel DFT/B3LYP/6-31G* para estruturas na

fase gasosa foram realizadas para as quatro possibilidades configuracionais derivadas de C-5 e C-

9 para eleganene-A (Figura V.3) e eleganene-B (Figura V.4).

OH

OH
Figura Vi3sRessibilidades configuracionais consideradas masaélise estrutural de eleganene-A -
triterpeno pentaciclico do tipo ursano isolado de Myricaria elegans.

[ 2-55-9R - [ 2-55-95 -

COOH

[ 2.5R-9R [ 2-5R-9S
OH OH

Figura V.4. Possibilidades configuracionais consideradas na andlise estrutural de eleganene-B -
triterpeno pentaciclico do tipo ursano isolado de Myricaria elegans.
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A Tabela V.1 mostra a energia eletronica-nuclear e os coeficientes de correlagdo obtidos
para a estrutura dos estereoisdmeros em C5 e C9 de eleganene-A e eleganene-B. Melhores
correlagdes foram obtidas quando eleganene-A (1) e eleganene-B (2) apresentam,
respectivamente, as configuragbes 5S-9S e 5R-9S, cuja formacdo € favorecida
termodinamicamente em funcdo do menor valor de energia eletrénica-nuclear. As estruturas 1-5S-
9S e 2-5R 9S apresentam juncGes anelares A/B e B/C na forma trans e estdo representadas na
Figura V.5.

Tabela V.1. Energia eletronica-nuclear e coeficientes de correlagdo das curvas de deslocamento
quimico calculado e experimental (Ca'C5C /6.1Y) obtidos para as estruturas dos estereoisomeros de

eleganene-A (1) e eleganene-B (2) para estruturas na fase gasosa e sem considerar interacfes
intermoleculares

Estrutura R° E (Hartree)

15R9S 0,9294 -1622.05607027
15R9R 0,9271 -1622.03858986
15S9S 0,9851 -1622.15297740
15S9R 0,9698 -1622.12902909
2 5R 9S 0,9846 -1471.73059522
25S9S 0,9814 -1471.72289046
25R9R 0,9814 -1471.71695398
25S9R 0,9806 -1471.72316750

[ 2-5R-9S
(0]

Figura V.5. Estruturas de eleganene-A (1) e eleganene-B (2) obtidas por correlagdes de dados
tedricos (“°) e experimentais de *°C (5L,
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As estruturas indicadas pelos calculos tedricos apresentam os menores valores de energia
eletrénica-nuclear dentre todas as possibilidades estereoquimicas consideradas e concordam com a
rota biossintética relatada na literatura para triterpenos pentaciclicos.” Dessa forma, correlagdes de
dados tedricos e experimentais de RMN de **C NMR de eleganene-A isolado de Myricaria elegans
indicaram inversdo configuracional em C5 (configuracdo S) e C9 (configuracdo S) em relacdo a
estrutura anteriormente proposta na literatura. De forma semelhante, correlacdes de dados tedricos e
experimentais de RMN de *C de eleganene-B isolado de Myricaria elegans indicaram inversio
configuracional em C5 (configuracdo R) e C9 (configuracdo S) em relacdo a estrutura anteriormente
proposta na literatura. Assim, a estereoquimica correta dos centros quirais C5 e C9 dos triterpenos
pentaciclicos eleganene-A e eleganene-B isolados de Myricaria elegans € mostrada na Figura V.5
(p. 104).

A estrutura de eleganene-A foi estudada quanto a estereoquimica de C1, C2, C3 e C6,
posicBes nas quais ocorre a substituicdo por grupo hidroxila. Otimizac6es de geometria em nivel
DFT/B3LYP/6-31G* para estruturas na fase gasosa foram realizadas para as dezesseis
possibilidades configuracionais para a estrutura de eleganene-A (Figura V.6, p. 107) utilizando as
geometrias anteriormente obtidas por método semi-empirico PM3. Utilizou-se o funcional
B3LYP com conjunto de base de valéncia expandida 6-31G* em célculos utilizando nivel DFT.
As geometrias otimizadas foram caracterizadas como minimos verdadeiros na superficie de
energia potencial (PES), quando todas as frequéncias harmonicas sdo reais. As geometrias
otimizadas foram utilizadas em célculos de deslocamento quimico de carbono nos mesmos niveis
de teoria. A energia eletrénica-nuclear (E) foi calculada em método DFT/B3LYP/6-31G*.

Deslocamentos quimicos de carbono calculados (Ca'cﬁc) foram obtidos em relagdo aos

correspondentes valores calculados em DFT/B3LYP/6-31G* para tetrametilsilano (o, = 191,58

ppm).
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Correlagdes entre os valores de Ca'C§C e deslocamentos quimico de carbono experimentais®

&.Lit) foram obtidos utilizando-se o pacote de software Origin™ Standard 7.5. Os valores de &.Lit e
C C

Ca'céc foram plotados nos eixos X e y, respectivamente. Curvas de correlagdo foram obtidas com

ajustes lineares com coeficiente de correlacéo (R?) fornecido pelo préprio programa.

Figura V.6. Estrutura representativa das possibilidades configuracionais consideradas na anélise
estrutural de eleganene A - triterpeno pentaciclico do tipo ursano isolado de Myricaria elegans.

A Tabela V.2 (p. 107) mostra a energia eletronica-nuclear e os coeficientes de correlagio
obtidos para os estereoisdmeros considerados. A melhor correlacdo foi obtida para configuracédo
1R-2S-3S-6S. A estrutura com esta configuracdo (Figura V.7, p. 108) apresenta formacdo
favorecida termodindmicamente em funcdo do menor valor de energia eletronica-nuclear. Entdo,
de acordo com a analise estrutural, a estereoquimica correta do triterpeno pentaciclico eleganene-

A isolado de Myricaria elegans é mostrada na Figura V.7 (p. 107).
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Tabela V.2. Energia eletronica-nuclear e coeficientes de correlacdo das curvas de deslocamento
quimico calculado e experimental (Ca'°§C/5C'-it) obtidos para as estruturas dos estereoisémeros de

eleganene-A (1) com estruturas na fase gasosa e sem considerar interagoes intermoleculares

Estereoisbmero
1R-25-3R-6R
1S-2R-35-6S
1R-2R-3R-6R
1S-25-35-6S
1R-2R-3R-6S
1S-25-35-6R
1R-2R-3S-6R
1S-25-3R-6S

R2
0,9851
0,9852
0,9823
0,9827
0,9813
0,9787
0,9852
0,9828

HO'

E (Hartree)
-1622.15297740
-1622.14028416
-1622.13747812
-1622.1556301
-1622.14088756
-1622.14276235
-1622.15800861
-1622.15683115

Estereoisbmero
1S-2R-3R-6R
1R-25-3S-6S
1R-2R-3S-6S
1S-25-3R-6R
1R-25-3S-6R
1S-2R-3R-6S
1R-2S-3R-6S
1S-2R-3S-6R

R2
0,9835
0,9864
0,9802
0,9803
0,9666
0,9814
0,9823
0,9835

E (Hartree)
-1622.14124145
-1622.16290924
-1622.14754180
-1622.13466682
-1622.13846653
-1622.14321718
-1622.14467136
-1622.14898133

Figura V.7. Estrutura de eleganene-A obtida por correlacdes de dados tedricos e experimentais de

lSC.
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Considerac0es Finais e Perspectivas
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O estudo fitoquimico das cascas do caule de Aristolochia esperanzae possibilitou o
isolamento e caracterizacdo de um acido aristolochico, duas lignanas e dois derivados fendlicos
diméricos, cujas estruturas sdo mostradas na Figura V1.1. Como observado para espécies do género
Aristolochia que apresentam frequentemente &cidos aristoldchicos e lignanas, no caso de A.
esperanzae, também foram verificados compostos desse tipo. Todas essas substancias foram
identificadas por técnicas de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13, HSQC,

HMBC, NOESY e COSY.

(@]
(@]
O
HO S COOH
OH
\o = ‘ NOZ
- g
3 4

»

OH

Figura VI.1. Fitoconstituintes isolados do extrato das cascas de A. esperanzae (1 =
(8R,8°R,9S)-Cubebina, 2 = (8R,8’R,9R)-Cubebina, 3 = acido 3-hidroxi-4-metoxi-10-nitrofenantreno 1-
carboxilico, 4 = 2,2'6,6-tetra-terc-butil-4,4'-etilenodifenol, 5 = 5,5 -dihidroxi-1H,1H"-2,2"-
biindeno-1,1"- diona).
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Dentre os compostos isolados, acido aristoldchico (3), 2,2',6,6'-tetra-terc-butil-4,4'-
etilenodifenol (4) e 5,5"-di-hidroxi-1H,1H"-2,2" biindeno -1,1"- diona (5) foram pela primeira vez
isolados no reino vegetal.

A estereoquimica de (8R,8’R,9S)-cubebina e (8R,8’R,9R)-cubebina foi investigada pelas
correlacdes dos deslocamentos quimicos de carbono calculados por métodos tedricos com os dados
experimentais de RMN de **C. Os célculos foram realizados em niveis HF e DFT (BLYP, B3LYP,
e PBE), com conjunto de base e funcbes difusas 6-31G*. Os céalculos tedricos mostram altos
coeficientes de correlagdo em todos os niveis de calculo. O efeito do solvente nas correlagcdes de
8R,8'R,9R-cubebina foi investigado pelo uso de um modelo de solvente explicito e utilizando
calculos B3LYP/6-31G* envolvendo uma molécula dos solventes acetona, dimetilsulfoxido e
piridina.

As melhores correlagdes indicaram sitios de interacdo preferencial entre a molécula do
solvente e a molécula de 8R,8'R,9R-cubebina. Tais interacdes sdo mostradas na Figura V1.2 (p.

111).
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Figura V1.2. Sitios de interacdo preferencial entre a molécula de 8R,8'R,9R-cubebina e 0s solventes
acetona (1), piridina (2) e dimetilsulfoxido (3).

A andlise configuracional e conformacional dos triterpenos eleganene-A e eleganene-B
isolados de Myricaria elegans foi realizada através de correlacbes entre valores calculados de
deslocamento quimico de carbono e dados de RMN de *3C experimentais reportados na literatura.

Valores de energia eletrbnica-nuclear e coeficientes de correlacdo indicaram as
configuracBes 3S-5S-6S-9S e 5R-9S para eleganene-A e eleganene-B, respectivamente. As
estruturas 1-5S-9S e 2-5R-9S apresentam juncgdes anelares A/B e B/C na configuracdo trans. Dessa
forma, correlacdes de dados tedricos e experimentais de RMN de *C de eleganene-A isolada de
Myricaria elegans indicaram inversdo configuracional em C3 (configuragdo S), em C5
(configuracdo S), em C6 (configuragcdo S) e em C9 (configuracdo S) em relacdo a estrutura
anteriormente proposta na literatura.”® De forma semelhante, correlagbes de dados tedricos e
experimentais de RMN de *C de eleganene-B isolado de Myricaria elegans indicaram inversdo

configuracional em C5 (configuracdo R) e C9 (configuracdo S) em relacdo a estrutura anteriormente
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proposta na literatura. Assim, a estereoquimica correta dos triterpenos pentaciclicos isolados de

Myricaria elegans é mostrada na Figura V1.3.

1

Figura VI1.3. Estruturas de eleganene-A (1) e eleganene-B (2) obtidas por correlacdes de dados
tedricos e experimentais de deslocamento quimico de carbono.

A presenca de derivados adutos de acido aristolochico-DNA no coértex renal de humanos é
um indicativo da toxicidade de acidos aristolochicos. Estes adutos foram identificados como

1.8 Neste sentido, o acido

derivados metabolicos de &cido aristoléchico | e &cido aristoldchico |
aristoléchico inédito obtido neste trabalho, bem como aristolactamas, extratos e fracfes obtidas do
fracionamento cromatografico do extrato etandlico de cascas e cerne de Aristolochia esperanzae
Kuntze serdo submetidos a testes antitumorais e de indugdo tumoral para avaliar a
carcinogenicidade relatada na literatura.

O estudo fitoquimico das cascas de Aristolochia esperanzae serd continuado utilizando os

métodos convencionais como extracdo por solvente, cromatografia em coluna e/ou por HPLC.
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PHYTOCHEMICAL STUDY AND ANTIMICROBIANE TEST OF THE STEM OF Aristolochia
esperanzae Kuntze (Aristolochiaceae). This work describes the studies of isolation of the chemical
constituents and antimicrobiane activity of the species Aristolochia esperanzae,

which is used in the treatment of rheumatic diseases in the Brazil. IR, GC/MS and NMR (1D and
2D) analyses were employed to structural characterization of the isolated compounds from stem
bark and heartwood extracts of the plant. Aristolochic acids | and Il and a-cubebin were identified
as previously isolated from its leaves and root extracts. Moreover, asarinin, populifolic and 2-oxo-
populifolic acids, aristolactams Ala and All, and sitosterol 3-O-$-D-glucopyranoside were firstly
described in the species. Agar diffusion method and minimal inhibitory concentration test indicate
positive results of asarinin and a-cubebin against Bacillus cereus and aristolochic acid | against
Staphylococcus aureus and Listeria monocitogenes. These results confirm the popular use of the
plant to treatment of infections related to rheumatic diseases as well as are important to develop

selective antibiotics and antifungals with restricted spectrum of action.

Keywords: Aristolochia esperanzae, aristolochic acids, aristolactams, lignoids, diterpenes, Bacillus

cereus.
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1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) apresenta alta prevaléncia, atingindo cerca de 1% da populacao
adulta.® Por ser potencialmente deformante, compromete a simetria das pequenas articulacdes,
sendo de curso crénico e progressivo, com potencial de causar severa incapacitacao fisica. A causa
da doenca ¢é desconhecida ainda, admitindo-se que fatores genéticos e ambientais interajam para
provocar uma reagdo imunopética.*’ As drogas usadas no tratamento de AR aliviam a dor, reduzem
danos as articulacdes ou modificam o curso da doenca, porém provocam diferentes efeitos adversos
e apresentam raramente remissdo da doenca.®™!

Levantamentos etnofarmacoldgicos indicam o uso de extratos de Aristolochia esperanzae
Kuntze (Aristolochiaceae) no tratamento de AR.*?* Extratos aquosos das folhas, caule e raiz dessa
espécie sdo muito utilizados também no tratamento de diversas outras doencas.”® No entanto, o
consumo de muitas plantas do género Aristolochia pode levar a nefropatia progressiva e ao cancer
urotelial em humanos.’®**® Em razdo de suas propriedades nefrotoxicas, carcinogénicas e
mutagénicas, a comercializacdo de ervas medicinais contendo extratos de Aristolochia sao proibidos
em muitos paises.’® Além disso, extratos dessa planta afetam a germinacéo e o crescimento de
sementes de Lactuca sativa L (alface) e Raphanus sativus L. (rabanete).® Essa espécie apresenta
como sinonimia Aristolochia boliviensis O. Kuntze,** é encontrada na América do Sul e conhecida
popularmente no Brasil como cip6-mil-homens.??

O género Aristolochia tem sido documentado quimicamente desde 1951, apresentando
terpendides, ligndides, &cidos graxos, alcal6ides, acidos aristoléquicos e aristolactamas.?*® A
literatura registra estudos fitoquimicos das folhas e raizes de Aristolochia esperanzae,®’ das quais
foram isolados 0os compostos apresentados na Figura 1. O presente trabalho descreve o estudo
fitoquimico do caule (cerne e cascas) de A. esperanzae, acompanhado por testes de atividade

antimicrobiana e antifingica de seus extratos, fragdes e fitoconstituintes isolados.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiais

Os pontos de fusdo (p.f.) ndo corrigidos foram determinados em aparelho Mettler FP80 SNR
H22439. As analises por espectroscopia de absor¢do na regido do Infravermelho (IV) foram
realizadas em espectrometro Perkin Elmer Spectrum One (ATR). As analises por cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) foram realizadas em um cromatografo CG
Varian 3800, acoplado a um espectrometro de massas Varian Saturno 4000. As condicdes de
analises foram: coluna 5% fenil 95% polidimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm de filme);
hélio como gas de arraste com fluxo de 1 mL/min; Injetor com programacéao de temperatura a 250
°C com rampa de 200 °C/min até 300 °C; injecbes em modo split de 1:15; interface operou a 300°C
com energia de ionizacdo de 70 eV. Para a amostra ECE-3 a programacéo de temperatura foi:
isotérmica a 300 °C por 40 min; para ECE-4: 50 °C por 5 min, 10 °C/min até 300 °C durante 30
min. Para as demais amostras: 80 °C, 7 min, 10 °C/min até 300 °C durante 40 min. A identificacdo
dos componentes por CG/EM baseou-se na comparacédo eletrénica do padréo de fragmentagédo dos
componentes nos espectros de massas com aqueles da biblioteca do banco de dados NIST (2005).

As anélises 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 o (em ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. Tetrametilsilano
(TMS) foi empregado como padréo de referéncia interna, tendo CDCl3 como solvente.

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foram empregadas placas de vidro recobertas
por silica gel 60 G Merck com 0,25 mm de espessura e ativadas a 100 °C. Na cromatografia em
coluna (CC) foram empregadas colunas de vidro de diversos didmetros e eluicdo na maioria das
vezes sob pressdao atmosférica. As fases estacionarias utilizadas foram silica gel 60 Merck (70-230

Mesh), silica gel 60 Merck impregnada com 5% de AgNO; e Sephadex LH-20.%* As fracdes
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contendo clorofila foram tratadas com carvéo ativo.®* Luz Ultravioleta (A = 254 ¢ 366 nm), vapores
de iodo e solucéo vanilina/acido perclorico foram empregados como reveladores na CCD.

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 fungos empregados foram Citrobacter freundi
ATCC 8090, Listeria monocytogenes ATCC 15313, Candida glabrata ATCC2001 e Candida

albicans ATCC18804.

2.2. Metodologia fitoquimica

O material vegetal de Aristolochia esperanzae Kutze foi coletado no Municipio de
Esmeraldas (MG). Uma exsicata da espécie encontra-se depositada no Herbario do Departamento
de Boténica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais sob o
numero BHCB 61743. Apos secagem em estufa a 50 °C e pulverizagdo, cascas (1,21 kg) e cerne
(7,00 kg) do caule foram submetidos separadamente a extracdo a temperatura ambiente com EtOH
por 7 dias, obtendo-se os extratos concentrados das cascas (ECA; 189,76 g) e do cerne (ECE;

328,48 q).

Fracionamento de ECA

ECA foi submetido a CC de silica gel, sendo coletadas fragdes eluidas em hexano,
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), EtOH e MeOH, em gradiente crescente de
polaridade. As fragdes foram reunidas em grupos apos analises por CCD. As fragdes eluidas em
hexano:DCM 9:1 (ECA-1) apresentaram-se como um Oleo amarelo (17 mg), identificado como
uma mistura de substancias. Hexadecanoato de etila: CG/EM tg = 21,522 min, m/z 284,3 [M™],
239,3, 157,2, 101,1, 88,1, 73,1, 55,1 e 43,1. Oleato de etila: tg = 23,154 min, m/z 310,4 [M"], 264,4,

211,3, 110,2, 96,2, 83,1, 69,1 e 55,1. 15-Metil-heptadecanoato de etila: tr = 23,383 min, m/z 312,3

126



[M'], 269,4, 157,2, 101,1, 88,1, 57,1 e 55,1. Acido docosanoico: tg = 25,034 min, m/z 340,4 [M],
295,4, 157,2, 88,1, 71,1, 57,1 e 43,1. Acido tricosandico: tg = 25,875 min, m/z 354,4 [M*], 309,3,
157,2, 88,1, 69,2, 55,1 e 43,1. (2,2-Dimetil-1,3-dioxolan-4-il)octadecanoato de metila: tg = 27,376
min, m/z 382,5, 157,2, 101,1, 57,1, 55,1 e 41,1. 2-Metil-hexacosanoato de metila: tg = 29,452 min,
m/z 424,5 [M"], 157,2, 101,1, 87,1, 69,2, 57,1, 47,1 e 43,1.

As fracOes eluidas em hexano:DCM 1:1 (ECA-2) foram submetidas a refracionamento por
CC de silica gel, sendo coletadas fragdes eluidas em hexano, DCM e AcOEt, em gradiente crescente
de polaridade. As fracbes eluidas em hexano:DCM 3:1 foram submetidas a recristalizagdo em
etanol, fornecendo um sélido cristalino branco (114 mg). Asarinin (24)*": p.f. 120,2-121,8 °C;
CG/EM tr = 53,916 min, m/z 354,2 [M'], 178,0, 149,0 (pico base), 135,1, 131,0 e 77,0; IV
(vimax/em™) 3090, 3025, 3010, 2950, 2910, 2890, 2835, 1650, 1630, 1610, 1515, 1505, 1480, 1405,
1265, 1280, 1050, 1030, 970, 775 e 755; RMN de *H (400 MHz; CDCls) oy 6,84 (s; H-2" ¢ H-2"),
6,80 (m; H-6" ¢ H-6"), 6,77 (m; H-5" ¢ H-57), 5,95 (s; O-CH-0), 4,82 (d, J=5,2 Hz; H-6), 4,39 (d,
J=7,1 Hz; H-2), 4,09 (d, J=10,2 Hz; H-4p), 3,84 (m; H-8) 3.82 (m; H-4¢), 3,31 (m; H-7), 3,29 (m,
H-88) e 2,86 (m; H-3); RMN de **C (100 MHz; CDCl3) ¢ 148,0 (C-3""), 147,7 (C-3’), 147,2 (C-
4), 146,6 (C-4°), 135,1 (C-17), 132,3 (C-1°), 119,6 (C-2"), 118,7 (C-2"), 108,2 (C-5" ¢ C-57), 106,6
(C-6), 106,4 (C-6), 101,1 (O-CH,-0"), 100,9 (O-CH,-0"), 87,7 (C-2), 82,0 (C-6), 70,9 (C-4), 69,7
(C-8), 54,7 (C-3) e 50,2 (C-7).

As fracBes eluidas em hexano:DCM 1:3 (ECA-3) foram submetidas a refracionamento por
CC de silica gel, sendo coletadas fracfes em hexano, DCM e AcOEt, em gradiente crescente de
polaridade. As fracdes em hexano e hexano:DCM 1:1 foram reunidas e submetidas a fracionamento
por CC de silica impregnada com AgNO3; (5%) e eluicdo em cicloexano:AcOEt 1:1, obtendo-se um
s6lido branco (10 mg) constituido por dois diterpenos. Acido pupolifélico (25)*°: RMN de *C (400
MHz; CDCls) & 177,8 (C-15), 144,5 (C-4), 120,5 (C-3), 46,5 (C-10), 41,4 (C-14), 38,6 (C-9), 38,2

(C-5), 36,8 (C-6), 36,3 (C-8), 35,5 (C-11), 30,9 (C-13), 29,7 (C-12), 27,5 (C-7), 26,8 (C-2), 19,9
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(C-16 e C-18), 18,5 (C-20), 18,3 (C-1), 18,0 (C-19) e 16,0 (C-17). Acido 2-oxo-pupolifélico (26)**:
RMN de **C (400 MHz; CDCl3) & 200,9 (C-2), 178,8 (C-15), 173,0 (C-4), 125,5 (C-3), 45,7 (C-
10), 41,2 (C-14), 39,9 (C-5), 38,5 (C-9), 36,2 (C-8), 35,9 (C-12), 35,6 (C-1), 35,3 (C-6), 34,9 (C-
11), 30,8 (C-13), 26,9 (C-7), 19,8 (C-16) e 18,9 (C-19), 18,4 (C-18 e C-20) e 15,7 (C-17).

As fracOes eluidas em DCM (ECA-4) forneceram um s6lido branco que foi submetido a

refracionamento por CC de silica gel e eluicio em DCM e AcOEt, em gradiente crescente de

polaridade. As fraces em DCM forneceram um sélido (8 mg). Acido aristoléquico 11 (19)*”: IV (v
madem™) 3200-2600 (banda larga), 3153, 3056, 3026, 2919, 2794, 1682, 1662, 1621, 1509, 1478,
1428, 1375, 1363, 1320, 1263, 1186, 1166, 1039, 1004, 944, 843 e 724; RMN de 'H (400 MHz;
CDCls) 64 10,79 (s; CO,H), 8,51 (d; J= 8,0 Hz; H-5), 7,95 (d; J= 7,6 Hz; H-8), 7,62 (s; H-2), 7,59-
7,55 (m; H-6 e H-7); 7,12 (s; H-9) e 6,48 (5; O—CH,—0); RMN de **C (100 MHz; CDCl3) ¢ 168,0
(CO,H), 148,7 (C-3), 146,7 (C-4), 135,0 (C-10), 133,9 (C-10a), 128,6 (C-8), 127,4 (C-6), 126,2 (C-
5), 125,1 (C-7), 125,0 (C-4b), 123,8 (C-8a), 119,1 (C-1), 110,8 (C-4a), 105,1 (C-2), 104,2 (C-9) e
103,1 (O-—CH,-0); CG/EM tg = 53,304 min, m/z 264,1, 263,2 (pico base), 237,2, 236,1, 208,9,
207,8,178,2, 152,6, 151,2 e 131,1.

As fragdes eluidas em DCM:ACOEt 1:1 forneceram um sélido branco que foi submetido a
refracionamento por CC de Sephadex e eluicdo em MeOH, obtendo-se sucessivamente dois sélidos
brancos (45 mg; ECA-5) e (13 mg; ECA-6), respectivamente. Aristolactama All (27)%%: 1V
(vimadcm™) 3300-2750 (banda larga), 3255, 3194, 2979, 1699, 1624, 1500, 1422, 1355, 1328, 1292,
1241, 1181, 1153, 1124, 1096, 1056, 1033, 984, 905, 875, 848, 803 e 753; RMN de *H (400 MHz;
CDCl3) dy 10,66 (s; NH), 10,14 (s; OH), 9,15 (d; J=8,8 Hz; H-5), 7,86 (d; J=7,6 Hz; H-8), 7,66 (s;
H-2), 7,57-7,50 (m; H-6 e H-7), 7,06 (s; H-9) e 4,07 (s; CH30); RMN de **C (100 MHz; CDCls) ¢
168,5 (HNC=0), 151,9 (C-3), 148,6 (C-4), 135,2 (C-10), 134,6 (C-8a), 128,5 (C-8), 126,8 (C-7),
126,6 (C-5), 126,0 (C-4b), 124,8 (C-6), 122,4 (C-10a), 121,7 (C-1), 120,3 (C-4a), 113,3 (C-2),

103,6 (C-9) e 59,2 (CH30); CG/EM tg = 53,770 min, m/z 266,3 [M+1]", 265,4 [M]" (pico base),
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250,6, 222,6, 166,6 e 139,6. Aristolactama Ala (28)*%: IV (vima/cm™) 3300-2750 (banda larga),
3255, 3197, 2977, 1690, 1619, 1503, 1422, 1355, 1328, 1292, 1240, 1181, 1153, 1124, 1104, 1055,
1037, 984, 901, 868, 846, 803 e 755; RMN de *H (400 MHz; CDCl3) dy 10,49 (s; NH), 9,89 (s; C-
3-0H), 9,10 (d, J=9,2 Hz; H-5), 7,90 (s; C-8-OH), 7,80 (d, J=7,2 Hz; H-7), 7,67 (s; H-2), 7,51 (dd,
J=9,2 e 7,2 Hz; H-6), 7,01 (s; H-9) e 4,07 (s; CH30); RMN de *C (100 MHz; CDCls) Jc 167.,6
(C=0), 150,7 (C-3), 147,4 (C-4), 134,1 (C-8a e C-10), 133,4 (C-8), 127,2 (C-7), 125,6 (C-5), 124,9
(C-4b), 123,6 (C-6), 121,4 (C-10a), 120,7 (C-1), 119,1 (C-4a), 112,2 (C-2), 102,5 (C-9) e 58,1

(CH30).

Fracionamento de ECE

ECE foi submetido a CC de silica gel, sendo coletadas fracdes eluidas em hexano, DCM,
EtOH e MeOH, em gradiente crescente de polaridade. As fracoes eluidas em DCM (ECE-1) foram
submetidas a refracionamento por CC de silica e eluicdo em hexano, DCM e AcOEt em gradiente
crescente de polaridade, obtendo-se um solido cristalino branco (12 mg). (8R, 8’R, 9S)-Cubenina
(16)*%: p.f. 122,7-128,0 °C; IV (Mnadcm™) 3332 (banda larga), 2948, 2926, 2897, 2781, 1608, 1495,
1484, 1439, 1365, 1356, 1238, 1185, 1118, 1096, 1037, 1006, 922 e 807; RMN de 'H (400 MHz;
CDCls) 64 6,67 (s; H-2°), 6,66 (m; H-5 e H-5"), 6,62 (m; H-6"), 6,56 (m; H-2), 6,52 (m; H-6), 5,87
(s; O-CH,-0), 5,85 (s; O-CH»-0%), 5,15 (d, J=13,2 Hz; H-9), 4,03 (dd, J=8,4 e 4,3 Hz; H-9°f), 3,50
(dd, J=8,4 € 6,1; H-9’), 2,90 (m; H-7a), 2,86 (sl; OH), 2,70 (m; H-7’a), 2,62 (m; H-7b), 2,50 (m;
H-7°b), 2,37 (m; H-8") e 1,93 (m; H-8); RMN de **C (100 MHz; CDCl3) ¢ 147,7 (C-3), 147,5 (C-
3%), 145,9 (C-4°), 145,7 (C-4), 134,5 (C-17), 133,8 (C-1), 121,6 (C-6"), 121,3 (C-6), 109,3 (C-2"),
108,9 (C-2), 108,2 (C-5), 108,1 (C-5"), 108,8 (O-CH,-O e O-CH,-0"), 98,8 (C-9), 72,5 (C-9°), 51,9

(C-8), 42,9 (C-8°), 38,8 (C-7°) e 33,6 (C-7).
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As fracdes eluidas em DCM:AcOEt 9:1 (ECE-2) foram submetidas a refracionamento por CC
de silica e eluicdo em DCM e AcOEt, em gradiente crescente de polaridade, obtendo-se um sélido
amarelo, recristalizado em MeOH (59 mg). Acido aristoléquico 1 (20)*%: IV (vimad/cm™) 3200-2600
(banda larga), 1684, 1622, 1593, 1524, 1504, 1468, 1448, 1416, 1370, 1345, 1265, 1247, 1147,
1115, 1039, 997, 945, 921, 900, 803 e 722; RMN de 'H (400 MHz; CDCl3) d 13,32 (sl; COzH),
8,61 (d, J=8,4 Hz; H-5), 8,56 (s; H-9), 7,83 (t, J=8,4 Hz; H-6), 7,80 (s; H-2), 7,34 (d, J=8,4 Hz; H-
7), 6,48 (5; O-CH»-0) e 4,05 (s; OCH3); RMN de *C (100 MHz; CDCls) é¢ 167,5 (CO,H), 156,1
(C-8), 146,4 (C-10), 145,9 (C-3), 145,6 (C-4), 131,4 (C-6), 129,7 (C-10a), 124,0 (C-4a), 119,4 (C-
9), 118,7 (C-8a), 118,3 (C-5), 117,1 (C-4b), 116,7 (C-1), 112,0 (C-2), 108,7 (C-7), 102,8 (O—CH,—
O) e 56,1 (OCHs); CG/EM tg = 59,980 min, m/z 294,3, 280,8 (pico base), 252,4, 251,2, 2243,
195,8, 163,3, 139,6 e 137,8.

As fracBes eluidas em DCM:AcOEt 1:4 (ECE-3) foram submetidas a fracionamento
cromatografico por Sephadex e eluicdo em MeOH, fornecendo um sdélido amarelo (77 mg).
Sitosterol-3-O-4-D-glicopiranosideo (29):*° p.f. 279,9-292,8 °C; IV (vimad/cm™) 3377 (larga), 2959,
2932, 2867, 1461, 1366, 1255, 1197, 1166, 1105, 1052, 1018 e 800; RMN de **C (400 MHz;
CDCl3) dc 140,5 (C-5), 121,2 (C-6), 100,8 (C-17), 76,9 (C-3"), 76,8 (C-2°), 76,5 (C-3), 73,5 (C-5"),
70,1 (C-4’), 61,1 (C-6"), 56,3 (C-14), 55,3 (C-17), 49,6 (C-9), 45,2 (C-24), 41,8 (C-4 e C-13), 39,2
(C-12), 36,8 (C-1), 36,2 (C-10), 35,5 (C-20), 33,4 (C-22), 31,4 (C-8), 31,3 (C-2 e C-7), 28,7 (C-25),
27,8 (C-16), 25,5 (C-23), 24,9 (C-15), 22,6 (C-28), 20,6 (C-11), 19,8 (C-26), 19,1 (C-19), 18,6 (C-
21 e C-27), 11,9 (C-29) e 11,7 (C-18); CG/EM tg = 29,980 min, m/z 576,2 [M]", 396,1, 381,1,
275,2, 255,0, 185,2, 148,1, 147,1, 142,1, 105,1, 91,0 (pico base), 81,0 e 43,0.

As fragdes eluidas em AcOEt (ECE-4) foram recristalizadas em MeOH, fornecendo um
solido branco (34 mg). Estigmastan-3,5,22-trieno (30): CG/EM tg = 50,936 min, m/z 394,4 [M]+,

351,4, 255,2, 189,2, 1452, 133,2, 107,2, 96,2, 93,2, 81,1 (pico base), 55.
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2.3. Metodologia bioldgica

3435 as bactérias foram inoculadas individualmente em tubos de

No teste de difusdo em agar,
ensaio contendo 2 mL do meio infuso de cérebro e coracdo (BHI; 37,0 g/L) e, posteriormente,
incubadas em estufa a 37 °C por 18 h. Uma aliquota de 0,5 mL deste material foi transferida para
um tubo contendo 4,5 mL de solucgdo salina estéril constituida por solucbes aquosas de NaCl (9,0
g/L) e MgS0,4.7H,0O (0,5 g/L). Foram preparadas placas de Petri contendo o meio de cultura
antibidtico n® 1 (27,0 g/L) e 0,4 mL do in6culo bacteriano. Discos contendo 100 pug da amostra
foram colocados nas placas com o auxilio de uma pinca 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. As leituras dos halos de inibi¢do foram feitas ap6s 24 h de incubacéo.

No teste de concentracdo inibitéria minima,®® as bactérias foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo o meio BHI (2,0 mL) e incubadas em estufa a 37 °C por 18 h. Em seguida, 0,5 mL
desta suspensao bacteriana foi transferida para um tubo contendo 4,5 mL de solucdo 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). Um volume de 200 pL da solucdo teste (1,025 mg de cada
amostra dissolvidos em 200 pL de DMSO) foi colocado no tubo 1. Sequencialmente, 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 pL do inéculo em cada tubo de ensaio. Os
tubos foram incubados em estufa a 35 °C por 18 h. A leitura foi realizada apos 18 h de incubac&o.
Observou-se a partir de qual tubo a mistura tornara-se turva. A concentracdo inibitoria minima
(CIM) foi atribuida aquela do tubo que ndo apresentou turbidez com a menor dilui¢do, sendo,

portanto, a menor concentracao que inibe o crescimento da bactéria teste.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise estrutural dos fitoconstituintes isolados

O cromatograma de CG/EM de ECA-1 revelou picos registrados em tg = 21,522, 23,154,
23,383, 25,034, 25,875, 27,376 e 29,452 min, com espectros de massas comparados ao padrdes de
fragmentacdo (banco de dados NIST) de hexadecanoato de etila, oleato de etila, 15-metil-
heptadecanoato de etila, acido docosandico, acido tricosandico, (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-
il)octadecanoato de metila e 2-metil-hexacosanoato de metila, respectivamente.

O cromatograma de CG/EM de ECA-2 apresentou um pico registrado em tg = 53,916 min,
com espectro de massas comparado ao padréo de fragmentagéo do lignéide asarinin®’ (24, Fig. 2). O
espectro de absorcao na regido do IV apresentou absorcdes pouco intensas entre 3100 e 3000 cm™
atribuidas a estiramentos C—H aromatico. As absorcdes entre 2950 e 2800 cm™ foram atribuidas a
estiramentos C—H de grupos alifaticos. As absor¢des nas regides entre 1650-1610 e 1515-1400 cm’
! foram atribuidas a estiramentos C=C e vibracdes de anel aromatico, respectivamente. As
absorcdes intensas proximas a 1250 e 1050 cm™ foram atribuidas a estiramentos C—O assimétricos e
simétricos, respectivamente. As absorcdes intensas proximas a 750 cm™ foram atribuidas &
deformacdo angular fora do plano de C-H de grupos aromaticos. O mapa de contornos COSY
revelou correlagbes do sinal em &y 4,82 (H-6) com os sinais em &y 3,82 (H-4a) e 3,31 (H-7) e do
sinal em &4 4,09 (H-48) com o sinal em &4 3,82 (H-4). Além disso, correlagbes do sinal em &y
2,86 (H-3) foram verificadas com os sinais em &y 4,39 (H-2), 4,09 (H-4p), 3,82 (H-4¢) e 3,31 (H-
7). O mapa de contornos HMBC revelou correlagfes dos sinais em oy 2,86 (H-3), 3,82 (H-4a) e
4,09 (H-4p) com os sinais em & 87,7 (C-2), 82,0 (C-6) e 50,2 (C-7). Os sinais em oy 3,29 (H-8p) e
3,84 (H-8«) correlacionaram-se com os sinais em & 87,7 (C-2), 82,0 (C-6) e 54,7 (C-3) e o sinal
em oy 3,31 (H-7) com os sinais em & 87,7 (C-2) e 70,9 (C-4). O sinal em oy 4,39 (H-2)

correlacionou-se com os sinais em &c 70,9 (C-4) e 50,2 (C-7) e o sinal em &4 4,82 (H-6) com o0s
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sinais em & 69,7 (C-8), 50,2 (C-7), 106,4 (C-6"), 118,7 (C-2°), 132,3 (C-1°), 146,6 (C-4) e 147,7
(C-3). O sinal em o6y 5,95 (O-CH»-O) correlacionou-se com 0s sinais em oc 146,6 (C-4), 147,7
(C-3), 148,0 (C-3*) e 147,2 (C-4’) e os sinais entre oy 6,84 — 6,77 (hidrogénios aromaticos) com 0s
sinais em o 87,7 (C-2) e 82,0 (C-6). O mapa de correlagdes NOESY apresentou correlaces do
sinal em &y 2,86 (H-3) com os sinais em &4 3,29 (H-85), 3,31 (H-7) e 3,82 (H-4a) e 0 sinal em oy
3,29 (H-8p) com os sinais em o4 4,39 (H-2) e 3,31 (H-7). O sinal em &4 4,09 (H-45) correlacionou-
se com 0s sinais em &y 2,86 (H-3) e 4,39 (H-2) e o sinal em &4 4,39 (H-2) com os sinais em &y 2,86
(H-3), 3,29 (H-8p), 3,31 (H-7) e 4,09 (H-4p). O sinal em &y 4,82 (H-6) correlacionou-se com 0S
sinais em oy 3,84 (H-8c) e 2,86 (H-3). Essas correlagdes NOESY determinaram a configuragdo
relativa de (+)-asarinin.%’

O espectro de RMN de 'H de ECA-3 apresentou sinais em &y 5,68 e 5,14 que foram
atribuidos a hidrogénios alquenilicos e os sinais em &4 2,30 e 0,67 foram atribuidos a hidrogénios
ligados a carbonos saturados. O espectro de RMN de **C e subespectro DEPT 135° revelaram dois
conjuntos de sinais de intensidades diferentes: trés sinais de carbonos ndo-hidrogenados em &
200,9, atribuido a carbonila de cetona, e em & 178,8 e 177,8, atribuidos a grupos carboxilicos, bem
como sinais em & 173,0 e 144,5 de carbonos nao-hidrogenados e sinais em 125,5 e 120,5 de
carbonos alquenilicos mono-hidrogenados e mais 31 sinais entre & 46,5 e 15,7. O nimero de sinais
no espectro de RMN de *3C e os seus valores de deslocamentos quimicos sugeriram uma mistura de
diterpenos, classe de compostos muito abundante no género Aristolochia.”> A comparacdo com
dados de RMN da literatura indicou uma mistura de acido pupolifélico™ (25) e 4cido 2-oxo-
pupolifélico™ (26), Figura 2.

O espectro de absorc¢éo na regido do IV de ECA-4 apresentou uma banda larga entre 3200 e
2600 cm™ caracteristica de 4cido carboxilico na forma de dimero, com vérias absorcées pouco

intensas sobrepostas que foram atribuidas a estiramento C-H de grupos aromaticos (v 3153, 3056 e
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3026 cm™) e de grupos alifaticos (v 2919 e 2794 cm™). A absorcdo em 1682 cm™ foi atribuida a
estiramento C=0 de &cido carboxilico conjugado. As absorcdes em 1662 e 1621 cm™ sio
caracteristicas de estiramentos de ligacdo C=C aromética. As absorcdes em 1478 e 1320 cm™ foram
caracteristicas de estiramentos NO, em nitro-compostos aromaticos. As absor¢des em 1263 e 1039
cm™ foram atribuidas a estiramentos C-O-C de éteres. O espectro de massas revelou picos
caracteristicos de fragmentos do &cido aristoléquico 11 (19).3"** Os picos em m/z 264,1, 237,2,
208,9 e 152,6 corresponderam aos fragmentos que perdem sucessivamente NO,, CO, CO e C,0..
Os picos em m/z 263,2, 236,1, 207,8 e 151,2 corresponderam aos fragmentos que perdem
sucessivamente HNO,, CO, CO, 2C0O.*® O mapa de contornos COSY apresentou correlacées do
sinal em oy 7,59-7,55 (H-6 e H-7) com os sinais em &4 8,51 (H-5) e 7,95 (H-8). O mapa de
contornos HMBC revelou correlagdes do sinal em 6y 7,12 (H-9) com os sinais em & 125,0 (C-4b),
128,6 (C-8) e 133,9 (C-10a) e do sinal em oy 7,55 (H-7) com o sinal em & 123,8 (C-8a). O sinal
em &y 7,62 (H-2) correlacionou-se com os sinais em & 133,9 (C-10a) e 146,7 (C-4) e do sinal em
on 7,95 (H-8) com os sinais em & 104,2 (C-9) e 125,0 (C-4b). O sinal em &4 8,51 (H-5)
correlacionou-se com os sinais em & 110,8 (C-4a), 127,4 (C-6) e 133,9 (C-10a) e o sinal em &y
10,79 (CO,H) correlacionou-se com o sinal em & 119,1 (C-1). O sinal em ¢y 6,48 (O—CH»-0)
correlacionou-se com o0s sinais em & 146,7 (C-4) e 148,7 (C-3), estabelecendo a posicdo do
carbono metilénico. O mapa de contornos NOESY apresentou correlagdo do sinal em &y 6,48 (O—
CH>-0) com o sinal em &y 8,51 (H-5). O sinal em &y 7,12 (H-9) correlacionou-se com o sinal em
oy 7,95 (H-8) e o sinal em &4 7,59-7,55 (H-6 e H-7), com os sinais em oy 7,95 (H-8) e 8,51 (H-5).
Todas essas correlagfes nos mapas de contornos 2D RMN estdo de acordo com a estrutura do acido
aristoloquico 11 (19).%’

O espectro de absorcdo na regido do IV de ECA-5 apresentou absorgdes largas em 3255 e

3194 cm™ caracteristicas de N—H em ligacdo de hidrogénio. A absorcdo em 2979 cm™ foi atribuida
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a estiramento C—H de grupos alifaticos. A absorcdo intensa em 1699 cm™ foi atribuida a
estiramento C=0 de lactamas. As absorcdes entre 1292 e 1033 cm™ foram atribuidas a estiramentos
C-O-C de grupos éteres aromaticos e alifaticos. As absorcdes em 984, 875, 848 e 803 cm™ foram
atribuidas a deformacéo angular C-C—H no plano e fora do plano de sistemas aromaticos. A
absorcéo intensa em 753 cm™ é caracteristica de deformacdo angular de N-H de lactamas. O
espectro de Massas revelou fragmentos propostos para 0s picos mais importantes da aristolactama
All (27).® O pico em m/z 265 correspondeu ao fon molecular e os picos em m/z 250 e 222
corresponderam aos fragmentos que perdem sucessivamente radical metila e CO.*” O mapa de
contornos COSY apresentou correlagfes do sinal em &y 7,57-7,50 (H-6 e H-7) com 0s sinais em &y
9,15 (H-5) e 7,86 (H-8). O mapa de contornos HMBC apresentou correlagdes do sinal em o4 10,66
(N-H) com os sinais em & 121,7 (C-1), 122,4 (C-10a), 135,2 (C-10) e 168,5 (HNC=0) e do sinal
em oy 10,14 (O-H) com os sinais em oc 113,3 (C-2) 148,6 (C-4). O sinal em &y 9,15 (H-5)
correlacionou-se com sinais em & 120,3 (C-4a), 126,8 (C-7) e 134,6 (C-8a). O sinal em &y 7,86 (H-
8) correlacionou-se com os sinais em ¢ 103,6 (C-9), 124,8 (C-6) e 126,0 (C-4b). O sinal em oy
7,66 (H-2) correlacionou-se com os sinais em & 168,5 (HNC=0), 151,9 (C-3), 148,6 (C-4) e 122,4
(C-10a) e o sinal em oy 7,57-7,50 (H-6 e H-7) com os sinais em &y 126,0 (C-4b), 126,6 (C-5) e
128,5 (C-8). O sinal em &y 7,06 (H-9) correlacionou-se com os sinais em & 122,4 (C-10a), 126,0
(C-4b) e 128,5 (C-8) e o sinal em &4 4,07 (OCH3) com o sinal em & 148,6 (C-4). O mapa de
contornos NOESY apresentou correlacdo do sinal em 6y 10,14 (OH) com os sinais em &y 7,66 (H-
2) e 4,07 (OCHj3) e do sinal em &4 10,66 (N-H) com o sinal em 64 7,06 (H-9). O sinal em &4 9,15
(H-5) correlacionou-se com os sinais em oy 7,57-7,50 (H-6 e H-7) e 4,07 (CH30) e do sinal em oy
7,86 (H-8) com os sinais em oy 7,57-7,50 (H-6 e H-7) e 7,06 (H-9). Todas essas correlagcdes nos

mapas de contornos 2D RMN estdo de acordo com a estrutura da aristolactama All (27).%
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O espectro de absorcdo na regidao do IV de ECA-6 apresentou-se muito similar ao espectro
correspondente de ECA-5. O mapa de contornos COSY de ECA-6 revelou correlagbes do sinal em
oy 7,51 (H-6) com os sinais em 64 9,10 (H-5) e 7,80 (H-7). O mapa de contornos HMBC
apresentou correlagdes do sinal em &y 10,49 (N-H) com os sinais em oc 120,7 (C-1) e 121,4 (C-
10a) e o sinal em &4 9,10 (H-5) com os sinais em & 119,1 (C-4a) e 134,1 (C-8a). O sinal em oy
7,80 (H-7) correlacionou-se com os sinais em ¢ 102,5 (C-9), 123,6 (C-6) e 124,9 (C-4b) e o sinal
em &4 7,67 (H-2) com os sinais em & 147,4 (C-4) e 121,4 (C-10a). O sinal em &4 7,51 (H-6)
correlacionou-se com os sinais em & 124,9 (C-4b) e 127,2 (C-7) e o sinal em &4 7,01 (H-9) com os
sinais em & 121,4 (C-10a) e 124,9 (C-4b). O sinal em &y 4,07 (CH30) correlacionou-se com o sinal
em oy 147,4 (C-4). Todas essas correlagdes nos mapas de contornos 2D RMN estéo de acordo com
a estrutura da aristolactama Ala (28).%

O espectro de absorcdo na regido do IV de ECE-1 revelou uma absorcdo em 3332 cm™
caracteristica de estiramento O-H. As absorcdes entre 3020 e 2780 cm™ foram atribuidas a
estiramentos de C-H de grupos aromaticos e alifaticos, respectivamente. As absorcdes em 1608,
1495, 1484 e 1439 cm™ foram atribuidas a vibracdes C=C do esqueleto aromatico. As absorcdes
intensas entre 1238 e 1037 cm™ foram caracteristicas de estiramentos C—O de éteres. As absorces
em 922 e 807 cm™ foram atribuidas a deformagéo angular C—-C—H de sistemas aromaticos. O mapa
de contornos COSY apresentou correlagdes do sinal em &y 6,66 (H-5 e H-5") com os sinais em oy
6,62 (H-6") ¢ 6,52 (H-6). O sinal em &4 1,93 (H-8) correlacionou-se com o sinal em &4 2,90 (H-7a)
e o sinal em 4,03 (H-9°4) com os sinais em oy 3,50 (H-9’ ) e 2,37 (H-8”). O sinal de hidrogénio em
oy 2,70 (H-7’a) correlacionou-se com 0s sinais em oy 2,50 (H-7"b) e 2,37 (H-8”). O mapa de
contornos HMBC apresentou correlagdes do sinal em &4 6,67 (H-2’) com os sinais em ¢ 145,9 (C-
4%), 121,6 (C-6) e 38,8 (C-7°) e do sinal em & 6,56 (H-2) com os sinais em & 145,7 (C-4), 121,3

(C-6) e 33,6 (C-7). Os sinais em oy 4,03 (H-9°5) e 3,50 (H-9’ @) correlacionaram-se com 0s sinais
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em o 38,8 (C-7°) e 51,9 (C-8) e o sinal em &y 5,15 (H-9) com os sinais em & 33,6 (C-7) e 42,9 (C-
8”). O sinal em oy 1,93 (H-8) correlacionou-se com os sinais em & 72,5 (C-9”), 38,8 (C-7") e 133,8
(C-1) e o sinal em &y 5,87 (O—CH>-0) com os sinais em & 147,7 (C-3) e 145,7 (C-4). O sinal em
on 5,85 (O-CH2—0O’) correlacionou-se com 0s sinais em o&¢ 147,5 (C-3’) e 145,9 (C-4’). O mapa de
contornos NOESY revelou correlacdo entre os sinais em 1,93 (H-8) e 5,15 (H-9) e do sinal em &y
2,37 (H-8’) com os sinais em & 6,67 (H-2°), 6,66 (H-5 e H-5"), 6,62 (H-6") ¢ 4,03 (H-9°8). O sinal
em oy 2,50 (H-7°b) correlacionou-se com o sinal em &y 3,50 (H-9’ ). Essas correlacfes estdo de
acordo com a estrutura de (8R, 8’R, 9S)-cubebina (16), isolada anteriormente das raizes e folhas de
A. esperanzae.*

O espectro na regido do 1V de ECE-2 apresentou uma absorcdo larga entre 3200-2600 cm™
caracteristica de ligacdo de hidrogénio de acido carboxilico na forma dimérica. A absor¢do intensa
em 1684 cm™ foi atribuida a estiramento C=0 de 4cido carboxilico em sistemas ¢,-insaturados. As
absorcBes em 1622, 1593, 1524 e 1504 cm™ sdo caracteristicas de sistemas aromaticos. As
absorcBes em 1468 e 1345 cm™ sdo caracteristicas de estiramentos NO, em nitro-compostos
aromaticos. A absorcdo em 1370 cm™ foi atribuida & deformagéo angular caracteristica de grupos
metila e as absorcdes entre 1268 e 1039 cm™ foram atribuidas a estiramentos C—O de éteres. As
absorces em 945, 921, 900, 803 e 722 cm™ foram atribuidas a deformac®es angulares no plano e
fora do plano de C=C-H aromaético. O espectro de Massas apresentou fragmentos propostos para 0s
picos mais importantes do acido aristoloquico | (20). Os picos em m/z 294,3, 252,4, 224,3, 195,8 e
137,8 corresponderam aos fragmentos que perdem sucessivamente NO,, CO + radical metila, CO,
CO, CH,O + CO. Os picos em m/z 251,2 e 163,3 corresponderam aos fragmentos que perdem
sucessivamente CO, + NO, e 2CH,0 + CO.®%% O mapa de contornos COSY revelou apenas
correlagdes do sinal em oy 7,83 (H-6) com os sinais em oy 8,61 (H-5) e 7,34 (H-7). O mapa de

contornos HMBC apresentou correlacdo entre os sinais em oy 4,05 (OCH3) e & 156,1 (C-8). O
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sinal em &y 6,48 (O—CH>-0O) correlacionou-se com os sinais em & 145,9 (C-3) e 145,6 (C-4) e 0
sinal em &y 7,34 (H-7) com os sinais em oc 118,3 (C-5) e 118,7 (C-8a). O sinal em &y 7,80 (H-2)
correlacionou-se com os sinais em & 116,7 (C-1), 145,6 (C-4), 145,9 (C-3) e 167,5 (CO,H) e 0
sinal em &y 7,83 (H-6) com o sinal em & 156,1 (C-8). O sinal em &y 8,56 (H-9) correlacionou-se
com os sinais em & 156,1 (C-8), 146,4 (C-10), 129,7 (C-10a) e 117,1 (C-4b) e o sinal em &4 8,61
(H-5) com os sinais em & 118,7 (C-8a) e 108,7 (C-7). O mapa de contornos NOESY revelou
correlacdes do sinal em oy 4,05 (OCHg3) com os sinais em 6y 8,56 (H-9) e 7,34 (H-7) e o sinal em
oy 7,83 (H-6) com os sinais em oy 7,34 (H-7) e 8,61 (H-5). Essas correlagdes estdo de acordo com a
estrutura do écido aristoléquico 1 (20), isolada anteriormente das raizes e folhas de A. esperanzae.*

O espectro na regido do IV de ECE-3 apresentou uma absorcdo larga em 3377 cm™
caracteristica de estiramento de grupo O—H apresentando ligacdo hidrogénio. As absorcdes em
2959, 2932 e 2867 cm™ foram atribuidas a estiramentos C—H de grupos aliféticos. As absorcdes em
1461 e 1366 cm™ foram atribuidas a estiramentos C—C e deformagdes angulares C—-C—H de grupos
alquilas. As absorcdes intensas em 1255, 1197, 1166, 1105 e 1052 cm™ foram caracteristicas de
estiramentos C-O de éteres e alcoois. A analise elementar foi realizada e os valores encontrados (C:
70,55%; H: 10,36%; O: 19,09%) apresentaram-se proximos aos valores calculados para o sitosterol-
3-0-p-D-glicopiranosideo (29) (C: 70,58%; H: 10,58%; O: 18,82%). O espectro de RMN de *H
revelou um sinal caracteristico em &y 5,20 de hidrogénio alquenilico. Vérios sinais foram
registrados entre oy 4,8 e 4,20, caracteristicos de atomos de hidrogénios de grupos hidroxila, e
varios sinais entre 64 3,7 e 2,8, caracteristicos de &tomos de hidrogénio ligados a a&tomos de carbono
carbinolicos. Os sinais sobrepostos na regido entre &4 2,5 e 0,8 indicaram um alto conteddo de
atomos de hidrogénio alifaticos. Os dados de RMN de *C sdo semelhantes aos descritos na

literatura para sitosterol-3-O-4-D-glicopiranosideo (31).%
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A identificacdo estrutural de ECE-4 baseou-se na comparacdo eletronica do padrdo de
fragmentacdo dos componentes nos espectros de massas com aqueles da biblioteca do banco de
dados NIST (2005). O espectro de massas apresentou picos caracteristicos de fragmentos relativos a

estigmastan-3,5,22-trieno (30),[% sendo o pico do fon molecular registrado em m/z 394,4.

Atividade Antimicrobiana

Testes de difusdo em agar e de concentracdo inibitéria minima (CIM) de ECA e ECE foram
realizados frente a diferentes espécies de bactérias e fungos. Esses extratos ndo apresentaram
atividade bactericida frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonela typhimurium.
Por outro lado, os extratos apresentaram atividades bactericidas significativamente expressivas
frente a Bacillus cereus (CIM = 256 ug/mL), contaminante comum do solo, 4gua e alimentos, sendo
sua toxina a causa de infeccdo gastrointestinal e desidratacdo.” Uma variedade de infeccdes, tal
como as infec¢Bes hospitalares, pode ser causada por S. aureus, sabendo-se que a resisténcia as
drogas utilizadas aumenta sua viruléncia, transformando os quadros em ainda mais graves, como a
pneumonia necrosal e toxicidade neonatal, nos casos de resisténcia a oxacilina.***?

O fracionamento cromatografico dos extratos foi biomonitorado por testes de atividade
antibacteriana contra Bacillus cereus, empregando os sistemas eluentes: hexano, hexano:DCM
(9:1), hexano:DCM (3:1), hexano:DCM (1:1), DCM, DCM:AcOEt (1:1), DCM:AcOEt (1:3),
AcOEt, ACOEt:EtOH (1:1), EtOH e MeOH. Os testes de halo de inibi¢cdo apresentaram-se positivos
apenas para as respectivas fracdes dos dois extratos eluidas em hexano:DCM (1:1) e DCM, ambas
com CIM = 512 pg/mL. Asarinin (24) e cubenina (16) foram isoladas nessas fragOes do estudo
fitoquimico de ECA e ECE, respectivamente.

Os testes microbioldgicos de halo de inibicdo de 24 e 16 foram negativos contra S. aureus, E.
coli e S. typhimurium. De forma semelhante ao observado para os extratos, 24 e 16 apresentaram

atividades bactericidas significativamente expressivas e seletivas contra B. cereus (CIM = 256 e
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512 ug/mL, respectivamente). Esses resultados sugerem que o mecanismo de acdo ndo é por
toxicidade, mas envolve fatores que afetam somente o B. cereus, apresentando-se muito importante
para o desenvolvimento de antibidticos seletivos e de curto espectro de acao.

Com excecdo do acido aristoloquico | (20), as outras substancias isoladas a partir do estudo
fitoquimico de ECA e ECE néo apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, S.
typhimurium, B. cereus, Citrobacter freundi e Listeria monocytogenes e nem atividade antifingica
contra Candida glabrata e Candida albicans. O &cido aristoléquico | (20) apresentou resultados
positivos contra S. aureus e L monocytogenes (CIM = 256 e 128 nug/mL, respectivamente). A L.
monocytogenes, um microorganismo patogénico, também classificado como um problema de salde
publica pelo dificil diagndstico, pode conduzir a pneumonia, encefalite e meningite, adulta e
neonatal, sendo de grande risco aos grupos de imunocomprometidos como aidéticos, diabéticos e
transplantados.**

Para avaliar a possibilidade de sinergismo entre 24 e 16, foram realizados testes de
concentracdo inibitéria minima de misturas constituidas por diferentes proporcGes dessas
substancias frente a B. cereus. As misturas de 24:16 nas proporcoes 0,4, 1,1 e 1,9 resultaram em
CIM = 256, 512 e 512 pg/mL, respectivamente. Esses resultados indicam auséncia de sinergismo e
maior atividade de 24 frente a B. cereus. Os resultados de atividade antimicrobiana dos extratos,
fracOes e fitoconstituintes de A. esperanzae estdo de acordo com o uso da espécie pela populagédo

nos casos de AR.
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Figura 1. Diterpenos (1-10), triterpenos (11-15), lignoides (16-18) e acidos aristoloquicos (19-23)

isolados previamente das folhas e raizes de Aristolochia esperanzae.
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Figura 2. Lignoide (24), diterpenos (25 e 26), aristolactamas (27 e 28) e esteroides (29 e 30)

isolados pela primeira vez nas cascas e cerne do caule de Aristolochia esperanzae.
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Abstract

Aristolactam All (1) and aristolochic acid | (2) were employed as examples to choose the
most suitable theoretical methodology for computing calculated carbon chemical shifts (o) and
structural elucidations of these classes of natural products. HF and DFT (BLYP, B3LYP, and
PBE)/6-311++G** optimized geometries of 1 and 2 were submitted to oc calculations and
correlated to their *C NMR data. Different possibilities were considered (in the gaseous phase,
model PCM (DMSO0), and for dimeric systems 1-1 and 2-2), but an explicit solvent (DMSO) model

employing BLYP/6-31G* calculations was more efficient (R* = 0.99631 and 0.97713, respectively).

Keywords: Aristolochia esperanzae, aristolochic acids, aristolactams, **C NMR data, carbon

chemical shift calculations.
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1. Introduction

Aristolochia, a genus of the Aristolochiaceae family, consists of about 400 species mostly
distributed along tropical and subtropical regions of Asia, Africa, and South America [1]. In spite of
the fact that extracts of some Aristolochia species conduce to progressive nephrophathy and
urothelial cancer in humans [2,3], these species show a large popular use to treatment of several
diseases [4,5]. Alkaloids, quinones, coumarins, flavanoids, lignoids, and terpene derivatives have
been usually isolated from Aristolochia species [6]. However, the most characteristic compounds in
this genus are aristolactams and aristolochic acids [7], which are structurally represented by
aristolactam All (1) and aristolochic acid I (2) in Figure 1. The literature describes a large amount
of different structures of aristolactam and aristolochic acid derivatives because all positions on the
phenanthrene skeleton may be substituted by hydroxyl and methoxyl groups. These structures may
be also glycosylated for different carbohydrates on C-3. Moreover, C-5 and C-6 may be bonded to
methyl or ethyl group [8].

The **C NMR spectra of aristolactams and aristolochic acids show several superposed signals
at & 155-145 and 130-120, characteristic of oxygenated aromatic and hydrogenated aromatic
carbon atoms, respectively [9]. As consequence, their structural identifications often become quite
uneasy. In these cases, the structural elucidations have been usually based on 1D and 2D NMR
spectroscopy, followed by comparison with NMR data of aristolactams and aristolochic acids
described in the literature [10]. However, there are not compilations of *C NMR data of these
compounds such as described to pentacyclic triterpenes [11] and terpenes [12].

Alternatively an increasing amount of studies correlating calculated and experimental NMR
data has substantially contributed to structural elucidation and investigation of the chemical
properties of several organic compounds [13-15]. In same case, chemical shift calculations may

provide better informations about conformational analysis than geometry optimization calculations
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[16]. However, it is not described in the literature a methodological systematization for the choice
of the most suitable theoretical method for computing calculated carbon chemical shifts of
aristolactams and aristolochic acids. The choice of the theoretical method is usually based on the
disposed amounts of computer CPU time, memory, and disk space. Hartree Fock calculations (HF)
are the most used theoretical method in which the net effect of the Coulombic electron-electron
repulsion is included in the calculation. The energies from HF calculations are always greater than
the exact energy and tend to a limiting value called the Hartree Fock limit. The Mdoller-Plesset
perturbation theory (MPn, where n is the order of correction) considers further corrections for the
explicit electron-electron repulsion, but requires high-performance computers. An alternative ab
initio method is the Density Functional Theory (DFT), in which the total energy is expressed in
terms of the total electron density, rather than the wavefunction.

The present work describes the use of carbon chemical shift calculations to structural
elucidation of aristolactams and aristolochic acids. Different levels of theory were employed and the
solvent effects were also considered to geometry optimizations and carbon chemical shift
calculations of 1 and 2. These compounds were isolated by us from the ethanol extract of the stem

of Aristolochia esperanzae and their structures were identified by 1D and 2D NMR [17].

2. Computational details

Theoretical studies were carried out using software package Gaussian 03 [18]. The geometries
previously obtained from PM3 semi-empirical calculations were used as initial models in geometry
optimizations employing HF, DFT, and MP2 calculations [19] with the Pople’s split valence base
sets 6-31G*, 6-31G**, 6-311G*, 6-311G**, 6-311+G**, and 6-311++G**, BLYP, B3LYP, and
PBE functionals were used in DFT calculations [20-25]. The optimized geometries were

characterized as true minima on the potential energy surface (PES) when all harmonic frequencies
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were real. Structural analyses of 1 and 2 were based on optimized geometries from HF, DFT
(BLYP, B3LYP, and PBE), and MP2 calculations with a larger basis set comprising polarization
and diffuse functions, i.e., 6-311++G**. This basis set leads to bond lengths that are in much better
accord with experiment than all other smaller basis sets [26,27]. MP2 calculations usually give
more satisfactory geometries than DFT calculations [28] and, consequently, the geometries obtained
from MP2/6-311++G** calculations were considered in the present work as reference to structural
analyses of 1 and 2. HF calculations usually overestimate bond lengths in relation to DFT and MP2
calculations [29-31]. On the contrary, HF calculations may underestimate bond lengths for some
organic or inorganic molecules [32].

The electronic-nuclear energy (E) of the optimized geometries was given in atomic unit
(Hartree). The Mulliken electron densities were given in electron unit (e). The Polarizable
Continuum Model (PCM) as implemented in the package Gaussian 03 was taken into account to
investigate solvent effects (DMSO, ¢ = 46.7) on the geometry optimizations using BLYP/6-31G*
calculations [33]. The solvent effect was also investigated by use of an explicit solvent model. In
this case the DMSO molecule was randomly placed close to the functionalized sites of 1 and 2. The
geometries of the corresponding systems were previously obtained by PM3 semi-empirical
calculations and used as initial models to further BLYP/6-31G* geometry optimizations [34].

The optimized geometries were used to carbon chemical shift calculations at the same levels

of theory. Values of calculated carbon chemical shift (o) were determined in relation to

corresponding calculated values for tetramethylsilane, as shown in Table 1. The 13C NMR data

were previously described in the literature [17]. Correlations between o values and experimental

carbon chemical shifts (oc) were obtained using software package Origin™ Standard 7.5. The o

and o, values were plotted on the x and y axes, respectively. The o./dc correlation curves were
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given as linear fits with correlation coefficients (R?) and slope of the R* curve (&) furnished by the

program.

Results and Discussion

Geometry optimizations of aristolactam 1 were carried out using HF and DFT (BLYP,
B3LYP, and PBE) calculations with the basis set 6-311++G** and compared to corresponding
structural parameters obtained from MP2/6-311++G** calculations. The optimized geometries of 1
show completely planar structures, indicating m-electron delocalization on the phenanthrene
skeleton that also involves the lactam group and oxygen atoms at C-3 and C-4. The literature
describes that B3LYP and MP2 calculations provide results in good agreement for other organic
structures [35]. In fact B3LYP/6-311++G** and MP2/6-311++G** optimized geometries of 1 show
high bond length correlations (R®> = 0.98687; « = 0.92870). However, the best correlation
coefficient of 1 was verified between PBE and MP2 calculations (R = 0.99101; o = 0.98133).

The HF calculations show that the main bond length (MBL) of the ring A (MBL = 1.389 A) is
lower than corresponding values obtained from BLYP, B3LYP, PBE, and MP2/6-311++G**
calculations (MBL = 1.413, 1.401, 1.409, and 1.406 A, respectively) f

. Similar results are verified to MBL values of the ring C (MBL = 1.394, 1.415, 1.404, 1.411,
and 1.410 A) and ring B (MBL = 1.415, 1.432, 1.421, 1.427, and 1.423 A), values obtained from
HF, BLYP, B3LYP, PBE, and MP2/6-311++G** calculations, respectively. HF calculations
underestimate the bond lengths and, as consequence, the aromaticity of 1 is overestimated, mainly
on the rings A and C. The MBL values of the ring B are significantly higher than corresponding
values of the rings A and C. The lower aromaticity of the ring B in all theoretical calculations is

also supported by the bond length alternations in this ring [36]. Some bond lengths (/) in the ring B

are contracted (.9 c.10 = 1.367 A, by MP2/6-311++G** calculations) and others are expanded (/.
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sacap = 1.457 A and fogac.o = 1.445 A, by MP2/6-311++G** calculations). In fact phenanthrene

undergoes additions on the ring B better than ring A and C. This regiospecific reactivity of the ring
B has been associated with its lower aromaticity.

All the geometries optimized with 6-311++G** basis set showed that the Mulliken electron
density (g) on the ring A (g = -0.03, +0.196, +0.151, and +0.162, and +0.058 e, respectively) is
lower in relation to the ring C (q = -0.235, -0.468, -0.324, -0.350, and -0.453 e, respectively). Both
the rings are significantly more electron rich compared to the ring B (q = +1.914, +1.447, +1.610,
+1.547, and +2.040 e, respectively). Thus, the structure of 1 presents the rings A and C (electron
rich regions) as two m-systems isolated from each other by the ring B (electron-poor region). These
results also suggest higher aromaticity on the rings A and C in relation to the ring B. However,
BLYP/6-31G* orbital population calculations of 1 (Figure 2) show that all frontier occupied
molecular orbitals (except HOMO-3) present concomitant contributions of atoms of the rings A, B
and C. As consequence the electron circulations involving the three rings at the same time may be
related to the aromaticity over the entire skeleton of 1. Another detail in Figure 2 is the expressive
contribution of atoms in the lactam group on all frontier occupied molecular orbitals which is in
agreement with the completely planar structure of 1.

Carbon chemical shift calculations were carried out to optimized geometries of 1 using the
same levels of theory, for structures in the gaseous phase and without considering intermolecular
interactions. Table 2 shows the oc/dc correlation coefficients of 1 using different levels of theory.
The theoretical calculations provided high correlation coefficients which were not significantly
affected by the basis set employed. The lowest correlation coefficient was obtained from HF/6-
311G** calculations (R? = 0.97564) and the highest one from B3LYP/6-31G* calculations (R? =
0.99376). Thus, B3LYP/6-31G* calculations without considering polarization and diffuse functions

can be adequately employed to carbon chemical shift calculations of 1.
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The BLYP/6-31G* provided the lowest correlation coefficient among the DFT calculations
(R? = 0.98316, as seen in Table 2). So, further theoretical investigations were performed for 1 using
the same level of theory. The solvent effect (DMSO) on the chemical properties of 1 was assessed
using the model PCM and BLYP/6-31G* calculations. PCM(DMSO)/BLYP/6-31G* optimized
geometry of 1 was employed to BLYP/6-31G* carbon chemical shift calculations. In spite of this
compound to show low dielectric constant (u = 2.5305 Debye, by MP2/6-311++G** calculations),
the corresponding oc/& correlation coefficient of 1 from PCM calculations (R® = 0.99553) was
higher in relation to obtained results at the same level of theory for structure in the gaseous phase
and without considering intermolecular interactions (R? = 0.98316), see Table 2. As consequence,
the PCM(DMSO)/BLYP/6-31G* calculations induce small structural alterations in relation to
BLYP/6-31G* optimized geometry of 1, but have significant effect on the oc/&c correlations.

The solvent effect was also investigated by use of an explicit solvent model employing
BLYP/6-31G* calculations. Two systems 1-DMSO were investigated: 1-DMSO-a (with the
DMSO molecule placed close to oxygen atoms at C-3 and C-4) and 1-DMSO-b (with the DMSO
molecule closer to the nitrogen and oxygen atoms of the lactam group). BLYP/6-31G* optimized
geometries of 1-DMSO-a and 1-DMSO-b show lower energies (AE = -12.74 and -12.05 kcal/mol,
respectively) in relation to isolated components, i.e., 1 (E = -896.46017841 a.u.) and DMSO (E = -
553.10250336 a.u.).

BLYP/6-31G* carbon chemical shift calculations were carried out to 1-DMSO-a and 1-
DMSO-b. Both the systems showed higher oc/&: correlation coefficients (R? = 0.99626 and
0.99631) in relation to correlation coefficient obtained from geometry of 1 optimized in the gaseous
phase and without considering intermolecular interactions (R*> = 0.98316), see Table 2. As
consequence the explicit solvent model was more efficient in relation to PCM model to carbon

chemical shift calculations.
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BLYP/6-31G* geometry optimizations were carried out to the dimeric system of 1 which
considers interactions between the lactam group of a molecule of 1 with the hydroxyl group of
another molecule. The BLYP/6-31G* optimized geometry of 1-1 shows an energy (E = -
1792.94846371 a.u.) which is lower than the energy from two isolated molecules of 1 (AE = -17.64
kcal/mol). The oc/ & correlation coefficient of 11 (R® = 0.99616) is higher than the corresponding
correlation coefficient at the same level of theory which was obtained for the monomer of 1 (R* =
0.98316), as shown in Table 3.

Similarly, geometry optimizations of the aristolochic acid 2 were carried out using HF, DFT
(BLYP, B3LYP, and PBE), and MP2 calculations with the basis set 6-311++G**. The best bond
length correlations of 2 were also verified between values obtained from PBE and MP2 calculations
(R? = 0.98854; o = 0.95808). The optimized geometries of 2 show a planar structure of the
phenanthrene skeleton and oxygen atoms at C-3, C-4 and C-8. However, the MP2/6-311++G**
calculations show that the dihedral angles H-9, C-9, C-10, N (angle ¢) and H-2, C-2, C-1, C-1I”
(angle o) are 6.43 and 7.40 degrees, respectively. As consequence the carboxylic acid and nitro
groups in 2 may present lower contributions to m-electron delocalization on the aromatic skeleton
than the lactam group in 1. In fact the BLYP/6-31G* calculated orbital populations of 2 show small
contributions of atoms in the acid and nitro groups on the frontier occupied molecular orbitals
which have contributions of atoms in the phenanthrene skeleton.

The HF, DFT (BLYP, B3LYP, and PBE), and MP2/6-311++G** optimized geometries of 2
show similar structural parameters in relation to 1. Thus, HF calculations overestimate the
aromaticity of 2. The MBL values suggest higher aromaticity of the ring A (MBL = 1.391, 1.416,
1.404, 1.411, and 1.409 A, respectively) and ring C (MBL = 1.393, 1.415, 1.404, 1.411, and 1.409
A, respectively) in relation to the ring B (MBL = 1.418, 1.435, 1.424, 1.429, and 1.425 A,

respectively). The ring B of 2 also shows bond length alternations (focio = 1.365 A, Leaacan =
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1.452 A, and fegacioa = 1.446 A, by MP2/6-311++G** calculations). The theoretical calculations

show that the electron rich regions are the ring A (q = +0.401, -0.123, -0.147, and -0.170, and
+0.389 e, respectively) and ring C (q = -0.714, -0.484, -0.518, -0.708, and -0.797 e, respectively),
while the ring B (q = +0.349, +1.012, +1.092, +1.083, and +0.844 e, respectively) is an electron-
poor region. These results also indicate higher aromaticity on the rings A and C in relation to the
ring B of 2.

Table 3 shows the oc/dc correlation coefficients of 2 using different levels of theory, for
structures in the gaseous phase and without considering intermolecular interactions. The theoretical
calculations did not provide high oc/dc correlation coefficients and were not significantly affected
by the employed basis set. The HF calculations provided low correlation coefficients (R* ~ 0.90) in
relation to the other calculations (R® ~ 0.95). The lowest correlation coefficient was obtained from
HF/6-311++G** calculations (R? = 0.89429). The higher correlation coefficient for 2 was obtained
from PBE/6-311G* calculations (R? = 0.95393). As consequence the HF and DFT methods were
not appropriate to carbon chemical shift calculations of 1, for structures in the gaseous phase and
without considering intermolecular interactions.

The PCM(DMSO)/BLYP/6-31G* optimized geometry of 1 was submitted to BLYP/6-31G*
carbon chemical shift calculations. The oc/dc correlation coefficient of 2 (R2 = 0.94838) was also
very similar to 2 obtained from the same level of theory for the structure in the gaseous phase
without considering intermolecular interactions (R? = 0.94783), see Table 3. In spite of the higher
dielectric constant of 2 in relation to 1 (4 = 8.6015 and 2.5305 Debye, respectively, by MP2/6-
311++G** calculations), the former did not show a significant solvent effect on the oc/dc
correlations using the PCM model.

The solvent effect on the oc/dc correlations of 2 was investigated by use of an explicit solvent

model employing BLYP/6-31G* calculations. Four systems 2-DMSO were proposed: 2-DMSO-a
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(with the DMSO molecule placed close to carboxylic acid and nitro groups), 2-DMSO-b (with the
DMSO molecule closer to methoxyl group at C-8), 2-DMSO-c (with the DMSO molecule closer to
oxygen at C-4), and 2-DMSO-d (with the DMSO molecule closer to oxygen at C-3). BLYP/6-
31G* geometry optimizations indicated that 2-DMSO-a shows lower energy in relation to 2—
DMSO-b, 2-DMSO-c, and 2-DMSO-d (AE = -9.34, -10.96, and -8.89 kcal/mol, respectively). All
systems show lower energies (AE = -14.25, -4.91, -3.29, and -5.36 kcal/mol, respectively) in
relation to their isolated components, i.e., 2 (E = -1235.31373336 a.u.) and DMSO (E = -
553.10250336 a.u.).

BLYP/6-31G* carbon chemical shift calculations were carried out to the previous optimized
geometries of 2-DMSO-a to 2-DMSO-d. All systems showed higher oc/dc correlation coefficients
(R? = 0.96872, 0.9744, 0.97774, and 0.97713, respectively) in relation to correlation coefficient of 2
obtained from BLYP/6-31G* for structure in the gaseous phase and without considering
intermolecular interactions (R? = 0.94783) using BLYP/6-31G*, see Table 3. In spite of 2-DMSO-
a show the strongest intermolecular interactions (DMSO molecule closer to carboxylic acid and
nitro groups of 2), the position of the DMSO molecule in 2-DMSO-c (closer to oxygen at C-4)
provides more expressive effect on the calculated carbon chemical shift.

The BLYP/6-31G* orbital population calculations performed to 2 and 2-DMSO-c show
concomitant contributions of atoms of the rings A, B and C, in spite of the higher aromaticity on the
rings A and C in relation to the ring B. Moreover, each molecular orbital of 2 presents different
orbital populations when compared to the corresponding molecular orbital of 2-DMSO-c. As
consequence the higher oc/é&c correlation coefficient of 2-DMSO-c in relation to 2 may be not
attributed to orbital population alterations on the aromatic skeleton of these structures.

BLYP/6-31G* geometry optimizations were also carried out to dimeric systems of 2 in which
both the molecules present intermolecular interactions between their carboxylic acid groups, named

system 2-2. This system shows lower energy (E = -18.49 kcal/mol) in relation to two isolated
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molecules of 2 (E =-1235.31373336 a.u., for each molecule). BLYP/6-31G* carbon chemical shift
calculations were carried out to optimized geometry of the system 2-2. The oc/dc correlation
coefficient of 2-2 (R? = 0.95065) is similar to correlation coefficient obtained from BLYP/6-31G*
calculations for an isolated molecule of 2 (R = 0.94783), as shown in Table 3.

As a final point there is an important question to resolve: it is left to know if the choice of the
level of theory to obtain the best optimized geometry can be the most important factor to good
agreements between calculated carbon chemical shifts and experimental *C NMR data. Or vet, if
the choice of the level of theory could directly influence the carbon chemical shift calculations.
Thus, the HF/6-311++G** optimized geometry of 2 was employed to HF/6-311++G** carbon
chemical shift calculations, providing a low oc/&c correlation coefficient (R? = 0.89429, as seen in
Table 3). On the other hand, the HF/6-311++G** optimized geometry of 2 was employed to carbon
chemical shift calculations using the level of theory B3LYP/6-31G*. As result the oc/ & correlation
coefficient of these last calculation was R* = 0.94204, which is very closer to the correlation
coefficient obtained from B3LYP/6-31G* carbon chemical shift calculation of the B3LYP/6-31G*
optimized geometry of 2 (R? = 0.95257).

Moreover, BLYP/6-31G* geometry optimizations of 2 in four different situations were
performed to investigate relationships between structure and carbon chemical shift calculations. The
optimized geometries A (2 in the gaseous phase and without considering intermolecular
interactions), B (2 using PCM), C (dimeric system 2-2), and D (2-DMSO-c) show high bond length
correlation coefficients (R? > 0.990). All optimized geometries of 2 were submitted to BLYP/6-
31G* carbon chemical shift calculations, showing different oc/& correlation coefficients (R? =
0.94783, 0.94838, 0.95065, and 0.97774, respectively). Thus, small variations on their bond lengths

can be also sufficient to affect the carbon chemical shift calculations.
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Conclusion

The theoretical investigation for structures in the gaseous phase and without considering
intermolecular interactions shows that B3LYP/6-31G* (R? = 0.99376) and PBE/6-311G* (R® =
0.95393) calculations are the most appropriated levels of theory to carbon chemical shift
calculations of 1 and 2, respectively.

The solvent effect (DMSO) is an important factor on carbon chemical shift calculations.
BLYP/6-31G* calculations show that optimized geometries using the continuum PCM provides
better o/ & correlation coefficients (R? = 0.99553 and 0.94838, respectively for 1 and 2) in relation
to optimized geometries in the gaseous phase and without considering intermolecular interactions
(R? = 0.98316 and 0.94783). However, optimized geometries using the explicit solvent model show
the best results (R? = 0.99631 and 0.97774, by BLYP/6-31G* calculations). Moreover, the oc/éc
correlation coefficients based on the explicit solvent effect allow appoint the more effective sites of
intermolecular interactions between studied compounds and the solvent molecule.

Dimeric systems 1-1 and 2-2 were also considered using BLYP/6-31G* calculations. The
ocl& correlation coefficients (R? = 0.99616 and 0.95065, respectively) shows that these
interactions for the studied compounds are not important to carbon chemical shift calculations. But
the interaction energies in both the cases are significant (AE = -17.64 and -18.49 kcal/mol,
respectively).

The choice of the level of theory to obtain the best optimized geometry is important factor to
good agreements between calculated carbon chemical shifts and experimental *C NMR data. Small

variations on their bond lengths can be sufficient to affect the carbon chemical shift calculations.
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However, the choice of the level of theory is the most important factor to carbon chemical shift
calculations.

Finaly, this study showed that carbon chemical shift calculations may be an efficient
alternative for structural analyses of organic compounds, mainly when experimental data are

insufficient or do not exist.
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Avristolactam All (1) Avristolochic acid 1 (2)

Figure 1. Chemical structure of aristolactam (1) and aristolochic acid (2) isolated from Aristolochia

esperanzae.
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Figure 2. More significant atomic contributions to frontier occupied molecular orbitals of 1, by

BLYP/6-31G* for structure in the gaseous phase and without considering intermolecular

interactions.
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Table 1. Carbon chemical shift values (oc) calculated to tetramethylsilane from HF, BLYP,

B3LYP, and PBE calculations with 6-31G*, 6-31G**, 6-311G*, 6-311G**, 6-311+G**, and 6-

311++G** base sets, for structures in the gaseous phase and without considering intermolecular

interactions

Method

Base set HF BLYP B3LYP PBE
6-31G* 201.73 187.97 189.69 188.53
6-31G** 203.24 186.46 191.77 190.65
6-311G* 195.98 179.11 184.28 183.59
6-311G** 196.21 179.23 184.43 183.67
6-311+G** 196.17 178.73 183.98 183.17
6-311++G** 196.17 178.68 184.02 183.11
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Table 2. R? values of oc/& correlations of 1 from HF, BLYP, B3LYP, and PBE calculations with

6-31G*, 6-31G**, 6-311G*, 6-311G**, 6-311+G**, and 6-311++G** hase sets, for structures in

the gaseous phase and without considering intermolecular interactions

Method

Base set HF BLYP B3LYP PBE
6-31G* 0.97981 0.98316 0.99376 0.99141
6-31G** 0.97871 0.98751 0.99087 0.99094
6-311G* 0.97654 0.98456 0.98941 0.98691
6-311G** 0.97564 0.98613 0.99022 0.98947
6-311+G** 0.97741 0.98847 0.99226 0.99143
6-311++G** 0.97736 0.98961 0.99241 0.99237
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Table 3. R? values of oc/& correlations of 2 from HF, BLYP, B3LYP, and PBE calculations with

6-31G*, 6-31G**, 6-311G*, 6-311G**, 6-311+G**, and 6-311++G** hase sets, for structures in

the gaseous phase and without considering intermolecular interactions

Method

Base set HF BLYP B3LYP PBE
6-31G* 0.89883 0.94783 0.95257 0.95142
6-31G** 0.90018 0.94729 0.95180 0.95141
6-311G* 0.89729 0.95060 0.93811 0.95393
6-311G** 0.89567 0.95020 0.95315 0.95311
6-311+G** 0.89556 0.95023 0.95202 0.95279
6-311++G** 0.89429 0.95022 0.95144 0.95252
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Relationships between chemical structure and activity of triterpenes against Gram-positive
and Gram-negative bacteria

Pacheco*, A. G.; Alcantara, A. F. C.; Abreu, V. G. C.; Corréa, G. M.

Departamento de Quimica, Universidade Federal de Minas Gerais, 31270-901, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brazil

Bacteria are non-chlorophyllated unicellular organisms that reproduce by fission and do not present nuclear
envelope. Gram’s stain is a staining technique used to classify bacteria based on the different characteristic of their cell
walls. Gram-positive or Gram-negative bacteria are determined by the amount and location of peptidoglycan in the cell
wall, exhibiting different chemical compositions and structures, cell-wall permeabilities, physiologies, metabolisms, and
pathogenicities.

Microbial diseases present a significant clinical interest because some species of bacteria are more virulent than
other ones and show alteration in sensibility to the conventional antimicrobial drugs, mainly species of the genera
Staphylococcus, Pseudomonas, Enterococcus, and Pneumococcus. The extensive use of the penicillin since the Second World
War promoted the appearance of the first strains of penicillin-resistant Gram-positive bacteria (Silveira et al., 2006).
Vancomicin and methicillin showed a large spectrum of bactericidal actions against many Gram-positive bacteria.
However, some strains also presented resistance to these compounds, as observed to the drugs vancomycin-resistant
Enterococcus (VRE) and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), respectively. As a consequence, the resistance
that pathogenic microorganisms build against antibiotics has stimulated the search of new antimicrobial drugs (Al-
Fatimi et al., 2007; Rahman et al., 2002).

In the last few decades, the ethnobotanical search has been the subject of very intense pharmacological studies
about drug discovery as potential sources of new compounds of therapeutic value in the treatment of bacterial diseases
(Matu & Staden, 2003). The importance of secondary metabolites for the antimicrobial activity has been observed to
triterpenoid compounds (Geyid et al., 2005). The triterpenes are widely distributed in the plant and animal kingdoms
and occur in either a free state or in a combined form, mainly in the form of esters and glycosides (Ikan, 1991).
Triterpenes present a carbon skeleton based on six isoprene units, being biosynthetically derived from the squalene,
which may usually yield the pentacyclic triterpenes with six-membered rings. These pentacyclic triterpenes (PCTTs)
present a basic skeleton which provides a large amount of derivative structures because different positions on their
skeleton may be substituted. As result, there are at least 4000 known PCTTs (Dzubak et al., 2006), exhibiting a large
spectrum of biological activities (James & Dubery, 2009). Some classes of triterpenes present other skeleton, such as
fernane- and lupane-type triterpenes.

29
30
20\ 19 21

Basic skeleton of Basic skeleton of
Basic skeleton of PCTT fernane-type triterpenes lupane-type triterpenes

The literature describes the isolation of triterpenes from the vegetal species which exhibit bactericidal activity
(Katerere et al., 2003; Sunitha et al., 2001; Ryu et al., 2000; Yun et al., 1999). Table 1 shows the most recent studies relating
plant that exhibit bactericidal activity and contain triterpenes. The activity against Gram-negative bacteria has been few
studied in relation to Gram-positive ones. The Gram-positive bacteria more studied are S. aureus, B. subtilis, B. cereus, and
S. faecalis (24, 11, 7, and 6 occurrences, respectively). On the other hand, the Gram-negative bacteria more studied are P.
aeroginosa, E. coli, K. pneumoniae, and S. typhi (15, 13, 9, and 6 occurrences, respectively).
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Table 1. Vegetal species that exhibit bactericidal activity and contain triterpenes

Species Isolated compound Activity against Gram-positive bacteria | Activity against Gram-negative bacteria Ref.
Abies sachalinensis Triterpenes Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus - Gao et al., 2008
Acacia mellifera Triterpenes S. aureus - Mutai et al., 2009
Alstonia macrophylla Triterpenes and steroids S. aureus, Staphylococcus saprophyticus, Escherichia coli and Proteus mirabilis Chattopadhyay et
and Streptococcus faecalis al., 2001
Austroplenckia populnea Triterpenes S. aureus - Miranda et al., 2009
Aquilaria agallocha Triterpenes, alkaloids, anthraquinones, Bacillus brevis and B. subtilis Pseudomonas aeruginosa and Shigella Dash et al., 2008
and tannins flexneri
Azadirachta indica Triterpenes, glycosides, and fatty acids Micrococcus luteus and S. aureus P. aeruginosa and Proteus vulgaris Khan et al., 2010
Azima tetracantha Triterpenes, steroids, and tannins S. aureus and B. subtilis E. coli, Klebsiella pneumoniae, and P. Ekbote et al., 2010
aeruginosa
Calophyllum inophyllum Triterpenes S. aureus - Yimdjo et al., 2004
Cardiospermum Triterpenes, steroids, sugars, alkaloids, B. subtilis P. aeruginosa and Salmonella typhi Viji et al., 2010
helicacabum phenols, saponins, aminoacids, and

tannins

Cedrus deodara

Triterpenes, alkaloids, steroids,
flavonoids, tannins, phenolic
compounds, and

Bacillus cereus, E. faecalis, and S. aureus

E. coli, K. pneumoniae, and P. aeruginosa

Devmurari, 2010

Commiphora glandulosa Triterpenes B. subtilis, Clostridium perfringens, and S. - Motlhanka et al.,
aureus 2010
Dendrophthoe falcata Triterpenes, steroids, tannins, and B. cereus, B. subtilis, M. luteus, S. aureus, Enterobacter aerogenes, E. coli, K. Pattanayak et al.,
glycosides Staphylococcus epidermidis, and pneumoniae, P. aeruginosa, Serratia 2008
Streptococcus pneumoniae, marcescens, and S. typhi
Dichrostachys cinerea Triterpenes and steroids B. subtilis and S. aureus E. coli and P. aeruginosa Eisa et al., 2000
Drynaria quercifolia Triterpenes, coumarins, flavones, B. subtilis and S. aureus E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, and S. | Ramesh et al., 2001
lignans, saponins, and steroids typhi
Elaeodendron Triterpenes B. cereus, B. subtilis, and S. aureus - Maregesi et al., 2010
schlechteranum
Ficus ovata Triterpenes B. cereus, S. aureus, and S. faecalis Citrobacter freundii, E. coli, K. pneumoniae, Kuete et al., 2009

P. aeruginosa, and S. typhi
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Ref.

Table 1. (Cont.)

Isolated compound

Activity against Gram-positive bacteria

Activity against Gram-negative bacteria

Mishra & Sree, 2007

Species
Finlaysonia obovata

Triterpenes

S. aureus

E. coli and P. aeruginosa

Bolivar et al., 2011

Galium mexicanum

Triterpenes, saponins, flavonoids,
sesquiterpene lactones, and glucosides

S. aureus methicillin-resistant (MRSA)

Maridass et al., 2010

Garcinia gummicutta

Triterpenes, alkaloids, steroids, oils,

B. subtilis and S. aureus

Aeromonas hydrophila, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, and S. typhi

catechins, and phenolics
Leucas aspera Triterpenes S. pneumoniae E. coli Mangathayaru et
al., 2005
Miconia ligustroides Triterpenes B. cereus - Cunha et al., 2010
Mirabilis jalapa Terpenes and flavonoids B. cereus, E. faecalis, and M. luteus E. coli, K. pneumoniae, and P. aeruginosa Haijji et al., 2010
Moringa oleifera Triterpenes, alkaloids, flavonoids, E. faecalis and S. aureus Aeromonas caviae and Vibrio Peixoto et al., 2011
sesquiterpenes, lactones, diterpenes, arahaemolyticus
and naphtoquinones
Mussaenda macrophylla Triterpenes - Porphyromonas gengivalis Kim et al., 1999
Phyllanthus simplex Triterpenes, steroids, lignans, S. aureus E. coli, P. aeruginosa, and S. flexneri Chouhan & Singh,
flavonoids, glycosides, and phenolic 2010
compounds
Psidium guajava Triterpenes, tannins, and flavonoids B. subtilis and S. aureus E. coli and P. aeruginosa Sanches et al., 2005
Pulicaria dysenterica Triterpenes and steroids B. cereus and S. aureus Vibrio cholera Nickavar & Mojab,
2003
Kuete et al., 2006

Tridesmostemon

Triterpenes

S. aureus and S. faecalis

E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris, Shigella
dysenteriae, and S. typhi

Triterpenes

omphalocarpoides
Triumfetta rhomboidea Triterpenes, sSteroids, flavonoids, B. cereus, E. faecalis, and S. aureus E. coli, K. pneumoniae, and P. aeruginosa Devmurari et al.,
tannin, and phenolic compounds 2010
S. aureus - Hess et al., 1995

Vochysia divergens
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Some plants exhibit a broad spectrum of activity against both Gram-positive and Gram-negative bacteria and
contain other chemical classes, such as coumarins, flavonoids, phenolic compounds, and alkaloids. However, there is an
expressive quantity of vegetal species that only triterpenes were isolated, suggesting an intrinsic relationship between
this chemical class and the bactericidal activity of these plants. Thus, the present work provides an extensive search in
original and review articles addressing the bactericidal activity of triterpenes, which may inspire new biomedical
applications, considering atom economy, the synthesis of environmentally benign products without producing toxic by-
products, the use of renewable sources of raw materials, and the search for processes with maximal efficiency of energy.
To systematization of the results, it was considered that the biological activities are related to the presence of
functionalized sites on the chemical structure of each triterpene. Obviously the obtained data do not make them possible
the comparison of the intensity of bactericidal activities among the active triterpenes. Moreover, many triterpenes were
tested against few species of bacteria, and as a consequence this work only records biological positive test.

Table 2 shows the bactericidal activity of oleanane-type triterpenes isolated from vegetal species and fungi
(Compounds 1 to 43 shown in Figure 1). In the case of Gram-positive bacteria, oleananes with different
functionalizations exhibit activity against S. aureus and a relationship between chemical structure and bactericidal
activity could not established. The oleananes 6, 20, 21, 35, and 36 exhibit activity against E. faecalis. All these compounds
present functional groups on the alpha side of the triterpene skeleton (hydroxyl group at C-1 and oxygenated group at
C-20 or C-16). Compounds 1 to 5, and 42 exhibit activity against M. [uteus and present carboxyl group at C-17 or C-20
and oxygenated group at C-3. The presence of a functional group at C-17 is an important criterion to the activity against
B. subtilis, except compounds 29 and 43, which are carboxyl group funcionalized at other positions (i.e. C-3 and C-20,
respectively). The activity against S. mutans is exhibited by the compounds 14, 15, 17, 18, and 24, which present
oxygenated group at C-3 and carboxyl group at C-17. Few oleanane-type triterpenes were tested against S. pneumoniae
and B. pumilus, and as a consequence, relationships between chemical structure and activity against these Gram-positive
bacteria were not possible.

Considering the Gram-negative bacteria, Table 2 shows many oleananes active against E. coli. These compounds
present different functional groups at the oleanane skeleton, but all them present oxygenated group at C-3. Compounds
13-16, 19, 26, 28-38, and 43 exhibit activities against S. typhi and only present oxygenated group at C-3 in common. The
activity against S. sonnei is registered for the compounds 7, 8, 10, and 13, which present carboxyl group at C-17 and
oxygenated group at C-3. Similarly, the activity against P. gingivalis is registered for the compounds 14, 15, 18, 24, and 25,
which present carboxyl group at C-17 and oxygenated group at C-3. Only two compounds exhibited activity against P.
fluorencens (11 and 12) and both the oleananes present hydroxyl group at C-19 on the alpha-side of the skeleton. Few
oleananes were tested against V. cholera, S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, P. aeruginosa, and C. pneumoniae and
relationships between chemical structure and activity against these Gram-negative bacteria were not possible.

Figure 2 shows the ursane-type triterpenes with bactericidal activity isolated from vegetal species. For the
Gram-positive bacteria, the ursanes active against S. aureus and B. subtilis present oxygenated group at C-3 in common.
Few compounds exhibited positive tests against S. epidermidis, A. viscosus, M. luteus, S. mutans, C. perfrigens, S. faecalis,
and B. cereus. In the case of Gram-negative bacteria, the ursanes active against E. coli present an oxygenated group at C-3
in common. The ursanes active against S. sonnei, S. flexneri, B. typhi, K. pneumonae, and P. aeroginosa concomitantly
present oxygenated groups at C-3 and C-17.

Figure 3 shows the lupane-, friedelane-, and fernane-type triterpenes with bactericidal activity isolated from
vegetal species. Friedelin (compound 68) exhibits the largest spectrum of activities against Gram-positive bacteria
(Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, S aureus, and S. faecalis) and Gram-negative bacteria (C. freundi, E.
aerogenes, Enterococcus cloacae, K. pneumoniae, Morganella morganii, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris, S. dysenterie, S.
flexneri, and S. typhi, Salmonella typhimurium). This compound only presents functionalization at C-3 (carbonyl group at
position C-3 on the triterpene skeleton). As a consequence, the position C-3 could be considered as a strategic position to
bactericidal activity of all triterpenes above-mentioned. However, the fernanes 82-84 do not present functional groups at
C-3, but exhibit activity against M. tuberculosis.

The compounds shown in the Figures 4 and 5 are miscellaneous-types of triterpenes isolated from vegetal
species or obtained from hemi-synthesis which exhibit bactericidal activity. The variety of their chemical structures does
not permit to establish relationships with the bactericidal activities showed in the Tables 2 and 3. However, among the
triterpenes shown in the Figures 1 to 5 and Tables 2 and 3, 90% of them exhibit activity against Gram-positive bacteria
and 60% of them exhibit activity against Gram-negative bacteria. These results indicate higher resistance of Gram-
negative Bacteria to the triterpenes.
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Table 2. Bactericidal activity of triterpenes isolated from vegetal species and fungi

Compound Vegetal species Activity against Gram- Activity against Gram- Ref.
positive bacteria negative bacteria
2a-Hydroxy-3-oxoolean-12-en-30-oic acid (1) Dillenia papuana B. subtilis and M. luteus E. coli Nick et al., 1994
Oleana-1,12-dien-29-oic acid, 3-oxo (2) Dillenia papuana B. subtilis and M. luteus E. coli Nick et al., 1994
la-Hydroxy-3-oxoolean-12-en-30-oic acid (3) Dillenia papuana B. subtilis and M. luteus E. coli Nick et al., 1994
2-Oxo0-3f-hydroxyolean-12-en-30-oic acid (4) Dillenia papuana B. subtilis and M. luteus E. coli Nick et al., 1994
Olean-12-en-1,3-dihydroxy (5) Dillenia papuana B. subtilis and M. luteus E. coli Nick et al., 1994
3,30-Dihydroxyl-12-oleanen-22-one (6) Cambretum imberbe E. faecalis and S. aureus E. coli Angeh et al., 2007;
Katerere et al., 2003
Arjulonic acid (7) Syzygium guineense B. subtilis E. coli and Shigella sonnei Djoukeng et al., 2005
Terminolic acid (8) Syzygium guineense B. subtilis E. coli and S. sonnei Djoukeng et al., 2005
24a,3p,24-Trihydroxyolean-12-en-28-oic acid (9) Planchonia careya MRSA Enterococcus vancomicin- McRae et al., 2008
resistant (VRE)
2,3,23-Trihydroxy-(2a,35,4a) olean-11-en-28 oic acid (10) Syzygium guineense B. subtilis E. coli and S. sonnei Djoukeng et al., 2005
Arjungenin (11) Planchonia careya Pseudomonas fluorencens McRae et al., 2008
Arjunic acid (12) Terminalia arjuna P. fluorencens Sun et al., 2008
3-Acetyl aleuritolic acid (13) Spirostacheps africana S. aureus E. coli, Shigella boydii, S. Mathabe et al., 2008

dysenteriae, S. flexneri, S.
sonnei, S. typhi, and V. cholera

Oleanolic acid (14)

Periplaca laevigata

Spretococcus mutans and S.
aureus

E. coli, P. gingivalis, and S.
typhi

Hichri et al., 2003

Oleanolic acid acetate (15)

Periplaca laevigata

S. mutans and S. aureus

E. coli, P. aeruginosa, P.
gingivalis, and S .typhi

Hichri et al., 2003

Maslinic acid acetate (16) Periplaca laevigata S. aureus E. coli, P. aeruginosa, and S. Hichri et al., 2003
typhi
Methyl 3-acetyloleanolic acid (17) Vitis vinifera S. mutans Rivero-Cruz et al., 2008
Methyl oleanolic acid (18) Vitis vinifera S. mutans P.gingivalis Rivero-Cruz et al., 2008
Oleanolic acid 28-O-[f-D-glucopyranosyl] Ester (19) Drypetes paxii S. aureus E. coliand S. typhi Chiozem et al., 2009
1a,3p-Dihydroxyolean-12-en-29-oic acid (20) Cambretum imberbe E. faecalis and S. aureus E. coli Angeh et al., 2007;
Katerere et al., 2003
1a,3p-Hydroxyimberbic-acid-23-O-f-I-4- Cambretum imberbe E. faecalis and S. aureus - Angeh et al., 2007;

acetylrhamnopyranoside (21)

Katerere et al., 2003
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Table 2. (Cont.)

Compound Vegetal species Activity against Gram- Activity against Gram- Ref.
positive bacteria negative bacteria
1,3,24-Trihydroxyl-12-olean-29-oic acid (22) Cambretum imberbe S. aureus E. coli Angeh et al., 2007;
Katerere et al., 2003
1a,23-Dihydroxy-12-oleanen-29-oic acid-3p-0-2,4-diacetyl-I- Cambretum imberbe S. aureus E. coli Angeh et al., 2007;
rhamnopyranoside (23) Katerere et al., 2003
3-0-(30,30-dimethylsuccinyl)-oleanolic acid (24) Vitis vinifera S. mutans P. gingivalis Rivero-Cruz et al., 2008
3-0-(20,20-dimethylsuccinyl)oleanolic acids (25) Vitis vinifera - P. gingivalis Rivero-Cruz et al., 2008
3p,6R,13p-Trihydroxyolean-7-one (26) Camellia sinensis S. aureus E. coli, S. dysenterige, and S. Ling et al., 2010
typhi
18a-Oleanane-3f-01,198,28-epoxy (27) - Chlamydia pneumoniae Dehaen et al., 2011
9B,25-cyclo-3p-O-(f-d-glucopyranosyl)-echynocystic ~ acid | Symniplocos panicrelata B. subtilis and S. aureus E. coli and P. aeruginosa Semwal et al., 2011
(28)
3-Oxoolean-1,12-dien-30-oic acid (29) Dellenia papuana B. subtilis E. coli Nick et al., 1994
3R-Hydroxyolean-12-en-27-oic acid (30) Aceriphyllum rossii MRSA, quinolone resistance - Zheng et al., 2008
S. aureus (QRSA), and S.
aureus
3p-Hydroxyolean-12-en-27-oic acid (31) Aceriphyllum rossii MRSA, QRSA, and S. aureus - Zheng et al., 2008
Aceriphyllic acid A (32) Aceriphyllum rossii MRSA, QRSA, and S. aureus - Zheng et al., 2008
Methyl ester of aceriphyllic acid A (33) Aceriphyllum rossii MRSA, QRSA, and S. aureus - Zheng et al., 2008
22a-Acetyl-16a,21p-dihydroxyoleanane-13p:28-olide-3-O-[f- Maesa lanceolata S. aureus - Manguro et al., 2011
glucopyranosyl-(1"'—6")][6"-O-coumaroylglucopyranosyl-
(1"—2"]-p-glucopyranoside (34)
16a,22a-Diacetyl-21f-angeloyloleanane-13f:28-olide-34-O- Maesa lanceolata B. subtilis, E. faecalis, S. E. coli, P. aeruginosa, and V. Manguro et al., 2011
[f-glucopyranosyl-(1"—2")][f-glucopyranosyl-(1"'—4")]-p- aureus, and S. pneumoniae cholera
glucopyranoside (35)
164a,224,28-Trihydroxy-21p-angeloylolean-12-ene-34-O-[a- Maesa lanceolata E. faecalis and S. pneumoniae S. typhi and V. cholera Manguro et al., 2011
rhamnopyranosyl-(1"'—6")][f-glucopyranosyl-(1"—2")]-f-
xylopyranoside(36)
164,28-dihydroxy-22a-acetyl-21p-angeloylolean-12-ene-3-O- Maesa lanceolata B. subtilis S. typhi and V. cholera Manguro et al., 2011
[B-galactopyranosyl-(1"—2")][a-rhamnopyranosyl-(1'"'—4")]-
a-arabinopyranoside (37)
Chikusetsusaponin IVa methyl Ester (38) Drypetes laciniata - E. coliand S. typhi Fannang et al.,, 2011
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Compound Vegetal species Activity against Gram- Activity against Gram- Ref.
positive bacteria negative bacteria

3p-[(a-I-Arabinopyranosyl)-oxy]olean-12-en-28-oic acid (39) Clematis ganpiniana B. subtilis - Ding et al., 2009

Hederagenin-3f-O-a-I-arabinopyranoside (40) Clematis ganpiniana Bacillus pumilus and B. - Ding et al., 2009
subtilis

3p-0-a-I-Rhamnopyranosyl-(1—2)-a-I-arabinopyranosyl Clematis ganpiniana B. pumilus and B. subtilis E. coli Ding et al., 2009

oleanolic acid (41)

a-Hederin (42) Clematis ganpiniana B. pumilus, B. subtilis, M. E. coli and S. dysenteriae Ding et al., 2009

luteus, and S. aureus
5,6(11)-Oleanadien-3p-ethan-3-oate (43) Rhododendron B. subtilis and S. aureus E. coli, K. pneumoniae, and S. Tantry et al., 2011
campanulatum typhi

Asiatic acid (44) Syzygium guineense B. subtillis E. coli and S. sonnei Djoukeng et al., 2005

Hydroxyasiatic acid (45) Syzygium guineense B. subtilis E. coli and S. sonnei Djoukeng et al., 2005

Eleganene-A (46) Myricana elegans B. subtilis and S. aureus S. flexneri and S. typhi Ahmad et al., 2008

Eleganene-B (47) Myricana elegans B. subtilis and S. aureus E. coli, P. aeruginosa, S. Ahmad et al., 2008

flexneri, and S. typhi
(2a,3p)-2,3,23-Trihydroxy-13,28-epoxyurs-11-en-28-one (48) Eucalyptus S. aureus and S. epidermidis E. coli, K. pneumonae, and P. Tsiri et al., 2008
camaldulensis aeruginosa

Ilexgenin A (49) Ilex hainanensis Actinomyces viscosus and S. - Chen et al., 2011
mutans

Rotundic acid (50) Ilex integra B. subtilis, M. luteus, and S. P. aeruginosa Haraguchi et al., 1999
aureus

Ursolic acid (51) Geum rivale S. aureus E. coli and P. aeruginosa Panizzi et al., 2000

1B,2,3p-Trihydroxy-urs-12-ene-23-oic-thamnoside (52) Commiphora B. subtilis, C. perfringens, and - Montlhanka et al., 2010

glandulosa S. aureus

Erythrodiol (53) Myricana elegans B. subtilis P. aeruginosa and S. flexneri Ahmad et al., 2008

Corosolic acid (54) Myricana elegans B. subtilis P. aeruginosa and S. flexneri Ahmad et al., 2008

1B,3p-Dihydroxyurs-12-en-27-oic acid (55) Carophora coronata B. subtilis and MRSA - Khera et al., 2003

22f-Acetyl lantoic acid (56) Lantana camara S. aureus E. coli, P. aeruginosa, and S. Barre et al., 1997

typhi
Lantic acid (57) Lantana camara B. cereus, B. subtilis, M. E. coli Saleh et al., 1999

luteus, S. aureus, and S.
faecalis
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Compound Vegetal species Activity against Gram- Activity against Gram- Ref.
positive bacteria negative bacteria
22f-Acetoxylantic acid (58) Lantana Camara S. aureus E. coli, P. aeruginosa, and S. Barre et al., 1997
typhi
Taraxast-20-ene-3f-ol (59) Saussurea petrovii B. subtilis and S. aureus E. coli Dai et al., 2001
Taraxast-20(30)ene-3,21a-diol (60) Saussurea petrovii B. subtilis and S. aureus E. coli Dai et al., 2001
20a,21a-Epoxy-taraxastane-3,22a-diol (61) Saussurea petrovii B. subtilis and S. aureus E. coli Dai et al., 2001
Taraxast-20-ene-3-ol (62) Saussurea petrovii B. subtilis and S. aureus E. coli Dai et al., 2001
Taraxast-20-ene-3 ,30-diol (63) Saussurea petrovii B. subtilis and S. aureus E. coli Dai et al., 2001
20(29)-Lupene-3f-isoferulate (64) Euclea natalensis B. pumilus - Weigenand et al., 2004
Lupeol (65) Curtisia dentata B. subtilis and S. aureus E. coli and P. aeruginosa Shai et al., 2008
Betulinic acid (66) Curtisia dentata B. subtilis and S. aureus E. coli and P. aeruginosa Shai et al., 2008

Betulin (67)

Myricana elegans

C. pneumoniae

Dehaen et al., 2011; Ahmad

et al., 2008

Friedelin (68) Visnia rubescens Bacillus megaterium, Bacillus C. freundi, E. aerogenes, Tamokou et al., 2009;
stearothermophilus, S aureus, Enterococcus cloacae, K. Kuete et al., 2009, 2007,
and S. faecalis pneumoniae, Morganella 2006
morganii, P. aeruginosa, P.
mirabilis, P. vulgaris, S.
dysenterie, S. flexneri, and S.
typhi, Salmonella typhimurium
3-Oxo-friedelan-20a-oic acid (69) Maytenus sinegalensis B. subtilis and S. aureus E. coli, K. pneumoniae, and S. Lindsey et al., 2003;
flexneri Lindsey et al., 2006
3p-Hydroxyfriedelane-7,12,22-trione (70) Drypetes laciniata - E. coli, P. aeruginosa, and S. Fannang et al., 2011
typhi

12a-Hydroxyfriedelane-3,15-dione (71) Drypetes paxii S. aureus Chiozem et al., 2009
Friedelanol (72) Visnia rubescens S. aureus P. aeruginosa and S. typhi Angeh et al., 2007; Katerere

et al., 2003
3p-Hydroxyfriedelan-25-al (73) Drypetes paxii S. aureus - Chiozem et al., 2009
3-Hydroxy-2,24-dioxo-3-friedelen-29-oic acid (74) Elaeodendron B. cereus and S. aureus - Maregesi et al., 2010

schlechteranum

177




Table 2. (Cont.)

Compound Vegetal species Activity against Gram- Activity against Gram- Ref.
positive bacteria negative bacteria
22p-Hydroxytingenone (75) Elaeodendron B. cereus and S. aureus - Maregesi et al., 2010
schlechteranum

2,3,7-Trihydroxy-6-oxo-1,3,5(10),7-tetraene-24-nor- Crossopetalum gaumeri |  B. cereus, M. luteus, and S. - Ankli et al., 2000

friedelane-29-oic acid methyl ester (76) epidermidis

Zeylasterone (77) Maytenus blepharodes S. aureus - Léon et al., 2010

Dimethylzeylasterone (78) Maytenus blepharodes S. aureus - Léon et al., 2010

Zeylasteral (79) Maytenus blepharodes S. aureus - Léon et al., 2010

Dimethylzeylasteral (80) Maytenus blepharodes S. aureus - Léon et al., 2010

30-Ethyl-24,16a-dihydroxy-3p-O-(8-d-glucopyranosyl)- Syniplocos panicrelata B. subtilis and S. aureus E. coli and P. aeruginosa Semwal et al., 2011

hopan-24-oic acid (81)

Hopan-27-al-64,11R,22-triol (82) Conoideocrella tenuis - Mycobacterium tuberculosis Isaka et al., 2011
(fungus)

A'-Neogammacerane-6,11,22,27-tetrol (83) Conoideocrella tenuis - M. tuberculosis Isaka et al., 2011
(fungus)

Hopane-6,7p,22-triol (84) Conoideocrella - M. tuberculosis Isaka et al., 2011

tenuis (fungus)
Dysoxyhainic acid G (85) Dysoxylum hainanense | B. subtilis, M. luteus, and S. - He et al., 2011
epidermidis

20-Epikoetjapic acid (86) Osyris lanceolata B. subtilis and S. aureus E. coli and P. aeruginosa Yeboah et al., 2010

Dysoxyhainic acid J (87) Dysoxylum hainanense | B. subtilis and S. epidermidis - He etal., 2011

(9,11), (18,19)-Disecoolean-12-en-28-oic acid (88) Ficus benjamina B. subtilis and S. aureus E. coli and S.typhimurium Parveen et al., 2009

2-Chrysene acetic acid, 9-carboxy- Dillenia papuana B. subtilis and M. luteus E. coli Nick et al., 1994

1,2,3,4,4a,4b,5,6,6a,7,8,9,10,10a,12,12a-hexadecahydro-

a,a,1,4a,4b,6a,9-heptamethyl-1-(2-oxoethyl),2-methyl  ester

(89)

Polyporenic acid C (90) Fomitopsis rosea S. aureus - Popova et al., 2009
(fungus)

Dysoxyhainic acid I (91) Dysoxylum hainanense | B. subtilis and S. epidermidis - He etal., 2011

3a-Hydroxy-24-methylene-23-oxolanost-8-en-26-carboxylic Fomitopsis rosea S. aureus - Popova et al., 2009

acid (92) (fungus)

3a-Carboxyacetoxyquercinic acid (93) Fomitopsis rosea S. aureus - Popova et al., 2009
(fungus)
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Compound Vegetal species Activity against Gram-positive Activity against Gram-negative Ref.

bacteria bacteria
3a-Oxepanoquercinic acid C (94) Fomitopsis rosea (fungus) S. aureus - Popova et al., 2009
Lamesticumin F (95) Lansium domesticum B. cereus and B. subtilis - Dong et al., 2011
3a-(3'Butylcarboxyacetoxy)oxepanoquercinic Fomitopsis rosea (fungus) S. aureus - Popova et al., 2009
acid C (96)
Helvolic acid (97) Pichia guilliermondii B. subtilis, S. aureus, and Staphylococcus Agrobacterium tumifaciens, E. coli, Zhao et al., 2010

(fungus) haemolyticus Pseudomonas lachrymans, Ralstonia
solanacearum, and Xanthomonas
vesicatoria

5a,8a-Epidioxi-24(§)-methylcholesta-6,22-diene- | Fomitopsis rosea (fungus) S. aureus Popova et al., 2009

3B-ol (98)

1,3,16p-yl-Phenypropylacetate-lanostan- Stachyterphita S. aureus and S. faecalis E. coli and P. aeruginosa Maregesi et al.,
5,11,14,16,23,25-hexen-22-one (99) jamaicensis - 2010
Dysoxyhainic acid H (100) Dysoxylum hainanense B. subtilis and M. luteus - He et al., 2011
3p-O-cis-p-Coumaroyltormentic acid (101) Planchonia careya S. aureus VRE McRae et al., 2008
3p-O-trans-p-Coumaroyltormentic acid (102) Planchonia careya S. aureus VRE McRae et al., 2008
Lamesticumin C (103) Lansium domesticum B. cereus, B. subtilis, M. luteus, S. - Dong et al., 2011

epidermidis, S. aureus, and Streptococcus
pyogenes

Lamesticumin D (104)

Lansium domesticum

B. cereus and B. subtilis

Dong et al., 2011

Lamesticumin B (105)

Lansium domesticum

B. cereus, B. subtilis, M. luteus, S. aureus,
S. epidermidis, and S. pyogenes

Dong et al., 2011

Lamesticumin E (106)

Lansium domesticum

B. cereus and B. subtilis

Dong et al., 2011

Lansic acid 3-ethyl Ester (107) Lansium domesticum B. cereus, B. subtilis, M. luteus, S. aureus, - Dong et al., 2011
S. epidermidis, and S. pyogenes

Ethyl lansiolate (108) Lansium domesticum B. cereus, B. subtilis, M. luteus, S. aureus, - Dong et al., 2011
S. epidermidis, and S. pyogenes

Lamesticumin A (109) Lansium domesticum B. cereus, B. subtilis, M. luteus, S. aureus, - Dong et al., 2011
S. epidermidis, and S. pyogenes

3-Cyclohexene-1-propanoic acid,2-[2- Lansium domesticum B. cereus, B. subtilis, M. luteus, S. aureus, - Dong et al., 2011

[(1S,2R,3R)-2-(3-ethoxy-3-oxopropyl)-3-(1-
hydroxy-1-methylethyl)-2-methyl-6-
methylenecyclohexyl]ethyl]-1,3-dimethyl-6-(1-
methylethenyl) (110)

S. epidermidis, and S. pyogenes
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Table 3. Bactericidal activity of triterpene derivatives

Compound Activity against Gram-positive bacteria Activity against Gram-negative bacteria Ref.
p-D-Galactosideo methyl oleanolate (111) S. aureus - Takechi & Tanaka, 1992
p-D-Xilosideo methyl oleanolate (112) S. aureus - Takechi & Tanaka, 1992
p-D-Fucosideo methyl oleanolate (113) S. aureus - Takechi & Tanaka, 1992
p-L-Fucosideo methyl oleanolate (114) S. aureus - Takechi & Tanaka, 1992
p-Maltosideo methyl oleanolate (115) S. aureus - Takechi & Tanaka, 1992
p-Maltotriosideo methyl oleanolate (116) S. aureus - Takechi & Tanaka, 1992
Oleanolic acid acetate (117) S. aureus E. coli and P. aeruginosa Hichri et al., 2003
3p-O-Acetate f-amyrin (118) S. aureus E. coli and P. aeruginosa Hichri et al., 2003
2B,3p-Dihydroxy-ll-oxooleana-12,18-dien-30-oic acid (119) B. subtilis Erwinia sp. Pitzele, 1974
2f,3a-Dihydroxy-1l-oxooleana-12,18-dien-30-oic acid (120) - Erwinia sp. Pitzele, 1974
2p,3a-Dihydroxy-1l-oxo-184-olean-12-en-30-oic acid (121) B. subtilis - Pitzele, 1974
2B,3p-Dihydroxy-1l-oxo-18f-olean-12-en-30-oic acid (122) - Erwinia sp. Pitzele, 1974
2p,3p-Diacetoxy-1l-oxo-18f-olean-12-en-30-oic acid (123) - Erwinia sp. Pitzele, 1974
3p-Acetyl-11-oxooleanolic acid (124) S. aureus E. coli, P. aeruginosa, and S. typhimurium Hichri et al., 2003
Methyl 26,3a-dihydroxy-18f-olean-12-en-30-oate (125) - Erwinia sp. Pitzele, 1974
1a-Bromo-2,3-dioxo-18f-olean-12-en-30-oic acid (126) - Erwinia sp. Pitzele, 1974
3p-O-Nicotinoyl-20-(4-methylpiperazin-1-yl)carbonyl-11- S. aureus - Kazakovaa et al., 2010
oxoolean-12(13)-ene (127)

N-3-pyridinacetyloleanolic amide (128) S. aureus E. coli, P. aeruginosa, and S. typhimurium Hichri et al., 2003
3p-Hydroxyolean-12-en-28-carboxydiethylphosphonate S. aureus E. coli, P. aeruginosa, and S. typhimurium Hichri et al., 2003
(129)

3p-Acetoxy-12a-hydroxyoleanan-13f,28-olide (130) - S. typhimurium Hichri et al., 2003
Oleanan-28-oic acid, 3f,13-dihydroxy-12-oxo-, y-lactone, S. aureus E. coli, P. aeruginosa, and S. typhimurium Hichri et al., 2003
acetate (131)

p-Gentiobiosideo methyl ursolate (132) S. aureus - Takechi & Tanaka, 1993
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Compound Activity against Gram-positive bacteria Activity against Gram-negative bacteria Ref.
p-Maltotriosideo methyl ursolate (133) S. aureus - Takechi & Tanaka, 1993
Urs-12-ene-28-carboxy-3p-dodecanoate (134) Bacillus sphaericus, B. subtilis, and S. aureus Pseudomonas syringae Mallavadhani et al.,
2004
Urs-12-ene-28-carboxy-3f-tetradecanoate (135) Bacillus sphaericus, B. subtilis, and S. aureus P. syringae Mallavadhani et al.,
2004
Urs-12-ene-28-carboxy-3p-hexadecanoate (136) Bacillus sphaericus, B. subtilis, and S. aureus E. coli and P. syringae Mallavadhani et al.,
2004
Urs-12-ene-28-carboxy-3f-octadecanoate (137) Bacillus sphaericus, B. subtilis, and S. aureus E. coli and P. syringae Mallavadhani et al.,
2004
3-Ox0-17-(4-methylpiperazin-1-yl)carbonyloursan-12(13)- S. aureus - Kazakovaa et al., 2010
ene (138)
2-Furfurylidenebetulonic acid (139) S. aureus - Kazakovaa et al., 2010
(4-Methylpiperazin-1-yl)amide betulonic (140) S. aureus - Kloos & Zein, 1993
Betulin dioxime (141) - C. pneumoniae Kloos & Zein, 1993
Umbellatin a (142) B. cereus and B. subtilis - Gonzalez et al., 1992
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. 1f R1 .Rz R
PR 4:Rand R'=0; R>=H
5: R= Rl= H; R?= OH 7: R= H; Rl= Me; R2= CH,0OH; R3=H

8: R= OH; R!= Me; R2= CH,0H; R3=H
9: R= H; R1= CH,0H; R?= Me; R3= H
10: R= H; R!= Me; R?= CH,0H; R3= H
11: R= H; R!= Me; R?= CH,0OH; R3= OH
12: R= H; R!= Me; R?= Me; R3= OH

20: R= OH; R!= H; R2= Me

21: R=H; R1=H; R%= Me

22: R=H; R1= OH; R2= Me

23: R= 2 4-diacethy-Rha; R1= H; R%= CH,OH

14:R=H; R'= OH; R%=H
15: R= H; Rl= OAc; R%=H
16: R= OAc; R1= OAc;R=H

3 R2 o)
17: R=H; Rl= AcO; R= Me R ”
18: R=H; Rl= OH; R?= Me
19: R= H; Rl= OH; R?= GIcO HO,
R R!

24: R=R=Me; R=R3=H
25: R=R=H; R%=R3= Me

Figure 1. Oleanane-type triterpenes with bactericidal activity isolated from vegetal species.
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. COH

30: R=H; Rl= OH; R?= Me; R3= H

31: R= OH; R!= H; R?= Me; R3=H

32: R=H; R1= OH; R%= CH,0H,; R3=H
33: R=H; R1= OH; R%= CH,0H,; R3= Me

Glc-coumaroyl-Glc-Of

CO,R?

AcO

'.Rl

38: R= Glc; R1= Me; R2= Glc

39: R= Ara; Rl= Me; R%=H

40: R= Ara; R1= CH,0H,; R2=H

36: R= Xyl-Glc-Rha; Rl= OH 41: R= Ara-Rha; R1= Me; R2=H

37: R= Ara-Rha-Gal; R1=0Ac 42: R= Ara-Rha; R'= CH,0H; R*= H

Figure 1. (Contd.)
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56: R= CO,Me
57:R=H
58: R=AcO

53: R= H; R!= H; R?= CH,OH
54: R= OH; R!= H; R%= CO,H

L 55: R=H; R!= OH; R?= Me

49: R= CO,H; R1= OH
50: R= CH,0H; R= OH
51: R=Me; R1=H

Figure 2. Ursane-type triterpenes with bactericidal activity isolated from vegetal species.
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65: R= Me
66: R=CO,H
MeO 67: R=CH,0OH

CO,RL

HO
72: R=Me
73: R=COH

R? 0

HO

HO

76: R= OH; R'= Me; R%= Me
77: R= H; R'= Me; R%= CO,H
78: R= H; R!= H; R%= CO,H
79: R= H; R'= Me; R?= CHO
80: R= H; R'=H; R?>= CHO

82: R= OH; R!= H; R%= CHO
83: R= OH; R!= H; R%= CH,0OH
84: R=H; Rl= OH; R%= Me

Figure 3. Lupane-, friedelane-, and fernane-type triterpenes with bactericidal activity isolated from vegetal species.
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85: R= CO,Me; R'= Me; R?= CO,H
86: R= CO,H; R!= CO,H; R?= Me
87: R= CO,H; R'= Me; R?= CO,H

92: R= OH; R'= H; R?and R%= CH,
93: R= HO,CCH,CO,; R!= OH; R%= H; R®= Me

Figure 4. Miscellaneous types of triterpenes with bactericidal activity isolated from vegetal species.
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101: R=H; R1= p-phenol
102: R= p-phenol; R1=H

\

HO,

109: R=Me
110: R=Et

103: R= OH; R=H; R2and R%= O
104: R and R'= 0; R2= OH; R3= H

Figure 4. (Contd.)
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AcO

H

111: R= OGlc 117: R= CO,H
115, he ofut H8:R=Me 149: R= OH; R'=H 121: R= H; R'= OH; R’ OH
: R=0OFuc . R= H- Rl= :R= H: Rl= OH: R%=
120: R= H; Rl= OH : ’
114: R= OFuc 122: R=0OH; R!=H; R%= OH

115: R= OGlc-Glc
116: R= OGlc-Glc-Glc

123: R= AcO; R= H; R%= AcO
CO,H

AcO

CO— PO4EL,

HO
AcO

130: R;= OH; R, = H
131: R;and R, =0

Figure 5. Various types of triterpene derivatives obtained from synthesis with bactericidal activity.
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132: R= OGlc-Glc
133: R= OGlc-Glc-Glc 135:n=12
136:n=14
137:n=16

H
134:n=10

Figure 5. (Contd.)
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In conclusion, the general analysis of the relationships between chemical structure and activity of
triterpenes against Gram-positive and Gram-negative bacteria indicates that the antibacterial activity of
the triterpene may be related to the presence of an oxygenated group at C-3, since 95% of the bactericidal
triterpenes present this functionality. This site is represented by hydroxyl, carbonyl, glycosideo, esther
(mainly acethyl), or hydroxylimine (compound 141). The bactericidal activity is also influenced by the
chemical structure of the substituent group. Glycoside derivatives usually exhibit higher activity, mainly
for 16 type bonding in relation to 1—4 type one (Takechi & Tanaka, 1993). The activity is increased for
the triterpenes containing free hydroxyl group at C-3, mainly on the beta-side. In fact, the activity usually
decreased when the position C-3 is an ester derivative (Abreu et al., 2011). The conversion of the carboxyl
group at C-17 on the beta-side to a lactone at C-13 and C-17 increases the bactericidal activity (Hichri et al.,
2003).

Moreover, the bactericidal activity attributed to the C-3 site is not influenced by the steric effects,
because very active compounds contain groups that present large volumes at C-3, such as compounds 23-
25, 28, 36-42, 64, 81,99, 101, 102, 111-116, 127, and 134-137. A carboxyl group at C-17 on the beta side is also
important — 78% and 81% of the triterpenes active against Gram-positive and Gram-negative bacteria,
respectively, present this functional group. The same analysis can be made for the compounds containing
functionality at C-20 on the alpha- or beta-side.

The majority of the active triterpenes presents z-bonding at positions C-5, C-6, C-9, C-11, C-12,
and C-13 (i.e., A>® A%11, and A1213, respectively), few of them present A2030 and A202, and zbondings are
absent in few active triterpenes. The bactericidal activities are mainly related to functional groups at the
rings A and E of the triterpene skeleton. Considering a great quantity of active triterpenes containing -
bonding at the ring C, it may be proposed that this functionalization is also important to the bactericidal
activity.
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