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E, como Moisés levantou a serpente no deserto, assim importa que o Filho do
homem seja levantado;

Para que todo aquele que nele cré ndo perec¢a, mas tenha a vida eterna.

Porque Deus amou o mundo de tal maneira que deu o seu Filho unigénito, para que
todo aquele que nele cré ndo pereca, mas tenha a vida eterna.

Porque Deus enviou o seu Filho ao mundo, ndo para que condenasse o mundo, mas
para que o mundo fosse salvo por ele.

Quem cré nele ndo € condenado; mas quem nao cré ja esta condenado, porquanto
nao cré no nome do unigénito Filho de Deus.

E a condenacéo é esta: Que a luz veio ao mundo, e 0s homens amaram mais as
trevas do que a luz, porque as suas obras eram mas.

Porque todo aquele que faz o mal odeia a luz, e ndo vem para a luz, para que as
suas obras nao sejam reprovadas.

Mas quem pratica a verdade vem para a luz, a fim de que as suas obras sejam
manifestas, porque sao feitas em Deus...

...Aquele que vem de cima € sobre todos; aquele que vem da terra é da terra e fala
da terra. Aquele que vem do céu é sobre todos.

E aquilo que ele viu e ouviu isso testifica; e ninguém aceita o seu testemunho.
Aquele que aceitou o seu testemunho, esse confirmou que Deus é verdadeiro.
Porque aquele que Deus enviou fala as palavras de Deus; pois ndo lhe da Deus o
Espirito por medida.

O Pai ama o Filho, e todas as coisas entregou nas suas maos.

Aquele que cré no Filho tem a vida eterna; mas aquele que nao cré no Filho ndo

vera a vida, mas a ira de Deus sobre ele permanece.

Jodo 3:14-21,31-36



RESUMO

Este trabalho descreve os estudos quimicos dos extratos organicos de fezes
e de tecidos de lagartas da borboleta Battus polydamas, as quais foram alimentadas
com folhas de Aristolochia giberti. As etapas de isolamento dos constituintes quimi-
cos foram precedidas por microfracionamentos e/ou estudos comparativos entre as
composi¢des quimicas de folhas, fezes e lagartas, o que visou a deteccdo de subs-
tancias, possivelmente, biotransformadas e uma selecéo racional das fracdes a serem
estudadas. Do extrato de fezes de lagartas foram isoladas cinco substancias inéditas:
i) acido (4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8,18-dihidroxi-labdan-15-6ico (3), ii) acido (-)-(4S,5-
S,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15,18-didico (4), iii) &cido 73,83,18a-trihidroxi-lab-
dan-15-6ico (19), iv) acido (-)-(8S,8R")-(3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-B-glu-
copiranil-lignan-9-6ico (17) e v) acido (-)-(8S,8R")-[3,4:3",4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O-3-
-glucopiranil-lignan-9-0ico (18), as quais ndo foram detectadas no extrato de folhas de
A. giberti. Foram ainda isolados do extrato fecal a lignana dibenzilbutirolactonica ku-
sunoquinina (2) e o diterpeno labdanico acido (-)-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-lab-
dan-15-6ico (1), cujas ocorréncias, em folhas de A. giberti, foram previamente relata-
das na literatura. Além disto, neste trabalho, revisitou-se e corrigiu-se a configuracéo
absoluta de 1, e determinaram-se as configuracdes absolutas das substancias 3, 4 e
17. Para isso, empregaram-se as seguintes abordagens: i) estudos de dicroismo cir-
cular vibracional associado com calculos quimico-quanticos, ii) estudos tedricos con-
formacionais, iii) aplicacdo de uma metodologia de RMN baseada na derivatizacéo
com reagentes quiralicos anisotropicos (metédo PGME), iv) predi¢cdes de deslocamen-
tos quimicos de RMN de 'H e de 13C, em solucdo, v) medidas polarimétricas e de di-
croismo circular eletrénico e vi) transformagdes quimicas. No total, obtiveram-se tre-
ze derivados semi-sintéticos: i) (-)-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-oato de
sédio (1a), ii) (-)-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-oato de metila (1b), iii) (+)-
-(5R,8R,9S,10R,13R,1'R)-[N-(2'-metoxi-2'-ox0-1'-feniletil)]-8-hidroxi-labdan-15-amida
(1c), iv) (-)-(5R,8R,9S,10R,13R,1'S)-[N-(2'-metoxi-2'-ox0-1'-feniletil)]-8-hidroxilabdan-
-15-amida (1d), v) acido (5R,9R,10S,13R)-labd-7-en-15-6ico (1e), vi) acido (5R,10R,
13R)-labd-8-en-15-6ico (1f), vii) (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'S)-[N-(2'-metoxi-2'-0x0-1'-
feniletil)]-8,18-diidroxi-labdan-15-amida (3b), viii) (-)-(4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8,18-di-
hidroxi-labdan-15-ol (20), ix) (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'R,1"R)-[N-(2'-metoxi-2'-0x0-1'-



-feniletil)]-[N-(2"-metoxi-2"-oxo-1"-feniletil)]-8-hidroxilabdan-15,18-diamida (4a), x) (4-
S,5S,8R,9S5,10-R,13R,1'S,1"S)-[N-(2'-metoxi-2'-oxo-1'-feniletil)]-[N-(2"-metoxi-2"-oxo-
1"-feniletil)]-8-hidroxilabdan-15,18-diamida (4b), xi) acido (4S,5S,10R,13R)-labd-8-en-
-15,18-didico (4c), xii) (-)-(8S,8R")-(3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-B-glucopi-
ranil-lignan-9-oato de metila (17a) e v) (-)-(8S,8R")-[3,4:3',4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O-
-B-glucopiranil-lignan-9-oato de metila (18a), além de uma mistura contendo o sal de
bario de 17 (17b) e os andmeros a e  da glucopiranose. Do extrato de lagartas de B.
polydamas, isolaram-se as substancias 2 e 4, e identificou-se, por RMN de H, a lig-
nana hinoquinina (8) em mistura com um acido graxo. As estruturas dessas 23 subs-
tancias foram caracterizadas baseando-se em andlises de dados espectrométricos de
RMN e EM, pela comparacéo dos dados obtidos com os de modelos disponibilizados
na literatura ou pela comparacao dos espectros obtidos com os de amostras auténti-
cas. Neste trabalho, identificaram-se ainda, por CG-EM, RMN de 'H e/ou CLAE, os
diterpenos acido copalico (5), acido eperuico (7), eperuato de metila (7a) e trans-fitol
(9), os policetideos n-hexadecanoato de metila (10), n-hexadecanoato de etila (11),
trans-octadec-9-enoato de metila (12), n-octadecanoato de metila (13), &cido (92,12-
Z,15Z)-octadecatriendico (14), (9Z,12Z,15Z)-octadecatrienoato de etila (15), (9E,12-
E)-octadecadienoato de metila (16) e os epimeros da cubebina (6+6-epi). Os com-
postos 5, 6+6-epi, 7, 7a e 10 foram identificados em folhas e fezes, os compostos 9,
12, 13 e 16 foram detectados em fezes, os compostos 11 e 14 foram identificados
em folhas e lagartas e o composto 15 foi identicado em lagartas. Além disto, foram
efetuados bioensaios para atividades inseticida (E-Fol, E-Fz, 1 e 2) e/ou antipreda-
téria (1, 2 e/ou 4) com os extratos de folhas (E-Fol) e fezes (E-Fz) e com as substan-
cias 1, 2 e 4. Nenhuma das substancias testadas impediu a predacao de larvas de
Tenebrio molitor por pintinhos e/ou de lagartas de Spodoptera frugiperda por formi-
gas. O bioensaio para atividade inseticida, por outro lado, mostrou que o extrato de
folhas e o diterpeno 1 foram ativos para lagartas de 3° instar de S. frugiperda, uma
vez que estes provocaram mortalidades de 39,5 e 65,0 %, respectivamente. Verificou-
-se ainda que o extrato de fezes, como a lignana 2, ndo exibiu atividade inseticida
nas concentracdes testadas, evidenciando, assim, que as micromoléculas presentes
nas folhas de A. giberti foram detoxificadas durante o processo digestivo das lagar-

tas da borboleta B. polydamas.



ABSTRACT

This work describes the chemical studies of the extracts of feces and Battus
polydamas larvae, which were fed at laboratory with leaves of Aristolochia giberti. The
isolation steps of the chemical constituents of these extracts were preceded by micro-
fractionations and/or comparative studies among the chemical compositions of feces,
leaves, and larvae, what aimed at the detection of biotransformed compounds. From
the fecal extract were isolated five new compounds: i) (4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8,18-
dihydroxy-labdan-15-oic acid (3), ii) (-)-(4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8-hydroxy-labdan-15,
18-dioic acid (4), iii) 7,88B,18a-trihydroxy-labdan-15-oic acid (19), iv) (-)-(8S,8R’)-3,4-
-methylenedioxy)-(3',4'-dimethoxy)-9'-O-B-glucopyranyl-lignan-9-oic acid (17), and v)
(-)-(8S,8R")-[3,4:3',4'-bis(methylenedioxy)]-9'-O-B-glucopyranyl-lignan-9-oic acid (18),
which were not detected in the extract of A. giberti leaves, in addition to two known
compounds, kusunokinin (2) and (5S,8R,9S,10R,13R)-8-hydroxy-labdan-15-oic acid
(1), whose occurrences in A. giberti leaves were previously reported. Moreover, the
absolute configuration of 1 was revisited and corrected and the absolute configurations
of the compounds 3, 4, and 17 were determined using the following aproaches: i) vi-
brational circular dichroism measurements and quantum chemical calculations, ii) con-
formational analyses, iii) application of NMR methodology based on derivatizations wi-
th chiral anysotropic reagents (PGME method), iv) predictions of *H and 3C NMR che-
mical shifts in solution, v) optical activity and electronic circular dichroism measure-
ments, and vi) chemical transformations. A total of thirteen semisynthetic derivatives
were obtained: i) sodium (-)-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hydroxy-labdan-15-oate (1a), me-
thyl (-)-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hydroxylabdan-15-oate (1b), iii) (+)-(5R,8R,9S,10R,13-
R,1'R)-[N-(2'-methoxy-2'-0x0-1'-phenylethyl)]-8-hydroxylabdan-15-amide (1c), iv) (-)-
-(5R,8R,9S,10R,13R,1'S)-[N-(2'-methoxy-2'-0x0-1'-phenylethyl)]-8-hydroxylabdan-15-
-amide (1d), v) (5R,9R,10S,13R)-labd-7-en-15-oic acid (1e), vi) (5R,10R,13R)-labd-8-
-en-15-oic acid (1f), vii) (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'S)-[N-(2'-methoxy-2'-oxo0-1'-phenyl-
ethyl)]-8,18-dihydroxy-labdan-15-amide (3b), viii) (-)-(4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8,18-di-
hydroxy-labdan-15-ol (20), ix) (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'R,1"R)-[N-(2'-methoxy-2'-oxo0-
-1'-phenylethyl)]-[N-(2"-methoxy-2"-ox0-1"-phenylethyl)]-8-hydroxy-labdan-15,18-dia-
mide (4a), (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'S,1"S)-[N-(2'-methoxy-2'-0x0-1"-phenylethyl)]-[N-
-(2"-methoxy-2"-ox0-1"-phenylethyl)]-8-hydroxy-labdan-15,18-diamide (4b), xi) (4S,5-



S,10R,13R)-labd-8-en-15,18-dioic acid (4c), xii) methyl (-)-(8S,8R")-3,4-methylenedio-
xy)-(3',4'-dimethoxy)-9'-O-B-glucopyranyl-lignan-9-oate (17a), and xiii) methyl (-)-(8S,
8R")-[3,4:3',4'-bis(methylenedioxy)]-9'-O-B-glucopyranyl-lignan-9-oate (18a), in addition
to a mixture containing barium salt of 17 (17b) with the a and  anomers of glucopy-
ranose. From the tegumental extracts of B. polydamas larvae were isolated compounds
2 and 4, and the lignan hinokinin (8) was identified in mixture with a fatty acid by *H
NMR. The structures of these twenty three compounds were characterized based on
NMR and MS spectrometric data and by comparisons with data available in the litera-
ture and/or with spectra of authentic samples. In this work, copalic acid (5), eperuic
acid (7), methyl eperuate (7a), trans-phytol (9), methyl n-hexadecanoate (10), ethyl
n-hexadecanoate (11), methyl trans-octadec-9-eno-ate (12), methyl n-octadecanoate
(13), (92,12Z,15Z)-octadecatrienoic acid (14), ethyl (9Z,12Z,15Z)—-octadecatrienoate
(15), methyl (9E,12E)-octadecadienoato (16), and cubebin (6+6-epi) were also identi-
fied by GC-MS, 'H NMR, and/or HPLC. Compounds 5, 6+6-epi, 7, 7a, and 10 were
identified in the leaves and feces, compounds 9, 12, 13, and 16 were detected in the
feces, compounds 11 and 14 were identified in the leaves and larvae, and compound
15 was identified in the larvae. In addition, the antipredatory (1, 2, and/or 4) and/or in-
sectical (E-Fol, E-Fz, 1, and 2) activities of 1, 2, and 4 and of the extract of leaves and
feces were also evaluated. None of these compounds prevented the predation of Te-
nebrio molitor larvae by chicks and/or of Spodoptera frugiperda larvae by ants. Howe-
ver, compound 1 and extract of leaves were actives against 3° instar larvae of S. fru-
giperda, causing mortalities of 39,5 and 65,0 %, respectively. Exactly as it was verified
for the lignan 2, which was inative in the tested concentrations, it was observed that
the extract of feces did not exhibit insecticidal activity, evidencing that compounds from
leaves of A. giberti were detoxified during the digestive processes of the Polydamas
Swallowtail caterpillars.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biodiversidade e filogenias de Arthropoda e Ins  ecta

Até o fimde 2010, um total de 1.244.360 espécies eucarioticas (terrestres e ma-
rinhas) fora catalogado nas bases de dados Catalogue of Life e The World’s Register
of Marine Species.! Desse total, ao reino animal, o qual é consensualmente dividido
em 40 filos?, pertencem 953.434 espécies.! Em 2013, Zhang relatou que, ao todo, ha-
viam sido descritas 1.659.420 espécies de animais, das quais 133.692 foram identifi-
cadas como fésseis.® Esses nimeros continuam a crescer ano apds ano e séo relati-
vamente pequenos, se for considerado que as estimativas sugerem que existam cer-
ca de 8,7 milhdes de espécies no planeta e que, em média, serdo anualmente des-

cobertas 2.164 novas espécies (figura 1, p. 31).14

Figura 1 - Principais filos do Reino animal, com as respectivas pergentagens em termos de nimeros
de espécies. Os valores foram calculados em relagdo ao numero total de espécies de animais.

2% 1% 1%1%
0,
1% 1% - 1
(]

79%

= Porifera = Cnidaria Craniata Echinodermata
= Nematoda = Arthropoda = Bryozoa = Annelida
= Mollusca = Platyhelminthes = Outros

Fonte : Elaborado pelo autor. Ref. 3.

Com cerca de 1,3 milhdes de espécies®, o que corresponde a quase 80 % da
biodiversidade animal conhecida, os artrépodes, com certeza, podem ser considera-
dos o epitome da imensa variedade de vida, isto &, da biodiversidade, que ha na Ter-
ra. Esse filo — Arthopoda, o qual € um membro do Clado Ecdysozoa®® — divide-se em
cinco subfilos: I) Hexapoda, 1) Euchelicerata, Ill) Crustacea, IV) Myriapoda e V) Pyc-

nogonida.>®
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Segundo Zhang (2013)3, sem considerar na contagem as 17.222 espécies de
hexapodes descobertas em fésseis, o subfilo Hexapoda, onde estéo inseridos os inse-
tos, € composto por 1.063.538 espécies, distribuidas em quatro Classes: 12) Collembo-
la (8.163 espécies), 22) Protura (816 espécies), 32) Diplura (975 espécies) e 4%) Inse-
cta (1.053.578 espécies).3910

A Classe Insecta representa cerca de 64 % da biodiversidade animal conheci-
da, sendo, portanto, o maior grupo em nimero de espécies do planeta.® Atualmente,
a maioria dos entomologistas concorda que esta € compreendida por 29 ordens (figu-
ra 2, p. 32).31%-12 Tradicionalmente, reconheciam-se 30 ordens de insetos, porém, no-
vas evidéncias de estudos filogenéticos moleculares colocaram os insetos da ordem
Isoptera dentro de Blattodea.1%1%13 Além dessas 29 ordens, registros fésseis mostram
gue espécies de mais dez ordens, outrora, habitaram o nosso planeta.?

Os numeros totais de espécies, que incluem as fossilizadas, variam dentro das
ordens de 23 a 392.415.3 Os coledpteros (Coleoptera) compdem a ordem de maior nd-
mero de espécies; e a ordem dos lepidopteros (Lepidoptera), isto é, a das mariposas
e borboletas, vem em terceiro lugar em niumero de espécies, contendo 158.570 espé-
cies, das quais 147 foram identificadas em fésseis.®1* Entretanto, sem contabilizar os
fosseis, Lepidoptera ocupa o segundo lugar em nimero de espécies (figura 2, p. 32).3

Figura 2 - Percentagens de espécies nas ordens da Classe Insecta.
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Fonte : Elaborado pelo autor. Ref. 3.
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1.2 Lepiddpteros (com énfase em borboletas): biolog ia e diversidade

Lepiddpteros sédo holometabolos, isto €, sdo insetos de desenvolvimento com-
pleto, apresentando as fases de ovo, larva, pupa ou crisalida e adulto.** As espécies
com habitos noturnos sdo chamadas de mariposas, e aquelas com habitos diurnos e
vespertinos sdo chamadas de borboletas.*415

As lagartas — como esses fitofagos sdo denominados quando estdo na fase lar-
val — sdo mastigadoras, enquanto os adultos possuem um aparelho bucal do tipo es-
pirotromba e sdo sugadores.* Durante o periodo de crescimento da lagarta, esta tro-
ca de pele algumas vezes, isto €, sofre ecdise, e a cada periodo entre as mudas cha-
ma-se instar ou estagio.'! No Ultimo estagio, a lagarta deixa de se alimentar e sofre a
altima muda, da qual surge a pupa, envolta pelo casulo ou crisalida. Ap6s um certo pe-
riodo, completa-se a metamorfose e emerge o adulto, um animal com asas e pronto
para a reproducéo.tt 14

Embora algumas espécies, por exemplo, Anticarsia gemmatalis (lagarta-da-so-
ja), Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho) e Helicoverpa zea (lagarta-da-espiga
do milho), tenham péssimas reputacdes e sejam consideradas insetos-praga, os lepi-
dopteros sdo de grande importancia para o equilibrio do ecossistema, uma vez que
sao considerados os mais eficientes polinizadores depois das abelhas e desempe-
nham funcdes vitais na cadeia alimentar (tréfica).t>14

As espécies pertencentes a Lepidoptera sdo predominantemente herbivoras.®
Pela diversidade de hospedeiros, os insetos podem ser categorizados em mondfagos,
oligéfagos e polifagos.® No seu sentido estrito, monéfagos sdo insetos que se alimen-
tam de apenas uma espécie vegetal (especialistas extremos), mas esse termo também
tem sido estendido aos que se alimentam de plantas de um unico género. Oligofagos,
por sua vez, referem-se a insetos que se alimentam de diversas plantas de diferentes
géneros da mesma familia, ou de poucas espécies de diferentes familias. Finalmente,
insetos polifagos sdo aqueles que se alimentam de um grande numero de espécies
vegetais de diferentes familias.*®

Segundo Bernays & Chapman (1994) cerca de 80 % dos insetos das cinco
maiores ordens (figura 2, p. 32), incluindo Lepidoptera, sdo monéfagos ou oligéfa-
gos.1® As intimas associacGes existentes entre lagartas de lepidépteros com determi-

nadas espécies vegetais tornam esses animais extremamente sensiveis as alteracdes
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ambientais. Portanto, esses organismos sao considerados excelentes indicadores da
qualidade do ambiente e integridade de paisagens naturais.'!

No sistema de classificacdo de Kristensen!’'8 as quase 160.000 espécies de
Lepidoptera estdo organizadas em 47 superfamilias, 124 familias e 332 subfamilias.
De acordo com Kawahara & Breinholt (2014)*°, as borboletas compdem a superfami-
lia. monofilética Papilionoidea, a qual é constituida pelas familias Papilionidae, Hedyli-
dae, Hesperiidae, Lycaenidae e Nymphalidae.'®

As estimativas do namero total de espécies de borboletas variam de 7.700 a
20.000.1° Em 1964, Erhlich e Raven estimaram que existiria de 12.000 a 15.000 espé-
cies??, enquanto que Shields, em 1989, sugeriu que deveria haver algo em torno de
17.280 espécies.® Segundo a Encyclopedia of insects?!, estima-se que, no mundo,
existam de 15.000 a 20.000 espécies de borboletas. S6 no Brasil, mais de 3.500 es-

pécies ja foram descritas, das quais cerca de 1.000 espécies ocorrem no Cerrado.??

1.3 Familia Papilionidae e Battus polydamas

Papilionidae (Swallowtail butterflies) possui distribuicdo cosmopolita, compre-
ende entre 573 a 700 espécies e esta dividida em trés subfamilias: Papilioninae, Ba-
roniinae e Parnassinae (figura 3, p. 34). Papilioninae é a mais numerosa, com cerca
de 490 espécies, distribuidas dentro de trés tribos: Troidini, Papilionini e Graphiini.?324
Segundo Mare & Corseuil, cerca de 73 dessas espécies, de nove géneros, ocorrem

no Brasil.?®
Figura 3 - Filogenia da familia Papilionidae.
Baroniinae (1 espécie)
Parnassiini
Parnassiinae 70-80
espécies
Zerynthiini
Papilionidae
Graphiini (150 espécies)
M Familia Papilioninae
M subfamilias Troidini (130-140 espécies)
M Tribos Papilionini (225 espécies)

Fonte : Elaborado pelo autor. Refs. 23-29.
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A tribo Troidini € predominantemente tropical, ocorrendo nas Américas Central
e Sul e na regido Indo-australiana.?*?® Dos doze géneros reconhecidos, somente trés
deles ocorrem no Brasil: Battus (cinco espécies), Euryades (duas espécies) e Parides
(22 espécies).?° As lagartas das espécies neotropicais, que inclui Battus polydamas
(Linnaeus, 1758), sédo especialistas e alimentam-se exclusivamente* de plantas da fa-
milia Aristolochiaceae, as quais sdo reconhecidas por apresentarem toxicidade inco-
mum para insetos em geral.31-33

B. polydamas (Gold Rim ou Polydamas Swallowtail) € um inseto muito comum,
que é frequentemente encontrado nas bordas das matas e em areas urbanas, mas ra-
ramente no interior sombreado de florestas primarias imidas.1#2%3435 Com 13-21 sub-
espécies?®38, das quais uma se encontra extinta, esse fitéfago distribui-se desde a Flo-
rida e México até o Chile.3*3%B. polydamas polydamas (Linnaeus, 1758) é a subespé-

cie que povoa a sub-regido tropical da América do Sul (figura 4, p. 35).1429.36-38

Figura 4 — B. polydamas polydamas: a) lagarta de 2° instar, b e e) lagartas de 5° instar, c) lagartas de
2% e 3°instars, d e g) lagartas de 3° instar e f) inseto adulto.

Fonte : Fotografias tiradas pelo autor.

Segundo Brown et al. (1981)%, as lagartas de B. polydamas polydamas pas-
sam por cinco instars. Como todos os papilionideos, quando sdo perturbadas, as la-
gartas expdem uma glandula de cor alaranjada em forma de “Y”, chamada osmeté-
rio.}* Indubitavelmente, essa espécie é uma das Troidini mais bem estudada biologi-
ca-, ecologica- e quimicamente.?431.32.3%9-43 As |agartas de B. polydamas desenvolvem-
-se muito bem em varias das espécies brasileiras de Aristolochia (Aristolochiaceae),
por exemplo, em A. elegans, A. esperanzae, A. melastoma, A. arcuata, A. galeata, A.

triangularis e A. giberti.14.24:31,32,39-40.43

*Essa afirmacao é valida apenas para as espécies neotropicais. Para mais detalhes acerca da preferéncia alimentar dos inse-
tos da familia Papilionidae, recomenda-se a leitura da referéncia 20, Ehrlich & Raven (1964).
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1.4 Aristolochiaceae

1.4.1 Aspectos botanicos

Avristolochiaceae, considerada membro de Piperales**%, compreende um gru-
po de plantas floriferas, com distribuicdo predominante nas regifes tropicais e subtro-
picais do planeta.*”#8 Essa familia € usualmente dividida em duas subfamilias: i) Aris-
tolochioideae, constituida pelos géneros Aristolochia sensu lato (s.I) e Thottea, e ii)
Asaroideae, constituida pelos géneros Asarum e Saruma.*%-%°

O género Aristolochia s.I. € o mais numeroso da familia Aristolochiaceae, com-
preendendo cerca de 500 espécies (ervas, arbustos ou subarbustos e trepadeiras vo-
lGveis).%%57 Da flora brasileira foram catalogadas, como Aristolochia, cerca de 100 es-
pécies, incluindo a descricdo de A. giberti (figura 5, p. 36). Essa espécie, robusta e gla-
bra, é conhecida popularmente como “patito” e “ipemi”, ocorrendo no Brasil, Argenti-

na e Paraguai.®®®°

Figura 5 - A. giberti (folha e flor em destaque).

Fonte : Fotografias tiradas pelo autor.

1.4.2 Aspectos metabolémicos

A quimica de Aristolochiaceae tem sido amplamente estudada, e textos de re-
visdo estdo disponiveis na literatura.*®6%-63 Os dados contidos nesses trabalhos forne-
cem, sobretudo, uma visdo abrangente acerca da quimica das espécies pertencen-
tes aos géneros Aristolochia e Asarum. No género Aristolochia estdo descritas diver-
sas classes de metabdlitos secundarios (especiais), ocorrendo com maior frequéncia
os lignoides, terpenoides, alcaloides, alcamidas e flavonoides.4?:60-63
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Os perfis quimicos das espécies brasileiras de Aristolochiaceae diferem-se sig-
nificativamente.®®> Embora, alantéina, acidos aristoléquicos e lignanas furofuranicas e
butirolacténicas ocorram em muitas espécies, estas também contém classes de com-
postos especificas, tais como: bicubebinas em A. lagesiana e A. pubescens, lignanas
ariltetralénicas em Holostylis reniformis, diterpenos cauranicos em A. elegans, diterpe-
nos labdéanicos e clerodanicos em A. esperanzae, neolignanas benzofuranicas e aci-
dos aristoloquicos esterificados com diterpenos cauranicos em A. pubescens, sesqui-
terpenos aristolanicos, alcaldides dibenzoquinolizidinicos e tetraidroisoquinolinico em
A. arcuata, alcal6ides benzilberberinicos em A. gigantea, alcamidas em A. gehtrtii e bi-
e tetraflavonodides em A. ridicula.®®

Anteriormente, dos extratos hexanico de caules e etandlico de folhas de A. gi-
berti foram isoladas catorze substancias, dentre as quais, um triterpeno tetraciclico,
(-)-onocera-8,8'-diol, o diterpeno acido ent-83-hidroxi-labdan-15-6ico e as lignanas di-
benzilbutirolactdnicas kusunoquinina e hinoquinina.?® O acido 8B-hidroxi-labdan-15-
oico é o principal constituinte das folhas, representando, ao todo, cerca de 17% em
massa dos extratos etandlico e etandélico Sohlext.?° Os diterpenos acido copalico e &ci-
do eperuico, e as lignanas kusunoquinina e hinoquinina também sao substancias abun-

dantes nas folhas (figura 6, p. 37).

Figura 6 - Trés dos principais constituintes de folhas de A. giberti Hook.>°
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Das analises dos 0leos essenciais de trés amostras: uma brasileira, uma para-
guaia e uma argentina, um total de 68 compostos foram identificados nas folhas e
caules de A. giberti.>®6465 Em 2009, Marchesini et al. demonstraram, por CG-EM e
quimiometria, que havia grande similaridade entre as espécies cultivadas no Brasil e

na Argentina.>®
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Estudo anterior relatou que o extrato metandlico das folhas de A. giberti (cole-
tadas no Paraguai) apresentou atividade antioxidante, uma vez que este protegeu mem-
branas microssomais de ratos das peroxidacdes enzimatica e ndo enzimatica de lipi-
deos.% E conhecido também que extratos aquosos de folhas e etandlicos de raiz de

A. giberti (coletadas na Argentina) exibem atividade pré-coagulante.®’

1.4.3 Substancias bioativas: Atividades inseticida e “antialimentar”

Segundo Jaques (1987), o termo inseticida € empregado para designar qual-
quer material utilizado para matar insetos, independentemente deste ser aplicado ou
ocorrer naturalmente.®® A definicdo do Glossary of terms relating to pesticides da IU-
PAC é bem mais abragente, definindo inseticidas como sendo pesticidas utilizados
para o controle de insetos.®® Dentro desse grupo, estdo inclusos agentes quimicos, na-
turais e sintéticos, bem como agentes de origem bioldgica.”® De acordo com Randell
(1977), o controle de insetos envolve tudo que suprime uma populacéo de insetos ou
previne o seu crescimento a niveis danosos, 0 que vai muito além da visao simplista
de uma mera aplicacdo de substancias quimicas numa tentativa de eliminar uma de-
terminada populagédo de insetos.”*

Algumas vezes, o termo inseticida tem sido indiscriminadamente empregado
na literatura, sendo utilizado para substancias que apresentam toxicidade direta e pa-
ra aguelas que promovem o controle de forma indireta. Para alguns autores, entre-
tanto, substancias que nao provocam a morte diretamente ndo sdo rigorosamente in-
seticidas.”®’> Jacobson (1989), por exemplo, classificou os constituintes quimicos de
plantas fisiologicamente ativos para insetos em seis categorias: i) atraentes, ii) repe-
lentes, iii) letais, iv) esterilizantes, v) inbidores ou acelaradores de crescimento e vi) de-
terrentes. Na literatura, existem também exemplos de substancias com mais de um ti-
po de atividade biolégica comprovada, por exemplo, de toxicidade direta e repelente,
as quais atuam de maneira sinergistica no controle de insetos-praga.’®’’

No processo de alimentacdo dos insetos estdo envolvidas varias etapas com-
portamentais, que vao desde o reconhecimento e orientacdo do inseto até finalizacao
da alimentacéo propriamente dita.”> Segundo Munakata (1975), entre esses eventos
inicial e final estdo inclusas as seguintes etapas: i) inicio da alimentac&o e ii) manu-
tengdo da alimentagéo, sendo a busca de substancias antialimentares focada nessas

etapas.”?
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De acordo com Spurr & McGregor (2003), os termos antialimentar, repelente,
inibidor, deterrente e supressor possuem significados distintos.”” Um repelente age
antes que o artropode tenha contato com a fonte de alimentacdo, enquanto um sup-
ressor impede que a alimentacdo ocorra apds o contato com a fonte alimentar.”” De-
terrentes, por outro lado, agem impedindo a continuacédo da alimentacéo depois de
iniciada.”” J& os termos mais genéricos inibidores e antialimentares sdo, geralmente,
empregados quando ndo se conhece o mecanismo de agdo.’’

O emprego de substancias inseticidas de origem natural para o controle de in-
setos, particularmente o emprego de micromoléculas secundarias isoladas de plantas,
tem sido comumente reconhecido como uma alternativa atraente e ambientalmente
correta a utilizacdo de inseticidas sintéticos.’® Dentro desse contexto, destaca-se que
estudos biolégicos efetuados com constituintes isolados de espécies da familia Aris-
tolochiaceae, sobretudo do género Aristolochia, tém resultado na descoberta de subs-
tancias com atividades bastante promissoras para o controle de insetos, as quais apre-
sentam potencial para serem utilizadas na agricultura.*®79.8 Essas substancias per-
tencem a diferentes classes de metabdlitos secundarios, tais como, a dos lignoides,
dos terpenos, dos alcaloides, dos derivados nitrados, entre outras.4?:79.80

Em 2003, Nascimento et al. testaram cinco substancias isoladas de Aristolo-
chia pubescens (figura 7, p. 39) em bioensaios com lagartas de Anticarsia gemmatalis.
Nesse estudo, a lignana dibenzilbutirolactdlica (-)-cubebina ndo apresentou atividade,
mas os demais metabdlitos foram ativos e reduziram a viabilidade larval.”® Além disto,
o diterpeno ent-kaur-15-en-17-ol e o acido aristoloquico | prolongaram o periodo lar-

val, resultando na ma formacéo de insetos adultos.”

Figura 7 - Constituintes quimicos de A. pubescens testados para A. gemmatalis.”™
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Messiano et al. (2008) avaliaram a atividade inseticida de extratos organicos de
Aristolochia malmeana, bem como a atividade de substancias isoladas desta planta,
em bioensaios com lagartas-da-soja.8® Dentre as substancias obtidas, testaram-se trés
por aplicacao topica: i) acido kolavénico, ii) hinoquinina e iii) kusunoquinina (figura 8,
p. 40). Somente a lignana dibenzilbutirolactdnica kusunoquinina exibiu atividade inse-
ticida (DLso= 230,1 pg/pL) dose-dependente.®°

Figura 8 - Constituintes quimicos de A. malmeana testados para A. gemmatalis.

Acido kolavénico Kusunoquinina Hinoquinina

Apesar da cubebina e da hinoquinina terem sido inativas em bioensaios com
A. gemmatalis, estas apresentaram atividade antialimentar em bioensaios com trés co-
leGpteros: i) Sitophilus granarius L. (Curculionidae), ii) Tribolium confusum Duv. (Tene-
brionideae) e iii) Trogoderma granarium Ev. (Dermestridae).®! Nesses bioensaios fo-
ram testadas diversas lignanas.8! Correlacionando-se estrutura e atividade biolégica,
Harmatha & Nawrot (2002) verificaram que as lignanas menos polares que continham
grupos metoxilicos e metilenodioxilicos como substituintes nos anéis aromaticos eram
mais ativas e que a presenca de substituintes mais polares, em especial grupos hi-
droxilicos e glicosidicos, acarretava na diminuigdo da atividade antialimentar.8!

Uma outra classe de metabdlitos secundarios bastante comum em Aristolochia-
ceae é a dos diterpenos.*® Nessa familia ocorrem principalmente diterpenos labdani-
cos, clerodanicos e kauranicos.*® Diterpenos clerodanicos sdo conhecidos pelas po-
tentes propriedades antialimentares para insetos.®? No artigo de revisdo publicado por
Gebbinck, Jansen e Groot (2002), por exemplo, foram compilados os resultados de
testes de atividade antialimentar de 384 clerodanos, naturais e semi-sintéticos, e de

compostos relacionados.??
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Relatos prévios na literatura evidenciam que diterpenos labdanicos exercem
efeitos fisioldégicos sobre insetos de diferentes ordens.® O diterpeno acido 8(20),13-
ent-labdadien-16,15-olideo-19-6ico (Dit-1), por exemplo, exibiu atividade antialimentar
em bioensaios com o besouro Tenebrio molitor (Tenebrionidae) em teste de nao-es-
colha®, enquanto os acidos anticopalico (Dit-2) e trans-communico (Dit-3) apresenta-
ram atividade antialimentar em bioensaios com as mariposas S. litura e S. frugiper-
da, respectivamente.?385 Fracionamento bioguiado para atividade inseticida de extra-
tos da planta Hyptis spicigera (Lamiaceae) resultou na obtencdo de uma fragdo com-
tendo sete diterpenos labdanicos.?® Quando o labdano 15,19-diacetoxi-2a,7a-dihidro-
xilabda-8(17),(132)-dieno (Dit-4) foi incorporado em uma dieta artificial e oferecido a
lagartas de Ostrinia nubilales (Pyralidae), este mostrou uma atividade inibidora de

crescimento significativa (figura 9, p. 41).86

Figura 9 - Diterpenos labdanicos com atividade antialimentar ou inseticida.83-86
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Atualmente, diversas abordagens racionais tém sido inseridas nas pesquisas
cientificas visando uma busca eficiente por substancias bioativas.®”-°® Dentre essas,
a bioprospecc¢do quimico-ecolégica merece ser destacada, porquanto esta tem se
mostrado como sendo uma ferramenta poderosa na descoberta de novos candidatos
a prototipos de interesse para a industria farmacéutica, para a agricultura, para a

navegacdao, entre outras.8’93

1.5 Ecologia quimica

A ciéncia que se dedica ao entendimento da fung&o, da origem e da significan-
cia de substancias quimicas mediadoras de interacdes ecologicas intra- e interespe-

cificas (entre organismos do mesmo ou de diferentes niveis troficos), bem como de in-
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teracdes entre organismos e seus ambientes bidticos e abidticos, € chamada de Eco-
logia Quimica.%-°7

Os estudos quimico-ecologicos sao tipicamente interdisciplinares e preocupam-
-se em entender: i) a comunicacdo quimica entre animais, e também entre plantas, ii)
as interacfes mutualisticas entre organismos, por exemplo, o processo da poliniza-
¢ao, iii) os mecanismos quimicos de defesa e de protecao, por exemplo, os de defesa
guimica de insetos contra predadores, patégenos e parasitoides, iv) 0S mecanismos
de protecéo contra estresses abidticos, por exemplo, contra danos causados, em plan-

tas, por radiacéo solar, entre outras interagdes.%>%’

1.6 Ecologia das interacdes entre insetos e plantas  : significancia dos metabdli-
tos secundarios contra a herbivoria e metabolizacdo e sequestro de micromo  é-
culas por insetos

Sem duvida, as interacdes mais bem estudadas pela Ecologia Quimica sédo as
gue ocorrem entre plantas e animais, em particular, as interagdes entre plantas e inse-
tos, que incluem a polinizacéo de plantas com flores, a insetivoria e a herbivoria.®” %
Quando se observa os insetos fitofagos, verifica-se que a herbivoria ndo ocorre de for-
ma randbmica, pelo contrario, € frequentemente um processo sutil, o qual é limitado
por diversos fatores, tais como, clima, predacéo e parasitismo, e pelas morfologias e
composicdes quimicas das plantas.®’

A significancia das micromoléculas secundarias como barreiras quimicas a her-
bivoria é tradicionalmente reconhecida.®’-1%4 Inclusive, a funcéo de defesa contra herbi-
voros em geral, a priori, foi considerada “a razéo de ser” dessas substancias®’-?°. Ape-
nas para exemplificar, citam-se, aqui, dois exemplos classicos do valor dos metabdli-
tos secundarios para as plantas: i) certas plantas respondem aos atagues por herbi-
voros com a sintese de substancias deterrentes, as quais, em poucos dias, as tornam
impalataveis para a maioria dos insetos'?%-1% e ii) certas plantas infestadas por inse-
tos fitofagos emitem volateis que provocam a producgdo dos metabdlitos de defesa em
espécimes préoximos, preparando-os para o ataque iminente.06

Naturalmente, em resposta as barreiras quimicas impostas pelas plantas, os in-
setos fitbfagos possuem uma diversidade de estratégias proprias para supera-las.®>-111
Alguns insetos alimentam-se apenas das partes da planta que contém quantidades
baixas de metabdlitos secundarios, enquanto outros possuem intestinos impermea-

veis a determinados aleloquimicos, o que facilita a excrecéao das “toxinas”. Ha também
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exemplos de insetos fitbfagos que as toleram, muitas das vezes, acumulando-as em
seus tecidos, na forma nativa ou modificada, para beneficio préprio, por exemplo, pa-
ra a protecao contra inimigos naturais. Outra forma (natural) desses organismos de li-
dar com as barreiras quimicas impostas pelos vegetais € metabolizar seus constituin-
tes, por meio de uma variedade de vias metabdlicas ou com a ajuda de microorganis-
mos endosimbidticos.%>11!

Todo inseto, em seu genoma, carrega uma centena ou mais de genes que ex-
pressam proteinas (com atividade catalitica) da superfamilia P450.1%811 No inseto, es-
sas enzimas desempenham uma série de fung¢des, por exemplo, biossintese de hor-
monios juvenis, metabolizagdo de inseticidas, geralmente, detoxificando-os, entre ou-
tras.1% Muitas dessas enzimas séo especificamente produzidas pelos insetos fit6fagos
para a metabolizacdo de determinados constituintes de origem vegetal.}8111 Dessa
maneira, o proteoma que um determinado inseto fitéfago possui, de certa forma, de-

termina quais espécies vegetais sdo hospedeiros em potencial.108111

1.7.1 Biotransformacéo/bioconverséo

Uma biotransformacgé&o € uma modifica¢éo especifica na estrutura de uma subs-
tancia, realizada por uma enzima pura ou por tecidos ou células de organismos mor-
tos contendo enzimas, para produzir um produto que tenha de razoavel a alta simila-
ridade estrutural com o substrato.1%112-114 Quando a modificacdo estrutural envolve
a utilizacé@o de organismos vivos, o termo mais adequado é bioconverséo.''° Pela na-
tureza do processo, a bioconversdo normalmente resulta em um namero maior de
modificagbes quimicas, inclusive sequenciais.*!® Embora existam essas diferencas
conceituais entre biotransformacéo e bioconversdo, o emprego desses termos séo
intercambiaveis na literatura.''° Esses dois processos diferem-se da fermentacédo, on-
de, geralmente, ndo ha qualquer similaridade estrutural entre o reagente e o produto
obtido, uma vez que ocorrem transformages mais complexas.10-114

Biotransformacao e bioconversao sdo métodos praticos, seletivos e eficientes
para a producado de substancias bioativas inéditas, desempenhando, portanto, papéis
importantes na descoberta de protétipos de novos farmacos e medicamentos.115116
Essas abordagens tém sido especialmente introduzidas para resolver problemas em

sintese organica e na resolucdo de misturas enantioméricas, mas também tém sido
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extensivamente utilizadas para a modificagdo estrutural de metabdlitos secundarios,

inclusive daqueles com atividades bioldgicas reconhecidas e comprovadas.115-118

1.7.1 Biotransformac&o por insetos

Insetos, bem como suas enzimas clonadas, tém sido extensivamente utilizados
para a modificacao estrutural de metabdlitos secundarios, inclusive para a biotransfor-
macdo de terpenos e lignoides.'*411” Em 2010, Noma & Asakawa catalogaram os da-
dos disponiveis sobre a biotransformag¢&o de monoterpenos por microorganismos, ma-
miferos e insetos.!’ Especificamente por insetos, foram descritos relatos acerca da
metabolizacéo de 33 substancias pela mariposa S. litura (Lepidoptera).''’ Essas meta-
bolizacdes abrangeram varios tipos de modificagbes estruturais, incluindo epoxida-
cOes e dihidroxilagbes de ligagdes duplas carbono-carbono, hidroxilacdes alilicas, re-
ducdes de grupos carbonilicos e oxidacdes sequenciais de grupos metilicos.t’

Os monoterpenos nerol, (+)-mentol e (-)-mentona sdo exemplos de substan-
cias sobre as quais ha relatos de estudos de biotransformacéo por S. litura.''’ Takeu-
chi & Miyazana, em 2004, relataram que a metabolizacédo do nerol, um alcool alilico,
produziu dois dibis diastereoisoméricos, E,Z e Z,Z, e um aldeido e um acido carboxi-
lico n-hidroxilados. Os autores observaram que a metila terminal pro-Z foi apenas mo-
nohidroxilada pelo inseto, enquanto a pro-E foi sequencialmente oxidada rendendo trés
produtos (figura 10, p. 44).117:118

Figura 10 - Biotransformacao de nerol por lagartas de S. litura.

A Produtos das oxidacdes sequenciais da metila
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Fonte : Elaborado pelo autor. Refs. 121 e 123.
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Segundo dados disponibilizados na literatura, ambos os enantibmeros do men-
tol sdo indiscriminadamente metabolizados pelas lagartas de S. litura.''” Na metaboli-
zacao propriamente dita, esses monoterpenos sdo monohidroxilados na posicéao 10,
isto é, no grupo metilico diretamente ligado ao anel ciclohexanico.'*” Em comparagéo,
a via metabdlica da (-)-mentona, uma substancia analoga do mentol que apresenta
um esqueleto carbbdnico 1-oxo-2-isopropil-5-metil-ciclohexanico, € um pouco mais com-
plexa, e trés produtos oxidados sdo excretados pelas lagartas de S. litura (figura 11,
p. 45).1Y7

Figura 11 - Biotransformacao da (-)-mentona por lagartas de S. litura.
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Fonte : Elaborado pelo autor. Ref. 121.

Em 1998, Sutherland et al. investigaram a metabolizacdo do (2E,6E)-farnesol
pela proteina CYP4C7.119120 Essa enzima é expressa na glandula endécrina (corpora
allata) do inseto Diploptera punctata (Blattodea), conhecido popularmente como bara-
ta-besouro-do-Pacifico. A proteina CYP4C7 foi produzida em Escherichia coli, isolada
e, entéo, utilizada para o estudo de biotransformacao. Nesse estudo, o0 sesquiterpeno
(2E,6E)-farnesol foi regio- e diastereoseletivamente hidroxilado na metila terminal pro-
-E.11%120 De modo similar, a proteina CYP4C?7 hidroxilou uma das metilas do hormonio
juvenil produzido pelo inseto. Com base nesses resultados, Sutherland et al. deduzi-
ram que, no fim do ciclo gonotrofico de Diploptera punctata, essa via metabdlica é ati-

vada para suprimir a biossintese do horménio juvenil (figura 12, p. 45).119.120

Figura 12 - Biotransformacao pela proteina CYP4C?7.
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Fonte : Elaborado pelo autor. Ref. 119 e 120.
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O metabolismo de flavonoides por lepidopteros da familia Bombycidae tem si-
do largamente estudado.'?1-125 Dos extratos do casulo da espécie Bombyx mori (lagar-
ta-da-seda), foram relatadas as ocorréncias de 17 flavonoides, dos quais 6 foram, en-
tdo, descritos pela primeira vez na literatura e 14 ndo ocorrem naturalmente na planta
hospedeira do inseto, Morus alba (Moraceae).?1-125 Dentre essas substancias flavo-

noidicas, estdo as prolinalinas A e B, dois derivados da quercetina (figura 13, p. 46).
123

Figura 13 - Biotransformacao de flavonoides por B. mori.

Quercetina Prolinalina B

Prolinalina A

Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 121-125.

Recentemente, Hirayama et al. (2013) relataram as ocorréncias de quatro fla-
vonoides glicosilados no casulo da espécie Rondotia menciana, um inseto da mesma
familia de B. mori, além das ocorréncias das agliconas quercetina e kaempeferol.?°
Nesse estudo, foram isolados dois digalactosideos, os quais ndo sao biossintetiza-
dos pela planta (Morus alba) utilizada para a alimentacéo das lagartas. Com base nis-

so, Hirayama et al. (2013) sugeriram que esses produtos naturais seriam metabolitos
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da biotransformacao dos flavonoides conhecidos quercetina e kaempeferol, duas subs-
tancias abundantemente presentes na planta hospedeira desse inseto fitdfago (figu-
ra 14, p. 47).1%°

Figura 14 - Biotransformacao de flavonoides por R. menciana. R=H ou OH.
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 125.

A metabolizacéo de isoflavonas por S. litura foi investigada, em 2006, por Ta-
kahashi et al.'?® Nesse estudo, trés isoflavonas metoxiladas, 5,7,4'-trimetoxiisoflavo-
na, 6,7,4'-trimetoxiisoflavona e 7,4'-trimetoxiisoflavona, foram incorporadas na dieta
artificial de cem lagartas de S. litura, de 4° e 5° instars.'?® Dessas substancias, so-
mente a isoflavona trimetoxilada nos C-5, C-7 e C-4' foi biotransformada pelas lagar-
tas da mariposa, sendo obtidos trés produtos de monodesmetilacédo.*?® Segundo os
autores, isso mostra que S. litura apresenta especificidade a substrato (figura 15, p.
47).126

Figura 15 - Biotransformacao de isoflavonas por S. litura.
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 126.
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Embora relatos de estudos de biotransformacgédo de micromoléculas do metabo-
lismo especializado de plantas por lepidépteros e coledpteros sejam escassos!?’, os
resultados disponibilizados na literatura apontam que, em geral, 0os insetos convertem
essas substancias para derivados mais polares, 0s quais sdo normalmente menos to-
xicos para a maioria dos insetos.'?” O besouro Naupactus bipes (Coleoptera), por
exemplo, hidrolisa o principal constituinte das folhas de Piper arboreum (Piperaceae),
o 3-geranil-4-hidroxibenzoato de metila (figura 16, p. 48), excretando o respectivo deri-

vado de acido benzdico.1%8

Figura 16 - Biotransformacao do 3-geranil-4-hidroxibenzoato de metila por N. bipes.

CO,Me CO ,H

OH OH
Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 128.

As espécies Papilio polyxenes (Lepidoptera) e S. frugiperda (Lepidoptera) po-
dem metabolizar o psoraleno xantotoxina, uma substancia que, na presenca de luz,
facilmente alquila o DNA, convertendo-o, mediante a abertura do anel furanico, em
dois &cidos carboxilicos mais polares (figura 17, p. 48).1%° Isso foi confirmado por es-
tudos de marcacéao isotépica com 4C, os quais também demonstraram que os meta-

bélitos eram formados por vias bioquimicas diferentes e independentes.?®

Figura 17 - Biotransformacao do psoraleno xantotoxina por P. polyxenes e S. frugiperda.
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 129.
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Lagartas da espécie Heraclides brasiliensis (Lepidoptera), alimentadas com fo-
Ihas de Piper umbellata (Piperaceae), eliminam nas fezes o acido E-2,3-dihidro-3-(3,4-
-dihidroxifenil)farnesodico, uma substancia mais polar que néao faz parte do metabolo-
ma da planta hospedeira.'3° Ramos et al. (2012) sugeriram que esse acido fosse produ-
to da biotransformacao do 4-nerolidilcatecol, o principal metabdlito secundario das fo-
lhas de P. umbellata.'*° Ensaios biolégicos com Artemia salina mostraram que, duran-
te o processo digestivo de H. brasiliensis, o 4-nerolidilcatecol era detoxificado pelos
imaturos, visto que a toxicidade da substancia biotransformada foi mais de 780 vezes

menor que a do constituinte vegetal mais apolar (figura 18, p. 49).130

Figura 18 - Biotransformacéo do 4-nerolidilcatecol por H. brasiliensis.
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Clso= 12,8 pg/mL CLgy= 10.038,6 pg/mL

Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 130.

Alguns lignoides exibem atividade deterrente alimentar em insetos que é forte
suficiente para mediar interacdes entre insetos e plantas.®! Exemplos de substancias
ativas incluem lignanas de ocorréncia comum em Aristolochiaceae.*>®! Além de supri-
mir o apetite, sdo conhecidos metabdlitos dessa classe que provocam mortalidade e/ou
comprometem o ciclo de vida de insetos-pragas.8! Em geral, os lignoides com substi-
tuintes metoxilicos e/ou metilenodioxilicos sdo mais ativos que agueles com grupos
mais polares.®! Resultados anteriores mostram que as lagartas de lepidépteros, nor-
malmente, metabolizam dimeros de unidades Ces-C3 convertendo-os para derivados
O-desmetilados no anel aromético, hidroxilados e/ou glicosilados, possivelmente, com
a finalidade de superar as barreiras quimicas impostas por essas substancias, bem
como facilitar as excrecdes destas.81131

Miyazawa, Kasahara e Kameoka (1995 e 1997) efetuaram estudos de biotrans-
formacédo de lignanas por S. litura.'32133 Em um desses estudos, verificaram-se as

desmetilacdes das posi¢des para das lignanas dibenzilbutanicas diarilbutadieno e aci-
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do meso-dimetil-dihidro-guaiarético (figura 19, p. 50).23? Eles também investigaram o
metabolismo de duas lignanas furofuranicas: i) (+)-eudesmina e ii) (+)-magnolina.33
Ambas as substancias foram metabolizadas pelas lagartas de S. litura, e quatro ligna-

nas biotransformadas foram isoladas das fezes (figura 20, p. 50).133

Figura 19 - Biotransformacao de lignanas dibenzilbutanicas por S. litura.
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 132.

Figura 20 - Biotransformacao de lignanas furofuranicas por S. litura.
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O metabolismo de quatro neolignanas pelo besouro N. bipes foi recentemente
investigado por Ramos & Kato.3* Segundo eles, as neolignanas selecionadas para os
estudos de biotransformacéo ocorrem em grande quantidade na planta hospedeira do
inseto, Piper regnellii, e apresentam atividade inseticida.*3* Nesse estudo, constataram
gue trés substancias foram biotransformados pelo inseto, sendo detectados nas fezes
de N. bipes trés produtos de clivagem oxidativa de ligacdo dupla carbono-carbono e

um produto de oxidacdo de grupo metilico (figura 21, p. 51).134

Figura 21 - Biotransformacédo de neolignanas por N. bipes.

Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 134.

Em 2008, Ramos, Vanin e Kato realizaram um estudo de biotransformacéo dos
constituintes majoritarios das folhas de Piper solmsianum (Piperaceae) por trés inse-
tos: i) N. bipes, ii) Heraclides hectorides (Lepidoptera) e iii) Quadrus u-lucida (Lepidop-
tera).13! A lignanatetrahidrofuranica (-)-grandisina foi mono-O-desmetilada na posicédo
para (4') por esses trés organismos. Nas fezes de N. bipes e Q. u-lucida, detectaram
também o produto de di-O-desmetilagdo das posi¢cdes para dos dois anéis aromaticos
dessa lignana (figura 21, p. 51).*3! O D-glucosil-1-(3,4,5-trimetoxibenzoato) foi hidroli-
sado pelas lagartas da borboleta H. hectorides.*3 De modo similar, o glicosideo do
acido 3,4,5-trimetoxicinamico foi hidrolisado pelo besouro N. bipes e por H. hectorides.

Esse besouro também metabolizou o fenilpropandide E-isoelemicina rendendo dois
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produtos mais polares, um produto de hidroxilacdo do grupo metilico e um produto de
hidroxilacdo/desmetilacéo (figura 22, p. 52).13!

Figura 22 - Biotransformacao de lignana, de fenilpropandides e de derivado do acido benzdico por:
a) N. bipes, b) Q. u-lucida e c¢) H. hectorides.
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 131.

1.8 Aristolochiaceae e Papilionidae: Sequestro e biotransformacao de micromo-
léculas

Tao sofisticadas e diversificadas quanto as barreiras anti-herbivoria impostas
pelas plantas, sdo as taticas de defesa empregadas pelas lagartas de lepidopteros
contra inimigos naturais.'3>13¢ Na batalha contra parasitdides, microorganismos, pre-
dadores, entre outros, os insetos utilizam diferentes estratégias defensivas, que in-
cluem as de cunho comportamentais (agregacéo, associacao interespecifica, respos-
tas evasiva e agressiva, construcdo de abrigos, regurgitacdo, alimentacdo em perio-
dos e locais de menor exposicao e vulnerabilidade), fisiologicas (barreiras tegumen-
tares e intestinais a infec¢des, sintese de peptideos e proteinas antibacterianos, acdo

coordenada de hemacitos e encapsulacdo de ovos de parasitoides), morfologicas
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(glandulas tegumentares, coloracdo aposematica, camuflagem e mimetismo) e quimi-
cas (sequestro ou sintese de novo de micromoléculas e regurgitacdo de extratos de
plantas).13%136 Essa diversidade de medidas anti-atague e contra-atacante que os inse-
tos possuem os tornam aptos a se defenderem antes, durante e/ou apds o encontro
com o0s inimigos.135136

Com certeza, as estratégias de defesa quimica, particularmente as que envol-
vem o sequestro de metabdlitos secundarios, sdo as mais bem investigadas e descri-
tas.97:109.137-139 Segundo Duffey (1980)4?, a palavra sequestro, dentro do contexto da
Ecologia Quimica, denomina processos de capitagdo e acumulo de substancias qui-
micas visando defesa contra inimigos. Ja de maneira um pouco mais geral, sequestro
significa deposicao de substancias em tecidos, células e glandulas especializados.
109,137

Em 2009, Opitz & Muller publicaram um artigo de revisdo que sumariza os re-
latos disponiveis na literatura sobre sequestros de micromoléculas por insetos.% No
artigo foram descritas diversas classes de metabdlitos secundarios, incluindo alcaloi-
des, lignoides, derivados contendo enxofre e terpenoides.?® Entre os alcaloides, fo-
ram inclusos os acidos aristoléquicos (AAS), os quais, reconhecidamente, exibem di-
versas atividades farmacolégicas.*®

Em plantas, os AAs — derivados nitrofenantrénicos (figura 23, p. 53) — ocorrem
apenas* em membros da familia Aristolochiaceae.*® Entretanto, essas substancias ni-
tradas, as quais tém se mostrado universalmente toxicas e antialimentares para a ma-
ioria dos insetos ndo especializados*®, também ocorrem nos tecidos de lepidopteros
das tribos Troidini (Papilioninae) e Zerynthiini (Parnassinae), bem como na mariposa
Mapeta xanthomelas Walker (Pyralidae) (tabela 1, p. 54). Relatos anteriores também
evidenciam que metabdlitos secundarios (especiais) de outras classes quimicas, tais
como: i) mono- e sesquiterpenos, ii) aristolactamas, iii) alcaloides indolico e aporfini-
cos, iv) esteroides, v) benzendides e vi) alantdina, ocorrem em insetos especialistas

em Aristolochiaceae (figuras 23 e 24, p. 53 e 55).41.141-144

Figura 23 - Estruturas dos AAs.
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*Haum relato equivocado sobre as ocorréncias do AA-I e do acido aristélico numa espécie de Menispermaceae. Este foi decorrente de um erro de
identificag&o botanica, onde a espécie Cocculus trilobus foi confundida com Aristolochia fangchi, como esclarecido por Jiao (2003).240
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Tabela 1 - Sequestro de acidos aristoloquicos (AAs) de plantas por insetos.

Inseto (espécie) Planta (s) hospedeir a (s) AA (s) Referéncia (s)
Antrophaneura neptunus Thottea tricornis lell 109
Atrophaneura alcinous A. debilis, * I, 1L 11, 1V, Vlla, llla, IVa e E, AAs 138, 31
total
Atroponeura sp. * AAs total 145
Battus archidamas A. chilensis I, Ia, Il, llla e IVa 109, 33, 146
Battus crassus * AAs total 31
Battus phylenor A. macrophylla, A. californica I, 1I, la e IVa, Contém AA (s) 109, 33, 147
Battus polydamas * A. sessilifolia , A. melastoma , A. arcuata, A. triangularis , A. elegans, I, Ia, I, 1II, Ma, IV, IVa, IVb, laG, 109, 33, 31,
A. esperanzae, A. galeata, A. chilensis , A. maxima e A. argentina IllaG, IVaG, IVbG e AAs total 41, 148
Battus polystictus A. melastoma, A. arcuata e A. triangularis AAs total 31
Battus zetides * AAs total 31
Byasa polyeuctes * Papilistatina 149
Euryades corethrus Aristolochia sessilifolia AAs total 31
Mapeta xanthomelas A. pilosa AA-I 150
Ornithoptera goliath A. crassinervia, * 1, 10, 1lla 33,138
Ornithoptera paradisea * AAs total 138
Pachliopta aristolochiae A. liukiuensis, A. indica e A. cucurbitifolia I, 11, 111, Illa e Acido aristélico 138, 33, 143
Pachliopta coon T. tomentosa lell 138
Pachliopta neuptunus Thottea ssp. “1” Il 138
Pachliopta oreon * | 138, 33
Parides agavus A. melastoma, A. arcuata e A. triangularis AAs total 31
Parides alcinous A. debilis I, 1, 11, Nlla, 1IVa, Vilae E 33
Parides anchises A. melastoma, A. arcuata, A. triangularis, A. elegans, A. esperanzae, A. odora e A. cymbifera AAs total 31
Parides ascanius A. macroura AAs total 31
Parides bunichus A. melastoma, A. arcuata e A. triangularis AAs total 31
Parides chabrias * AAs total 31
Parides neophilus A. melastoma, A. arcuata, A. elegans e A. esperanzae, AAs total 31
Parides panares A. maxima lell 148
Parides photinus * AAs total 31
Parides proneus A. melastoma AAs total 31
Parides tros A. rumicifolia e A. cynanchifolia AAs total 31
Parides zacynthus A. macroura, A. odora e A. paulistana AAs total 31
Sericinus montela A. debilis I, 1L, 111V, Vila e llla 138
Trogonoptera plateni * AAs total 145
Troides aeacus A. zollingeriana I, 1lellla 138
Troides amphrysus T. dependens I,ilelV 109
Troides magellanus * AAs total 145
Troides rhadamantus A. tagala, * AAs total 31
Zerynthia polyxena A. clematitis laellla 33

*Espécie (planta hospedeira) desconhecida. AAs total=Determinacéo de contéudo de AAs total, geralmente por espectrofotometria.
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Figura 24 - Estruturas de substancias sequestradas por insetos das tribos Troidini e Zerynthiini ou
identificadas em extratos de tegumentos, de tecidos e do osmetério desses insetos.
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Fonte : Elaborado pelo autor. Refs. 41,141-144.

Estudos demonstraram que AAs sao potentes inibidores alimentares em verte-
brados e invertebrados.31:3340.49.151 O Zcido aristoloéquico |, por exemplo, mostrou, em
bioensaios com S. litura, um nivel de inibi¢cdo similar ao da azadirachtina, um limonoi-

de com potente atividade antialimentar comprovada.*® Segundo Lajide et al. (1994)
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152 o grupamento de &cido carboxilico e o grupo nitro sdo essenciais para a atividade
antialimentar dessas substancias nitradas. Dentre outras constatacdes, eles observa-
ram que o acido aristélico, um analogo do AA-I sem o grupo nitro, era inativo, bem co-
mo verificaram que a descarboxilacdo, reducéo ou metilagcdo do grupo carboxilico do
AA-I resultava em uma diminuicao significativa da atividade biolégica exibida por es-
se &cido.®? Todavia, estes metabdlitos nitrados ndo tém valor comercial para o com-
bate de pragas, uma vez que causam falhas renais em humanos*®1°2, além de serem
mutagénicos e citotoxicos. 49153

Vérias evidéncias tém sugerido que AAs podem estar relacionados a defesa
quimica de lagartas e insetos adultos contra predadores naturais.*15 Dentro desse
contexto, alguns trabalhos mostraram que borboletas das tribos Troidini e Zerynthini
foram rejeitadas por passaros insetivoros, como Aphelocoma coerulescens, Cyanocit-
ta cristata, entre outros.*® Afim de investigar a funcédo defensiva dos AAs, Nishida &
Fukani'®*, em 1989, administraram grdos de arroz contendo AAs a passaros japone-
ses (Passer montanus) e, entdao, observaram que tais acidos atuavam como deterren-
tes alimentares para essa espécie de ave.'® Concordantemente, Sime et al. (2002)
verificaram que lagartas de B. philenor, as quais continham AAs, eram protegidas con-
tra parasitismo.'>® Por outro lado, Morais et al. (2013) constataram que esses acidos
nitrados, mesmo em concentracdo 100 vezes maior que as presentes em B. polyda-
mas, ndo impediam a predacgéao de larvas de T. molitor pelos seguintes organismos: i)
Camponotus crassus e ii) Gallus gallus domesticus, 0 que os levaram a sugerir que 0
mecanismo quimico de defesa dos papilionideos deve ser mais complexo e que ou-
tras substancias, por exemplo, mono-, sesqui- e diterpenos, podem ser responsaveis
pela atividade antipredatéria ou atuar sinergisticamente com os AAs.*°

Nem sempre o conteudo de AAs do inseto € idéntico ao da planta hospedeira.
4149,156 Andlises quimicas comparativas sobre B. archidamas e sua planta hospedei-
ra, A. chilensis, evidenciaram diferencas entre as composi¢des quimicas do inseto e
a da planta.*®1% Enquanto os AA-I (metoxilado em C-8) e AA-la (hidroxilado em C-8)
foram os componentes majoritarios nas folhas e nos caules de A. chilensis, os AA-l e
AA-IVa (metoxilado em C-8 e hidroxilado em C-6, respectivamente) foram os consti-
tuintes principais de B. archidamas.'*® De modo similar, Euw et al. (1972) observaram
gue exemplares de Z. polyxena continham apenas AAs hidroxilados, enquanto sua
planta hospedeira, A. clematitis, continha principalmente o AA-1 (metoxilado em C-8).
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49,157 Esses relatos séo indicacdes de que os insetos podem metabolizar os acidos
nitrofenantrénicos transformando-os em derivados, o que esta de acordo com a suges-
tdo de Urzua et al. de que ha um alto grau de seletividade e/ou transformagcéo meta-
bélica por parte dos insetos da tribo Troidini (figura 23, p. 53).49:156.157

Em 2011, Pinto, Urzua e Niemeyer demonstraram que lagartas da borboleta Ba-
ttus polydamas archidamas hidroxilaram AAl e AAII.1%8 Neste sentido, esses acidos fo-
ram oferecidos em dietas artificiais, e as composi¢cdes quimicas dos tecidos e do os-
metério das lagartas foram analisadas. Nos tecidos, a razao entre as concentracfes
de AAI e AAIl foi maior no inseto do que na dieta meridica.*®® Além disto, a quantida-
de de AAla foi bem maior do que a do AAIVa.'%8 Isso evidenciou que, nos tecidos, o
AA-la era preferencialmente formado a partir metabolizacdo do AAII.15® Em contrapar-
tida, na secrecdo do osmetério, a razdo entre as concentracdes de AAl e AAIl foi si-
milar no inseto e na dieta, a0 mesmo tempo que a razdo entre as concentragdes dos
AAla e AAIVa foi de aproximadamente 1. Com base nisso, Pinto, Urzua e Niemeyer
sugeriram que, no osmeteério, ocorria a bioconversdo do AA-lI para AA-IVa a uma
mesma proporgcao que a hidroxilacdo do AA-II convertendo-o para AA-la (figura 25,
p. 57).1%8

Figura 25 - Biotransformacao de AA-I e AA-1l por B. polydamas archidamas.
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Fonte : Elaborado pelo autor. Ref. 158.
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Em 2012, Priestap et al. observaram a glicosilacdo de AAs pelas lagartas da
borboleta B. polydamas.** Na planta hospedeira, A. argentina, foram detectados os
seguintes derivados nitrofenantrénicos: AAs I, la, Il, Ill, llla, IV, IVa e IVb, enquanto
gue no inseto foram detectados esses oito AAs e mais quatro glicosideos: i) AA-1aG,
i) AA-lllaG, iii) AA-IVaG e iv) AA-IVbG, resultantes da glicosilacdo de metade das
substancias sequestradas de A. argentina.*!

Outro aspecto interessante acerca do metabolismo dos insetos da familia Pa-
pilionidae foi, em 2000, observado por Klitzke e Brown.3* Em um trabalho onde foram
guimicamente analisados individuos de dezessete espécies de borboletas neotropi-
cais da tribo Troidini, Klitzke & Brown verificaram que B. polydamas pode utilizar pre-
cursores presentes na planta para biossintetizar AAs.3! Recentemente, Urzua, Olguin
e Santander (2013) propuseram que as aristolactamas | e Il seriam as provaveis pre-
cursoras utilizadas por B. polydamas archidamas para a biossintese dos AA-I e AA-II
(figura 26, p. 58).144 E conhecido também que B. polydamas pode efetuar a sintese
de novo dos sesquiterpenos B-selineno e sellin-11-en-4a-ol, desde que um estudo de-

monstrou que estes estavam presentes no inseto, mas nao ocorriam em A. elegans.
141

Figura 26 - Biotransformacédo de AL-I e AL-Il por B. polydams archidamas.44

O
<§NH ¢ ¢
oL, L, o

AL-1 AA-I AL-ll AA-IL

Embora varios estudos quimicos e bioldgicos estejam sendo conduzidos com
espécies de Aristolochiaceae, o conhecimento sobre o metabolismo das substancias
secundarias destes vegetais por insetos especialistas ainda é muito limitado. Além dis-
to, os trabalhos disponiveis na literatura focaram quase que exclusivamente em deri-
vados nitrofenantrénicos. Sendo assim, é importante que se obtenha uma visdo mais
abrangente acerca dos mecanismos de “detoxicacdo” empregados por esses insetos,
mediante administracdo de matrizes com grande diversidade quimica, por exemplo,
folhas de plantas hospedeiras. Isso pode contribuir ndo sé para a elucidacao de vias
de biotransformacéo, mas também conduzir & obtencdo de substancias bioativas com

baixa toxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

>

>

Este trabalho teve como objetivos:

Avaliar a bioconversao das substancias presentes nas folhas de um espécime
de A. giberti, uma planta na qual ndo foram detectados AAs em folhas e caules,
efetuada apos o processo digestivo de lagartas da borboleta B. polydamas po-
lydamas;

Analisar o sequestro de micromoléculas de A. giberti por lagartas da borboleta
B. polydamas polydamas;

Investigar as propriedades biolégicas dos metabdlitos secundarios (especiais)
da planta hospedeira que foram metabolizados pelas lagartas, bem como dos

constituintes presentes em lagartas de B. polydamas polydamas.

2.2 Objetivos especificos

Y

Y VY

YV V V VYV V

Obter extratos organicos de folhas de A. giberti e de fezes de B. polydamas;
Preparar extratos de lagartas de 4° e 5° instars de B. polydamas;

Desenvolver uma metodologia, rapida e eficiente, para o microfracionamento
dos extratos de folhas e fezes;

Efetuar microfracionamentos dos extratos de folhas e fezes;

Comparar as composi¢des quimicas dos extratos de folhas, fezes e lagartas;
Determinar se as lagartas de B. polydamas biotransformam os constituintes
das folhas de A. giberti;

Efetuar o fracionamento em escala ampliada do extrato de fezes;

Isolar os produtos da bioconversao dos metabalitos de A. giberti;

Determinar a composi¢ao quimica dos extratos de lagartas;

Determinar as estruturas quimicas das substancias isoladas;

Determinar a potencialidade das substancias sequestradas pelas lagartas em
ensaios para atividade antipredatdria com pintinhos e formigas;

Verificar a toxicidade para lagartas de 3° instar da mariposa S. frugiperda das

substancias que foram metabolizadas pelas lagartas de B. polydamas.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Especificacdo dos materiais, reagentes e equipa  mentos utilizados

3.1.1 Solventes

1. Os solventes orgéanicos [hexanos, CH2Cl2, CHCIs, EtOAc, (CH3)2CO, CH3sCN, EtOH
e CH3OH) empregados nos processos cromatogréficos, na preparacédo dos extratos
e nas particdes liquido-liquido foram de grau cromatografico (Tedia e J.T.Baker®).

2. Nas reacdes quimicas utilizaram-se solventes das marcas Aldrich (THF, 1,4-dioxa-
no, ciclohexilamina e 2-nitropropano) e J.T.Baker® (DMF e dietilamina). Dietilamina
e DMF foram secas com peneira molecular 3A (ativada a 230° C por 8 horas e
esfriada em dessecador) por 192 horas, enquanto os demais solventes foram utiliza-
dos tais como adquiridos, sem qualquer tratamento prévio.

3. Os solventes deuterados, CDCls, (CD3)2S0, (CD3)2CO, CD3sOD e D-20—99,8,99,9 ou
99,98% de D, utilizados para as analises espectroscopicas por RMN foram das marcas
Merck, Cambridge Isotopes e Aldrich. Para se obter solvente excepcionalmente livre
de tracos de acido, antes da solubilizacdo das amostras, o CDCIs era passado atravées
de uma coluna contendo alumina neutra.

4. Utilizou-se agua ultrapura — resistividade minima de 18,2 MQ.cm a 25°C. Assim, a
agua utilizada foi previa- e sucessivamente purificada em sistemas (conectados em sé-

rie) de osmose reversa e de purificacdo de agua Mili-Q® (Millipore, USA).

3.1.2 Reagentes

1. Vanilina (99 %), Na2SOa4 anidro (= 99,0 %), NaCl (ACS reagent, Vetec), KCI (ACS
reagent, Vetec), NaHCOs (ACS reagent, = 99,5 %), KOH (85 %), HCI (HEMIS), H2SO4
(95,0-98,0%, Synth), Ba(OH)2 (0,05 mol/L, Fluka), BaCOs (Aldrich), hidrocloreto dos
ésteres metilicos de R- e S-fenilglicina (= 95,0 %, Aldrich e 97 %, Aldrich, respectiva-
mente), PyBoP (98%, Aldrich), HOBt (% de 4gua =14%, 97%, Aldrich), NMM (= 99,5
%, Aldrich), Diazald (Sigma), peneira molecular 3A (4-8 mesh, ACROS), Amberlyst-
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-15 (fortemente acida, trocador catidnico, anidra, Fluka), acido 2-etilhexandico (= 99
%, Aldrich) e LiAlH4 (1,0 mol/L, Aldrich) foram utilizados sem purificacéo prévia.

3.1.3 Cromatografia em camada delgada e cromatografia em coluna

1. Para CCDC foram utilizadas placas comerciais de silica gel F2s4 da Whatman, e para
CCDRP foi utilizada uma placa de silica gel 60 PF2ss. A placa preparativa (espessura
indeterminada) foi manualmente preparada espalhando-se uma suspenséao de silica
(16,9 g) em agua deionizada (37,0 mL) sobre uma placa de vidro de 20 cm x 20 cm.
As revelacdes das cromatoplacas foram efetuadas com irradiagbes UV de A de 254 e
de 366 nm, vapores de iodo e/ou vanilina 1% (m/v; solugdo CHzOH/H20/H2S04 9:9:2
v/vIv). As placas comparativas foram sucessivamente reveladas por esses trés méto-
dos de revelacédo, enquanto que a preparativa foi revelada somente com lampada UV.
O iodo (I2) adsorvido foi completamente sublimado antes das revelagGes das croma-
toplacas com solucao de vanilina sulfarica 1%. As cromatoplacas borrifadas com essa
solucéo foram reveladas em estufa a 100° C.

2. As separacoes e os fracionamentos cromatograficos em coluna ou por extragdo em
fase solida foram realizados utilizando-se silica gel de 70-230 mesh (0,063-0,2 um, Ma-
cherey-Nagel), silica gel de fase reversa C-18 de 230-400 mesh (Merck) ou de 40 um
(7025-00, J.T.Baker®) e Sephadex LH-20 (Sigma), particulas de 25-100 pm.

3.1.4 Anélises por RMN

1. Os espectros de RMN de 'H (300, 500 ou 600 MHz) e de 13C (75, 126 ou 151 MHz)
uni- e bidimensionais foram adquiridos em espectrometros Varian INOVA 300 (7,05 T),
Varian INOVA 500 (11,7 T) e Bruker Ascend™ 600 (14,1 T) empregando-se sequén-
cias de pulso tradicionais para os experimentos de correlacdo homo- e heteronuclea-
res. Como referéncia interna, foram utilizados os sinais relativos aos hidrogénios resi-
duais do solvente (CHCIs, CDsSOCD2H, CD3sCOCD2H, CD2HOD e DHO) para RMN *H
e os dos carbonos do solvente para RMN de 3C. Os valores de deslocamentos qui-
micos (6s) foram referenciados em relacdo ao do TMS [diluido (¢ < 1%) em CDCls].

As escolhas dos deslocamentos quimicos das referéncias interna foram baseadas na
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analise de uma amostra padrao de etilbenzeno (0,1 %) em CDCIs (99,89 % de D) con-
tendo TMS (0,01 %) e nas referéncias 159-161.

3.1.5 Andlises e separacfes por CLAE-UV-DC-AFD

1. As andlises por CLAE-UV-DC-AFD foram realizadas num cromatografo Jasco equi-
pado com duas bombas modelo PU-2086PIus, forno termostatizado modelo CO-2060-
Plus, com injetor automatico modelo AS-2055PIus (al¢ca de amostragem de 80 pL pa-
ra separacdes analiticas e semi-preparativas), desaerador modelo DG-280-53, mistu-
rador modelo MX-2080-31 e com detectores de discroismo circular modelo CD-2095-
Plus e de arranjo de fotodiodos UV-Vis modelo MD-2018Plus. As separa¢cdes em es-
cala semi-preparativa também foram efetuadas nesse equipamento. As colunas cro-
matograficas foram das marcas Zorbax [analitica: RX-C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e se-
mi-preparativa: RX-C18 (250 x 9,4 mm, 5 um)] e Varian [analitica: Omnisphere-C18
(250 x 4,6 mm, 5 pm)].

3.1.6 Andlise por CLAE-EM e obtencdo dos EM de 1, 2 e 3+4

1. A analise por CLAE-EM foi conduzida num espectrometro de massas LCQ Fleet
LC/MS (HPLC-ESI/APCI-IT-MS", Thermo Analitica®) equipado com um dispositivo de
insercdo direta de amostra via analise por inje¢cdo em fluxo continuo. Operou-se no mo-
do de ionizacéo por electrospray (ESI), e as fragmentacdes MS? foram realizadas em
umainterface do tipo ion-trap (IT). A separacao cromatogréafica foi efetuada em croma-
toégrafo Accela equipado com quatro bombas, detector de arranjo de diodos e injetor
automatico. Utilizou-se também esse espectrometro para obter os espectros de mas-
sas de baixa resolucéao (infuséo direta, ESI) das substancias 1 e 2 e da mistura de 3+4
(figura 55, p. 103).

3.1.7 Andlises por EM

1. Os espectros de massas de alta resolucédo foram obtidos em espectrémetro Bru-
ker Daltonics ultrOTOFq (ESI-TOF), enquanto que a maioria dos espectros de mas-
sas de baixa resolucdo foram adquiridos em sistema CLAE-EM/EM 3200 QTRAP®
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(infusdo direta, ESI). Essas andlises foram efetuadas na Faculdade de Ciéncias Far-
macéuticas da USP, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, e no Laboratério de Espectroscopia
de Massas (NDCOM) da Unesp, Instituto de Quimica, Araraquara, Sao Paulo, respec-
tivamente.

2. As analises por CG-MS foram efetuadas em equipamento Shimadzu GCMS-QP-
5050A equipado com um injetor automatico split/splitless, com razéo de split de 1:10.
Para a determinacao dos indices de retencéo linear, foram injetadas misturas de 24
padrdes de hidrocarbonetos (n-alcanos, Cs-Czo, Aldrich), de dezenove padrdes de aci-
dos graxos (Cs-Cso, Aldrich) e de padrdes dos respectivos ésteres metilicos dos aci-
dos graxos (Aldrich). Acido copalico (5), previamente isolado de folhas de A. giberti e
identificado por analises espectrométricas de RMN e de EM, foi também utilizado co-

mo substancia padrao.

3.1.8 Andlises quirdpticas

1. As medidas de rotacdo Optica, [a]x, foram feitas em polarimetro digital Perkin El-
mer™ 341 LC [equipado com lampadas de sédio (589 nm) e mercurio (546 nm)] utili-
zando-se uma cela de quartzo com caminho 6ptico de 1,00 dm. Para assegurar a exa-
tiddo das massas das amostras, estas foram devidamente secas em dessecador e pe-
sadas até massa constante. As solucdes das amostras foram preparadas em baldes
volumétricos de 2,0, 5,0 ou 10,0 mL da Pyrex®, previamente aferidos pelo método do
calculo da densidade da 4gua. Somente substancias com pureza espectroscopica fo-
ram analisadas, e aquelas que, em solucéo cloroférmica, exibiram reatividade foram,
apos a execucao das medidas, secas, solubilizadas em CDCIs e analisadas por RMN
de H, afim de se certificar que ndo houve alteracédo quimica. Para a substancia 1 efe-
tuaram-se, dentro de um intervalo de 6 meses, duas medidas, e o valor relatado é o
valor médio junto com o respectivo desvio padréo.

2. As curvas de dicroismo circular eletronico (DCE) foram obtidas em um espectropo-
larimetro dicrografo da Jasco j-815. Para as medidas, utilizou-se uma cubeta de 0,2
mm, e a varredura foi efetuada de 190 a 400 nm. As amostras foram solubilizadas

em CHsOH, e as solugdes foram preparadas numa concentragéo de 0,21 mg/mL.

3.1.9 Evaporacéo dos solventes e medi¢éo de pH
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1. Os solventes dos extratos, fases, fracdes e subfragcdes obtidos foram eliminados sob
pressédo reduzida utilizando-se evaporador rotativo (Blichi™, RE111 e B461) e/ou em
capela com exaustéo.

2. As medidas de pH das soluc¢des aquosas foram efetuadas em um pHmetro da mar-
ca Orion 3 star, que fora previamente calibrado com solu¢des-tampéo, utilizando-se
um eletrodo de vidro combinado.

3.2 Identificagéo da borboleta e da planta hospedei ra

A identificacdo do inseto, Battus polydamas polydamas (Linnaeus, 1758), bem
como da vespa parasitoide, foram feitas pelo entomélogo e Prof. Dr. Manoel Martins
Dias Filho (Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, Centro de Ciéncias Biolo-
gicas e da Saude, Universidade Federal de Séo Carlos, S&o Paulo) (figura 28, p. 65).

A planta hospedeira do lepid6ptero, a qual se encontra cultivada nas dependén-
cias do Instituto de Quimica de Araraquara—SP, foi identificada como Aristolochia gi-
berti Hook. pelo Dr. Condorcet Aranha, pelo Dr. Vinicius Castro Souza e pelo Dr. Lin-
dolpho Capellari Junior. Uma exsicata (ESA 88888) da espécie vegetal foi deposita-
da no Herbario da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba—SP.

Figura 28 - Battus polydamas [a) adulto e b) lagarta], c) Areoscelis rufa (vespa parasitoide) e d)
Aristolochia giberti (folha e flor em destaque).

4
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3.3 Coleta, criacao das lagartas e preparo dos extr  atos de fezes e de lagartas

Para o estudo de biotransformacéo, selecionaram-se lagartas de 2°a 5°instars.
Estas foram coletadas de A. giberti, acondicionadas no laboratério em recipientes de
vidro e, até o estagio de pupa ou crisalida, mantidas com uma dieta a base de folhas
frescas de sua planta hospedeira, sob condigbes semi-controladas durante todo o ex-
perimento (luz artificial durante fotoperiodo natural e temperatura e umidade ambien-
tes), que durou de abril de 2009 a agosto de 2010 (figura 29, p. 66).

Figura 29 - Lagartas da borboleta B. polydamas alimentando-se de folhas de A. giberti, em cativeiro.

Os recipientes de criagéo dos insetos foram mantidos em condi¢des higiénicas
e as folhas utilizadas como alimento foram substituidas diariamente. Com excecéao de
alguns exemplares, os quais foram reservados para as identificacdes entomoldgicas,
0s adultos e parasitdides que emergiram no laboratério foram devolvidos ao seu habi-
tat original. Além disto, somente lagartas encontradas em até cerca de dois metros
de altura em relac&o ao solo foram capturadas.

Para prevenir o surgimento e a proliferacéo de microrganismos, as fezes excre-
tadas pelas lagartas (figura 30, p. 67) foram diariamente coletadas e, entdo, imersas
em CH3OH para extracdo exaustiva por maceracdo obtendo-se o extrato fecal (E-Ba;
61,0 g de extrato metandlico a partir de um total de 1,0 kg de fezes in natura). As fe-
zes excretadas por um dado conjunto de lagartas durante as 24 horas iniciais de seu
confinamento foram descartadas, afim de evitar contaminag¢do por compostos nao fo-

liares.
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Figura 30 - Residuos (fezes) de lagartas de B. polydamas, apds a extracdo exaustiva com CHsOH.

Por em média doze dias consecutivos (do 2°ao 5° instar), as lagartas de B. po-
lydamas (136 espécimes) utilizadas para o experimento de sequestro foram tambéem
alimentadas com folhas frescas de A. giberti, durante agosto de 2010. Apds esse pe-
riodo, as lagartas eram transferidas para frascos protegidos da luz por papel aluminio
visando atenuar qualquer estresse, onde ficavam em “jejum” por 48 h para a limpeza
do organismo. Em seguida, as lagartas eram pesadas e devidamente estocadas em
freezer a —20°C. Posteriormente, as lagartas (134,9 g) foram trituradas em Nz liquido,
e 0 material pulverulento obtido foi extraido com hexano (3x500 mL; sete dias cada
etapa), seguido por sucessivas extracdes com hexanos/EtOAc 4:1, EtOAct, (CH3)2CO

e CHsOH, obtendo-se os extratos L1 a L5, respectivamente (figura 31, p. 67).

Figura 31 - Preparac¢do dos extratos de lagartas de B. polydamas.

o

Alimentadas por Transferidas -
12 dias “jejum” (escuro);
estocadas (-20° C);
2° instar
5° instar
Trituradas (N, liquido)
- Extratos de Maceragées
lagartas ‘ sucessivas
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3.4 Preparo do extrato representativo de folhas de  A. giberti

Dado que as lagartas foram coletadas e alimentadas durante 2009 e 2010, com
o0 intuito de obter uma amostra representativa para conduzir o estudo comparativo en-
tre a composicao quimica das folhas e a das fezes, folhas de A. giberti (590,5 g) foram
regularmente* coletadas no decorrer de 2010. As folhas coletadas foram secas ao ar
e em estufa a 40° C, sucessivamente. Mediante etapas de quarteamento, selecionou-
-se 55,0 g do material seco para a preparacao do extrato metandlico anual represen-
tativo de folhas de A. giberti (E-Fol; 16,8 g; rendimento de 30,5 %).

3.5 Andlises preliminares dos extratos de folhas, f  ezes e lagartas

Todos os extratos obtidos foram analisados por espectroscopia de RMN de 'H
ou de RMN de 'H e de 13C. Nessas andlises, utilizou-se cerca de 30,0 mg de cada ex-
trato organico. Os extratos foram separadamente solubilizados em CDClIs, e as partes
solaveis foram encaminhadas para a obtencdo dos espectros de RMN. Apés a sua
secagem, os residuos (insoluveis) foram solubilizados em (CD3)2SO e, entdo, encami-

nhados para a obtencéo dos espectros de RMN de H.

3.6 Fracionamento em escala reduzida dos extratos E  -Fol e E-Ba

3.6.1 Extracdes liquido-liquido e extracdes em fase sélida

Em busca de micromoléculas, possivelmente, biotransformadas, efetuaram-se,
inicialmente, etapas de microfracionamento dos extratos brutos de folhas e de fezes.
Assim, porcdes de 1,0 g dos extratos E-Fol e E-Ba foram individualmente submetidas
a particao liquido-liquido, obtendo-se duas fases organicas (F-1 e Ba-1, respectiva-
mente) e duas fases hidroalcodlicas (F-2 e Ba-2, respectivamente) (figura 31, p. 67).

Depois da completa eliminacéo do solvente, os extratos organicos foram separa-
damente submetidas a extracdo em fase solida utilizando-se silica gel 70-230 mesh
(®=2,0 cm; h=8,5 cm; m=10,0 g). Em cada processo de extracdo por fase sélida, no-
ve fragbes de 70,0 mL (= 4x Vm) foram coletadas resultando, ao todo, em dezoito fra-

cOes (F-1A a F-11 e Ba-1A a Ba-1I). As fragbes contendo o caractere A no codigo fo-

*As folhas foram coletadas durante 01/04/2010 a 14/10/10. Somente nos seguintes periodos nao se efetuaram co-
letas: i) 1 e 2 de maio, ii) 1 a 9 de julho e iii) 10 a 31 de agosto.
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ram eluidas com hexanos, as frac6es B-F eluidas com hexanos-EtOAc (9:1, 4:1, 7:3,
3:2 e 1:1, respectivamente), as fracdes G foram eluidas com EtOAc, as fragbes H fo-
ram eluidas com EtOAc-MeOH 1:1 e as fracdes | foram eluidas com CH3OH (figura 32,
p. 69).

De modo similar, as “fases” (extratos) hidrometandlicas foram individualmente
submetidas a extracdo em fase sélida utilizando-se silica gel de fase reversa C-18 de
40 pm (P=1,4 cm; h =7,2 cm; m = 5,0 g). Um total de catorze fragdes (F-2A a F-2G
e Ba-2A a Ba-2G) de 30 mL (=4 x Vm) foram coletadas; sete fracbes por extracédo. As
fracOes contendo os caracteres A-F no codigo foram eluidas com misturas de CH3OH-
-H20 (1:19, 1:4, 3:7, 2:3, 1:1 e 4:1, respectivamente) e as contendo G foram eluidas
com CH3OH (figura 32, p. 69).

Figura 32 - Microfracionamentos dos extratos de folhas de A. giberti (E-Fol) e fezes de B. polyamas

(E-Ba).
A=0,40 mg, B=48,7 mg,
Fase organica b 9 fracdes: C:_83’0 mg, D:_188’O mg,
(F-1) F-1A a E-1 E=89,4 mg, F=25,9 mg,
G=23,6 mg, H=76,4 mg,
1=10,2 m
1,00 g de a 9
extrato de
folhas (E-Fol) A=271,2 mg, B=14,0 mg,
Fase CH,0OH- 7 fracoes: C=9,4 mg, D=10,5 mg,
-H,0 (F-2) F-2A a F-2I E=9,5 mg, F=11,9 mg,
G=6,6 mg
A=4,80 mg, B=115,1 mg,
Fase organica 9 fracoes: C=105,8 mg, D=184,7 mg,
(Ba-1) Ba-1A a Ba-ll E=90,5 mg, F=28,5 mg,
G=33,9 mg, H=71,4 mg,
1=16,2 m
1,00 g de g
extrato de
fezes (E-Ba) A=151,8 mg, B=9,6 mg,
Fase CH3OH- 7 frag(jes C:7,6 mg, D:11,5 mg,
-H,0 (Ba-2) Ba-2A a Ba-2| E=15,4 mg, F=64,3 mg,

G=6,2 mg

a) Particao liquido-liqguido com hexanos-CHCIs; 1:2/CH3;0OH-H.0 1:1 (35,0 mL de cada);

b) Extracdo em fase sélida utilizando-se silica gel 70-230 mesh;

¢) Extracdo em fase sdlida utilizando-se silica gel de fase reversa C-18 de 40 um.
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3.7 Screening por micromoléculas biotransformadas

v' As quatro fases, F-1, F-2, Ba-1 e Ba-2, todas as fracdes obtidas, F-1A a F1-I,
F-2A a F-2G, Ba-1A a Ba-1l e Ba-2A a Ba-2G, e os extratos L1 a L5 foram
comparativamente analisadas por RMN de *H e CLAE-UV-DC-AFD;

v Asfases F-1 e Ba-1 e as fracOes F-1A a F-1l e Ba-1A a Ba-1l foram compara-
das por CCDC,;

v' A fragdo Ba-1G foi analisada por RMN uni- e bidimensionais;

v' A fracdo Ba-2F foi analisada por CLAE-EM, com detec¢do nos modos positivo
e negativo;

v Asfracdes F-1B, F-1C, Ba-1B e Ba-1C e o extrato L1 foram analisados por CG-
-EM (figura 33, p. 70).

Figura 33 - Screening por micromoléculas biotransformadas.

CLAE-EM =

RMN 1D e 2D =

{Ba-1G} {Ba-2F}
Caracterizac&o Deteccao das
do diterpeno 3 lignanas

17 e 18

RMN de 'H e CLAE-UV-DC-AFD =
{F-2A a F-2G e Ba-2A a Ba-2G}

CG-MS =
{F-1B, F-1C,
Ba-1B, Ba-1C e
L1} Identificagéo
dos Compostos

CCDC =
{F-1, F-2, Ba-1 e

Ba-2, F-1Aa F-
1l e Ba-1A a Ba-
11} Ba-1H (3+4)

3.7.1 Analises por RMN

AsfracOes F-1A a F-1l e Ba-1A a Ba-1I foram solubilizadas em CDCIs, enquan-
to as fragdes F-2A a F-2G e Ba-2A a Ba-2G foram solubilizadas em (CD3)2SO. As
amostras foram preparadas numa concentracdo de 8,0 a 40,0 mg/mL, filtradas, inseri-




Experimental 71

das em tubos de RMN de 5 mm e, entéo, analisadas por espectroscopia de RMN de
'H (500 MHz). Com base no espectro da fracdo Ba-1G, esta foi extensivamente ana-

lisada por RMN, o que resultou na caracterizacdo estrutural do diterpeno 3.

3.7.2 Andlises por CLAE-UV-DC-AFD

O gradiente (otimizado) utilizado nas andlises das fracdes por CLAE consistiu
inicialmente de uma rampa linear: CH3sCN-H20 1:19 até CH3CN-H20 4:1 em 30 min.
A condi¢cdo CH3CN-Hz20 4:1 foi mantida por 10 min (até 40 min), seguida pela altera-
¢cdo da composicdo da fase movel para CH3CN 100 % em 3 min. Por fim, eluiu-se a
coluna com CH3CN por 12 min (tempo total de eluicdo: 55 min).

As analises foram conduzidas a temperatura de 25 °C e vazao de 1,0 mL/min
utilizando-se coluna analitica de fase reversa C-18 (Varian, 250 x 4,6 mm, 5 um). As
amostras (fases e fracdes) foram preparadas na concentracao de 1,0 mg/mL e, entéo,
filtradas através de membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,45 um. Fo-
ram também preparadas solugfes padrdes de kusunoquinina (2), acido copdélico (5)
e cubebina (6+6-epi), namesma concentracao. O volume de injecao foi arbitrariamen-

te padronizado em 20 pL (volume do loop: 100 uL).

3.7.3 Andlises por CCDC

As fases, F-1, F-2, Ba-1 e Ba-2, e as fracdes menos polares, F-1A a F-1I e Ba-
-1A a Ba-1l, foram comparadas por CCDC. Nas analises por CCDC, empregou-se co-
mo fases moveis 0s seguintes sistemas de eluentes: i) hexanos-EtOAc 3:1, ii) hexa-
nos-EtOAc 3:2, iii) hexanos-EtOAc 3:2 (2 % de AcOH e 2% de 2-propanol) e iv) he-
xanos-EtOAc 1:1 (4% de AcOH).

3.7.4 Andlise por CLAE-EM

Baseando-se nos resultados das analises por RMN e CLAE-UV-DC-AFD, a fra-
cdo Ba-2F foi também analisada por CLAE-EM. O gradiente (otimizado) utilizado foi:
CH3CN-H20 1:19 para CH3CN-H20 7:3 (0-30 min), CH3CN-H20 7:3 para CHsCN (30-
-43 min) e CH3CN (43-60 min). Coluna analitica de fase reversa C-18 (Varian, 250 x
4,6 mm, 5 um) e vazao de 0,8 mL/min foram utilizadas nesta etapa.




Experimental 72

O efluente da coluna foi analisado por EM-IES, nos modos negativo e positivo.
No modo negativo, as seguintes condi¢des: voltagem do capilar —20 V, temperatura
do capilar 275 °C e N2 como gas de arraste foram estabelecidas para a geragédo dos
espectros; no modo positivo as condi¢cdes foram: voltagem do capilar +20 V, tem-
peratura do capilar 275 °C e N2 como gés de arraste. A faixa de aquisicdo, em am-
bos os modos, foi de m/z de 50-1050.

3.7.5 Andlises por CG-EM

Solugdes das fragbes F-1B, F-1C, Ba-1B e Ba-1C, do extrato L1 e do padréo
de acido copdlico (5) foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a detec-
tor de massas [CG-EM (IE; 70 eV)]. As solucbes foram preparadas numa concentra-
cdo de 1 mg/mL em hexanos grau CG (= 97,0 %). Utilizou-se hélio ultrapuro (pureza
minima de 99,9999 %) como gas de arraste, a uma vazao de 0,8 mL/min. Os consti-
tuintes das amostras foram separados em uma coluna capilar de silica fundida VF-
-1MS (filme de dimetilpolisiloxano de 0,25 um), com 30 m de comprimento e 0,25 mm
de diametro interno. A programacéo da temperatura da coluna foi a seguinte: 60° C
(5 min), de 60-280 °C (50 min; razdo de aquecimento = 4° C/min) e 280 °C (10 min).
A temperatura do injetor foi ajustada em 220 °C, e o volume de injecéo foi de 2,0 uL.
Nessas andlises foram identificados os compostos 9 a 16 (figura 27, p. 64), além de
2,57, 7ae8.

3.8 Isolamento dos diterpenos e das lignanas

3.8.1 Fracionamento em escala ampliada do extrato fecal (E-Ba)

Uma porcao do extrato E-Ba bruto (14,6 g) foi inicialmente submetida a parti-
¢éo liquido-liquido entre hexanos-CHClIs 1:2 (525,0 mL) e CH3OH-H20 1:1 (525,0 mL).
As fases obtidas foram concentradas e, entdo, secas em capela com exaustao ren-
dendo um extrato organico (9,1 g; EO-Ba) e um extrato hidrometandlico (5,5 g; EHM-
-Ba) (figura 34, p. 73).

Posteriormente, o extrato EO-Ba e uma porc¢éao do extrato EHM-Ba (3,0 g) foram

separadamente fracionados por extracdo em fase soélida. Nessa etapa, empregaram-
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-se, essencialmente, as mesmas condi¢des descritas para a escala reduzida — micro-
fracionamento (item 3.6.1, p. 68), com a excec¢ao das necessarias corre¢cdes massi-
cas e volumétricas, além de um ajuste sutil na composicao (de CH3zOH-H20 2:3 para
11:14) do eluente da fracdo 4 (procedente do fracionamento de EHM-Ba). Ajustou-se
também o eluente da fracédo 1 proveniente do fracionamento do extrato EO-Ba, desde
gue se utilizou uma mistura binaria de hexanos- EtOAc 98:2, ao invés de hexanos.

Figura 34 - Fracionamento do extrato EO-Ba.

C1-A: 0,20 g
C1-B-P1: 0,66 g; CG-EM: 10
C1-B-P2: 0,80 =
9 o H
C1-C: 1,46 g : s oM
C1-D: 2,55 g o1
fgfa; a C1-E: 1,289 —D 1(347,6 mg)
- 9 d 2 (450,7 mg)
C1-F: 0,43 g
C1-G: 0,28 g AN o
: £ OH
Cl-H: 1,30 g —E&—C3-B: 0,419 f
3 (R=CH,OH) <
C1-1: 0,22 g +4 (R=CO,H) R~
C4-9 e C4-10
(27,3 mg) 4

a) Extracéo em fase soélida (silica gel 70-230 mesh: gradiente hexanos-EtOAc-CHsOH);

b) Extragéo liquido-liquido — acido-base [CHCIs/KOH (aq)] — rendendo duas fases liquidas;
c) Acidificagcdo da fase aquosa basica, extracdo com CHCIz e secagem da fase cloroférmica;
d) Secagem da fase cloroférmica;

e) CC de Sephadex LH-20 (EtOAc-CHsOH 4:1);

f) CC de silica gel 70-230 mesh (60 subfracfes: C4-01 a C4-60).

Do fracionamento da fase organica foram obtidas “9” fragbes (C1-A a C1-I), en-
guanto que do fracionamento da fase hidrometanolica foram obtidas 7 fracdes (C2-A
a C2-G). A fracdo C1-B foi dividida em duas partes (C1-B-P1 e C1-B-P2) coletando-
-se a primeira metade do eluato separadamente da segunda metade. A fragao C1-B-
-P1 foi analisada por CG-EM, o que levou a identificacdo do éster metilico do acido

hexadecandico (10).
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3.8.1.1 Fracionamento da fracdo C1-E

Uma porgéo da fragédo C1-E (821,2 mg; ~64,0 %) foi submetida a uma extragao
liquido-liquido (acido-base). Primeiramente, solubilizou-se essa por¢éo da fracdo C1-
-E com CHCI3(190,0 mL), e, em seguida, extraiu-se a solugdo cloroférmica obtida com
uma solucéo aquosa de hidroxido de potassio (KOH; pH =12,10; 2 x 190,0 mL; a emul-
sao formada foi desestabilizada adicionando-se uma pequena porcao de KCI). A fase
inferior foi lavada com agua (60,0 mL), e, ap0s a completa evaporacdo do solvente,
estaforneceu 450,7 mg da lignana 2 com significativo grau de pureza.

Em seguida, a solucéo basica (fase superior) foi acidificada (no proprio funil de
separacao) com uma solucéo de acido cloridrico diluida (HCI; pH = 1,84; 520,0 mL;
evitar desidratagéo) e, entdo, extraida com CHCIz (2 x190,0 mL). Apos a lavagem com
agua, seguida pela eliminagéo total do solvente orgéanico, a fase cloroférmica obtida
forneceu 347,6 mg do diterpeno 1 puro.

3.8.1.2 Obtencéao da lignana 2

Uma outra porc¢éo (22,4 mg; ~5,0 %) da fragao C1-E foi fracionada por CCDP.
Eluiu-se, por duas vezes consecutivas, a placa cromatografica com hexanos/EtOAc 3:2
obtendo-se trés subfracdes. Obtiveram-se nas subfracdes 2 (Rf de ~0,50) e 3 (Rfs de
0,00 a 0,47) a lignana 2 (7,1 mg) pura e o diterpeno 1 (13,8 mg) em mistura com di-

versos compostos aromaticos minoritarios, respectivamente.

3.8.1.3 Fracionamento da fracdo C1-H

Sob sonicag¢do por 30 minutos, a fracdo C1-H (1,3 g) foi parcialmente so-
lubilizada com 40,0 mL de uma mistura de EtOAc-CHsOH 4:1. ApGs a decantacao
dos sélidos em suspenséo, o sobrenadante foi filtrado através de papel de filtro What-
man n° 1 e, entdo, fracionado por CC de Sephadex LH-20 (EtOAc-CHs3OH 4:1, ®=
3,0 cm, h = 174 cm) obtendo-se trés subfragcbes (C3-A a C3-C: 900 e 2 x 300 res-
pectivamente). O eluato foi coletado no frasco coletor da subfracdo 1 até a completa

eluicdo da clorofila. Todas as subfracées obtidas foram analisadas por RMN de H e
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CCDC. A subfragcédo C3-B rendeu 413,3 mg de uma mistura (~ 2:1, respectivamente)
dos diterpenos biotransformados 3+4.

3.8.1.4 Fracionamento da subfracdo C3-B

A subfracdo C3-B foi inicialmente analisada por EM-IES (infusao direta; c= 1,0
mg/mL), no modo negativo. Em seguida, uma parte dessa subfracdo (150,0 mg) foi
submetida a um fracionamento por CC de silica gel 70-230 mesh (®= 2,0 cm; h=9,7
cm; m= 12,0 g), eluida isocraticamente e com misturas binérias de hexanos, EtOAc e
CHsOH, em gradiente de polaridade crescente. Desse processo cromatografico, fo-
ram obtidas 60 subfracées de 12 mL cada (C4-1 a C4-60). Nas subfracdes 9 e 10,
obteve-se o diterpeno 4 (27,3 mg).

3.8.1.5 Fracionamento da fracdo C2-E

Uma porcao (100 mg; 45,5 %) da fracdo C2-E foi fracionada por CLAE [coluna
Zorbax RX-C18 (250x9,4 mm, 5 um); vazao de 5,0 mL/min; A de deteccéo de 210 nm;
eluicdo por gradiente: ) 0-30 min de CH3CN-H20 1:4 para CH3CN-H20 9:11, 1l) 30-
-33 min de CH3CN-H20 9:11 para CH3CN-Hz0 e Ill) 33-45 min de CH3CN-H20; ca =
33,3 mg/mL; volume de injecdo de 80 pL] obtendo-se seis subfracdes. Na primeira
subfracdo (tr ~21 min), obteve-se a lignana dibenzilbutanica 17 (80,0 mg) (figura 35,
p. 76).

3.8.1.6 Fracionamento da fracdo C2-F

A fragéo C2-F (405,0 mg) foi solubilizada com 30,0 mL de CHzOH-H20 1:1, e ex-
traiu-se a solucéo hidrometandlica obtida com 60,0 mL (4 x 15,0 mL) de uma solucéo
de hexanos-CHClIs 1:2. O solvente da fase hidroalcdolica foi removido rendendo 215,8
mg de um material amarronzado. Uma porc¢ao (50,0 mg) desse material foi fracionada
por CLAE (mesmas condi¢des descritas no item 3.8.1.5) obtendo-se a lignana 18 em
mistura com dois compostos minoritarios (16,7 mg). Além disto, reisolou-se a lignana

17 (9,5 mg). A mistura ternaria contendo 18 foi cuidadosamente lavada com 0,7 mL
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de CD3OD, paradar uma porcao soluvel (8,2 mg) e uma insoltvel (8,5 mg). Obteve-se
na porgao insoluvel alignana 18 pura. Uma andlise minuciosa dos dados espectromeé-
tricos de RMN obtidos para a porcéo soltuvel permitiu propor a estrutura de um dos
compostos minoritario (19). Depois disso, a por¢ao soluvel foi seca, e, em seguida, o
residuo obtido foi lavado com (CH3)2CO (8,0 mL). Na porcao solavel, obtiveram-se
0s compostos 18+19 (2,5 mg) ainda em mistura, mas o diterpeno 19 passou a ser o0

constituinte majoritario desta.

Figura 35 - Fracionamento do extrato EHM-Ba.

C2-A1 1,72 g
C2-B:0,11g
C2-C: 0,09 g
(9,5 mg)
EHM-Ba | a _ b*
(3,00) €2-D:0.13¢g o COLH PN
¢ O Ho~25~on 7 coH
C2-E:0,22 g—L2 (80,0 mg) o o Lol . < i on
C O 18+19+U i OH
C2-F:0,40¢g “ o
o—/ OH 19
. 18
CzH:0079 d Soltivel em
CD,0D: Solavel -
Fase organica 18+19+U 1_8+_1’9_
(185,0 mg) (8,2 mg) Majoritario:
Insoltvel em 19
CD,0D: 18
(8,5 mg)

a) Extracdo em fase sélida (silica gel de fase reversa C-18: gradiente H20-CH3OH);

b) Separac¢éo por CLAE, gradiente CH3CN-H20; *apenas uma por¢éo foi submetida a separacgéo;
¢) Particdo liquido-liquido (CH3OH-H20 1:1/hexanos-CHCls 1:2);

d) Lavagem com 0,7 mL de CD3OD;

e) Lavagem com 8,0 mL de (CHz3)2CO;

U=Em fase de caracterizagéo.

3.9 Sequestro de micromoléculas por lagartas de B. polydamas

3.9.1 Fracionamento do extrato L2

Uma porcédo do extrato L2 (250,0 mg) foi submetido a extracdo em fase solida
utilizando-se silica gel 70-230 mesh (®= 1,9 cm; h= 10,0 cm; m = 12,0 g). Nessa eta-
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pa, coletaram-se dez fracdes de 60,0 mL (3,3 x Vm) cada. A fracéo 1 foi eluida com
hexanos, as fragdes 2 a 6 foram eluidas com hexanos-EtOAc (9:1, 4:1, 7:3, 3:2 e 1.1,
respectivamente), a fragéo 7 foi eluida com EtOAc, as fragBes 8 e 9 foram eluidas com
EtOAc-CH3OH (3:1 e 1:1, respectivamente) e a fracdo 10 foi eluida com CH3OH (100
%). Na fracédo 4 (23,3 mg), identificou-se, em mistura com um acido graxo, a lignana
8. Obtiveram-se nas fracfes 5 (25,5 mg) e 8 (45,5 mg) a lignana 2 e o diterpeno 4, res-
pectivamente. O diterpeno 4, com razoavel grau de pureza, foi também obtido na fra-
céo 7 (57,6 mq) (figura 36, p. 77).

Figura 36 - Fracionamento do extrato L2.

L2-A: 1,2 mg

L2-B: 8,0 mg

L2 a
250,0 m
( 9 L2-F: 23,9 mg 2
=/\§/\C02H
L2-H: 57,6 mg : 2 OH
L2-1: 45,5 mg Hozc;""H
4
L2-J: 21,0 mg
L2-K: 15,0 mg

a) CC (silica gel 70-230 mesh).
AG=Acido graxo

3.10 Reacdes de derivatizacao e transformacdes quim  icas

3.10.1 Preparo e purificacdo do ent-88-hidroxi-labdan-15-oato de sodio (1a)
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Uma porg¢éao (52,3 mg) do diterpeno 1 foi dissolvida com 75,0 mL de CH3OH, e
a solucdo resultante tratada com solu¢do aquosa de NaOH (75,0 mL), para dar, apés
secagem em capela com exaustdo, um residuo de 55,6 mg. A concentracdo da solu-
cdo de NaOH, cujo pH era de 11,33, foi estimada ser de 2,14 x 10 mol/L. Numa pri-
meira etapa, lavou-se (com ~8,0 mL de cada solvente) o residuo obtido com CHzClz,
EtOAc e (CH3)2CO, sucessivamente. O residuo insoltuvel (1a+CH3CO2Na+NaOH) ob-
tido foi purificado por extracdo em fase sélida utilizando-se um cartucho de fase rever-
sa C-18 (Sep-Pak; Phenomenex; 55um). O cartucho foi eluido com 6 mL (~ 8xVo) de
CH30H/H20 1:19, CH3OH/H20 1:1 e CH3OH, sucessivamente, obtendo-se na subfra-
¢éo 2 o ent-8B-hidroxi-labdan-15-oato de sodio (1a; 13,1 mg). Posteriormente, as por-
cOes que solubilizaram nos solventes organicos (38,8 mg ao todo) foram agrupadas,
secas e, em seguida, solubilizadas com 5,0 mL de metanol. A solugdo metanolica ob-
tida, acrescentou-se 5,0 mL de uma solucéo hidrometandlica de NaOH (CHsOH-H20
9:1; ~1,0 mol.L1). Por fim, removeu-se o excesso de NaOH também por meio de

extracdo em fase sdlida, obtendo-se mais 40,0 mg de la (figura 37, p. 78).
Figura 37 - Obtencao do carboxilato de s6dio do diterpeno 1.

N0 A

i) NaOH
——- + CH3CO,Na 4 NaOH

Extracdo em
fase solida

Fragdo 2 (CH;OH-H,0 1:1)
Carboxilato se sddio 1a
(13,1 mg)

3.10.2 Metilacdo de 1, 17 e 18 com diazometano (CH2N>)

A substancia 1 (18,0 mg) foi dissolvida com acetonitrila (5,0 mL), e as substan-
cias 17 (8,9 mg) e 18 (5,0 mg) foram dissolvidas com dimetilformamida (5,0 mL), e, en-

tdo, individualmente submetidas a metilagdo com CH2N2. A solucéo etérea de CH2Nz2
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foi preparada empregando-se a metodologia tradicional descrita por Vogel'®?, que uti-
liza como reagente de partida a N-metil-N-nitroso-p-tolueno-sulfonamida (Diazald). A
solugdo de CH2N:2 foi adicionada até persisténcia da coloragdo amarelo-esverdeada.
As solucdes resultantes foram mantidas em repouso a temperatura ambiente por dez
minutos e, logo em seguida, secas em capela com exaustdo obtendo-se os derivados
1b (18,8 mg; > 99 %), 17a (9,1 mg; > 99 %) e 18a (5,1 mg; > 99 %) (figura 38, p. 79).

Figura 38 - Metilacdo de 1, de 17 e de 18 com diazometano.

CO,CHg

OMe OMe
OMe OMe
17 17a
OH OH
( HO OH ( O HO OH
o) o /0 0 o /Lo
w\OH CH,N, OH
_—
® ®
o) o)
o—/
18 18a

3.10.3 Derivatizagdo de 1 e de 3+4 com reagentes quirais anisotropicos [(R)- e (S)-
-PGME]
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As amidas 1c, 1d, 3b, 4a e 4b foram preparadas a partir da derivatizacao do di-
terpeno 1 e da mistura dos diterpenos 3+4 com o hidrocloreto do éster metilico de (R)-
-fenilglicina [(R)-PGME] e/ou com o hidrocloreto do éster metilico de (S)-fenilglicina
[(R)-PGME] utilizando o procedimento descrito por Yabuuchi & Kusum (2000).163

O diterpeno 1 (25,0 mg) ou uma mistura dos diterpenos 3+4 (73,0 mg) e o rea-
gente anisotropico [(R)- ou (S)-PGME; 20,0 mg para a derivatizacdo de 1 ou 120,0 mg
para a derivatizacdo da mistura de 3+4] foram, num baldo de fundo redondo de 10,0
mL, dissolvidos com 0,6 mL ou 2,5 mL de DMF seca. A solugéo obtida foi resfriada a
0° C com banho de gelo, e, a seguir, sob agitacao vigorosa, adicionou-se a esta (du-
rante 10 minutos) PyBOP (52,4 mg ou 322,8 mg), HOBt (15,9 mg ou 96,0 mg) e NMM
(55,0 pL ou 360,0 puL), sucessivamente.

Em seguida, manteve-se a solugcéo sob agitacéo por 5 horas em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, adicionou-se a mistura reacional 15,0 mL ou 25,0 mL
de CHCIs, e extraiu-se a fase organica obtida com soluc¢éo de HCI (5% m/m) (3x15,0
mL ou 25 mL), de NaHCOs (saturada) (3x15,0 mL ou 25,0 mL) e de NaCl (15,0 mL ou
25,0 mL) (1,1 mol.L?), sucessivamente. A fase organica foi seca com Na2SQO4 anidro
e concentrada em capela com exaustéo, para render um residuo (1-R-PGME: 51,0 mg,
1-S-PGME: 56,4 mg, 3+4-R-PGME: 238,4 mg ou 3+4-S-PGME: 236,8 mg) contendo
uma amida (1c ou 1d) ou mais de um produto (pelo menos 4a ou 3b+4b) em mistura

com a base nitrogenada pirrolidina (figuras 39 e 40, p. 80 e 81).

Figura 39 - Derivatizacdes de 1 com os hidrocloretos dos ésteres metilicos de R- e S-fenilglicina.

Ne H
5 N 5 5 N
:/\/\n, g AN o :/\/\n,
: 2 O O co,cH, 5 s O O Co,eH,
) a N b )
- —_—
;f,,'H 2, H ;',,’H
1c 1 1d

a) Hidrocloreto do éster metilico de (R)-fenilglicina, PyBOP, HOBt, NMM, DMF, 5 horas;
b) Hidrocloreto do éster metilico de (S)-fenilglicina, PyBOP, HOBt, NMM, DMF, 5 horas.
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Figura 40 - Derivatizac6es de 3+4 com 0s hidrocloretos dos ésteres metilicos de R- e S-fenilglicina.

o H
sz \OH
g = —
a

H

e,
%
Z

R

3 (CH,OH) + 4 (CO,H)

a) Hidrocloreto do éster metilico de (R)-fenilglicina, PyBOP, HOBt, NMM, DMF, 5 horas;
b) Hidrocloreto do éster metilico de (S)-fenilglicina, PyBOP, HOBt, NMM, DMF, 5 horas.

*Este produto foi formado, mas degradou durante o processo de purificacéao.

3.10.3.1 Purificacao por CLAE das amidas diastereoisomeéricas 1c e 1d

Figura 41 - Cromatograma preparativo de 1-R-PGME.
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As amostras 1-R-PGME (51,0 mg) e 1-S-PGME (56,4 mg) foram individualmen-
te purificadas por CLAE utilizando-se as seguintes condigdes cromatogréficas: colu-
na Zorbax RX-C18 (250 x 9,4 mm, 5 um), vazao de 5,0 mL/min, A de deteccéo de
200 nm, CH3CN/H20 3:2, concentragédo da solug¢do = 35,0 mg/mL e volume de inje-
cdo = 85,0 pL. Assim, obtiveram-se as amidas diastereoisoméricas 1c (30,0 mg; 82,6
%) e 1d (32,0 mg; 88,1 %), respectivamente (figuras 41 e 42, p. 81 e 82).

Figura 42 - Cromatograma preparativo de 1-S-PGME.
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3.10.3.2 Purificacéo dos derivados amidicos 3b, 4a e 4d

As amostras 3+4-R-PGME (238,4 mg) e 3+4-S-PGME (236,8 mg) foram indivi-
dualmente fracionadas por CC de silica gel 60 (70-230 mesh, ®= 2,0 cm, h= 10,1 cm,
m=12,3 g). As colunas foram eluidas isocraticamente e com misturas binarias de hexa-
nos, EtOAc e CH3OH, em gradiente de polaridade crescente. Em cada fracionamento
cromatografico, doze subfragdes de 60,0 mL (3%Vo) foram coletadas (subfragces 1 a 4:
hexano-EtOAc 7:3, 3:2, 1:1 e 3:7, respectivamente; subfracdo 5: EtOAc; subfractes 6
a 11: EtOAc-CHsOH 19:1, 9:1, 17:5, 4:1, 7:3 e 1:1, respectivamente; subfracdo 12:
CH3OH). Todas as subfracfes obtidas foram pesadas, e aquelas que continham maior
quantidade de massa (=60,7 mg) foram analisadas por CLAE e RMN.

Uma porcéo (30,0 mg; 45,4-49,4 %) das fracbes que eluiram das colunas com
hexanos-EtOAc 3:7 foram separadamente fracionadas por CLAE [coluna Zorbax RX-
-C18 (250%x9,4 mm, 5 um); vazdo de 3,5 mL/min; A de deteccéo de 215 nm; tempera-
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tura de 25° C; volume de injecdo=42,5 uL; concentracéo das solu¢cdes=20,0 mg.mL™1].
Nessas etapas, utilizaram-se as seguintesfases méveis: CHsOH-H20 31:19 ou CH3OH-
-H20 63,7:36,3, obtendo-se os derivados amidicos 4a (15,8 mg), 2b (6,6 mg) e 4b (13,3
mg), respectivamente (figuras 43 e 44, p. 83).

Figura 43 - Cromatograma preparativo de 3+4-R-PGME.
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Figura 44 - Cromatograma preparativo de 3+4-S-PGME.

CH30H-H,0 63,7:36,3; vaz&o: 3,5 mL/min; A de detecgdo: 215 nm
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3.10.4 Reducdao da mistura de 3+4 com LiAlH4
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A uma suspensao de LiAlHsem THF (1,0 mol/L; 1,5 mL), a 0 °C, adicionou-se,
gota a gota (durante 15 minutos) e sob agitacao vigorosa, uma solucdo da mistura de
3+4. Essa solucéao foi preparada dissolvendo-se 10,0 mg da subfracdo C3-B com 2,0
mL de THF anidro, em um frasco hermeticamente fechado. Em seguida, refluxou-se
a mistura reacional por 2 h e, entdo, cuidadosamente a resfriou a 0 °C. Essas quatro
etapas foram conduzidas sob atmosfera inerte de N2. A mistura resfriada foi cautelo-
samente tratada com 10,0 mL de agua, seguido pelo tratamento com 5,0 mL de uma
solucédo aguosa de NaOH (10% m/m). ApoOs a decantacdo da maior parte dos solidos
em suspensao, transferiu-se a solu¢éo basica obtida para um funil de separacao. De-
pois disso, extraiu-se o residuo do baldo de reacdo com 20,0 mL de CHCls. Apés a
particdo liquido-liquido e separacéo das fases, a fase cloroférmica foi coletada e, sub-
sequentemente, lavada com uma solucao aquosa de NaCl (1,0 mol/L, 8,0 mL) forne-
cendo, apds a evaporacado do solvente em capela com exaustédo, 6,0 mg do diterpe-
no trihidroxilado 20 em mistura com 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol (BHT). Esse
diterpeno foi purificado por extracdo em fase sélida utilizando-se silica gel 60 (70-230
mesh, ®= 1,0 cm, h=4,5 cm, m=1,6 g). Nessa etapa, foram coletadas 10 subfra¢gdes
de 10,0 mL cada (4,4%xVo). As subfra¢gdes 1-5 foram eluidas com misturas de hexanos-
-EtOAC (1:4, 3:7, 3:2 e 7:3, respectivamente), a subfracao 6 foi eluida com EtOAc, as
subfracfes 7-9 foram eluidas com misturas de EtOAc-CH3OH (9:1, 4:1 e 1:1) e a sub-
fracdo 10 foi eluida com CHsOH. Obteve-se o diterpeno 20 (5,2 mg) nas subfracdes

5 e 6, com excelente pureza (figura 45, p. 84).

Figura 45 - Reducédo da mistura de 3+4.

N0 H

3.10.5 Desidratacéo dos diterpenos 1 e 4 em CDCl3
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Quando foram individualmente mantidas em CDCls a temperatura ambiente até
a completa evaporacéo do solvente (5-10 dias), porgdes dos diterpenos 1 (23,0 mg)
e 4 (14,8 mg) desidrataram rendendo uma mistura de le+1f e o acido dicarboxilico
4c com elevado grau de pureza. Nessa etapa, utilizou-se CDCls da Sigma-Aldrich, o
qgual ndo havia sido desacidificado passando-o através de uma coluna cromatografi-
ca contendo alumina neutra (figura 46, p. 85).

Figura 46 - Reacdes de desidratacao dos diterpenos 1 e 4.

CO,H

w
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3.10.5.1 Teste da acidez do CDCl3

Um volume de 3 mL de CDCIs foi transferido para um tubo de ensaio de 20 mL
contendo 6 mL de agua deionizada. O tubo foi agitado num Agitador de tubos Vortex,
e, apos a completa separacdo das fases, transferiu-se a fase aquosa (superior) para
um béquer de 10 mL e mediu-se o seu pH (3,32). A partir de outra aliquota de 6 mL
da mesma agua deionizada utilizada na extracao liquido-liquido, preparou-se um bran-
co e mediu-se também o seu pH (6,66). O CDCIs utilizado foi da marca Sigma-Aldri-
ch, 99,8 % de D, sem adicéo de estabilizante e fio de prata. A aliquota de CDCls tes-
tada foi retirada do mesmo frasco de solvente utilizado para as analises espectrosco-
picas e para as reacdes de desidratacdo. Mediu-se também o pH de uma fase aquo-
sa apos particdo desta com 3,0 mL de CDClstratado com alumina neutra, e, nesse ca-
so, 0 pH da solug&o aquosa foi praticamente idéntico ao do branco (6,61).




Experimental 86

3.10.6 Procedimentos para a determinacao da configuragdo absoluta da lignana di-
benzilbutanica 17

3.10.6.1 Abertura do anel lactbnico de 2

Para estabelecer a configuragao absoluta da lignana 17, prop0s-se a sua obten-
cdo partindo-se da lignana kusunoquinina (2). A primeira etapa da hemissintese pro-
posta consistia na abertura do anel lactonico de 2. Cinco condi¢cdes experimentais fo-
ram avaliadas com essa finalidade:

Metanodlise em meio acido (2 % de H2SOas; 12 horas; refluxo);
Metanodlise em meio acido (6 % de H2SOas; 24 horas; refluxo);
Metanolise em meio acido (Amberlyst-15; temperatura ambiente; 168 horas);

Amindlise (Amberlyst-15; solvente e nucledfilo: dietilamina; 48 horas; refluxo) e

ASERNEE N NN

Amindlise [solvente: 2-nitropropano; nucledfilo: dietilamina (10 equivalentes); ca-
talisador: acido 2-etilhexandico (2 equivalentes); 38 horas de refluxo (a 120 °C)

+ 33 horas a temperatura ambiente].

3.10.6.2 Hidrdlise acida de 17

Uma solucao hidro-organica acidificada [10,0 mL; dioxano/H2SO4 aquoso (0,73
mol.LY) 1:1] de 17 (10,3 mg) foi aquecida a 88 °C por 8 horas, sob agitacdo e atmos-
fera inerte de N2. ApOs esse periodo, a solugéo foi resfriada a temperatura ambiente,
transferida para um funil de separacéo e, entédo, diluida com 30,0 mL de agua deioni-
zada. A solugéo obtida foi extraida com CHCIs (4x10,0 mL) obtendo-se a fase organi-
ca. Esta foi lavada com 10,0 mL de uma solucdo aquosa de NaCl (1,1 mol/L) e seca
em capela com exaustao para dar 2 (4,3 mg; rendimento de 62,7 %). Ja a solucdo
aguosa acida remanescente foi neutralizada, filtrada através de funis de placas poro-
sas de 40-60 um e 15-20 um, sucessivamente, concentrada e seca. A neutralizacéo
foi efetuada em duas etapas: 12) neutralizacéo parcial com 50,0 mL de uma solugao
de Ba(OH)2 0,05 mol/L e 2%) neutralizagdo com BaCO3 (1,86 g; agitacdo; 30 minutos).
Por fim, o residuo obtido foi extraido com 10,0 mL de EtOH/H20 33:17, e a solugéo
resultante filtrada através de filtro PVDF de 0,45 um, para fornecer um residuo prati-

camente incolor de 8,0 mg (17b+21+21-epi) (figura 47, p. 87).
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Figura 47 - Hidrolise acida de 17.
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3.11 Célculos tedricos

3.11.1 Dicroismo circular vibracional associado a calculos mecéanico-quanticos: Deter-
minacgéo da configuragéo absoluta de 1

A analise do derivado (1b) por DCV, bem como a simulagéo das curvas teori-
cas por célculos mecanico-quanticos (DFT) em nivel B3LYP/6-31G(d) de teoria, foram
feitas pela prestadora de servi¢os Biotools (Florida, USA). Obtiveram-se também os
espectros experimental e tedricos de absorcdo na regido do infravermelho (1V).

Os espectros de absorcao na regido do IV e de DCV foram adquiridos num es-
pectrometro DCV-TF Chiral/R (BioTools, Inc.) equipado com dois MFEs. Para isso, uti-
lizou-se uma cela de BaF2 com caminho éptico de 0,1 mm. O retardo dos dois MFEs
foi otimizado em 1400 cm*. O diterpeno 1b (8,0 mg) foi solubilizado com 0,2 mL de
CDClIs, e o tempo de aquisi¢cdo para ambos, amostra e solvente, foi de 20 h. A linha

de base do espectro de DCV de 1b foi corrigida subtraindo-se o espectro obtido para
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o solvente. Os dados obtidos foram processados no programa Grams Al 9.0 (Thermo),
e 0s espectros foram plotados no programa Origin Pro 8 (Origin Lab).

Os caélculos DFT, em fase gasosa a 298,15 K, foram efetuados no programa
Gaussian 09 (Gaussian, Inc.).14 Selecionaram-se duas configuracdes para a execu-
cao dos calculos: 1) C5-R, C8-R, C9-S, C10-R e C13-R (1b) e Il) C5-R, C8-R, C9-S,
C10-R e C13-S (1b-epi). As curvas de DCV teodricas dos respectivos enantibmeros
foram obtidas pela multiplicacdo de cada uma das curvas calculadas por -1.

Inicialmente, realizaram-se buscas conformacdes em nivel de mecanica mole-
cular empregando-se o campo de forca MMFF94, incorporado no programa Compute-
VOA (BioTools, Inc., Jupiter, Florida).®> Depois disso, os conférmeros de menor ener-
gia, isto é, aqueles dentro de um intervalo de energia relativa de 12,6 kcal/mol em re-
lacdo ao do minimo global, foram geometricamente otimizados pelo nivel B3LYP/6-
-31G(d) de teoria. Para o epimero C13-R (1b) foram feitas otimizacdes de 45 confor-
meros, enquanto para o C-13S (1b-epi) foram otimizados 54 conférmeros. Todos es-
ses conférmeros foram utilizados nas simulagdes dos espectros de absorcdo na re-
gidodo IV e das curvas de DCV. Os conférmeros foram assegurados como sendo mi-
nimos reais por meio de analises vibracionais.

O grau de confianca de atribuicéo foi calculado utilizando o programa Compa-
reVOA (BioTools, Inc.). Esse programa permiti, entre outras func¢des, uma compara-
cao quantitativa direta entre os espectros experimental (ais) e teorico (s), fornecen-

do, assim, uma medida do grau de correlacéo entre estes.165166

3.11.2 Analises conformacionais e célculos de deslocamentos quimicos de RMN dos
derivados 1c, 1d, 1c-epi e 1d-epi

As andlises conformacionais de 1c, 1d, 1c-epi e 1d-epi, assim como os calcu-
los de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de 3C desses derivados, foram fei-
tos pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Julio Zukerman-Schpector e do Prof. Dr. Marco
Antonio Barbosa Ferreira, Departamento de Quimica, Universidade Federal de S&o
Carlos, Laboratorio de Cristalografia, Esterodindmica e Modelagem Molecular.

As pesquisas conformacionais, em fase gasosa, foram executadas pelo método
de Monte Carlo, implementado no programa MacroModel (versdo 10.0).1%” Em cada
busca conformacional, configurou-se para um nimero maximo de 30.000 etapas; 1.000
etapas por ligagdo rotaciondvel. Nas minimizacdes das energias das conformacdes

geradas, utilizaram-se o gradiente conjugado Polak-Ribiere e o campo de forca MM-
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FF.168.169 para a modelagem das interagdes néo ligantes e o tratamento das interacées
eletrostaticas, uma distancia cutoff normal e uma constante dielétrica foram, simulta-
nea- e respectivamente, empregadas.

Os conformeros redundantes foram eliminados baseando-se no valor do desvio
atdbmico maximo. Para isso, utilizou-se um valor padrdo de 0,5 A, incluindo nesse teste
todos os atomos pesados e hidrogénios ligados a heteroatomos. Somente os confor-
méros dentro de um intervalo de energia relativa de 5 kcal/mol, em relacédo a do mini-
mo global, foram retidos e salvos.

Cada pesquisa foi continuada até o minimo global ser encontrado pelo menos
10-20 vezes, dando, assim, confianca de que todos os conférmeros relevantes foram
amostrados. Todas as ligacdes rotacionaveis, inclusive a ligacdo N—C (rigorosamen-
te, N=C) do grupo amidico, foram inclusas nas pesquisas conformacionais.

Analises de agrupamento (cluster analyses) foram efetuadas utilizando um co-
digo piton (python script; linguagem de programacao de alto nivel), interfaceado ao
programa Maestro (versao 9.4). A matriz RMS foi gerada incluindo-se todos os atomos
pesados e os hidrogénios ligados a heteroatomos pelo método hierarquico médio. Es-
sas analises resultaram em 44 clusters para o derivado 1c, 51 para o 1d, 53 para o
1c-epi e 73 para o 1d-epi (figura 48, p. 89). ApGs isso, submeteu-se a geometria de
menor energia de cada cluster a uma otimizagcdo completa por calculos de mecanica
quantica — ab initio ao nivel HF/6-31G de teoria — utilizando o pacote computacional Fi-
refly (verséo 8.0).17° Os conférmeros foram assegurados como sendo minimos reais
por meio de analises vibracionais. Célculos de single-point com o modelo de solvata-
cdo COSMO"! (CHCIs), em nivel B3LYP/6-31G, foram executados para refinar a ener-

gia dos conférmeros.

Figura 48 - Clusters de menor energia (sobrepostos) de 1c, 1d, 1c-epi e 1d-epi.

44 clusters 51 clusters 52 clusters 73 clusters
1c 1d 1c-epi 1d-epi
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Além disto, computaram-se (no vacuo) atomic chemical shielding tensors (o)
pelo formalismo GIAO (gauge independente atomic orbital).1”2173 Deslocamentos qui-
micos isotropicos (6), em unidades de ppm, foram computados em relacdo ao do te-
trametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos calculados séo valores ponderados
e consideram as populagcbes dos conférmeros na distribuicdo de Boltzmann. Esses
calculos de deslocamentos quimicos, bem como os de single-point em solucao, foram
efetuados no programa NWCHEM 6.1.11.174

3.11.3 Anélises conformacionais de M1 a M13

Célculos de orbital molecular ab initio (em fase gasosa) de 2 e das moléculas-
-modelo M1 a M13 (figura 41) foram efetuados no programa Firefly (verséo 7.1.G).174
As pesquisas conformacionais foram realizadas por simulagdo de dinamica molecu-
lar utilizando-se a interface grafica Gabedit 2.4.8.1"°> Os seguintes parametros foram
selecionados nas buscas conformacionais: temperatura de 2000 K, tempo de aqueci-
mento de 2,5 ps, tempo de equilibrio de 2,5 ps, tempo de produgédo de 300,0 ps e
tamanho de etapa de 0,5 fs (figura 49, p. 90).

Figura 49 - Estruturas das moléculas-modelo M1 a M13. R=CH>CH2CHzs. R1=H (M5) ou Br (M6).
R2= {N-[(1R)-(2-metoxi-2-ox0-1-feniletil)]}. R3= {N-[(1S)-(2-metoxi-2-oxo-1-feniletil)]}.

R R R

nn
O
T
nn
O
T

O wv1u1 M12 M13




Experimental 91

Durante as simulagdes, selecionaram-se oito mil (M10 e M11) ou dez mil geo-
metrias (2, M1 a M9, M12 e M13); uma a cada 0,03 ou 0,04 ps. As geometrias foram
interativamente otimizadas por mecanica molecular. Para isso, empregou-se 0 campo
de forca Amber99, implementado em Gabedit 2.4.8.17> Apds as minimizacdes das geo-
metrias selecionadas, 90 a 293 conformeros (Amber99) foram retidos para 2 e M1 a
M13 (tabela 2, p. 91). Em seguida, esses conférmeros foram geometricamente otimi-
zados pelo potencial semi-empirico PM7176 (M1 a M13) ou pelo campo de forca MM-
FF94 (2). Para os célculos semi-empiricos utilizou-se o programa Mopac2012.17 As
palavras-chave escolhidas para gerar os arquivos input foram: PM7 GNORM=0.01
CYCLES= 20000 XYZ AUX. J& os célculos MMFF94 foram efetuados no programa
Avogadro.l’® Por fim, os conférmeros (PM7 ou MMFF94) de menor energia de 2 e
M1 a M13 foram otimizados pelo nivel RHF/6-31G de teoria utilizando-se o programa
Firefly (7.1.G) (tabela 2, p. 91).1’¢ Conduziram-se também andlises vibracionais, afim

de assegurar que os conférmeros eram minimos reais.

Tabela 2 - Caélculos tedricos de energia para conformeros de 2 e M1 a M13.

Modelo MM (N°)8 AE, (MM)" RHF/6-31G (N°)* AE**
M1 90 conférmeros 21,1 kcal/mol 11 conférmeros 4,8 kcal/mol
M2 104 conférmeros 23,6 kcal/mol 18 conférmeros 4,9 kcal/mol
M3 135 conférmeros 19,0 kcal/mol 10 conférmeros 3,8 kcal/mol
M4 121 conférmeros 15,6 kcal/mol 9 conférmeros 3,0 kcal/mol
M5 170 conférmeros 24,0 kcal/mol 21 conférmeros 3,0 kcal/mol
M6 150 conférmeros 20,1 kcal/mol 27 conférmeros 3,0 kcal/mol
M7 232 conférmeros 16,9 kcal/mol 16 conférmeros 2,6 kcal/mol
M8 238 conférmeros 22,7 kcal/mol 13 conférmeros 3,0 kcal/mol
M9 235 conférmeros 19,2 kcal/mol 16 conférmeros 2,9 kcal/mol
M10 191 conférmeros 17,0 kcal/mol 37 conférmeros 5,0 kcal/mol
M11 292 conférmeros 23,9 kcal/mol 20 conférmeros 3,0 kcal/mol
M12 209 conférmeros 22,6 kcal/mol 67 conférmeros 5,0 kcal/mol
M13 193 conférmeros 19,3 kcal/mol 47 conférmeros 3,8 kcal/mol

2 93 conférmeros 28,0 kcal/mol 30 conférmeros 13,7 kcal/mol

8= Numero de conférmeros retidos apds a minimizacéo interativa pelo campo de forgca Amber99.

n= Intervalo de energia relativa apés minimizacdo pelo campo de forca Amber99 (M1 a M13) ou pelo
campo de forca MMFF94 (2).

*Numero de conférmeros selecionados para otimizacgao pelo nivel RHF/6-31G de teoria, apés as otimi-
zacdes preliminares pelo potencial semi-empirico PM7 (M1 a M13) ou pelo campo de forca MMFF94
(2).

** Intervalo de energia calculado a partir dos conférmeros selecionados para otimizacdo pelo nivel
RHF/6-31G de teoria.
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3.12 Ensaios bioldgicos

3.12.1 Ensaios de atividade antipredatoria

Os testes foram realizados na Universidade Estadual de Campinas, Laboratorio
de Ecologia Quimica, Departamento de Biologia Animal, Instituto de Biologia, em co-
laboracdo com o Prof. Dr. José Roberto Trigo e com a Dr2. Kamila Ferreira Massuda
Garcia. Para os bioensaios de antipredacao, foram selecionados como predadores o0s
seguintes organismos: i) filhotes de Gallus gallus domesticus (Phasianidae) e ii) for-
migas cortadeiras da espécie Camponotus crassus (Formicinae).

3.12.1.1 Bioensaio com G. gallus domesticus

Vinte exemplares machos de G. gallus domesticus foram adquiridos de loja de
animais, mantidos em grupo num viveiro e criados com ragdo e agua até atingirem
de duas a trés semanas de idade. Apds esse periodo, os pintinhos foram, por trés dias
consecutivos, individualmente treinados a predar larvas liofilizadas (desidratadas) do
besouro Tenebrio molitor (Tenebrionidae).

Primeiramente, o grupo dos pintinhos foi deixado em jejum por 2 horas. O trei-
namento foi conduzido da seguinte forma: um individuo de G. gallus domesticus era
isolado do grupo, e trés larvas liofilizadas de T. molitor Ine eram oferecidas (figura 50,
p. 92). Nessa etapa, ofereceram-se larvas de tamanho correspondente aquelas que
seriam utilizadas durante & avaliagdo da atividade antipredatoria. Os individuos que,
apos os trés dias de treinamento, rejeitaram as larvas ndo foram utilizados no bioen-

saios.

Figura 50 - Bioensaio com G. gallus domesticus — treinamento. Estas fotos foram cedidas pelo Prof.
Dr. José Roberto Trigo e pela Dr2. Kamila Ferreira Massuda Garcia.
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Para o bioensaio de antipredacao com G. gallus domesticus, selecionaram-se
as substancias 1, 2 e 4 (2 e 4 foram acumuladas pelas lagartas). Testaram-nas em uma
concentracao trés vezes maior que aquela armazenada (~0,9 mg) de 4 por lagarta de
B. polydamas. Na escolha da concentragcédo (massa de substancia/artropdde) a ser tes-
tada, levou-se em consideracao a diferenca intrinseca que ha nas massas das larvas
de T. molitor e das lagartas de B. polydamas. As substancias hipoteticamente defen-
sivas foram topicamente aplicadas sobre larvas liofilizadas de T. molitor de massa mé-
diade 20,0 mg. Sobre cada larva foi aplicado ~0,5 mg de substancia. A massa de ca-
da lagarta desidratada de quinto instar de B. polydamas foi considerada ser, como de-
terminado por Klitzke & Brown3?, de 110,0 mg, isto é, 5,5 vezes maior que a massa
das larvas de T. molitor utilizadas neste bioensaio.

Neste sentido, preparam-se solu¢des metandlicas de 1 e 4 e cloroformica de 2
na concentracéo de 2,0 x 102 mg/uL. Com auxilio de uma seringa Hamilton de 25 yL,
aplicaram-se volumes dessas soluc¢des sobre trinta e nove larvas liofilizadas de T. mo-
litor, 25 pL/larva, obtendo-se as larvas-tratamento. Os experimentos foram realizados
com treze repeticOes, e cada substancia foi testada num experimento individual.

Antes do inicio do experimento, o grupo de pintinhos foi deixado em jejum por
2 h. Em seguida, foram oferecidas a estes as larvas-controle e tratamento. A cada in-
dividuo foram oferecidas trés larvas liofilizadas de T. molitor: i) uma larva-controle, so-
bre a qual fora aplicado 25 uL de solvente (CH3OH ou CHClIs), ii) uma larva-tratamen-
to, sobre a qual fora aplicado 25 pL de solucdo contendo uma das substancias a ser
testada (1, 2 ou 4) e iii) uma nova larva-controle (apenas liofilizada), sucessivamente.
O solvente foi completamente evaporado antes das larvas serem oferecidas ao pre-
dador em potencial. A reac¢do do predador as larvas foi observada por 45 segundos
e registrada como: 1) ndo atacou, 2) atacou, mas nao ingeriu e 3) atacou e ingeriu. O
teste foi considerado valido somente quando o individuo ingeriu as duas larvas-con-

trole.

3.12.1.2 Bioensaio com Camponotus crassus

As col6nias de formigas utilizadas no bioensaio foram coletadas em Itirapina
(22°15'S 47°51'W), Sdo Paulo. Estas foram mantidas dentro de bandejas de plastico

(30 x40 x 8 cm, largura x comprimento x altura) em laboratério, sob condicdes ambien-
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te. As coldnias foram continuamente alimentadas com agua e uma solugéo de 4gua e
mel (1:1). Além disto, larvas de S. frugiperda foram semanalmente oferecidas como
um alimento complementar.

Antes da realizacédo dos bioensaios, a aptiddo das colbnias para predar larvas
de S. frugiperda foi avaliada. Para isso, larvas (uma por ninho) de massa média de
4,0 mg foram oferecidas aos oito ninhos disponiveis 24 horas antes da realizacdo dos
testes. Nesse periodo, o comportamento dos predadores foi regularmente observado,
e 0s ninhos que total- ou parcialmente consumiram a larva oferecida foram conside-

rados ativos.

Figura 51 - Bioensaio com C. crassus. Estas fotos foram cedidas pelo Prof. Dr. José Roberto Trigo e
pela Dr2. Kamila Ferreira Massuda Garcia.

Neste ensaio de palatibilidade, larvas desidratadas (4,0 mg cada) da mariposa
S. frugiperda foram utilizadas como iscas, e somente as substancias 1 e 4 foram tes-
tadas. A cada ninho de formigas, ofereceram-se simultaneamente trés lagartas: i) uma
lagarta-controle, sobre a qual fora aplicado 5 pL de CHsOH e ii) duas larvas-tratamen-
to. Sobre uma das lagartas-tratamento, aplicou-se 5 yL de uma solu¢do metandlica de
1 (2,0 x10?2 mg/uL), enquanto que sobre a outra aplicou-se 5 yL de uma solugdo me-
tandlica de 4 (2,0 x102 mg/uL). Essas lagartas foram oferecidas aos predadores so-
bre folhas de Aristolochia galeata, as quais foram individualmente fixadas em recipi-
entes de 25 mL. O peciolo da folha foi mantido em agua durante todo o experimento,
e a abertura do recipiente foi vedada para facilitar o acesso das formigas as larvas.

Mediante sorteios, as iscas foram aleatoriamente distribuidas sobre as folhas. Para fi-
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xar a lagarta (isca) sobre a folha, esta foi cuidadosamente colada com supercola a ba-
se de cianoacrilato (figura 51, p. 94).

O comportamento do predador as larvas foi regularmente observado por 24 ho-
ras e registrado como: 1) predou totalmente, 2) predou parcialmente e 3) ndo predou.
Durante esse periodo, os ninhos das formigas foram mantidos sob luz artificial e tem-
peratura de 28 °C.

3.13.1 Atividade inseticida

Os testes de susceptibilidade foram realizados no Departamento de Fitossani-
dade da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Unesp, Campus de Jabotica-
bal, pelo Dr. Alexandre Carlos Menezes Netto e pelo MSc. Luan Alberto Odorizzi dos
Santos, sob a orientacédo do Prof. Dr. Odair Aparecido Fernandes, quem também efe-
tuou os tratamentos estaticos para determinar as pergentagens de mortalidade acu-
mulada em sete dias.

As lagartas de S. frugiperda foram criadas com dieta artificial (figura 52, p. 95).
Estas foram mantidas em ambiente controlado: temperatura de 25 + 1 °C, umidade re-
lativa de 70 £ 10 % e fotofase de 14:10 (luz artificial), inclusive durante a execucao
dos bioensaios, para os quais foram selecionadas lagartas de terceiro instar (10 dias
de idade) (figura 52, p. 95).

Figura 52 - Bioensaio com S. frugiperda. Estas fotos foram cedidas pelo Prof. Dr. Odair Aparecido
Fernandes e pelo MSc. Luan Alberto Odorizzi dos Santos.
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Inicialmente, efetuou-se um estudo para avaliar a toxicidade de alguns solven-
tes organicos para as lagartas de S. frugiperda. Testaram-se 0s seguintes solventes:
(CH3)2S0, (CHs)2CO e EtOH. Nesse estudo, utilizaram-se 20 lagartas para cada um
dos solventes testados, e aplicou-se sobre 0 mesotorax de cada lagarta de terceiro
instar 1,0 uL de um dos solventes organicos. O solvente seria considerado “atoxico”
se a mortalidade fosse < 10 %, isto é, estatisticamente baixa.

As substancias 1 e 2 foram solubilizadas com (CH3)2CO, enquanto os extratos
E-Ba e E-Fol foram solubilizados com EtOH. As solu¢cdes obtidas foram topicamente
aplicadas sobre lagartas de S. frugiperda de terceiro instar, dispersas em placas de
Petri que haviam sido esterilizadas com etanol e luz UV. Utilizaram-se microseringas
Hamilton (de 5 e 25 pL) para aplicacao das solucdes acetdnicas e pipeta automatica
(de 0,1a 10,0 pL) para aplicacao das solucdes etandlicas.

Os extratos foram avaliados em oito concentra¢des: 10,0, 40,2, 80,3, 154,6,
291,2,381,6,427,5 e 534,7 ug/uL, enquanto as substancias 1 e 2 foram testadas nas
sete primeiras concentracdes (excesso concentracdo de 427,5 ug/uL). Sobre cada la-
garta de S. frugiperda, aplicou-se 1,0 pL de uma das solugdes a serem testadas, ob-
tendo-se as lagartas-tratamento. Para cada concentracado de uma determinada amos-
tra, utilizaram-se 48 lagartas de 3° instar, o que foi considerado uma Unica réplica,
mas com um numero maior de repeticdes. Aplicando-se (CH3)2CO (1,0 plL/inseto) so-
bre 48 lagartas, e EtOH sobre outro grupo de mesmo numero de individuos, obtive-
ram-se as lagartas-controle. Durante todo o experimento, manteve-se apenas uma la-
garta por placa de Petri, e esta foi constantemente alimentada com dieta artificial.

As avaliacfes de susceptibilidade foram realizadas ap6s 24, 72 e 168 horas da
aplicacao das amostras. Em cada ocasiao, registraram-se as mortes e contabilizou-se
0 numero de sobreviventes. As lagartas foram consideradas mortas quando nédo hou-
ve qualquer movimentacdo apos cuidadosa estimulacdo mecéanica por 10 segundos.
Com base nesses dados, calcularam-se as percentagens de mortalidade acumulada

em sete dias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Uma visao panoramica

Este capitulo divide-se em duas partes. Quando julgado necessario, antes da
discusséo propriamente dita dos resultados, incluiu-se uma breve introducéo sobre o
assunto em pauta. Na primeira parte deste capitulo, sdo apresentados e discutidos os
resultados obtidos dos estudos comparativos entre as composi¢fes quimicas dos ex-
tratos de folhas e fezes. Fornecem-se, porém, informacdes detalhadas apenas acerca
das diferencas mais conspicuas existentes entre esses dois extratos, as quais acaba-
ram por nortear toda a dindmica de desenvolvimento do presente trabalho, como cer-
tamente ficara evidente ao leitor durante a leitura deste texto.

Dentro desse contexto, enfatizam-se trés aspectos: i) ressalta-se a imensa con-
tribuicdo das etapas de microfracionamentos para efetuar-se uma busca racional pe-
las micromoléculas, possivelmente, biotransformadas pelas lagartas, ii) destacam-se
as principais evidéncias comprobatérias acerca da presenca de determinadas subs-
tancias somente nas fezes e iii) apresentam-se argumentos preliminares visando a
caracterizacao estrutural dos metabdlitos biotransformados; argumentos os quais tem
0 objetivo de mostrar que as micromoléculas isoladas do extrato fecal sdo as mesmas
que foram detectadas durante os estudos comparativos.

O fracionamento em escala ampliada do extrato de fezes de lagartas da borbo-
leta B. polydamas resultou no isolamento de trés diterpenos labdanicos e duas ligna-
nas dibenzilbutanicas inéditos: i) acido (4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8,18-dihidroxi-labdan-
-15-6ico (3), ii) &cido (-)-(4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15,18-dibico (4), iii)
acido 7f3,8p,18a-trihidroxi-labdan-15-6ico (19), iv) acido (-)-(8S,8R")-(3,4-metilenodio-
xi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-B-glucopiranil-lignan-9-6ico (17) e v) acido (-)-(8S,8R"-[3,4:3',
4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O-B-glucopiranil-lignan-9-6ico (18). Desse mesmo extrato, fo-
ram ainda isoladas duas substancias conhecidas: i) kusunoquinina (2) e ii) acido (-)-
-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-6ico (1), cuja as ocorréncias, em folhas de
A. giberti, foram previamente descritas na literatura.>® A hidrélise 4cida da lignana 17
rendeu 2 e uma mistura contendo o sal de bario 17b e os epimeros da glucose (21 e

21-epi). O diterpeno 4 e a lignana 2 também foram isolados do extrato L2. Dessas
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dez substancias, duas ou trés foram testadas em bioensaios para avaliagao de ativi-
dade inseticida (1 e 2) e/ou antipredatoria (1, 2 e 4).

Além das substancias supracitadas, foram obtidos treze derivados semi-sintéti-
cos: i) (-)-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-oato de sddio (1a), ii) (-)-(5R,8R,
9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-oato de metila (1b), iii) (+)-(5R,8R,9S,10R,13R,1'-
R)-[N-(2'-metoxi-2'-oxo-1'-feniletil)]-8-hidroxi-labdan-15-amida (1c), iv) (-)-(5R,8R,9-
S,10R,13R,1'S)-[N-(2'-metoxi-2'-0x0-1'-feniletil)]-8-hidroxilabdan-15-amida (1d), v) &ci-
do (5R,9R,10S,13R)-labd-7-en-15-6ico (1e), vi) acido (5R,10R,13R)-labd-8-en-15-6i-
co (1f), vii) (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'S)-[N-(2'-metoxi-2'-ox0-1'-feniletil)]-8,18-diidroxi-
labdan-15-amida (3b), vii)) (-)-(4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8,18-di-hidroxi-labdan-15-ol
(20),ix) (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'R,1"R)-[N-(2'-metoxi-2'-oxo-1'-feniletil)]-[N-(2"-meto-
xi-2"-oxo-1"-feniletil)]-8-hidroxilabdan-15,18-diamida (4a), x) (4-S,5S,8R,9S,10R,13R,
1'S,1"S)—-[N-(2'-metoxi-2'-oxo-1'-feniletil)]-[N-(2"-metoxi-2"-oxo-1"-feniletil)]-8-hidroxi-
labdan-15,18-diamida (4b), xi) acido (4S,5S,10R,13R)-labd-8-en-15,18-didico (4c), Xii)
(-)-(8S,8R")-(3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-B-glucopiranil-lignan-9-oato de me-
tila(17a) e v) (-)-(8S,8R’)-[3,4:3',4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O-B-glucopiranil-lignan-9-oa-
to de metila (18a).

Neste trabalho, identificaram-se ainda, por CG-EM, RMN de 'H e/ou CLAE, os
diterpenos acido copdlico (5), acido eperuico (7), eperuato de metila (7a) e trans-fitol
(9), os policetideos hexadecanoato de metila (10), hexadecanoato de etila (11), trans-
-octadec-9-eno-ato de metila (12), octadecanoato de metila (13), acido (92,12Z,157)-
-octadecatrie-noico (14), (92Z,12Z,15Z)-octadecatrienoato de etila (15), (9E,12E)-octa-
decadienoato de metila (16) e os epimeros da cubebina (6+6-epi).

Sendo assim, o restante deste capitulo € dedicado a identificacdo ou caracteri-
zacao estrutural das substancias identificadas ou obtidas, bem como a apresentacéo
e discussado dos resultados dos ensaios biologicos. Neste sentido, a segunda parte
deste capitulo esta subdividida em trés: 12) identificacdo por CG-EM, RMN de 'H e
CLAE, 23) caracterizacdo estrutural dos diterpenos (naturais e semissintéticos) e 32)
caracterizacao estrutural das lignanas (naturais e semissintéticas), respectivamente.
Destaca-se que ndo foi destinada uma sec¢éo especifica para os bioensaios, sendo
os dados destes inseridos dentro do contexto considerado pertinente.
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4.2 Screening em escala reduzida: Microfracionamentos eestudos comparativos

A metodologia inicialmente experimentada para os microfracionamentos dos
extratos E-Fol e E-Ba envolveu lavagens destes com solventes de polaridade cres-
cente: hexanos, CH2Clz, EtOAc, (CH3)2CO e CH3OH. Contudo, néo se obtiveram bons
resultados, uma vez que, para um dado extrato, a maioria das fracées obtidas, quan-
do analisadas por RMN e CLAE, exibiu espectros e perfis cromatograficos muito simi-
lares.

Por essa razdo, uma metodologia substitutiva, rapida e eficiente, foi entdo de-
senvolvida para os microfracionamentos dos extratos E-Fol e E-Ba. Essa metodolo-
gia consistiu numa particao liquido-liquido, seguida por extragdes em fase sélida (item
3.6.1, p. 68). A primeira dessas etapas ndo apenas se mostrou seletiva, mas contri-
buiu, eficazmente, para que excelentes recuperagdes (= 93 %) fossem logradas nas
etapas seguintes.

Todas as fracdes obtidas foram analisadas por RMN e CLAE, e, em busca de
metabalitos, possivelmente, biotransformados, compararam-se entre Si 0S seus espec-
tros e os seus perfis cromatograficos. Com o mesmo objetivo, também compararam-
-se as fragcdes menos polares, F-1A a F-11 e Ba-1A e Ba-1l, por meio de eluicdo em
CCDC, em varios sistemas de eluente. Por duas ou trés dessas técnicas, igualmente,
analisaram-se as fases F-1, F-2, Ba-1 e Ba-2.

Diversas diferencas interessantes foram observadas entre as composicfes qui-
micas das fracfes oriundas do E-Fol com as do E-Ba, dentre as quais, nos préximos
doisitens, 4.2.1 e 4.2.2, se destacam duas das mais perceptiveis, que acabaram por
nortear toda a dinamica de desenvolvimento do presente trabalho, visto que, num pri-
meiro momento, optou-se por investir esforcos para isolar e caracterizar, inclusive es-
tereoquimicamente, as substancias biotransformadas majoritarias.

Mesmo essas diferengas majoritarias, ndo foram totalmente nitidas quando se
compararam entre si 0s espectros e os perfis cromatograficos das fases F-1, F-2, Ba-
-1 e Ba-2, o0 que evidenciou a necessidade das etapas de microfracionamentos para
efetuar-se uma busca racional e eficiente pelas micromoléculas, provavelmente, bio-
transformadas pelo fitofago especialista B. polydamas.

As fases liquidas utilizadas para a parti¢do liquido-liquido foram compostas por
misturas de solventes. Ao cloroférmio foi adicionado hexano para diminuir a polarida-

de dafase organica e o consumo de solvente clorado, enquanto ao metanol foi adicio-
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nado agua para adequar a polaridade da outra fase. Os motivos para essas escolhas
foram: i) A. giberti (folhas) € uma fonte rica em lignanas e diterpenos pouco funciona-
lizados®® e ii) lepidépteros, em geral, hidroxilam e/ou oxidam grupos metilicos de ter-
penost!’, assim como convertem lignéides em derivados O-desmetoxilados, hidroxi-
lados e/ou glicosilados, produzindo, assim, substancias de polaridades médias a al-
tas.81'127' 131

ApOs as extracdes em fase solida e analises das fracGes obtidas, constatou-se
que, nas particdes liquido-liquido, se obtivera 6timos coeficientes de particdo para as
micromoléculas em geral. No microfracionamento do E-Ba, por exemplo, verificou-se
gue as lignanas dibenzilbutirolactdnicas e os diterpenos pouco funcionalizados, pro-
venientes do metaboloma da planta, foram quantitativamente obtidos nas fracdes da
fase organica (Ba-1), ao mesmo tempo que trés das substancias biotransformadas,
17,18 e 19, foram quantitativamente obtidas nas fragfes da fase hidrometandlica (Ba-
-2). Somente os diterpenos 3 e 4 foram detectados em ambas as fases, porém, é im-

portante mencionar que mais de dois tercos destes (~69 %) foram obtidos em Ba-1.

4.2.1 Estudos cromatograficos comparativos

4.2.1.1 Estudo comparativo por CCDC: Deteccao dos metabdlitos biotransformados 3
ed

As fases (F-1 e Ba-1) e as fracdes (F-1A a F-11 e Ba-1A a Ba-1l) foram inter-
caladamente aplicadas em placas de silica gel Fzsa. Intercalou-se Fs-1 com Fs-3, F-1A
com Ba-1A, F-1B com Ba-1B, e assim por diante (figuras 53 e 54, p. 101 e 102). Di-
versas fases moveis foram testadas, das quais as melhores foram: i) hexanos-EtOAc
1:1 (4 % de AcOH) e ii) hexanos-EtOAc 3:2 (2 % de AcOH e 2 % de isopropanol).

Em um primeiro momento, eluiram-se e revelaram-se placas nas quais haviam
sido aplicadas apenas as fracOes e as fases. Numa etapa posterior, isso foi repetido
aplicando-se também nas cromatoplacas a fracdo C3-B. Por conveniéncia, as figuras
53e54,p.101 e 102, sdo das placas nas quais foi, concomitantemente, aplicada a fra-
céo C3-B.

Ap6és as elui¢des, as cromatoplacas foram reveladas com luz UV, vapores de io-

do e solucéo de vanilina sulfurica 1%, sucessivamente. O ultimo revelador permitiu vi-
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sualizar algumas diferencas significativas entre as composi¢des quimicas das fracoes.
As principais diferencas foram observadas entre F-1G e Ba-1G e entre F-1H e Ba-1H.
Como pode ser verificado nas figuras 45 e 46, quando as placas cromatograficas fo-
ram reveladas com solucao de vanilina sulftrica, visualizaram-se para as fracdes Ba-
-1G e Ba-1H manchas rosadas néo visualizaveis para as fragdes F-1G e Fs-1H. Veri-
ficou-se também que, ao se tentar comparar diretamente as fases, F-1 e Ba-1, o grau
de sutileza de tais diferencas foi elevado, resultando em conclusées muito subjetivas.

A co-eluicdo das amostras (fases e fragcdes) com a fracdo C3-B, a qual proce-
dia do fracionamento em escala ampliada e era, segundo analises por RMN e EM (fi-
guras 55-57, p. 103 e 104), uma mistura dos diterpenos labdanicos inéditos 3+4,
mostrou que os compostos exclusivamente revelados para as fracdes Ba-1G e Ba-
-1H tinham os mesmos Rfs dos compostos majoritarios da fracdo C3-B, evidenciando,
assim, que 3 e 4 estavam presentes somente em E-Ba, e, portanto, que estes deve-

riam ser produtos de biotransformacdo ou metabdlitos genuinos do inseto.

Figura 53 - Cromatoplaca eluida em hexanos-EtOAc 1:1 (4% de AcOH) e revelada com vanilina
sulfarica. Os pontos de aplicacdo 1-21 correspondem as fases F-1 e Ba-1, as fracdes F-1A, Ba-1A, F-
1B, Ba-1B, F-1C, Ba-1-C, F-1D, Ba-1D, F-1E, Ba-1E, F1-F, Ba-1F, F-1G, Ba-1G, F-1H, Ba-1H, F-1l e
Ba-1l e a subfracao C3-B (mistura dos diterpenos biotransformados inéditos 3 e 4), respectivamente.

Note que 3 e 4 foram detectados somente nas fragdes oriundas do E-Ba.
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Figura 54 - Cromatoplaca eluida em hexanos-EtOAc 3:2 (2% de AcOH e mais 2% de alcool
isopropilico) e revelada com vanilina sulfdrica. Os pontos de aplicagcao 1-21 correspondem as fases
F-1 e Ba-1, as fragbes F-1A, Ba-1A, F-1B, Ba-1B, F-1C, Ba-1-C, F-1D, Ba-1D, F-1E, Ba-1E, F1-F, Ba-
1F, F-1G, Ba-1G, F-1H, Ba-1H, F-1I e Ba-1l e a subfracdo C3-B (mistura dos diterpenos
biotransformados inéditos 3 e 4), respectivamente. Note que 3 e 4 foram detectados somente nas
fracOes oriundas do E-Ba.
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4.2.1.1.1 Analises espectromeétricas preliminares da subfracdo C3-B (3+4)

Preliminarmente, a constituicdo quimica da subfracdo C3-B foi investigada por
RMN de 'H e de 13C e por EM-IES (figuras 55-58, p. 103-105). No modo negativo, o
espectro de massas dessa subfracdo apresentou dois picos com razées massa-car-
ga (m/z) de 339,39 e 353,49, os quais sao aproximadamente 16 e 30 u maiores do
qgue o do pico base, [M—H]~, observado no espectro de massas de alta resolucao do
diterpeno 1. Considerando tratarem-se das deteccdes de moléculas desprotonadas,
esses picos foram, entéo, interpretados como sendo de dois metabdlitos da oxidacao
de um dos cinco grupos metilicos (-CHs) de 1, mais provavelmente por etapas oxida-
tivas sequenciais, convertendo-o para grupos hidroximetilénico (-CH20H) e carboxi-
lico (-CO2H), como comumente ocorre na metabolizacdo de terpenos por lepidop-

teros.117
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Figura 55 - Espectro de massas (baixa resolucao; IES) da subfracdo MDB [diterpenos 3 (m/z 339,39)
e 4 (m/z 353,49); infusao direta; modo negativo; —20 V].
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O espectro de RMN de 'H de 3+4 (figura 56, p. 104) apresentou diversos sinais
entre & 0,7 e 2,5, que incluiram singletos com integracdes diferentes na regido de
absorcado de grupos —CHs alifaticos, além de dois dubletos em & 3,10 (J = 10,9 Hz) e
3,42 (J = 10,9 Hz), sugestivos de uma mistura de substancias de natureza terpénica.
Experimentos de irradiagao seletiva (figura 58, p. 105), juntamente com os parametros
— deslocamentos quimicos, multiplicidades e constante de acoplamento — extraidos
da analise dos sinais em & 3,10 e 3,42, demonstraram que 0 constituinte minoritario
(3) tinha um grupo hidroximetilénico ligado a um carbono ndo hidrogenado.

Além disto, no espectro de RMN de 3C de 3+4 (figura 58, p. 105), entre outros,
foram observados sinais para trés grupos carboxilicos (6 184,6, 178,6 e 178,6) e pa-
ra trés carbonos carbindlicos (6 73,6, 73,4 e 71,7). Em harmonia com as analises pre-
cedentes, os dados espectrométricos de RMN de *3C da fragdo C3-B mostraram que,
majoritariamente, esta era mesmo constituida por dois compostos, umavez que, com
base nas intensidades relativas, 0s sinais presentes nesse espectro podem ser agru-
pados em dois conjuntos.
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Figura 56 - Espectro de RMN de 'H da subfracdo C3-B (CDClz, 500 MHz).
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Figura 58 - Espectro de RMN de 'H da subfracdo C3-B (CDCIz, 500 MHz): Irradiacdo seletiva na
frequéncia de absorg&o dos hidrogénios em & 3,10 e 3,43.
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Mediante a comparacao dos deslocamentos quimicos dos carbonos de 3+4 com
os de modelos disponibilizados na literatura (figura 59, p. 106)7°-18 inclusive com os
previamente relatados para 1, embasou-se a hipétese de que 3+4 eram produtos do
metabolismo de 1, bem como se evidenciou que as oxidagdes teriam ocorrido na Me-
-18 de 1. Assim, a discusséo nos dois proximos paragrafos assume que a juncéo do
anel é trans e que a Me-17 e a cadeia lateral de 1 estdo em equatoriais.

Ja que o grupo —CH20H do constituinte minoritario (3) deveria estar ligado a um
carbono nao hidrogenado, a Me-16 foi excluida como sendo o sitio de reacdo. Como
no espectro de RMN de *3C de 3+4 estdo presentes dois sinais em & 15,52 e 15,43,
descartou-se também a Me-20. Conforme os dados espectrométricos dos modelos
Lit-1 a Lit-7 (figura 59, p. 106), somente a monohidroxilacdo da Me-17 ou da Me-18
produziria um grupo —CH20H com deslocamento quimico proximo ao do observado
no espectro de 3+4, porquanto a monohidroxilagdo da Me-19 resultaria em um grupo
ocupando uma posi¢ao axial, com um deslocamento quimico significativamente me-
nor (62-66 ppm).




106
Resultados e discussdo

Embora o deslocamento quimico do grupo —CH20H seja compativel com a hi-
droxilacdo da Me-17 ou da Me-18 de 1, os valores dos deslocamento quimicos dos C-
-8 (6 73,58 € 73,39) e C-9 (2 x 6 59,3) de 3+4, que foram sugeridos por comparacao
com os relatados para 1%° e sdo, por assim dizer, praticamente idénticos, excluiram
aMe-17 como sendo o sitio de reacéo, j& que a hidroxilagdo desta, assim como a oxi-
dacgéo para um grupo —CO2zH, levariam a uma desprotecéo em C-8 (efeito ) e a uma
protecdo em C-9 (efeito y—gauche) (figura 59, p. 106).

Por fim, destaca-se que os sinais em & 184,6 (C-18) e 16,2 (C-19), referentes
a dois carbonos do constituinte majoritario, corroboraram com a proposta que o sitio
de oxidacao seria a Me-18, visto que esses deslocamentos quimicos tem valores mui-
to similares aos descritos para dois carbonos do norditerpeno Lit-7 8, o qual possui
um grupo —CO:2H ligado a C-4, equatorialmente posicionado, e um grupo metilico, em

axial, ligado a este mesmo atomo de carbono (figura 59, p. 106).

Figura 59 - Dados espectrométricos de modelos disponibilizados na literatura.179-185
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 179-185.

4.2.1.2 Estudo comparativo por CLAE-UV-DC-AFD e analise por CLAE-EM: Deteccéo
das lignanas biotransformadas (17 e 18)

As quatro fases, F-1, F-2, Ba-1 e Ba-2, e todas as fra¢cOes obtidas, F-1A a F-1l,

F-2A a F-2G, Ba-1A a Ba-1l e Ba-2A a Ba-2G, foram comparativamente analisadas
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por CLAE-UV-DC-AFD (item 3.7.2, p. 71); e vérias diferencas foram observadas en-
tre os perfis cromatograficos. Aqui, destaca-se aquela observada entre os perfis de
F-2F e Ba-2F (figura 60, p. 107). Além de outros menos intensos, ha no cromatogra-

ma de Ba-2F dois picos intensos que néo estao presentes no de F-2F.

Figura 60 - Cromatogramas das fracdes F-2F (1° linha) e Ba-2F (2° linha; picos projetados para
baixo).
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Figura 61 - Cromatograma da fracdo Ba-2F. Lignana 17 e lignana 18.
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Os espectros de absor¢ao na regido do UV registrados para 0os compostos que
eluiram da colunaem 21,00 e 22,33 min foram muito similares aos das lignanas kusu-
noquinina (2, tr = 30,60 min) e hinoquinina (8, t=32,30 min) (figura 62, p. 109). Esses
espectros também foram muito parecidos com os dos seguintes derivados benzéni-

cos: 1,2-dimetoxibenzeno e 1,2-metilenodioxi-4-butilbenzeno.186.187
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As lignanas 2 e 8 possuem um esqueleto carbonico dibenzilbutirolactonico. Os
anéis aromaticos de 2 séo substituidos por: Anel A) um grupo metilenodioxilico — po-
sicOes 3 e 4 e Anel B) dois grupos metoxilicos — posi¢des 3' e 4', enquanto os da lig-
nana 8 por dois grupos metilenodioxilicos (3, 4, 3' e 4'). Porquanto o cromoéforo —CO2R
absorve fracamente (g ~ 40) em torno de 200-215 nm*®°, os espectros de UV de 2 e 8,
basicamente, refletem as absor¢des dos cromoforos dioxibenzilicos.

Essas evidéncias sugeriram que 0s compostos com tempos de retencgao (tr) de
21,00 min e 22,33 min seriam substancias contendo anéis aromaticos trissubstituidos,
especificamente grupo (s) piperonilico (s) e/ou veratrilico (s). Sugeriram ainda que es-
tas poderiam ser produtos (mais polares) da metabolizagao de lignanas dibenzilbutiro-
lactbnicas e/ou dibenzilbutirolactélicas, as quais foram previamente isoladas de A. gi-
berti.>®

A fragéo Ba-2F foi analisada por CLAE-EM, e os espectros de massas obtidos
para os dois picos intensos foram interpretados (figuras 63 e 64, p. 110). Em ambos os
espectros, observou-se um pico referente a deteccdo de moléculas cationizadas com
0 ion NH4*[m/z 568,05 (tr = 21,00 min) ou 551,94 (t; = 22,33 min)], bem como um pi-
co da perda de uma unidade de hexose (desidratada) a partir das moléculas protona-
das ([M+H-CsH100s]*), m/z ~389 (t-= 21,00 min) ou ~373 (= 22,33 min). No espectro
de massas do composto com t; = 21,00 min, observou-se ainda o pico das moléculas
protonadas ([M+H]*; m/z de 550,77). Os ions com razdes massa-carga maiores que
as dos adutos de [M+NH4]* foram considerados tratarem-se de fragmentos de agrega-
dos ibnicos (cluster ions) ou de ions de impurezas, uma vez que estes ndo puderam
ser facilmente explicados, nem tao logo esses dados puderam ser harmonizados com
0s demais.

Exatamente como a diferenca que se calcula entre as massas de 2 e 8, a dife-
renca entre as massas moleculares dos adutos dos dois principais constituintes da fra-
cdo Ba-2F foi de ~16 u, 0 que evidenciou que, estruturalmente, a Unica diferenga en-
tre esses compostos era que um tinha dois grupos piperonilicos enquanto o outro ti-
nha um grupo veratrilico e mais um grupo piperonilico.

Essa suposicéo foi corroborada pelas informacdes fornecidas pelos espectros
na regido do UV, especificamente pelos deslocamentos batocrémicos (valor médio =
3,2 nm) dos méaximos de absor¢do das bandas do composto com t, = 22,33 min em re-
lacdo as do com t; = 21,00 min. Estudos prévios mostraram que a substituicdo de um
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par de grupos metoxilicos (ortos) por um metilenodioxilico em um anel aromatico des-
loca os méximos de absor¢do para comprimentos de onda maiores e intensifica as ab-
sorcdes.® Além disto, destaca-se que os valores dos comprimentos de onda dos ma-
ximos de absorgéo do composto com t; = 21,00 min praticamente coincidem com 0s

de 2, enquanto os do com t, = 22,33 min com o da lignana 8 (figura 62, p. 109).

Figura 62 - Espectros de absor¢édo no UV de a) 2, b) 8, c) 17 e d) 18.
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Tendo-se em vista todas essas informacdes, sugeriu-se que as substancias ex-
cretadas pelas lagartas seriam glicosideos de dimeros de Cs-C3, especificamente da
glicosilacéo das lignanas previamente descritas para o espécime estudado neste tra-
balho, 2, 6+6epi e 8.59Dentre essas, a primeira (2) é conhecida por causar alta morta-
lidade em lagartas da soja, A. gemmatalis®, enquanto cubebina (6+6epi) e hinoqui-
nina (8) séo substancias deterrentes.8! Entretanto, é importante destacar que os ions
das agliconas protonadas de 17 e 18 foram 18 u maiores que o observado para 2 (fi-
guras 63 e 64, p. 110) ou o esperado para 8. Isso indicou que também ocorreram cli-
vagens, talvez via hidrélise ou abertura-oxidacdo de hemiacetal, dos anéis de cinco
membros das lignanas da planta (substratos). Os encaudamentos (assimetria) obser-

vados para 0s picos cromatograficos sustentaram essa sugestdo e apontaram que as
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substancias presentes nas fezes poderiam conter um grupo carboxilico e, por conse-
guinte, uma ligacao glicosidica do tipo C9'—>C1", o que, de fato, se comprovou depois
que as duas lignanas glicosiladas (17 e 18) foram isoladas e suas estruturas inequi-

vocamente estabelecidas.

Figura 63 - Espectro de massas do composto com t; = 21,00 min.
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Figura 64 - Espectro de massas do composto com t, = 22,33 min.
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4.2.2 Estudos comparativos por RMN

Foram também observadas diferencas entre os espectros de RMN de 'H das
fracOes supracitadas — F-1G, F-1H, Ba-1G, Ba-1H, F-2F e Ba-2F. Ao se comparar o
espectrode F-1G com o de Ba-1G, embora se notem grandes semelhancas, sobretu-
do na regido entre & 3,75 e 3,95, sobressaindo-se as similaridades, percebem-se as
diferencas existentes entre esses dois espectros, das quais se destacam os dois du-
bletos em & 3,10 e 3,43, presentes no espectro da Ba-1G, que estdo ausentes no da
F-1G (fiiguras 65 e 66, p. 111 e 112).

Figura 65 - Expansdes dos espectros de RMN de 'H das subfracdes Ba-1G e F-1G (CDCls, 500
MHz).
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De modo similar, observaram-se também, por RMN de H, diferencas entre as
composic¢des quimicas de F-1H e Ba-1H. Mais detalhadamente, o espectro de Ba-1H
apresentou sinais para um composto alifatico de cadeia longa, sinais entre 6 6,1 a 6,3,
um duplo dubletoem 7,96 (J = 18,0 e 11,6 Hz), singletos em & 9,46, 9,34, 8,54, 3,83,
3,63, 3,37 e 3,21, entre outros, caracteristicos de clorofilas, além de outros sinais com
deslocamentos quimicos tipicos de compostos de natureza terpénica. Como as cloro-
filas possuem unidades diterpénicas em suas estruturas, ndo se pode ter certeza das
presencas dos compostos terpénicos nessa fracdo. Porém, depois da remocéo da clo-
rofila por CC de Sephadex-LH20, comprovou-se que essa sugestao estava correta (fi-
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gura 56, p. 104). Em contrapartida, o espectro de F-1H apresentou apenas 0s sinais
da substéncia de natureza “graxa” (figura 66, p. 112).

Figura 66 - Espectros de RMN de !H das fragGes Ba-1H e F-1H (CDCls, 500 MHz).
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Os espectros das fracdes F-2F e Ba-2F também sao bem distintos entre si. En-
guanto no espectro da fracdo F-2F estdo presentes sinais bem definidos nas regides
de absorcdo de hidrogénios aromaticos, hidrogénios metoxilicos, hidrogénios metile-
nodioxilicos, hidrogénios metilicos, hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos, entre
outros, o0 espectro da fracdo F-2F é relativamente pobre em diversidade de sinais (fi-
guras 67-70, p. 113 e 114).

Em relacdo aos compostos majoritarios, com certeza, a complexidade averigua-
da por RMN de 'H para a fracdo Ba-2F (terpenos+lignanas) é maior do que a apura-
da por CLAE-UV-DC-AFD e CLAE-EM (lignanas). Isso demonstrou que 0s compostos
terpénicos presentes nessa fracdo, que eram tdo abundantes como as lignanas, ab-
sorvem fracamente em 200 nm, o que dificultou a interpretagéo dos resultados obti-

dos por essas técnicas analiticas. Ha relato na literatura de um dimero formado pela
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unido de um lignoide com um diterpeno, o qual foi isolado de Aristolochia constricta.
196 porém, as massas moleculares determinadas para os compostos aromaticos da
fracdo Ba-2F ndo foram compativeis com esse tipo de substancia dimérica. Numa
etapa posterior do trabalho, mostrou-se que os compostos terpénicos dessa fracéo

eram os diterpenos 3, 4 e 19.

Figura 67 - Espectros de RMN de H das fragGes Ba-2H e F-2H [(CD3)2SO, 500 MHZz].
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Figura 68 - Expansoes dos espectros de RMN de H das fracGes Ba-2H e F-2H [(CD3).SO, 500 MHZz].
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Figura 69 - Expansdes dos espectros de RMN de H das fracGes Ba-2H e F-2H [(CD3).SO, 500 MHZz].
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Figura 70 - Expansdes dos espectros de RMN de !H das fragfes Ba-2H e F-2H [(CD3).SO, 500 MHZz].
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Apesar da variedade de compostos contidos na fracdo Ba-2F ser superior a de-
terminada por cromatografia e espectrometria de massas, os dados espectrométricos
de RMN de H (figuras 67-70, p. 113 e 114) dessa fragdo corroboraram com a suges-
tdo que esta conteria duas lignanas glicosiladas, as quais ndo estavam presentes na
fracdo F-1F. Uma andlise comparativa entre os espectros de Ba-2F e F-1F também
demonstrou a clara diferenca que havia entre as composi¢des quimicas dessas duas

fracOes.
4.3 Identificacdes por CG, RMN de 'H e/ou CLAE

Por CG-EM, RMN de 'H e/ou CLAE, identificaram-se catorze compostos:

v Alignana kusunoquinina (2) foi identificada, por RMN de 'H e CLAE, nos extra-
tos E-Fol, E-Ba, L1 e L2 e nas seguintes fra¢des: F-1D, F-1E, Ba-1D e Ba-2D.
Esta também foi detectada no extrato L1 por CG-EM;

v" Por RMN de 'H e CLAE, a lignana hinoquinina (8) foi identificada nos extratos
L1 e L2, bem como nas fracdes F-1D, Ba-1D e L2-D. Esta também foi identi-
ficada, por CG-EM, no extrato L1;

v" Os epimeros da cubebina (6+6-epi) foram identificados nas fragées F-1D e Ba-
-1D pelos seus tempos de retencao e espectros de absor¢ao na regido do UV,
0s quais foram comparados com os de uma amostra auténtica;

v’ Identificaram-se, por RMN de 'H e CG-EM, os diterpenos acido copalico (5) e
acido eperuico (7) nas fracbes F-1C e Ba-1C, enquanto que nas fracbes F-1B
e Ba-1B se identificou, por CG-EM, o éster metilico 7a (tabela 3, p. 115). Por
CG-EM, identificou-se ainda neste trabalho o diterpeno fitol (9), além dos com-
postos 10 a 16 (tabela 3, p. 115).

Tabela 3 - Andlises por CG-EM das fragbes F-1B, F-1C, Ba-1B e Ba-1C e do extrato L1.

Composto | 1T(g) | I (9 | F-1B | F-1C | Ba-1B | Ba-1C | L1
2 X X X
5** 2339 X X X
7 2275 X X
Ta 2215 | 2137*** X X
8 X X X
9 2104 2045 X X
10 1912 1878 X X
11 1981 1978 X X
12 2096 2085 X
13 2114 2077 X
14 2082 2101 X X X
15 2149 2201 X
16 2077 2093 X

I"=indice de retenc&o linear. *Referéncias 191 e 192. **Padrédo. **Isdmero C13-S. X=0 composto desta linha foi detectado na fracdo desta
coluna da tabela.
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O espectro de massas por impacto eletronico de 8 (figura 71, p. 116) apresen-
tou, dentre outros, picos em m/z 354, 135 (100 %) e 77. Estes foram interpretados co-
mo sendo relativos a deteccdo do ion molecular, [M]**, do ion 1,2-metilenodioxi-tropili-
co e do ion fenilico, respectivamente. Essas informacdes, aliadas ao pico do fragmen-
to em m/z 218, foram sugestivas de uma lignana dibenzilbutirolacténica contendo dois

anéis piperonilicos.®?

Figura 71 - Espectro de massas por impacto eletrdnico da lignana hinoquinina (8).
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O espectro de RMN de *H da fracéo L2-D (8 em mistura com um &cido graxo)
(figuras 72 e 73, p. 117) mostrou sinais para dois anéis aromaticos trissubstituidos: i)
guatro dubletos em &6 6,73 (J = 8,0 Hz), 6,70 (J = 8,0 Hz), 6,63 (J =1,5Hz), 6,46 (J =
1,5 Hz) e ii) dois duplos dubletos em & 6,60 (J=8,0 e 1,5 Hz) e 6,46 (J=8,0 e 1,5 Hz),
sinais para quatro hidrogénios metilenodioxilicos entre & 5,92 a 5,94, dois duplos du-
bletos de hidrogénios benzilicos em 6 2,98 (J=14,0 e 7,5) e 2,83 (J= 14,0 e 5,0), dois
duplos dubletos de hidrogénios ligados a carbono carbinélico em & 4,13 (J=9,0 e 7,0)
e 3,86 (J=9,0 e 7,5), um duplo duplo dupleto em & 2,54 (J = 8,0, 7,0 e 5,0), além de
trés multipletos e dos sinais do policetideo (tabela 4, p. 118).

Assim, com base nesses dados, e pela comparacdo destes com os relatados
na literatura®, foi possivel caracterizar a substancia 8 como sendo a lignana dibenzil-
butirolactonica hinoquinina, a qual exibe atividade antialimentar para besouros das
espécies Sitophilus granarius, Tribolium confusum e Trogoderma granarium.®! Esta
foi previamente isolada de A. giberti, bem como de outras espécies de Aristolochia-
ceae.*®% A configuracdo relativa de 8 foi confirmada a partir da ndo equivaléncia

dos deslocamentos quimicos dos H-9'a e H-9'b.193.194
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Figura 72 - Espectro de RMN de H (CDCls,
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Figura 73 - Expansao do espectro de RMN de H (CDCIz, 500 MHz) da fragédo L2-D.
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Tabela 4 - Dados de RMN de 'H de 8 (CDCls, 500 MHz, 3, J).

Posicéo 8 Hinoquinina (Lit.; Ref. 80)
On On
2 6,46d,J=15Hz 6,39d,J=2,0Hz
5 6,73d,J=8,0Hz 6,66 d, J =8,0 Hz
6 6,60dd,J=8,0e15Hz 6,53dd,J=8,0e2,0Hz
7a 2,98dd,J=140e75Hz | 291dd,J=140e7,5Hz
7o 2,83dd,J=140e5,0Hz | 2,77dd,J=14,0e 5,0 Hz
8 2,54ddd,J=8,0,7,0e5,0 | 2,46ddd, J=8,0,7,5e5,0
2' 6,63d,J=15Hz 6,56 d,J=2,0Hz
5' 6,46dd,J=8,0e15Hz 6,39dd,J=8,0e2,0Hz
6' 6,70d,J=8,0 Hz 6,63d,J=8,0Hz
7'a 2,59 m 2,52 m
7% 2,47 m 2,39 m
8' 2,47 m 2,39 m
. 4,13dd,J=9,0e 7,0 Hz 4,13dd,J=9,0e 7,0 Hz

9'y 3,86dd,J=9,0e75Hz 3,86dd,J=9,0e75Hz

Figura 74 - Espectros de RMN de 'H (CDClz, 500 MHz) da fracdo F-1C, a qual era majoritariamente
uma mistura dos diterpenos 5 e 7.
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As estruturas dos diterpenos acido copdlico (5) e acido eperuico (7) foram es-

tabelecidas com base em dados espectrométricos de RMN de H (figura 74, p. 118),

0s quais foram idénticos aos relatados por Marchesini et al. (2009), bem como na in-

terpretacédo dos seus espectros de massas por impacto eletrénico (figuras 75 a 78, p.
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119). A identidade de 5 foi confirmada por comparacao dos dados obtidos (RMN, EM,
IT e tempo de retencdo em CLAE) com os de uma amostra auténtica, previamente
isolada de A. giberti. Por outro lado, a estrutura de 7a foi proposta baseando-se ex-
clusivamente na interpretacédo do seu espectro de massas por impacto eletrénico (fi-
gura 77, p. 119). E importante destacar que o indice de retenc&o linear de 7a diferiu sig-
nificativamente (Al "= 78) do relatado para o epimero C-13S do éster metilico do &ci-
do eperlico!®192 o que sugeriu que 7a seja o epimero C-13R. Os diterpenos 5e 7 ja
haviam sido descritos em A. giberti®®, enquanto 7a esta sendo descrito pela primeira
vez nessa espécie. Todavia, ndo se pode descartar a possibilidade que 7a seja um ar-
tefato, ja que os extratos E-Fol e E-Fz foram preparados por maceracéo das folhas e

fezes com CH3OH.

Figura 75 - Espectro de massas por impacto eletronico do diterpeno acido copalico (5).
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Figura 76 - Espectro de massas por impacto eletrénico do diterpeno acido eperuico (7).
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Figura 77 - Espectro de massas por impacto eletrdnico do éster metilico do acido epertico (7a).
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Figura 78 - Provavel rota de fragmentacédo do diterpeno acido copalico (5). Para simplificar, as
espécies radicalares ou neutras liberadas na fragmentacéo de 5 foram omitidas nesta figura. As
propostas para as fragmentac6es dos diterpenos 7 e 7a foram bastante similares a destacada nesta
figura para a fragmentacéo de 5.
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Os espectros de massas por ionizagéo eletrbnica de 5, 7 e 7a foram interpre-
tados e uma rota de fragmentacao foi proposta para o diterpeno 5 (figura 78, p. 120).
A formacado do carbocétion alilico de m/z 289, possivelmente, envolve um rearranjo
1,3 de hidrogénio radicalar (H*), seguido de eliminacdo de metila radicalar (CH3s"). Sub-
sequente eliminag&o de uma molécula de H20 produz o carbocation alilico de m/z 271.

Alternativamente, o ion molecular [M]**, apds a migracéo 1,3 de hidrogénio, po-
de, mediante reacdo de Retro Diels—Alder, sofrer ruptura do sistema trans-decalinico.
O ion aciclico formado, por clivagem da ligacdo C1-C2, seguido de desidratacéo, po-
de, sequencialmente, gerar as espécies cationicas de m/z 207 e 189.

O ion de m/z 177 deve ser gerado por meio de rearranjo 1,5 de H°, ruptura da
ligacdo C9-C11 e perda de radical metilico, sucessivamente. Por outro lado, rearran-
jo 1,5 de H" a partir do ion molecular, ruptura da ligacdo C9-C11, rearranjo 1,3 de H°
e quebra daligacdo C2-C3, sucessivamente, leva a formagéo da espécie ibnica Frag-
-A. Essa espécie por rearranjo radicalar de grupo alquilico e perda de radical isopro-
pilico ou, alternativamente, por rearranjo de radical metilico, eliminacéo de grupo eti-
lico radicalar e rearranjo Wagner-Meerwein de metila pode ser convertida nos ions de
m/z 149 e 163, respectivamente.

O ion molecular (m/z 304) pode também ser rearranjado para outras trés ioni-
cas radicalares: Frag-B, Frag-C e Frag-D. Mediante reacdo de Retro Diels—Alder, a
espécie Frag-B pode ser clivada para dar a de m/z 137. A formagé&o do ion carbénio
de m/z 261 deve envolver a perda de um radical isopropilico a partir de Frag-C. A eta-
pa antes da eliminacdo do grupo isopropilico radicalar deve envolver um rearranjo de
um radical terciario para um secundario. Embora resultados te6ricos mostraram que
as reacdes em fase gasosa geralmente ocorrem em multiplas etapas!®, tal rearranjo
energicamente desfavoravel pode ser compreendido propondo-se que a eliminacéo
do grupo isopropilico radicalar ocorra concertadamente, ndo necessariamente de for-
ma sincronizada, com o rearranjo 1,3 de H*. Calculos tedricos em fase gasosa tém for-
necido evidéncias substanciais sobre a importancia de rearranjos diotropicos e de eta-
pas elementares concertadas na biossintese de diterpenos.*®® Por fim, o fragmento
Frag-D, por uma série de reacdes, incluindo rea¢des de rearranjo, de migracéo de hi-
drogénio, de metila ou de grupo alquilico radicalares e de Retro Diels-Alder gera os
carbocéations alilicos de m/z 41, 69, 109 e 123, os carbocétions dialilicos de m/z 81,
95 e 109 e a espécie de m/z 55.
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4.4 CARACTERICAO ESTRUTURAL

sintéticos (1a-1f)

4.4.1 Acido (-)-(5S,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-6ico (1) e seus derivados

NaOH P
la: R=ONa

CH,N

N

1b: R=OMe

cbcl,

| AN A
H . Derivados H
le+if

X={N-[(1R)-(2-metoxi-2-oxo-1-feniletil)]}

Y={N-[(1S)-(2-metoxi-2-oxo-1-feniletil)]}

4.4.1.1 Estrutura planar de 1

Figura 79 - Espectro de massas de alta resolucao do diterpeno 1.
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O espectro de massas de alta resolucdo da substancia 1, adquirido no modo ne-
gativo, apresentou um pico (IR de 100 %) em m/z 323,2582, referente as moléculas
desprotonadas, [M—H]~, bem como um pico das moléculas anionizadas com o ion clo-
reto (CI7) em m/z 359,2323, consistentes com a férmula molecular C20H3s03 (calcu-
lados para C20H3503: 323,2586 u e C20H3603Cl: 359,2353 u), para a qual se calcula um
indice de Deficiéncia de Hidrogénio (IDH) igual a trés (figura 79, p. 122).

A substancia 1 foi analisada por espectroscopia de RMN nos seguintes solven-
tes deuterados: CDCIs, (CD3)2CO e CD30D. Nos espectros de RMN de 3C, observa-
ram-se sinais para vinte atomos de carbono, 0s quais, com o auxilio dos espectros
de APT e/ou DEPT 90° e 135°, foram atribuidos a cinco carbonos metilicos alifaticos,
a oito carbonos metilénicos sp3, a trés carbonos metinicos alifaticos, a dois carbonos
quaternarios, a um carbono terciario oxigenado e a um carbono de grupo acilico (figu-
ra 80, p. 123).

Figura 80 - Espectro de RMN de *C de 1 (CDCls, 151 MHz).
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As reacoes de 1 com solucéo etérea de diazometano e com solu¢cdes de KOH
e NaOH, além das derivatizagBes deste com 0s reagentes quirais anisotropicos, R- e
S-PGME, rendendo substancias diastereoisoméricas contendo uma ligacao amidica,
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demonstraram que o carbono acilico era de um grupamento de acido carboxilico. A
presenca do grupo hidroxilico na estrutura molecular foi evidenciada pela desidrata-
¢cdo de 1 em CDCls e pelo deslocamento quimico do carbono da ligagdo C—0O; 6 73,3
em CDClIs, por exemplo.

No espectro de RMN de *H de 1 (figura 82 a 84, p. 125 e 126), em CDCls, obser-
varam-se varios sinais com valores de deslocamentos quimicos tipicos de substancia
de natureza terpénica, destacando-se os sinais em 6 1,00 (d, J = 6,7 Hz, 3H, Me-16),
1,11 (s, 3H, Me-17), 0,86 (s, 3H, Me-18), 0,82 (s, 3H, Me-19) e 0,95 (s, 3H, Me-20) e
os sinais em & 2,38 (dd, J = 15,0 e 6,0 Hz, 1H) e 2,16 (dd, J = 15,0 e 8,2 Hz, 1H),
atribuidos aos hidrogénios de cinco grupos metilicos alifaticos e aos hidrogénios dias-
tereotopicos de um grupo metilénico a-carboxilico, respectivamente.

Com base nos dados espectrométricos de RMN e EM, propds-se que a subs-
tancia 1 tratava-se de um diterpeno biciclico contendo um grupo hidroxilico e um car-
boxilico. A ocorréncia de diterpenos em Aristolochiaceae é comum?®, e os que ocor-
rem com maior frequéncia sdo os com esqueletos labdanico, clerodanico e kauranico,
dos quais os dois primeiros séo biciclicos.*%-%3 Espectroscopicamente, os dois esque-
letos biciclicos podem ser distinguidos pelos valores dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos em geral, particularmente pelos deslocamentos quimicos dos
C-5e C-9, pelas multiplicidades e deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilicos,
pelas multiplicidades dos carbonos, bem como por correlagées heteronucleares (*H/
13C) a longa distancia especificas, em especial pela correlacdo entre dois grupos me-
tilicos, que ndo é comumente observada para um esqueleto clerodanico (figura 81,
p. 124).

Figura 81 - Exemplos de dados espectrométricos de RMN de diterpenos ent-labdanico e clerodanos.
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Figura 82 - Espectro de RMN de 'H de 1 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 83 - Expansao do espectro de RMN de 'H de 1 (CDClz, 600 MHz).
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Figura 84 - Espectros de RMN de 1 adquiridos nos trés solventes deuterados (600 MHz).
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No mapa de contornos gHSQC-TOCSY, em CDCls, de 1, dentre outras, obser-
varam-se correlagdes entre o carbono em & 55,9 (C-5) e os hidrogénios em & 1,74
(H-7eq), 1,50 (H-6ax € H-6eq), 1,45 (H-7ax) € 0,83 (H-5), o carbono em & 39,1 (C-1) e 0s
hidrogénios em & 1,66 (H-1eq), 1,59 (H-2ax) € 1,13 (H-3ax) € 0 carbono em & 31,0 (C-
-13) e os hidrogénios em & 2,38 (H-15a), 2,16 (H-15b), 1,95 (H-13), 1,41 (H-12a), 1,34
(H-11a e H-11bp), 1,24 (H-12b), 1,00 (Me-16) e 0,75 (H-9). Esses dados, assim como
as demais correlacdes heteronucleares observadas por esse experimento, seja em
CDCIs ou nos outros solventes, quando foram devidamente interpretados com a assis-
téncia dos outros espectros de RMN, sobretudo os de RMN de 13C, DEPT 135° e gHS-
QC, evidenciaram trés sistemas de spin independentes na estrutura molecular de 1: i)
constituido por trés grupos metilénicos ligados em sequéncia (C1 a C-3), ii) constitui-
do por dois grupos metilénicos e um metinico (C-5 a C-7) e iii) constituido por trés gru-
pos metilénicos (C-11, C-12 e C-14), dois metinicos (C-9 e C-13) e um metilico (C-16)
(figuras 85-90, p. 127-129).
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Figura 85 - Mapa de contornos (expanséo) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCls, 14,1 T).

)

1 1

{59.36,0@ .

{55.95,0.83i

{59.30,1.25} -
e T3
{59.33,1.33%

{59.33,1 HEEE=N
AL 3

{55.96,1.73E

62.5 61.5 60.5 59.5 58.5 57.5 56.5 55.5 54.5 53.5

Figura 86 - Mapa de contornos (expanséo) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 87 - Mapa de contornos (expanséo) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 88 - Mapa de contornos (expanséo) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 89 - Mapa de contornos (expanséo) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 90 - Mapa de contornos (expansédo) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCls, 14,1 T).
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A subestrutura |, a qual contém o sistema de spin mais extenso, foi determina-
da com base em algumas das correlagdes a longa distancia (J2 e J3) observadas por
meio do experimento gHMBC (figuras 91 e 92, p. 130). Em CDCls, destacaram-se as
correlacdes entre o carbono em & 59,3 (C-9) e os hidrogénios (2Hs) em 6 1,34 (H-11a
e H-11p) e os carbonos em & 178,2 (C-15), 40,5 (C-12), 31,0 (C-13) e 19,7 (C-16) e
0s hidrogénios em 6 2,38 (H-14a) e 2,16 (H-14b). E, em (CD3)2CO, destacaram-se as
correlacdes entre o carbono em & 23,3 (C-11) e o hidrogénio em 6 1,91 (H-13) e o
carbonoem & 32,0 (C-13) e o hidrogénio em & 1,25 (H-12p) (figura 92, p. 130). As mul-
tiplicidades, as constantes de acoplamento e os valores dos deslocamentos quimi-
cos dos hidrogénios desse sistema de spin foram totalmente compativeis com a sub-
estrutura proposta (tabela 5, p. 132). Igualmente compativeis foram os acoplamentos
escalares (homonucleares) observados pelo experimento *H-'H gCOSY, dos quais se

destacam alguns dos mais importantes e melhor resolvidos na figura 92, p. 130.

Figura 91 - Subestruturas | a lll. A direita esta a estrutura planar de 1, e em destaque as correlacfes
gue conectam as subestruturas. O asterisco (*) significa que naquela posi¢cdo ha um carbono nédo
hidrogenado.
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Figura 92 - Correlacdes homo- e heteronucleares observadas para a subestrutura | de 1.
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A subestrutura lll, por outro lado, foi deduzida pela multiplicidade, em (CD3)2CO,
do hidrogénio metinico (duplo dubleto, H-5), pelas multiplicidades, em CD3OD, de dois
dos hidrogénios metilénicos (& 1,74: dt ap; 6 1,59: td ap; H-7eq € H-6ax, respectiva-
mente) e por experimentos de irradiacdo seletiva, HOMODEC, os quais foram efetua-
dos em CDCls. Como esperado para uma sequéncia CH—CH2—CHz, ao invés de uma
CH2—CH-CHpg, irradiacédo em & 1,74 resultou nas simplificagbes dos sinais em 6 1,50
(H-6a e H-6pb) e 1,45 (H-7ax) e em nenhuma alteracdo na feigédo do sinal em 6 0,83 (H-
-5) (figura 93, p. 131).

Figura 93 - Espectro (expanséo) de RMN de *H (HOMODEC) irradiando-se na frequéncia de
absorgdo do H-7eq (6 1,74).
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A conectividade entre as subestruturas | a lll, a natureza do sistema biciclico
e alocalizacao dos grupos metilicos e hidroxilico na estrutura molecular de 1 foram in-
feridas pelas demais correlacdes a longa distancia presentes nos mapas de contornos
gHMBC, especialmente pelas correlacdes, em CDCIs, entre o carbono em & 73,3 (C-
-8) e 0s hidrogénios em & 1,34 (H-11a € H-11b), o carbono em & 59,3 (C-9) e os hidro-
génios em 8 1,74 (H-7eq), 1,11 (Me-17) e 0,95 (Me-20), o carbono em & 55,9 (C-5) e
os hidrogénios em & 1,66 (H-1eq), 1,37 (H-3eq), 0,95 (Me-20) e 0,82 (Me-19) e entre 0
carbono em & 21,6 (C-19) e os hidrogénios em & 0,86 (Me-18) (figura 91, p. 130).




Resultados e discussdo

132

Tabela 5 - Dados de RMN de 'H e de 3C de 1 (14,1 T, 8, W12 0u J em Hz).

Posicdo 18 1% 1°
dc [ dc SH dc OH
leg 39,1 1,66 dtd ap, W12 12,6,3,0e 1,2 40,2 1,71 dtd ap, W12 12,6, 2,7 e 1,8 40,6 1,69 dtd ap, W12 12,6,3,4e 1,0
lax 0,85 comp 0,89 td ap, W12 13,1 € 3,2 0,88 comp
2eq 18,1 1,39 m 19,0 1,38 m 19,6 1,40 m
2ax 1,59 gt ap, W12 13,6 € 3,3 1,62 m 1,64 gt ap, W12 13,6 € 3,5
3eq 42,0 1,37 m 42,9 1,37 m 43,3 1,39 m
3ax 1,13 td ap, W12 13,9 € 4,6 1,16 td ap, W12 13,8 € 4,2 1,17 td ap, W12 14,0 € 4,3
4 33,2 - 33,9 - 34,2 -
Sax 55,9 0,83 comp 56,9 0,87dd,12,0e 1,8 57,5 0,87 comp
Beq 18,3 1,50 m (2Hs) 19,3 1,43 (2Hs) 19,3 1,47 m
Bax 1,59 td ap, W12 12,8 e 3,2
Teq 42,2 1,74 m 43,3 1,72 m 43,1 1,75 dt ap, W12 13,8 € 3,0
7 ax 1,45 m 1,44 m 1,43 m
8 73,3 - 72,6 - 73,9 -
ax 59,3 0,751, W1, 3,4 60,5 0,71dd,4,2e2,4 61,0 0,72dd, 4,3e2,7
10 38,9 - 39,8 - 40,2 -
11 22,5 1,34 m (2Hs) 23,3 1,52 ddt ap, 13,8,12,8e 4,4 23,6 1,43 m
1,32 m 1,33 m
12 40,5 1,41 m 41,5 1,45 m 41,9 1,43 m
1,24 ddd ap, W12 12,8, 7,0 € 4,8 1,25 ddd ap, W12 13,2, 7,2e 5,0 1,24 m
13 31,0 1,95 oct ap, Wi 6,6 32,0 1,91 oct ap, W1 6,6 32,5 1,92 oct ap, Wi 6,6
14 41,1 2,38 dd, 15,0e 6,0 41,6 2,34 dd, 15,0e 6,0 42,5 2,32dd, 15,0e 6,2
2,16 dd, 15,0e 8,2 2,09dd, 150e 7,8 2,09 dd, 15,0e 8,0
15 178,2 - 174,2 - 177,2 -
16 19,7 1,00d, 6,7 20,1 0,98d, 6,7 20,2 0,98d, 6,6
17eq 30,4 1,11s 31,3 1,11s 31,1 1,11s
18eq 33,4 0,86 s 33,9 0,87 s 34,0 0,88 s
19ax 21,6 0,82s 22,1 0,84 s 22,2 0,85s
20ax 15,1 0,95s 15,7 1,00 s 15,7 0,98 s

§ CDCls; $(CD3)2CO0); °CD3s0D; comp=Sinal complexo de dificil interpretacéo devido a sua multiplicidade e/ou sobreposigao deste com um ou varios outros si-
nais; ap=aparente. Multiplicidade em italico.
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Assim, a substancia 1, cuja estrutura planar € mostrada na figura 91, p. 130, foi
caracterizada como sendo um diterpeno labdanico, que apresenta um esqueleto carbo-
nico 1-[1-carboxi-2-metil-butil]-2,5,5,8a-tetrametil-decahidronaftalénico e contém uma
hidroxila ligada ao C8. Analises sistematicas dos espectros uni- e bidimensionais de
RMN de 'H e de 13C de 1 permitiram efetuar as atribuicdes inequivocas de todos os
deslocamentos quimicos dos seus hidrogénios e carbonos, nos trés solventes deute-
rados (tabela 5, p. 132). De acordo com essas analises, verificou-se que os desloca-
mentos quimicos previamente publicados (em CDCIs3) para os hidrogénios ligados aos
C-2, C-3, C-6, C-11, C-12 e C-13 necessitavam de correcdes.>® Determinou-se ainda
que as atribuicGes dos deslocamentos quimicos dos C-2 e C-6 estavam trocadas.®®
Além disto, aprofundou-se nas atribuicées dos deslocamentos quimicos dos hidrogé-
nios, uma vez que o deslocamento quimico de um dado nucleo de hidrogénio, aqui,
esta sendo relatado juntamente com a posi¢ao, axial ou equatorial, que este ocupa no
sistema biciclico de 1.

4.4.1.2 Configuracéo relativa do sistema biciclico de 1

4.4.1.2.1 Considerages biossintéticas de diterpenos labdanicos

S&o conhecidos mais de 12.000 diterpenos — de pelo 200 esqueletos carboni-
cos distintos, dos quais cerca de 7.000 sé&o policiclicos.®”198 Enquanto a maioria dos
diterpenos pertence a um conjunto de vinte esqueletos carbdnicos principais, que in-
cluem o labdanico e aqueles relacionados a labdéanicos, alguns dos esqueletos sao re-
presentados por um Unico membro dessa classe de metabdlitos secundarios.®’

Esse numero virtualmente ilimitado de diterpenos é biossintetizado a partir de
um anico precursor universal, o isoprendide linear pirofosfato de (E,E,E)-geranilgera-
nila (GGPP; C20H3sP207), 0 qual é biossintetizado na natureza pela condensacéo, via
umareacéo de adicao eletrofilica a ligagéo dupla C=C, de um difosfato alilico (DMAPP,
GPP ou FPP) com o difosfato de isopentenila (IPP).197-204

Diterpenos policiclicos sdo produzidos a partir das ciclizacdes enzimaticas do
GGPP.198:205206 O evento de ciclizacdo pode ser induzido pela “ionizacdo” de um gru-
po difosfato (ciclases de diterpenos classe 1) ou pela protonacdo de um ligagdo C=C
(ciclases de diterpenos classe I1).2°” O ion carbénio “formado” sofre “uma cascata” de
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ciclizagdes cation-m rendendo um intermedidrio carbocatidnico, que € neutralizado por
ataque nucleofilico ou desprotanacgéo.198205206 A ciclizacéo iniciada via “ionizacdo” do
grupo difosfato pode ser seguida por ciclizacao induzida por protonacéo de ligacdo C=C
ou vice-versa, catalisadas pela mesma enzima (bifuncional) ou por mais de uma enzi-
ma.207208 Além disto, os carbocations inicialmente obtidos pela ciclizacdo do GGPP
podem ter os seus esqueletos carbonicos modificados por meio de rearranjos do tipo
Wagner-Meerwein. 198205206 por fim, os diterpenos obtidos podem sofrer varias reacdes
(enzimaticas) posteriores, tais como, oxidacao, reducéo, epoxidacao, glucosilacdo, en-
tre outras, o que explica a incrivel diversidade de diterpenos conhecidos.198:205.206
Figura 94 - Biossintese dos quatro diastereocisémeros do difosfato de copaloila. Conformacgéo
cadeira-cadeira: série normal, conformacéo cadeira-cadeira enantiomérica (antipoda): série ent,
conformacdao cadeira-barco: série syn e conformacéo cadeira-barco enantiomérica (antipoda): série

ent-syn. Relagdes estereoquimicas anti e syn refere-se as configuragdes relativas entre a Me-20 e os
H-5 e H-9.
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Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 198,205,206.
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A vastidao de esqueletos carbdnicos e configuragdes absolutas que os diterpe-
nos possuem resulta das possibilidades de ciclizacdo do GGPP, que podem ser racio-
nalizadas com base em implicacdes mecanisticas.198205206 Ng biossintese de diterpe-
nos labdanicos, por exemplo, a configuracdo absoluta do produto obtido dependera da
conformacao adotada pelo substrato pro-quiralico [GGPP] durante a ciclizacao (figura
94, p. 134).198.205 Quatro arranjos conformacionais sédo possiveis, dois cadeira-cadei-
ra e dois cadeira-barco, resultando na producéo de diterpenos das seguintes séries
estereoquimicas: 1) série normal, 1) série ent, Il) série syn e V) série ent-syn (figura
94, p. yy). O mecanismo catalitico da ciclase de pirofosfato de ent-copaila, um diterpe-

no da série ent, encontra-se bem compreendido (figura 95, p. 135).2%°

Figura 95 - Mecanismo enzimatico da ciclase de pirofasto de ent-copaloila.

Trp505

Thr421

Trp333

Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 209.

Conforme destacado nafigura 94, p. 134, os labdanos das quatro séries estereo-
guimicas possuem uma juncao trans no sistema decalinico. Por causa disso, diterpe-
nos labdanicos contendo uma juncéo cis entre os anéis de seis membros sédo consi-
derados rarissimos na natureza. Exemplos incluem os produtos naturais peisonnol A
210 e cis-esclareol?!!, os quais foram isolados da alga marinha Peyssonnelia sp. e da
planta Leucas stelligera (Lamiaceae), respectivamente. Embora fora proposto que
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peisonnol A seria um diterpeno de esqueleto labdanico com juncéo cis, Snyder et al.
(2010) demonstraram por sintese total que este tinha uma juncéo trans.?1°

Até o momento, a configuragdo do cis-esclareol nédo foi refutada, porém, cabe
salientar alguns aspectos controversos acerca da caracterizacdo estrutural desse di-
terpeno. Primeiramente, destaca-se que foi sugerido que a conformacdo mais esta-
vel do sistema biciclico do cis-esclareol adota uma conformacgéo cadeira-barco, hipo-
tese que nao parece ser sustentada pelos resultados dos estudos tedricos realizados
neste trabalho, nem pela maioria das evidéncias disponibilizadas na literatura. 212-216
Em segundo lugar, menciona-se que h& na literatura um relato anterior a este da ocor-
réncia de um diterpeno com exatamente os mesmos deslocamentos quimicos de RMN
de 'H e de 13C, para o qual uma configuragédo diferente, anti-syn, foi proposta.?’ Por
fim, torna-se-a claro adiante que nem mesmo os valores dos deslocamentos quimi-
cos de RMN de 3C sdo consistentes com a configuracéo relativa proposta para o cis-
-esclareol.

Apesar dos relatos sobre ocorréncia e biossintese restringiram as relacdes es-
tereoquimicas entre os C5, C10 e C9 a, basicamente, trés tipos comuns!98:205.206 )
anti-anti, ii) ent-anti-anti e iii) anti-syn, tais evidéncias néo sdo suficientes para desta-
car as outras possibilidades por dois motivos principais: i) existem relatos de substan-
cias com configuracdes diferentes?'%2!! e ii) a titulo do que se tem observado na bios-
sintese de esterdides com juncao cis entre os anéis A e B, substancias com configu-
racdes ditas incomuns poderiam ser produzidas a partir das com configuragcées mais
comuns, por exemplo, por epimerizagéo, isomerizagao ou etapas de oxidacao-redu-
¢&0.2% Desse modo, € mais seguro e Util avaliar todas as possiveis estereoquimicas,
e decidir-se por uma com base em argumentos mais concisos, por exemplo, valores

de deslocamentos quimicos de RMN de 3C e/ou Efeitos Overhauser Nuclear.

4.4.1.2.2 Consideragbes preliminares acerca dos comportamentos conformacionais
da cis e trans-decalinas

A trans-decalina € conformacionalmente “rigida”, existindo em uma unica con-
formacéo cadeira-cadeira (grupo de ponto: C2n).218220 Esse termo “rigida” foi questio-
nado por Nasipuri (1994)%'8, quem alertou que ndo se deve confundir habilidade de

inversao com flexibilidade, dado que, no estado liquido, a variavel entrépica (S) € me-
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nor na cis-decalina, e, portanto, o isémero trans, dito rigido, possui maiores graus de
liberdade. Em contrapartida, a situacéo para o isémero cis € um pouco mais compli-
cada, visto que este pode adotar duas conformacdes cadeira-cadeira, que sdo enan-
tioméricas e interconversiveis a temperatura ambiente.218-220

Diferentemente da trans-decalina, onde os hidrogénios em axial e equatorial sédo
sempre distinguiveis por RMN de H, para a cis-decalina se observa um espectro mé-
dio a temperatura ambiente.?!® Todavia, assim como para a trans-decalina??1???, as
demais conformacdes da cis-decalina sdo muito mais energéticas que a cadeira-ca-
deira.?'8-220 Resultados anteriores de calculos (classicos) de mecanica molecular mos-
traram gque a conformacéo cadeira-cadeira da cis-decalina é 5,57 kcal/mol mais esta-
vel que a ca-deira-barco, 8,14 kcal/mol mais estavel que a barco-barco e 6,63 a 7,34
kcal/mol mais estavel que combinac¢fes da conformacao barco-torcido com barco ou

cadeira. 218220

4.4.1.2.3 RelacgOes estereoquimicas entre 0s C5e C-10e C10e C-9de 1

Figura 96 - Provaveis configuracdes relativas para o sistema decalinico do diterpeno 1. Radical
R=CH2CH2CHs equivale aos modelos M1 a M5 e M7 a M9.

R

Além do C13, o diterpeno 1 possui quatro centros estereogénicos (C5, C8, C9
e C10), e, portanto, oito configuracdes relativas seriam possiveis para o sistema deca-
linico — biciclo[4.4.0]decano hexasubstituido — de 1 (figura 96, p. 135). Com a finalida-
de de compreender o efeito da configuracdo sobre o comportamento conformacional
dos modelos M1 a M5 e M7 a M9, efetuaram-se calculos RHF/6-31G, em fase gasosa

a 298,15 K, com essas moléculas (item 3.11.3, p. 90). Para garantir que os resultados
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desses calculos pudessem ser extrapolados aos possiveis estereoisdmeros de 1, e,
ao mesmo tempo, agilizar os estudos computacionais, nas escolhas das moléculas a
serem modeladas, conservou-se a maior parte da estrutura de 1, apenas substituiu-
-se o radical 1-carboxi-2-metil-butilico por um propilico (figuras 97-102, p. 138-140).

Figura 97 - Conférmeros mais estaveis (RHF/6-31G) de M1 a M3.

i TR

+0,00 kcal/mol +0,12 kcal/mol
(55,3 %) (44,7 %)

M1: Conférmeros de menor energia (E  ,<3,33 kcal/mol)

B

+0,00 kcal/mol +0,09 kcal/mol +1,59 kcal/mol
(51,8 %) (44,7 %) (3,5 %)

M2: Conférmeros de menor energia (E ,<3,75 kcal/mol)

e wl 1fl

+0,00 kcal/mol +0,58 kcal/mol +2,32 kcal/mol
(71,6 %) (27,0 %) (1,4 %)

M3: Conférmeros de menor energia (E ,<3,19 kcal/mol)

Figura 98 - Conformeros mais estaveis (RHF/6-31G) de M4.

+0,00 kcal/mol +0,22 kcal/mol +1,10 kcal/mol
(51,4 %) 0 (35,3 %) (8,0 %)
+1,56 kcal/mol +2,01 kcal/mol
(3,6 %) (1,7 %)

M4: Conférmeros de menor energia (E  ,<3,57 kcal/mol)
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Figura 99 - Conférmeros mais estaveis (RHF/6-31G) de M5 e M6 (-Br).

ot R e R

+0,00 kcal/mol +0,15 kcal/mol +0,00 kcal/mol +0,18 kcal/mol
(56,5 %) (43,5 %) (57,5 %) (42,5 %)
M5: Conférmeros de menor energia (E  ,<3,62 kcal/mol) M6: Conférmeros de menor energia (E  ,<3,81 kcal/mol)

Figura 100 - Conférmeros mais estaveis (RHF/6-31G) de M7.

ol i

+0,00 kcal/mol +0,13 kcal/mol +0,31 kcal/mol +0,36 kcal/mol
(29,4 %) (23,5 %) (17,6 %) (16,1 %)

+0,65 kcal/mol +1,65 kcal/mol +1,69 kcal/mol
(9,8 %) (1,8 %) (1,7 %)

M7: Conférmeros de menor energia (E ,<2,98 kcal/mol)

Figura 101 - Conférmeros mais estaveis (RHF/6-31G) de M8.

+0,00 kcal/mol +0,12 kcal/mol +0,46 kcal/mol +0.6(3:(33kga:]|//|)110|
(36,0 %) (29.1%) (16,5 %) e

+1,76 kcal/mol +1,86 kcal/mol +2,04 keal/mol +2,2(%J l;c;!/)mol
(1,8 %) (1,6 %) (1,2 %) ’

M8: Conférmeros de menor energia (E ,<3,15 kcal/mol)
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Figura 102 - Conférmeros mais estaveis (RHF/6-31G) de M9.

+0,00 kcal/mol +0,36 kcal/mol +3,01 kcal/mol
(64,7 %) (34,9 %) (0,4 %)

M9: Conférmeros de menor energia (E ,<3,68 kcal/mol)

Independentemente da configuracéo relativa ou da relacéo estereoquimica, cis
ou trans, da juncdo dos anéis, os resultados dos calculos ab initio mostraram que os
conférmeros de menor energia (Er< 2,98 kcal/mol), pelo menos para os modelos se-
lecionados, adotam uma conformagéo cadeira-cadeira (figuras 97-102, p. 138-140).
Contudo, é importante salientar que os conformeros de M8 e M9 adotam conforma-
cOes cadeira-cadeira inversas as de M5 e M6 (figuras 99, 101, 102, p. 139 e 140). In-
teressantemente, observou-se que M7 sofre interconversao cadeira-cadeira, o que su-
geriu que ainteracao estérica entre os dois grupos metilicos, aqueles ligados aos car-
bonos carbindlico e cabecga de ponte, deve ser intensa, diminuindo a energia de ati-
vacao para a interconversao cadeira-cadeira. Aléem disto, quando se comparou os re-
sultados obtidos para M5 com os de M6 (figura 99, p. 139), evidenciou-se que a pre-
senca do substituinte —Br, mesmo em axial, exerce pouco efeito sobre os comporta-
mentos dindAmicos dos sistemas biciclicos de M1 a M9.

Sendo assim, assumir-se-a que, em solucéo, o (s) conférmero (s) de menor (es)
energia (s) do diterpeno 1, tanto na forma monomérica como na dimérica (provavel-
mente a mais abundante), adota (m) uma conformacao cadeira-cadeira, independen-
temente da sua configuracéo relativa. Além disto, a partir daqui, a menos que se es-
pecifique o solvente deuterado, quando um deslocamento quimico for citado, deve-se

assumir que se refere ao obtido para 1 em CDCls.

4.4.1.2.4 Dados de RMN de 13C: Relacbes estereoquimicas entre C5 e C-10 e C-10
eC9del

Com o intuito de compreender melhor como os valores de deslocamentos qui-
micos de RMN de 13C podem ser utilizados para se determinar as configuragées rela-

tivas em C5, C9 e C10, e, por conseguinte, dizer a qual série estereoquimica perten-
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cia o diterpeno 1, analisaram-se os deslocamentos quimicos das substancias Lit-8 a
Lit-11 (figura 103, p. 141). Esses modelos foram os Unicos parecidos com 1 disponibili-
zados na literatura que atenderam aos seguintes critérios de selecao: i) as configura-
cOes relativas precisavam ter sido estabelecidas por cristalografia de raios-X ou sin-
tese estereosseletiva, ii) ao “C-8" (vicinal ao da cadeia lateral) precisava estar ligado
um grupo —OH, iii) a configuracdo em “C-8” poderia variar, exceto para o modelo syn-
-ant, onde o grupo —OH teria que estar necessariamente em axial, visto que os calcu-
los computacionais mostraram que o equilibrio conformacional desse estereoiséme-
ro parece depender da configuragéo desse centro estereogénico, iv) considerando so-
mente os C-5, C-9 e C-10, haver dados disponiveis para as quatro possiveis configu-
racdes relativas (juncao trans: anti-anti e anti-syn; juncao cis: syn-anti e syn-syn), v)
serem diastereoisdbmeros, vi) a cadeira lateral (ligada em “C9”) tinha que apresentar,
no minimo, ademanda estérica de uma propila e vii) se houvesse algum outro substi-
tuinte na estrutura, seus efeitos sobre 0s deslocamentos quimicos dos carbonos de-

veriam ser dedutiveis.

Figura 103 - Deslocamentos quimicos de RMN de 2C de Lit-8 a Lit-11. Ref. 216. Os deslocamentos
guimicos foram atribuidos neste trabalho. O astericos (*) significa que as atribuicées sédo
intercambidveis. Ref. 210.

Lit-8 Lit-9 Lit-10 Lit-11
anti -anti anti-syn syn -anti syn-syn

Como mostrado nafigura 103, p. 141, os diastereocisdmeros podem ser diferen-
ciados pelos deslocamentos quimicos de trés carbonos: i) —CH (“C-9”) em que esta
ligado a cadeia lateral, ii) -CH (“C-5") cabeca de ponte e iii) —CHs (“C-20") ligado ao
outro carbono cabeca de ponte. O isdbmero anti-anti (Lit-8) pode ser distinguido dos
demais pelo valor do deslocamento quimico do “C-20", o qual € pelo menos 2,1 ppm
mais blindando do que em qualquer um dos demais estereoisémeros. O anti-syn (Lit-

-9) pode ser diferenciado do syn-anti (Lit-10) pelo valor do deslocamento quimico do
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“C-9”, e este [anti-syn] pode ser distinguido dos anti-anti (Lit-8) e syn-syn (Lit-11) pe-
lo valor do deslocamento quimico do “C-5". O estereisdbmero syn-anti (Lit-10) pode
ser reconhecido pelo deslocamento quimico do carbono “C-9”, o qual é significativa-
mente mais blindado do que nos demais estereoisdmeros. Embora os valores dos
deslocamentos quimicos dos carbonos “C-5" e “C-9” do estereoisbmero syn-syn (Lit-
-11) sejam, de certa forma, similares aos do anti-anti (Lit-8), os deslocamentos qui-
micos dos “Cs-20” desses estereoisdmeros diferem-se bastante entre si, 0 que permite

distingui-los.

Figura 104 - Principais interac@es envolvidas nas diferencas de deslocamentos quimicos de RMN de
13C observadas entre Lit-8 a Lit-11. Ref. 210. *Somando-se todas as interacées observadas ao longo
de todas as ligag6es envolvendo o carbono quartendario cabeca de ponte.

Br OH

N

A\

Interacdo y-gauche; alivio da
interacdo estérica com a Me-20

Trm

5* interagbes butano y-gauche;
interacdes 1,3-diaxiais

OAc
Br H
H
\) O
H
Interag&o y-gauche intensa 3* interag&o butano y-gauche

As diferencas supracitadas podem ser entendidas com base em efeitos muito
bem conhecidos e estudados em espectroscopia de RMN de 3C.?22 A blindagem ob-
servada para o “C-5" do estereisdmero anti-syn (Lit-9), em relacdo ao do anti-anti
(Lit-8), mostra que a inversédo da configuracao desse carbono forca a cadeira lateral

a se posicionar em axial, o que resulta numa interacao 1,3-diaxial intensa. Além dis-
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to, essa inverséo de configuracdo anula a interacao y-gauche com o “C-20” desprote-
gendo-0. De modo similar, a blindagem significativa observada para o “C-9” do es-
tereisdmero syn-anti (Lit-10) provém de uma interacdo y-gauche severa com um “ra-
dical do tipo terc-butilico”. Por fim, a diferenca entre os deslocamentos quimicos dos
“Cs-20"dos diastereoisémeros anti-anti (Lit-8) e syn-syn (Lit-11) reflete o nimero me-
nor de interacdes butano y-gauche exercidas sobre o “C-20” (—CHs) no isbmero syn-
-syn (Lit-11); cinco versus trés (figura 104, p. 142).

Para conferir se os modelos Lit-8 a Lit-9 atendiam ao critério VI, consideraram-
-se os efeitos do grupo —Br sobre os carbonos a, B, y, 0 e €. Para derivados 4-terc-bu-
tilciclohexanicos, a insercdo de um grupo —Br em equatorial desprotegeria os Ca, Cf3
e Cy em 25,00, 11,30 e 0,70 ppm, respectivamente, e protegeria os Cd e Ce em 2,02
e 0,33 ppm, respectivamente. Um grupo —Br posicionado em axial, por outro lado, des-
protegeria os Ca e C em 27,50 e 8,12 ppm, respectivamente, protegeria os Cy e Cd
em 6,28 e 1,12 ppm, respectivamente, e exerceria 0 mesmo efeito de prote¢cdo de um

em equatorial sobre o Ce (0,33 ppm) (figura 105, p. 143).2%

Figura 105 - Deslocamentos quimicos de RMN de 13C dos “Cy e Ce e da —Me¢” de Lit-12 aLit-16.

Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 225-231.

Considerando-se os resultados dos calculos ab initio feitos neste trabalho, as-
sumiu-se que o grupo —Br em Lit-8, Lit-9 e Lit-11 estava em equatorial, e, portanto,
este exerceu pouca influéncia sobre os deslocamentos quimicos dos Cy e Ce e sobre
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o0 da —Mesg, o que validou a escolha desses modelos apesar da presenca do grupo —
—Br. Essa simplificacdo foi confirmada pelos dados espectrométricos dos diterpenos,
com relacéo estereoquimica anti-anti, da figura 105, p. 143.225231

Entretanto, no modelo Lit-10, cuja a conformacédo cadeira-cadeira adotada pelo
conférmero mais estavel foi inversa a de Lit-11, o grupo —Br ocupava uma posi¢cao
axial, o que foi corroborado por meio da anéalise conformacional da molécula-modelo
M6 (figura 99, p. 139). Por causa disso, esse grupo exerceu um efeito significativo so-
bre o Cy. Sendo assim, o valor do deslocamento quimico desse carbono estava sub-
estimado para o propdsito desejado neste trabalho, e concluiu-se que este por si so,
sem as devidas corregdes de efeitos de substituintes, ndo serviria para auxiliar no dia-
gnostico de diterpenos (C-8 hidroxilados) com relac&o estereoquimica syn-anti. Con-
tudo, como o valor do deslocamento quimico do “C-9” é o que permiti diagnostica-los,
novamente, a validade do modelo escolhido foi confirmada.

Os dados da figura 105, p. 143, também deixam claro que o deslocamento qui-
mico do “C-9” dependera da configuracdo do carbono carbinélico, —-C-OH, bem co-
mo da natureza da cadeia lateral. Portanto, esses aspectos estruturais e suas impli-
cacles sobre o deslocamento quimico do carbono “C-9” devem sempre ser consi-
derados. A dependéncia decorrente da configuracdo do C-OH é detalhadamente dis-
cutida, dentro do contexto da determinagao da configuracédo relativa do C-8 de 1.

Ja que os deslocamentos quimicos dos carbonos podem mudar drastica e/ou
arbitrariamente dependendo das presenca e posi¢cao espacial de algum substituinte
adicional na estrutura, a proposi¢ao de regras empiricas que tenham utilizagcao univer-
sal nunca foi o objetivo do presente trabalho. Contudo, as observacgdes feitas a partir
de uma anélise comparativa dos dados espectrométricos de Lit-8 a Lit-11, quando
empregadas em um contexto adequado, cobrirdo um numero expressivo de diterpe-
nos. Além disso, a aplicabilidade das regras empiricas que emergiram a partir dessas
observacdes pode ser expandida se associadas com as regras bem estabelecidas de
efeitos de substituintes sobre os deslocamentos quimicos de carbonos.??* Na discus-
sao da caracterizacao estrutural do diterpeno 4 é fornecido um exemplo de como uti-
lizar essas regras de forma expandida.

Os valores determinados para os deslocamentos quimicos dos C-5 e C-9 e do
carbono da Me-20 do diterpeno 1 foram & 55,9, 59,3 e 15,1, respectivamente. Estes

foram muito similares aos dos modelos da figura 105.225231 E jmportante enfatizar que
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todos os modelos dessa figura tiveram suas configuragcdes confirmadas por cristalo-
grafia de raios-X ou sintese estereosseletiva, e, por isso, foram escolhidos. Com ba-
se nessas evidéncias experimentais, e em tudo que foi exposto acima, tornou-se evi-
dente que, como fora publicado por Marchesini et al.%, o acido (-)-ent-8B-hidroxi-lab-
dan-15-6ico tem configuracao relativa anti-anti, uma vez que somente essa relacao
estereoquimica explicou os valores de deslocamentos quimicos observados para os
C-5 e C-9 e para o carbono da Me-20, em especial o deslocamento quimico deste ul-
timo (6 15,1).

4.4.1.3 Configuragao relativa em C-8 de 1

A determinacao da configuracéao relativa em C-8 péde ser feita baseando-se em
varias argumentacdes e evidéncias experimentais. A primeira evidéncia foi o valor do
deslocamento quimico observado parao C-17 (6 30,5) de 1, o qual foi consistente com
um grupo metilico ocupando uma posicao equatorial. Consequentemente, o grupo hi-
droxilico (—OH) estava em axial.>®

Em 1977, Imamura et al.?*? relataram que a inversédo da configuracdo em C-8
resultava numa mudanca significativa do deslocamento quimico do C-17. Relataram
ainda que metilas em axial sdo mais blindadas que as em equatorial.?3? Especifica-
mente, eles observaram que o C-17 do &cido labdandélico, que ocupa uma posi¢cao axi-
al, era 7,4 ppm mais blindada que o C-17 do éster metilico do &cido ent-labdan-83-
-0l-15-6ic0.%*? Efeitos de blindagem bem préximos a esse (6-8 ppm) foram calculados
a partir dos dados espectrométricos dos modelos da figura 106, p.146. Além disto, as
similaridades entre o deslocamento quimico do C-17 de 1 com os dos modelos com
grupo metilico em equatorial confirmaram que o grupo —OH em C-8 de 1 estava axial-
mente posicionado.?20.233-235

O valor de deslocamento quimico observado para os hidrogénios da Me-20 (&
0,95) também estava de acordo com a configuracao relativa determinada para o C-8
de 1. Segundo Hugel, Oehlschlager e Ourisson (1966), quem primeiramente fizeram
essa observacao, os hidrogénios da Me-20 sao relativamente mais blindados quando
o grupo hidroxilico estd em equatorial e a Me-17 em axial do que vice-versa.?3¢ No di-

terpeno (13S)-ent-labdan-8a-ol-15-0ato de metila, por exemplo, o valor do desloca-
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mento quimico (& 0,81) dos hidrogénios da Me-20 € 0,14 ppm menor do que no seu
epimero C-8 (6 0,95).232:236

Figura 106 - Deslocamentos quimicos de grupos metilicos em axiais e equatoriais, em substancias
estruturalmente similares ao diterpeno 1.

on 23,44
31,41 M\OH
H
(Cbg),CcO (cby),CO
23,21 25
OH
OH
31,36 OH
CeDs CDClj CDCly
o 23,8
30,5 OH
H  cpcl, H  cbcl,

Fonte: Elaborada pelo autor. Refs. 220, 233-235.

Os efeitos do grupo —OH e da sua orientacdo espacial sobre os deslocamen-
tos quimicos dos carbonos a, B, y e & foram extensivamente estudados para sistemas
ciclicos, inclusive para decalinas.??3224237 Em é&lcoois secundarios, os efeitos de des-
protecdo em Ca e CB sdo maiores quando um grupo hidroxilico esta em equatorial
do que em axial; Ca: 44,13 versus 38,93 ppm e CB: 8,52 versus 5,95 ppm, respecti-
vamente.??* Em contrapartida, observou-se que um grupo hidroxilico (-OH) em axial
exercia maior desprotecdo sobre o C3.22* Um exemplo disso sdo os efeitos exercidos
sobre as metilas angulares em anéis peridrociclopentanofenantrénicos, onde um —OH
em axial as desprotegem em 2,5 a 3,2 ppm, enquanto um em equatorial em 0,6 a 0,8
ppm.?3® Ja as posicdes y sdo protegidas pelo grupo hidroxilico, por algo em torno de

6,9 ppm quando este estd em equatorial e por ~2,3 ppm quando esta em axial.??*
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Os valores supracitados para os efeitos a, 3 e y séo relativos aos dos isbmeros
do 4-terc-butilciclohexan-1-ol, os quais ndo possuem substituintes nas posi¢oes B (2
e 6) ey (3 eb) e, por causa do substituinte anancomérico, sdo conformacionalmente
rigidos, podendo estes, portanto, ser diferentes dependendo de aspectos estruturais
e dindmicos do alcool, bem como da natureza do sistema ciclico. Para derivados ciclo-
hexanicos, resultados anteriores mostraram que as magnitudes e mesmo 0s sinais
dos tais efeitos — a, B e y — podem sofrer alteracdo caso haja um ou mais grupos al-
quilicos em uma ou mais dessas posicdes.??*

De igual modo, em alcoois terciarios, onde estdo presentes interacdes estéril-
cas severas, que podem ser realcadas pela existéncia de grupos nos Cf3 e Cy, as pre-
dicdes dos efeitos exercidos pelo grupo —OH sobre o Ca e os carbonos vizinhos néo
sdo simples.??423% Como exemplo, citam-se os efeitos do —OH nos isémeros cis e trans
do 1-metil-4-terc-butilciclohexan-1-ol. Um —OH em equatorial desprotege os Ca, CB,
Cy e a metila em 43,82, 8,13, 3,57 e 7,79 ppm, respectivamente, e protege o Cd em
1,05 ppm. Um —OH em axial exerce efeitos de mesmos sinais sobre os Ca (+36,26
ppm), CB (+3,31 ppm) e Cd (-0,27 ppm) e sobre o grupo metilico (+8,71 ppm), mas de
sinal contrario sobre o Cy protegendo-o em 5,02 ppm. A desprote¢do causada no Cy
pelo —OH em equatorial contrasta com o que geralmente ocorre em alcoois secunda-
rios ciclicos, onde se observa uma prote¢do.??* Os valores citados para o iSsoméro cis
foram calculados em relagéo aos do isdmero trans do 1-metil-terc-butilciclohexano, en-
quanto o do estereoisomero trans foram calculados em relacéo aos do cis-1-metil-terc-
-butilciclohexano.??*

Posto isso, torna-se claro que as estimativas de deslocamentos quimicos de
carbonos visando a determinacao da posicao, equatorial ou axial, de um grupo hidro-
xilico em alcoois terciarios ciclicos precisam ser efetuadas com muita cautela. Neste
sentido, selecionaram-se 0s deslocamentos quimicos dos carbonos dos modelos Lit-
-17 e Lit-18, os quais sdo substancias decalinicas com substituintes nas mesmas po-
sicOes que as do diterpeno 1. Contudo, diferentemente da metodologia adotada para
avaliar os efeitos de protecéao/desprotecdo do —OH sobre os carbonos dos isémeros
do 1-metil-4-terc-butilciclohexan-1-ol, efetuaram-se calculos entre os deslocamentos
quimicos dos carbonos dos dois alcoois epiméricos selecionados.?®> Considerando-
-se os dados espectrométricos de RMN de 3C de Lit-17 e Lit-18, os quais foram ad-

quiridos em CDCIs, e a subtragdo dos dados de Lit-17 menos os de Lit-18, calculou-
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-se um efeito de blindagem de 1,3 ppm para o Ca, de 2,4 ppm para o CB, de 3,1 ppm
para o CR’, de ~2,5 ppm para o CHy e de 0,4 ppm para a Med (figura 107, p. 148).235

Figura 107 - Deslocamentos quimicos de RMN de 2C de Lit-17 e Lit-18. Valores de
OA(Lit-17 menos Lit-18).

Ad(Lit-17 menos Lit-18)

Fonte: Elaborada pelo autor. Ref. 235.

A partir dos valores calculados de dA(Lit-17 menos Lit-18), os deslocamentos
quimicos dos C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-17 e C-20 de 1 foram preditos. Para is-
S0, partiu-se dos valores relatados para ambos os epimeros C-13 do acido labdano-
lico (figura 108, p. 149).240-242 A configuracdo absoluta do epimero C-13S foi estabe-
lecida por derivatizacdo deste com brometo de p-bromo fenacila e subsequente ana-
lise cristalografica do derivado obtido.?*? Para as predi¢des partindo-se do correspon-
dente epimero C-13R, utilizaram-se os dados recentemente publicados por Garcia-
-Sanchez et al., quem determinaram a configuragéao absoluta do acido (+)-(5S,8R,9R,
10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-6ico por estudos de dicroismo circular vibracional (VCD)
associado com calculos quimico-quanticos do seu éster metilico.?4!

Como mostrado na figura 108, p. 149, independentemente da configuracédo da
cadeia lateral, os valores dos deslocamentos quimicos preditos para os Ca (C-8), CB
(C-9), CB' (C-7), Cy (C-6) e para a Me-d (C-20) foram muito proximos aos valores ob-
servados experimentalmente para o diterpeno 1, corroborando, assim, com a afirma-
cdo que 0 —OH em C-8 de 1 estava em axial. Por fim, os dados espectrométricos de
RMN de 13C dos epimeros C-8 Lit-15 e Lit-16 (figura 105, p. 143) confirmaram isso

definitivamente.




149
Resultados e discussdo

Figura 108 - Predicdo dos deslocamentos quimicos de RMN de 3C dos C-5, C-6, C-7, C-8, C-9,
C-10, C-17 e C-20 de 1 partindo-se dos dados dos epimeros do 4cido labdandlico.240.241

a) Acido b) Acido Diterpeno 1:
labdandlico: labdandlico: Observados
C-13S C-13R

Diterpeno 1: Diterpeno 1:
preditos a partir preditos a partir
dos dados de a) dos dados de b)

4.4.1.4 Confirmagao das configuracdes relativas em C-5, C-8, C-9 e C-10: nOes e
analises das multiplicidades

Figura 109 - Interacdes espacias (selecionadas) e acoplamentos escalares 'H/*H chaves para a
confirmacéo da configuracao relativa do sistema decalinico de 1.

Acoplamento em
W: 1,2 Hz B coci, (noe)

[} cocl, (noe)

I cocl, (roe)
COLH ey I (cD),CO (nOe)

Acoplamento . (CD,),CO (nOe)

diaxial: 12,0 Hz

Efeitos Nuclear Overhauser

Com o intuito de refinar as atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos hidro-
génios do sistema biciclico de 1, diferenciando-se as posi¢des axiais e equatorias que
estes ocupavam, bem como obter evidéncias definitivas acerca das configuracdes re-
lativas em C5, C8, C9 e C10, efetuaram-se analises sistematicas das multiplicidades

e constantes de acoplamentos (tabela 5, p. 130) desses hidrogénios e conduziram-
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-se experimentos de NOESY e ROESY (figura 109, p. 149). Como mostrado na figura
109, onde os resultados obtidos nesta etapa sdo resumidos, as interacdes espaciais
observadas pelos experimentos de NOESY e ROESY foram totalmente compativeis
com a configuracao relativa proposta para o sistema decalinico de 1. Algumas das
multiplicidades e constantes de acoplamento descritas para 1, e para as demais
substancias obtidas neste trabalho, foram estimadas ou determinadas por meio de

simulac6es no programa FOMSC3.243

4.4.1.5 Configuracéo absoluta (CA) de 1

4.4.1.5.1 Atividade 6ptica de 1

O 4cido 8B-hidroxi-labdan-15-6ico (1), [a]?-5,4 deg/[dm(g.cm?)] (s=0,06; c. 0,2;
CHCIs), isolado dos excrementos de imaturos de B. polydamas, apresentou uma rota-
¢ao Optica especifica com cerca de metade da magnitude do previamente isolado das
folhas do mesmo espécime de A. giberti utilizado para alimentar as lagartas, [o]> -10,5

deg/[dm(g.cm3)] (c. 0,2; CHCI3).>°® Além disto, observaram-se diferencas quando se
compararam os valores dos deslocamentos quimicos obtidos para o diterpeno 1 com
os previamente publicados.®® Apesar dessas inconsisténcias, uma analise comparati-
va, efetuada entre os espectros de RMN de H de F-1F, Ba-1F e 1, revelou que a subs-
tancia excretada pelas lagartas se tratava da mesma substancia terpénica presente
nas folhas (figuras 110 e 111, p. 150 e 151).

Figura 110 - Dados de RMN de 'H de 1 obtidos e publicados por Marchesini et al. (2009).5°

xfo/\ L\
141m 1,00d 2,38dd NCa 0,98 dd 2,36 dd
1,24ddd = 2,16dd 137m = 2,16 ddq
1L3am 2H) N2 P T
166didap g5 o= 1,95 oct aQO 2H 1.64dl ggs= 1,13 m CO 2|_I
0,85comp = - OH 084m = = OH

1,59 qt ap
1,39 m

111s

1,74 dd,13,0e 3,0
1,47m
Z H 150 m (2m) H 167m,150m

# 0,83 comp
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1,35 m
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500 MHz).

-1F e c¢) Ba-1F (CDCls,

b) F

Hdea) 1l

Figura 111 - Espectros de RMN de
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Com base na magnitude e no sinal da rotacao Optica especifica observados pa-
ra 1, foi anteriormente proposto que o diterpeno 1 pertencia a série enantio e que a
configuracdo em C-13 seria S.43°% A principal argumentacéo dada para sugerir a con-
figuracdo em C-13 fora que 1 apresentara um valor de rotacdo optica significativamen-
te diferente de seu éster metilico C-13R.%° Ja a configuracéo absoluta (CA) do sistema
trans-decalinico foi sugerida baseando-se no sinal negativo da atividade 6ptica obser-
vada para 1.43

Apesar da polarimetria estar, sobretudo com os avancos da quimica tedrica e
dos computadores, ressurgindo como uma ferramenta Gtil e confiavel para a determi-
nacdo de CA?#4251 dados de rotacédo Optica por si s6 devem ser utilizados com muito
cuidado para esse fim.244.248.251.252 Estudos de correlagfes entre atividades dpticas de
substancias analogas, outrora largamente utilizados para inferir CAs, também possuem
diversas limitagGes?44248.251-253 yisto que os sinais e as magnitudes das atividades 6p-
ticas podem variar de formas arbitrarias mesmo entre substancias estruturalmente mui-

to similares (figuras 112-115, p. 152 e 153),240:241,247,248,251,254

Figura 112 - Atividades 6pticas dos epimeros C-13 do acido labdandlico. Refs 240 e 241.

Epimeros C-13 com sinais de atividade éptica invers  as

[a], +5 deg/[dm(g/cm?)] [a], -6.6 deg/[dm(g/cm?)]

Figura 113 - Efeito da metilacdo de grupos —CO2H e —OH sobre a magnitude da atividade 6ptica. Ref.
254,

Atividades opticas de analogos

N oL

[a], +21,5 deg/[dm(g/cm?)] [a], +5,3 deg/[dm(g/cm3)]
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Figura 114 - Efeito da oxidagdo de um grupo —CH2OH sobre a magnitude e sobre o sinal da atividade
Optica. Ref. 251.

Diterpenos labdanicos da mesma série estereoquimica s com sinais
de atividade Optica inversas

OH
CHO
S G
ZH A
[a], +14,5 deg/[dm(g/cm3)] [a], —41,5 deg/[dm(g/cm?)]

Figura 115 - Exemplo classico dos iridéide isoplumericina, plumericina e oruvacina, respectivamente.
Refs. 247 e 248.

Variagdo do sinal da atividade oOptica

OMe

[a], +214,6 deg/[dm(gicm3)]  [a], +198 deg/[dm(gicm?)]  [a], +193 deg/[dm(g/cm?3)]

Sendo assim, neste trabalho, revisitou-se a CA do &cido 83-hidroxi-labdan-15-
oico (1), o qual foi isolado de excrementos de lagartas da borboleta B. polydamas e
havia sido previamente obtido das folhas do espécime utilizado para alimenta-las.>®
Embora fora comprovado que o diterpeno isolado de fezes era 0 mesmo que estava
presente nas folhas de A. giberti, tomou-se, nesta etapa, o cuidado de utilizar apenas
massa de 1 isolada do extrato fecal.

A configuracao relativa do sistema decalinico de 1 foi minuciosamente estabe-
lecida por analises espectroscopicas de RMN, enquanto que a configuracéo absoluta

foi determinada por estudos de DCV associado com calculos quimico-quanticos [DFT:
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B3LYP/6-31G(d)]. Embora com grau de confianga de atribuicdo muito baixo, os resul-
tados obtidos pelos estudos de DCV sugeriram que a configuracdo em C-13 de 1 era
R, ao invés de S. Por isso, empregaram-se diversas abordagens adicionais, que in-
cluiu a aplicacdo de uma metodologia de RMN (método PGME) baseada na derivati-
zac&do com reagentes quirais anisotrépicos!®?, para se determinar a configuracdo em
C-13 de 1.

4.4.1.5.2 Dicroismo circular vibracional: Andlise de diterpenos

A propriedade dicroismo circular (DC) refere-se a absorc¢éo diferencial das lu-
zes circularmente polarizadas para a direita e esquerda, que ocorre quando uma mo-
lécula contém um ou mais croméforos quiralicos.?®® Diferentemente da polarimetria,
gue se baseia no fato que moléculas quirais exibem birrefringéncia circular, isto €, di-
fratam desigualmente as duas componentes de uma luz linearmente polarizada, so-
mente em comprimentos de onda (A) nos quais ocorrem absor¢des é que se verifica
o fendmeno do dicroismo circular.?%5-2%7

A espectroscopia de dicroismo circular vibracional (DCV) € uma técnica quiro-
ptica que mede a propriedade DC, de moléculas quirais, em comprimentos de onda
onde ocorrem transi¢des vibracionais.?>” A primeira medida de DCV foi efetuada em
1974 por Holzwarth et al.?>® Logo em seguida, uma série de trabalhos utilizando essa
técnica foi publicado por um grupo de pesquisa do Laboratorio Stephens da Univer-
sidade do Sul da California (USC), quem analisaram 23 substancias.?®’ Os resultados
desses trabalhos evidenciaram o grande potencial da técnica DCV para se determi-
nar a CA de substancias quirais, principalmente daquelas que nao atendiam aos cri-
térios necessarios para serem analisadas por dicroismo circular eletrdnico.?>’

Segundo Stephens, Devilin e Cheeseman (2012), os dois principais gargalos
que limitaram a utilizagcdo de medidas de DC na regido do IV nos primeiros anos da
sua implantagéo foram: ) a instrumentacao existente operava em uma faixa restrita
de frequéncia (2>1.600 cm™) e Il) uma metodologia tedrica confiavel precisava ser de-
senvolvida para simular espectros com valor pratico.?®” Com o passar dos anos, es-
ses desafios foram, e continuam sendo, superados, e, hoje, a espectroscopia de DCV
tem sido a cada dia mais utilizada na determinacdo de CAs, como foi constatado por

um levantamento bibliografico realizado nas bases de dados Web of Science e Che-
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mical Abstracts. Esse levantamento resultou na localizacao de 14 trabalhos que utili-
zaram essa técnica para a determinagdo ou para a revisdo da CA de diterpenos, dos

quais 3 foram especificamente com labdanos.?41:254.259

4.4.1.5.3 Consideragfes sobre analises conformacionais de acidos carboxilicos e
determinacao da configuracéo absoluta de 1d por DCV

Acidos carboxilicos sdo conhecidos pelas fortes associacdes intermoleculares
que estabelecem, as quais estdo presentes em solu¢des, mesmo diluidas, e nas fases
liquida, soélida e gasosa.?®? Acido acético, por exemplo, forma, na fase gasosa abaixo
de 150 °C, dimeros ciclicos centrossimétricos, com energia de dissociacdo de aproxi-
madamente 15 kcal/mol.?®! Outras espécies, tais como, dimeros ciclicos de outras si-
metrias, dimeros aciclicos, trimeros e tetrameros, também tém sido detectadas para
alguns acidos carboxilicos.261.262

Em solventes de baixas constantes dielétricas, como CCls e CHCIs, acidos car-
boxilicos, inclusive os acidos acético e férmico, existem em equilibrio nas formas mo-
nomérica e dimérica, mas, em geral, predomina o dimero ciclico centrossimétrico.?53
Entretanto, é conhecido que uma ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o grupo
carboxilico e um doador de elétrons pode favorecer a formacao da espécie monomé-
rica tornando-a mais, ou tdo estavel quanto, a dimérica.?®® Neste sentido, Kuppens
et al., em 2006, mostraram por DCV que, em CHCIs e CS2, a proporcao da espécie
monomérica do acido tetrahidrofuran-2-carboxilico € muito préxima a do dimero cicli-
co, devido a ligacdo de hidrogénio intramolecular que os conférmeros monoméricos
mais estaveis estabelecem em soluc¢des de solventes apolares ou de baixas polarida-
des.?60

Além disto, para acidos carboxilicos em solu¢des observaram-se também, teo-
rica- e experimentalmente, associa¢gfes heterodiméricas, acido carboxilico—solvente,
e formacéo de microfases.?61:263 Solugdes aquosas de acido acético, por exemplo, for-
mam duas microfases, uma rica em H20 e outra rica em acido acético.?®®> O mesmo
comportamento também foi observado em metanol e etanol.262 Por outro lado, em so-
lugdes de solventes polares apréticos, como nitrilas e éteres, observaram-se duas es-

pécies em equilibrio para o acido acético: i) a espécie monomeérica e ii) uma espécie
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dimérica constituida por uma molécula de acido acético e uma do solvente.?6%.263 |sso
evidenciou que os mondmeros séo preferencialmente formados nesses solventes.?6!

E conhecido que, em estudos de DCV de é&cidos carboxilicos, simulacdes de
dimeros ou de adutos com acido formico resultam numa melhor correlagéo entre os
espectros de DCV e IV experimentais e calculados.?6! Todavia, como exposto acima,
os acidos carboxilicos exibem comportamentos dindmicos bem complexos, o que tor-
na as suas analises conformacionais muito custosas do ponto de vista computacio-
nal, principalmente quando a molécula a ser estudada possui varias ligacdes rotacio-
naveis. Sendo assim, para facilitar os estudos conformacionais e, por conseguinte, ga-
rantir as qualidades das curvas simuladas, como sugerido pelos autores dos trabalhos
anteriores com diterpenos labdanicos?41:25425° escolheu-se para efetuar o estudo por
dicroismo circular vibracional (DCV) associado com calculos DFT o éster metilico 1b,
o qual foi preparado pela metilagdo de 1 com diazometano.

A formacgao do derivado 1b foi confirmada por RMN e EM (figuras 116 a 120,
p. 156 e 157). No espectro de massas de 1b, com ionizag&o por eletrospray no modo
positivo, observaram-se picos de ions com m/z 321,2 ([M—-H20+H]*), 356,3 ([M+NHa]"),
361,3 ((M+Na]*) e 377,1 ([M+K]*), os quais foram compativeis com a férmula molecu-
lar C21H380s.

Figura 116 - Espectro de massas de 1b (IES, +10 V, infuséo direta).

356.3[M+N H4]+
7.0e61 AN CO,Me

6.566-
6.066
5.566 1
5.066
4.5e6
4.0e6
3.5e6 4
3.066

2.5€6 [M-H,O0+H]*

321.2

2.0e6

1506- 457 s|M+Na]*

1.0e6 3613

[M+K]*

5.0e5 3771

.0’ T T T T T T T T T T T T T T — T T ‘\ T T T ‘\ T ‘\ “ T T \‘ T T . T T T T T T T T T 1

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
m/z, Da




157
Resultados e discussdo

O espectro de RMN de 3C de 1b (figura 119, p. 158) foi muito semelhante ao
de 1. As Unicas diferencas observadas foram: i) houve uma mudanca significativa no
deslocamento quimico do C-15 (1Ad1=4,5 ppm) e ii) apareceu, no espectro de 1b, um
sinal com deslocamento quimico tipico de carbono metoxilico alifatico. Os valores dos
demais deslocamentos quimicos dos carbonos de 1b foram quase idénticos aos de
1 (figura 117, p. 157). O espectro de RMN de 'H de 1b também foi muito parecido com
o do correspondente acido, sendo a presenca de um singleto de hidrogénios metoxili-
cos em 0 3,66, e a blindagem dos hidrogénios metilicos ligados em C-16 as diferen-

cas mais perceptiveis entre os espectros (figura 118, p. 157).

Figura 117 - Dados de RMN de 13C de 1 e 1b, respectivamente.

9,7
40,5 178,2
22,
151 = 310 COZH
E 21,1

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos de 1b (ta-
bela 6, 163) foi efetuada pela andlise dos seus dados espectrométricos de RMN de 'H
e de 13C uni- e bidimensionais, bem como pela comparacédo desses dados com os de

1 e com os de modelos disponibilizados na literatura.>%232.264

Figura 118 - Espectros de RMN de 'H de 1 e 1b (CDCIlz, 600 MHz), respectivamente.

~OMe N coH
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Figura 119 - Espectro de RMN de 13C de 1b (CDCIls, 151 MHz).
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O derivado 1b, o qual é oleoso a temperatura ambiente, apresentou um valor
de rotacao Optica especifica de [a]2D5—7,3 deg/[dm(g.cm3)] (c. 0,2; CHCI3). Para o epi-

mero C-13S de 1b, encontram-se relatos na literatura de valores de —4,0 a -5,0 deg/
[dm(g.cm) para essa propriedade quiréptica e um intervalo de fusdo de 82-83° C.23%
264 por causa dessas pequenas mas importantes discrepancias, associadas ao fato das
CAs de 1 e 1b (C-13S) terem sido previamente estabelecidas por métodos empiricos,
investigaram-se, por DCV associado a céalculos DFT, as configuracbes dos carbonos
estereogénicos do sistema decalinico e da cadeia lateral de 1b. As curvas tedricas dos
quatro diastereoisémeros possiveis foram simuladas (figuras 124 e 125, p. 161 e 162).
Os conférmeros mais estaveis dos diastereoisémeros D1 e D3 sdo mostrados nas fi-
guras 121-125, p. 159-163, junto com as suas populacdes segundo a distribuicao de

Boltzmann.

Figura 121 - Quatro possiveis diastereoisémeros de 1b (D1=1b, D2, D3 e D4).

CO,Me

R

Enquanto as curvas teoricas de DCV dos diastereoisémeros D1 (C5R,8R,9S,
10R,13R) e D3 (C5R,8R,9S,10R,13S) assemelharam-se muito com a curva experi-
mental do éster 1b, as curvas simuladas para os demais diastereoisémeros, D2 e D4,
mostraram efeitos Cotton inversos (figuras 124 e 125, p. 161 e 162). Desse modo,
concluiu-se que a configuracdo da subestrutura trans-decalinica de 1b era C-5R, C-
8R, C-9S e C-10R.

Principalmente com o objetivo de diferenciar os epimeros D1 e D3, as curvas
tedricas e experimentais de DCV foram comparadas utilizando o programa Compare
VOA (BioTools, Inc.). Embora com grau de confianca de atribuicdo muito baixo, (C-
-13R: 100% versus C-13S: 84%), o que impossibilitou a determinag&o inequivoca da
configuracdo em C-13 de 1b, os resultados obtidos da analise efetuada nesse progra-
ma sugeriram que a configuragdo mais provavel em C-13 de 1b seria R (D1).
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Figura 122 - Geometrias otimizadas [B3LYP/6-31G(d)] dos conférmeros mais estaveis do epimero
C-13R de 1b=D1.
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Figura 123 - Geometrias otimizadas [B3LYP/6-31G(d)] dos conférmeros mais estaveis do epimero
C-13S de 1b=D3.
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Figura 124 - Comparacédo entre os espectros de IV e DCV obtidos para 1b (D1) com os calculados para D1 a D4: a) Curvas de D1 e D2 (C-13R) e b) Curvas

de D3 e D4 (C-13S). Abaixo das figuras estéo os resultados dos estudos de correlacdo efetuados no programa CompareVoa (BioTools, Inc.).
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Figura 125 - Comparacéo entre os espectros de IV e DCV obtidos para 1b (D1) com os calculados para D1 e D3:
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Tabela 6 - Dados de RMN de 'H e de 23C de 1la e 1b (14,1 T, 8, W12 ou J em Hz).

Posicéo 18 1%
dc OH dc OH
leq 40,6 1,70 dtd ap, W12 12,6, 3,6 € 0,6 39,1 1,65 dtd ap, W12 12,6,3,0e 1,8
lax 0,89 dt ap, W12 13,2 e 3,0 0,85 comp
2eq 19,3 1,39 m 18,2 1,39 m
2ax 1,64 gt ap, W12 13,8 e 3,6 1,59 gt ap, W12 13,2 e 3,6
3eq 43,4 1,38 m 42,0 1,38 m
3ax 1,17 td ap, W12 12,6 € 3,9 1,13 td ap, W12 13,8 € 4,2
4 34,2 - 33,2 -
Bax 57,5 0,86 comp 55,9 0,83 comp
Beq 19,6 1,46 dddd*, 13,2,3,7,2,4e 1,8 18,3 1,50 m (2Hs)
Bax 1,58 qd ap, Wiz 12,6 € 3,6
Teq 43,1 1,74 dt ap, W12 13,5e 3,0 42,2 1,74 m
Tax 1,41 m 1,45 m
8 73,9 - 73,2 -
ax 61,2 0,72 tl, W12 3,5 59,3 0,74 tl, W12 3,6
10 40,3 - 38,9 -
11 23,9 1,40 m 22,5 1,33 m (2Hs)
1,35m
12 42,8 1,38 m 40,6 1,39 m
1,21 m 1,22 m
13 33,4 191 m 31,2 1,95 oct ap, W12 6,6
14 47,0 2,24dd, Wi2 12,4 e 4,9 41,4 2,34 dd, 14,4 e 6,3
1,92 m 2,14dd, 14,4e 8,1
15 182,4 - 173,7 -
16 20,6 0,96 d, 6,4 19,7 0,96 d, 6,6
17eq 31,1 1,12s 30,5 111s
18¢q 34,0 0,87 s 33,4 0,86 s
19ax 22,2 0,85s 21,6 0,82s
20ax 15,8 0,98 s 15,1 0,95s
OMe - - 51,3 3,66 s

$CDs0OD; 8CDCls; comp=Sinal complexo de dificil interpretacdo devido a sua multiplicidade e/ou so-
breposicao deste com um ou varios outros sinais; ap=aparente; *multiplicidade determinada com auxi-
lio do programa FOMSC3. Multiplicidade em italico.

Para solucionar as davidas levantadas pela medida polarimétrica e pelo estu-
do de DCV, a configuracdo em C-13 de 1 foi investigada mais detalhadamente. Com
o0 intuito de se obter um monocristal adequado para analise por cristalografia de raios-
-X, num primeiro momento, converteu-se o diterpeno 1 no respectivo carboxilato de
sédio la. Os dados espectrométricos de la também foram muito semelhantes aos
de 1, sendo as desblindagens (IAd1= 1,4 ppm) observadas para os C-12 a C-15 as di-
ferencas mais notaveis (figuras 126-129, p. 164-165). Embora seja também necessa-
rio considerar o efeito do contra ion, € geralmente aceito que a desprotecao observa-
da para o carbono carboxilico é decorrente da alteracdo de um par de elétrons ligan-
te para um nado-ligante (tabela 6, p. 163).2%°

Todas as tentativas visando cristalizar 1a foram mal sucedidas. Por isso, outras
abordagens, as quais foram complementares entre si, foram empregadas para eluci-

dar a configuracdo em C-13 de 1: i) metodologia de derivatizacdo com os reagentes
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Figura 126 - Espectro de RMN de 13C de 1a (CD30D, 151 MHz).
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Figura 128 - Espectro de RMN de H de 1a (CDz0OD, 600 MHz).
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quirais anisotropicos cloretos de R- e S-PGME, ii) estudos conformacionais de deriva-
dos amidicos PGME e iii) célculos de deslocamentos quimicos (8s) de RMN de 'H e
de 13C.

4.4.1.5.4 Determinagéo da configuracdo em C-13 de 1

4.4.1.5.4.1 Diferenciagéo de epimeros por meio de dados de RMN

Os dois provaveis epimeros de 1, 13R ou 13S, ndo sao facilmente distinguiveis
por aplicacdo de técnicas de RMN, inclusive por experimentos de NOESY. Esperar-
-se-ia, porém, que quando se comparasse 0s dados espectrométricos de RMN, se ob-
servasse diferencas entre os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos e hi-
drogénios desses epimeros. Essas diferencas sutis foram, por exemplo, utilizadas pa-
ra a distincdo dos diasteredmeros eperuato de metila e labdanoato de metila.?%® Para
iss0, esses estereoisdmeros foram sintetizados por sintese estereosseletiva e 0s seus
dados de RMN de 3C foram comparados com os de amostras auténticas, cuja confi-
guracdo em C-13 era conhecida (figura 130, p. 166).2¢

Figura 130 - Eperuato de metila (Lit-19) e labdanoato de metila (Lit-20).2%6

CO,Me

Recentemente, Garcia-Sanchez et al. (2014) observaram que havia diferencas
significativas entre alguns dos deslocamentos quimicos dos carbonos e/ou hidrogé-
nios dos epimeros dos seguintes diterpenos: i) labd-7-en-15-oato de metila (Lit-21),
i) &cido 8-hidroxilabdan-15-0ico (Lit-22) e iii) labdan-8-en-15-oato de metila (Lit-23).
241 No entanto, constataram também que néo era possivel distinguir, por RMN, os epi-
meros do 8-hidroxilabdan-15-oato de metila (Lit-24) (figura 131, p. 167).24
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Figura 131 - Estruturas quimicas de Lit-21 a Lit-24. Os valores de Ad correspondem as diferencas
calculada entre os deslocamentos quimicos dos epimeros.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Ref. 241.

No total, existem na literatura trés relatos sobre a ocorréncia de diterpeno (s)
com esqueleto carbdnico e configuracao relativa do sistema biciclico iguais aos de 1.
59,232,267 Apesar disso, dados espectrométricos confiaveis de RMN dos dois epimeros
de 1 ndo estéo disponiveis na literatura, uma vez que estes e/ou a configuracdo em
C-13foram omitidos nas publicacdes, ou a configuracdo em C-13 foi determinada ba-
seando-se somente em correlacdes entre atividades Opticas de analogos.

Todavia, Imamura et al., em 1977, publicaram os dados espectrométricos de
RMN de 3C do epimero de 1b, cuja a configuracdo em C-13 fora determinada por
reducd@o deste com LiAlH4 e comparacao das propriedades fisicas do produto forma-
do com as previamente relatadas para (5R,8R,9S,10R,13S)-labdan-8,15-diol.23%:264
Destacaram que os deslocamentos quimicos atribuidos aos C-1, C-10 e C-14 seriam
intercambiaveis, assim como os deslocamentos quimicos atribuidos aos C-3 e C-7.
238 Uma andlise minuciosa, que envolveu a comparacédo dos dados publicados por
Imamura et al. com os obtidos para 1 e 1b, apontou que, na verdade, a permutacao
deveria ocorrer entre as atribui¢cdes feitas para C-7 e C-12, seguida por um novo in-

tercambiamento entre os deslocamentos quimicos dos C-12 e C-14.
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Posto isso, os dados publicados para o éster metilico C-13S de 1 foram com-
parados com os obtidos para 1b.?%2 Para a maioria dos carbonos, a mudanca da con-
figuracdo em C-13 afetou muito pouco (1Ad1<0,2 ppm) o valor do deslocamento quimi-
co. Contudo, para os C-12 e C-15 observaram-se valores de IAdcl de 1,4 e 0,4 ppm,
respectivamente. Essas diferencas, aliadas ao fato do derivado 1b ser oleoso a tem-
peratura ambiente enquanto o seu epimero (D3) funde a ~ 80° C, sugeriram que a
configuracdo em C-13 de 1b seria inversa daquela do éster metilico publicado por
Imamuraetal., isto é, a configuracdo em C-13 de 1b seria R, 0 que estava em harmo-
nia com as demais evidéncias obtidas neste trabalho. Além disto, destaca-se que 0s
resultados tedricos efetuados com 1b (=D1) e D3 mostraram que os conférmeros de
menor energia de 1b estabeleciam ligacfes de hidrogénio intramoleculares entre o
grupo hidroxilico e carboxilico, enquanto os de D3 ndo as estabeleciam. Com base
nisso, seria razoavel propor que a diferenca existente entre os estados fisicos de 1b
e D3 possa estar relacionada com a facilidade em estabelecer ligagdes de hidrogénio
intermoleculares no reticulo cristalino, as quais, por ndo haver a necessidade de rom-
pimento de uma ligac&o de hidrogénio intramolecular, devem ser formadas mais facil-
mente para o epimero C-13S (pf. 82-83° C).

Quando o diterpeno 1 foi dissolvido em CDCIs e, entdo, mantido em solucéo
até a completa evaporacao do solvente, este desidratou fornecendo os derivados ole-
finicos le e 1f (figura 46, p. 84). E conhecido que alcodis secundarios e terciarios po-
dem desidratar na presencga de CDCls, sendo a reacgao particularmente rapida quan-
do um &cido carboxilico é adicionado a solucéo.268-270 Sabe também que o CDCls pode
se tornar &cido quando armazenado a temperatura ambiente por alguns meses.?®® Es-
te € considerado acido quando provoca mudanca na coloracdo (pH<6) de uma solu-
cdo aquosa contendo azul de bromotimol.?%8 Um teste para acidez demonstrou que o
CDClzs utilizado nas analises espectroscopicas era acido, porquanto 3 mL deste dimi-
nui o pH de 6 mL de agua para metade em termos de unidade de pH. Sendo assim,
sugeriu-se que a desidratacao de 1 fora preponderantemente catalisada pelo acido re-
sidual contido no CDCls, mas também seria provavel que uma auto-catalise ocorrera.

As estruturas de le e 1f foram caracterizadas por RMN uni- e bidimensionais
(RMN de 'H e de 3C, DEPT 135° e 90°, gHQSC, gHMBC, gCOSY e gHSQC-TOCSY),
bem como por comparacfes dos dados espectrométricos obtidos com os disponibili-

zados na literatura (tabela 7, p. 170).2** Assim como fora observado para o éster me-
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tilico 1b, os valores de deslocamentos quimicos dos produtos de desidratacéo de 1,
em especial os da olefina trissubstituida 1e, também foram consistentes com uma con-
figuragcdo R em C-13 de 1. Segundo Garcia-Sanchez et al. (2014), quem determina-
ram isso por estudos de RMN e de DCV associado com calculos quimico-quanticos,
0s epimeros C-13 do acido labd-7-en-15-6ico (1e) podem ser distinguidos pelos valo-
res dos deslocamentos quimicos dos C-11, C-12 e C-16.241271 Mais especificamente,
eles observaram que o C-11 do epimero 13S era 0,8 ppm mais protegido do que no
epimero 13R, ao mesmo tempo que os C-12 e C-16 do epimero 13S eram 2,3 e 1,4
ppm, respectivamente, mais desprotegidos do que no epimero 13R (figura 131, p. 167).
241 Como os dados de RMN de 'H e de 13C de 1e foram idénticos aos relatados para
o acido (-)-(5S,9S,10R,13S)-labd-7-en-15-6ico, o qual pertence a série normal e néo
a mesma série estereoquimica de 1e (série ent), concluiu-se, novamente, que a con-
figuracdo em C-13 de 1 era R (figura 132, p. 169).

Figura 132 - Espectro de RMN de 13C de 1e+1f (CDCls, 126 MHz).
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Tabela 7 - Dados de RMN de 'H e de *3C de le e 1f (14,1 T, CDCls, d, W12 ou J em Hz).

Posicao le§ le (Lit.; Ref. 247) le-Me (Lit.; Ref. 247)% le-MeA 1f8 1f (Lit.; Ref. 247 )
oc OH oc OH dc OH dc dc OH oc OH
1 39,1 1,83 m 39,1 1,83 m 39,1 1,83 m 39,2 37,0 1,77 m 37,0 1,76 m
0,95 m 0,94 m 0,94 m 1,13 m 1,11 m
2 18,8 ND 18,8 1,52 m 18,8 1,54 m 19,0 19,1 1,59 m 19,1 1,61 m
ND 1,46 m 1,45m 1,48 m 1,43 m
3 42,3 1,40 m 42,3 1,40 m 42,3 1,40 m 42,2 41,8 1,39 m 41,8 1,38 m
1,16 m 1,16 m 1,16 m 1,15m 1,13 m
4 32,9 - 32,9 - 33,0 - 32,7 33,3 - 33,3 -
5 50,2 1,17 m 50,1 1,17 m 50,2 1,16 m 49,8* 51,9 1,20 m 51,9 1,11 m
6 23,8 1,95 m 23,8 1,93 m 23,8 1,92 m 23,8 19,1 1,65 m 19,1 1,48 m (2Hs)
1,85 m 1,89 m 1,84 m 1,40 m
7 122,2 5,38 m 122,1 5,38 sl 122,2 5,37 sl 122,1 33,6 1,94 m (2Hs) 33,6 1,95 m (2Hs)
8 135,2 - 135,3 - 135,3 - 135,1 125,6 - 125,6 -
9 55,2 1,56 m 55,2 1,57 m 55,2 1,56 m 54,7* 140,5 - 140,6 -
10 36,8 - 36,8 - 36,8 - 36,6 38,9 - 39,0 -
11 24,4 1,48 m 24,5 1,49 m 24,5 1,49 m 25,3 25,5 1,94 m 25,5 1,91 m (2Hs)
1,13 m 1,13 m 1,12 m
12 39,3 1,56 m 39,3 1,56 m 39,4 1,51 m 37,1 37,3 1,39 m 37,3 1,30 m (2Hs)
1,18 m 1,18 m 1,14 m 1,28 m
13 31,1 1,95 m 31,1 1,94 m 31,3 1,94 m 30,8 31,2 1,95 m 31,4 1,93 m
14 41,3 2,40 dd, 15,0 e 5,6 41,3 | 2,39dd,149e5,8 | 41,4 | 2,33dd, 14,6 e 6,0 41,7 41,2 | 2,37dd, 15,1e6,0 | 41,5 | 2,33 dd, 14,7¢e 6,2
2,15dd, 15,0e 8,4 2,14 dd, 14,9e 8,3 2,11dd, 14,6 € 8,2 2,17 dd, 15,1 e 8,2 2,14 dd, 14,7 e 8,0
15 178,9 - 179,7 - 173,8 - 172,9 178,9 - 173,7 -
16 19,9 0,99d, 6,6 19,9 0,99d, 6,6 19,9 0,95d, 6,7 18,5 19,5 1,00d, 6,7 19,6 0,96d, 6,6
17 22,1 | 1,65td ap, W122,7e1,0 | 22,1 1,65 sl 22,1 1,65s 22,2 19,4 1,54 sl 19,4 1,54 s
18* 33,1 0,85s 33,1 0,85s 33,1 0,85s 33,1* 33,3 0,87 s 33,3 0,87 s
19* 21,8 0,87 s 21,8 0,87 s 21,8 0,87 s 21,7* 21,7 0,82s 21,7 0,82s
20 13,5 0,75 s 13,5 0,75s 13,5 0,75s 13,5 20,1 0,93 s 20,1 0,93 s
OMe - - - - 51,4 3,66 s 51,7 - - 51,3 3,66 s

8Dados espectrométricos obtidos neste trabalho; t1le-Me=Ester metilico de le; ADados de RMN de 13C da ref. 277; ND=Valor de deslocamento quimico ndo determinado;

ap=aparente. Multiplicidade em italico.
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4.4.1.5.4.2 Configuragdo em C-13 de 1. Método PGME e predicédo de deslocamentos
quimicos de RMN

As derivatizacdes de &cidos carboxilicos com os seguintes reagentes quirais ani-
sotrépicos: ésteres metilicos de (R)- e (S)-fenilglicina, fazem parte de uma metodolo-
gia para a elucidacédo, por RMN, da configuracéo absoluta de &cidos carboxilicos a,a-
-alquil-dissubstituidos, a-hidroxi-, a-alcoxi-, a-aciloxi-a,a-dissubstituidos e B,-alquil-
-dissubstituidos.163.272.273

Para se interpretar os efeitos de blindagem e desblidagem sobre nucleos de hi-
drogénio visando a determinacdo da configuracdo absoluta de acidos ,3-alquil-dis-
substituidos, sugeriu-se o0 modelo da figura 133, p. 171. Segundo Yabuuchi & Kusu-
mi, a coplanaridade dos atomos 1 a 5 e a preferéncia conformacional anti, com res-
peito a ligacdo CH-NH, dos grupos carboxilicos sdo asseguradas pela ligagcdo amidi-
ca s-trans, pela ligagdo de hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio amidico e o
grupo carboximetoxilico e pela interacdo dipolar (efeito de campo) repulsiva entre as
duas carboxilas (-CONHR e -COOMe).163

Figura 133 - Modelo proposto por Yabuuchi & Kusumi (2000) para a determinacdo da configuracéo
absoluta de acidos S,8-alquil-dissubstituidos. Os valores de Ad (em ppm) sdo referentes a seguinte
subtragéo: 6R-06S.

1

R |;| 0] O*PGME
Rﬁ/\n’N X “OMe Hx CHy Ha
H a H

z C

Arranjo espacial médio dos atomos;

considerando-se dois conformeros principais Modelo para interpretacéo de efeitos anisotrép  icos

Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 163.

O arranjo conformacional da figura 133, o qual foi proposto apds a avaliacao de
3 projecdes de Newman, Pl a Plll (figura 134, p. 172), resultantes da rotacao da liga-
¢do CH-CHz, trata-se de uma média entre dois conférmeros de menor energia (Pl e
Plll). Sem fazer mencéo sobre a importancia da natureza dos substituintes R e R?, foi
anteriormente proposto que os conférmeros Pl e Pl possuiam aproximadamente a

mesma energia.'®?
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Figura 134 - ProjecGes de Newman para derivados amidicos PGME de acidos S,5-alquil-
dissubstituidos.

MeO ,C
O _NH
Rl
—> -
H H
H o Pl

Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 163.

Considerando-se 0 modelo proposto por Yabuuchi & Kusumi (2000), esperar-
-se-ia que, devido ao efeito de anisotropia diamagnética do grupo fenilico, os hidrogé-
nios do grupo R fossem mais blindados no derivado (R)-PGME do que no derivado (S)-
-PGME. Por conseguinte, para os hidrogénios do grupo R, esperar-se-ia exatamente
o inverso disso.163

Embora a aplicabilidade do método PGME, como uma ferramenta para a de-
terminacdo de configuracdo absoluta, tenha sido extensivamente discutida desde a
sua proposicdol®3272273 ainda ndo foi publicado na literatura nenhum estudo teérico
(conformacional) com derivados amidicos PGME de acidos B,8-alquil-dissubstituidos
que comprove a importancia dos conférmeros sugeridos por Yabuuchi & Kusumi.63
Na literatura, ha um sé trabalho sobre estudos teéricos com derivados PGME, cujo o
foco foi compreender como o grupo PGME esterificado aos grupos carboxilicos ben-
zilicos de um polimero de poli(fenilacetileno) controlavam a sua helicidade.?’

Sendo assim, neste trabalho, 0 modelo proposto para a determinacdo da con-
figuracdo absoluta de acidos 3,8-alquil-dissubstituidos foi validado por meio de anali-
ses conformacionais dos respectivos derivados amidicos do acido (3R)-metil-penta-
noico (figura 135, p. 172). Em seguida, o método PGME foi aplicado para a determi-
nacao da configuracdo em C-13 do acido (-)-ent-8f3-hidroxi-labdan-15-6ico (1).

Figura 135 - Estruturas do acido (3R)-metil-pentandico e derivados (R)- e (S)-PGME deste. Ref. 163.
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A busca conformacional foi feita por dindmica molecular utilizando-se o campo
de forca Amber99.275276¢ Durante a simulagdo por dindmica molecular, selecionaram-
-se 10.000 geometrias, as quais foram interativamente otimizadas pelo campo de for-
ca Amber99. Apds isso, um total de 193 ou 209 conférmeros, dentro de um intervalo
de Er de 19,3 ou 22,6 kcal/mol, foram retidos. Em seguida, todos os conférmeros obti-
dos foram geometricamente otimizados pelo método semi-empirico PM7, incorpora-
do no programa MOPAC2012.1"” Desse modo, obtiveram-se 160 (M13) ou 199 (M12)
conférmeros, dos quais os 47 ou 67 de menor energia (Er < 3,8 ou 5,0 kcal/mol) fo-
ram completamente otimizados pelo nivel RHF/6-31G de teoria (tabela 2, p. 91).

PM7 é um método semi-empirco moderno de elevada acuracia, desenvolvido
com o objetivo de expandir o intervalo de aplicabilidade de métodos semi-empiricos.
176 Esse metddo foi parametrizado utilizando-se dados experimentais e resultados de
calculos ab initio de mais de 9000 substancias, e este tem gerado resultados melhores
que seus antecessores, por exemplo, métodos AM1, PM3, PM5, RM1 e PM6 (na ver-
dade, PM6 compete com PM7)?’7, e, quando aplicado a moléculas organicas simples,
PM7 fornece resultados mais precisos do que alguns métodos ab initio populares.176

Segundo Avaltroni & Corminboeuf (2012), a utilizacdo do método PM6 em com-
binacdo com os ab initio leva a diminuicdo do custo computacional, sem, porém, com-
prometer significativamente a analise conformacional. Neste sentido, eles mostraram
que, embora o numero total de minimos locais encontrados fora inferior ao que se ob-
tinha mediante a otimizacao direta pelo célculo quimico-quantico, os conférmeros de
menor energia eram, na maioria das vezes, localizados com sucesso.2”®

As analises conformacionais feitas com os derivados amidicos, R- e S-PGME,
do acido (R)-3-metilpentandico revelaram que os equilibrios conformacionais eram bem
mais complexos do que se imaginava.l®® Para ambos os derivados, foram encontra-
dos treze conférmeros de menor energia (E/<2,0 kcal/mol), dos quais 0s seis mais es-
taveis, em cada caso, que correspondem a 79,4 % e 81,5 % das popula¢des dos de-
rivados R- e S-PGME, respectivamente, sao fornecidos nas figuras 136 e 137, p. 174.

Apesar dos comportamentos conformacionais serem bem mais complexos do
que aquele proposto por Yabuuchi & Kusumit®3, mesmo para os derivados do acido
B.B-alquil-dissubstituido mais simples possivel, € importante salientar que os resulta-
dos obtidos neste trabalho confirmaram a validade do método PGME, para a determi-

nacao da configuracdo absoluta de &cidos B,8-alquil-dissubstituidos.
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Figura 136 - Conférmeros de menor energia do derivado amidico R-PGME do acido (3R)-metil-
-pentanaico.

+0,00 kcal/mol +0,28 kcal/mol +0,28 kcal/mol
(23,6 %) (14,8 %) (14,7 %)

+0,34 kcal/mol +0,73 kcal/mol +0,81 kcal/mol
(13,3 %) (6,9 %) (6,1 %)

Figura 137 - Conférmeros de menor energia do derivado amidico S-PGME do &cido (3R)-metil-

-pentandico.
+0,00 kcal/mol +0,70 kcal/mol +0,82 kcal/mol
(39.8 %) (12,1 %) (9,9 %)

+0,94 kcal/mol +1,07 kcal/mol +1,22 kcal/mol
(8,2 %) (6,5 %) (5,0 %)
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Figura 138 - Representacdo esquematica para facilitar a “visualizacdo” de “conférmeros médios” dos
derivados PGME do acido (R)-3-metilpentandico.

Embora néo seja facil “visualizar” conformeros meédios, algumas consideracdes
puderam ser feitas. Primeiramente, destaca-se que para o derivado R-PGME é pos-
sivel notar que em trés conférmeros o substituinte {N-carbonil-N-[(1R)-(2-metoxi-2-0xo-
-1-feniletil)]} estd gauche ao radical metilico, enquanto que nos outros trés este esta
gauche ao radical etilico (figura 136, p. 174). Portanto, na média, o hidrogénio B-car-
boxilico e a cadeia principal do radical {N-carbonil-N-[(1R)-(2-metoxi-2-oxo-1-feniletil)]}
estariam no mesmo plano, o que condiz com o arranjo médio proposto por Yabuuchi
& Kusumi (2000).162 Em segundo lugar, observou-se que a posicdo espacial da carbo-
xila amidica variou entre os setores A e B e entre os quadrantes, mas verificou-se
também que na maioria dos conférmeros esta estava posicionada no sentido do eixo
Z+. Desse modo, no arranjo geométrico médio, o oxigénio da carboxila (-CONR) esta-
ria aproximadamente eclipsada ao hidrogénio B-carboxilico. Igualmente, também foi
possivel observar que ocorria uma alteracéo significativa da posicao espacial do gru-
po fenilico. Apesar disso, como na maioria dos conférmeros o grupo —Ph estava nos
guadrantes Il e IV ou projetado em sentido a esses quadrantes, o efeito global foi que
o grupo fenilico blindou os hidrogénios (e também os carbonos) do grupo etilico, uma
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vez que, na média, o cone de protecdo desse anel benzénico (—Ph) estaria projetado
nos quadrantes Il e IV (figura 138, p. 175).

Como mostrado na figura 137, p. 174, o comportamento conformacional do de-
rivado S-PGME foi um pouco diferente do comportamento do derivado R-PGME. Po-
rém, consideracdes similares as supracitadas foram feitas. Independentemente disso,
a conclusao que se chegou foi que, no derivado S-PGME, o grupo fenilico blindaria os
hidrogénios do grupo metilico. Sendo assim, esses hidrogénios estariam mais blinda-
dos no derivado S do que no R. Consequentemente, os hidrogénios do grupo etilico
estariam mais blindados no derivado R, o0 que esta de acordo com os valores de Ad
(6R — 8S) descritos para os derivados do acido (3R)-metil-pentandico (figura 135, p.
172).163

Depois de validar o método PGME por meio de calculos quimico-quanticos, es-
te foi aplicado para a determinagao da configuracdo em C-13 de 1. Neste sentido, duas
porcoes do diterpeno acido (-)-ent-8B-hidroxi-labdan-15-6ico foram individualmente
derivatizadas com os sais dos ésteres metilicos de R- e S-fenilglicina rendendo, ap6s

purificacdo por CLAE, as substancias amidicas 1c e 1d, respectivamente.

Figura 139 - Espectro de massas de 1c (IES, +10 V, infuséo direta).
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As obtencdes dos derivados 1c e 1d foram confirmadas por espectrometria de
massas e por espectroscopia de RMN. Em ambos os espectros de massas (figuras
139 e 140, p. 176), no modo positivo, foram observados picos de moléculas protona-

das (m/z 472,3), bem como picos relativos a moléculas cationizadas com os ions NH4*
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(m/z 489,4), Na*(m/z 494,4) e K* (m/z 510,2 ou 510,3). Observou-se ainda picos refe-
rentes as detecc¢des dos ions [M—H20+H]*" (m/z 454,4 ou 454,3) (figuras 139 e 140, p.
176 e 177).

Figura 140 - Espectro de massas de 1d (IES, +10 V, infusao direta).
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Os espectros de RMN de 'H e de 13C de 1c e 1d (figuras 141 a 146, p. 178 a
180) foram bem parecidos. Além dos sinais atribuiveis a subestrutura diterpénica, ob-
servaram-se, nesses espectros, sinais de hidrogénios [1c: 6 3,73 (s) e 1d: 3,72 (s)] e
carbonos metoxilicos alifaticos (1c: 6 52,7 e 1d: 52,8) e dois dubletos em & 6,40 (1c,
J=7,2 Hz, NH) e 6,37 (1d, J = 7,1 Hz, NH), atribuidos a hidrogénios amidicos. Foram
ainda observados sinais para carbonos e hidrogénios de dois grupos fenilicos (tabe-
la 8, p. 181), dois sinais de dois hidrogénios benzilicos em & 5,59 (1c, J=7,2 Hz, H-1")
e 5,58 (1d, J=7,1 Hz, H-1"), como evidenciado pelas correlacdes a longa distancia (J3)
destes com os Cs-4',8', além de sinais para quatro carbonos carboxilicos. Esses dados
foram compativeis com os das cadeias dos reagentes quiralicos anisotropicos. Em am-
bos os casos, confirmou-se a formacao da ligagdo amidica pela protecédo observada
parao C-15 (6,7 ppm), pelo acoplamento escalar entre os hidrogénios NH e H-1' e pe-
las seguintes correlacdes a longa distancia (J2 e J3) observadas no mapa de contor-
nos gHMBC: i) C-15 x H-14a, H-14p € NH e ii) C-2' x H-1'. As atribui¢des dos desloca-
mentos quimicos dos carbonos e hidrogénios de 1c e 1d foram efetuadas por meio de
analises dos seus espectros de RMN 1D e 2D (tabela 8, p. 181).
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Figura 141 - Espectro de RMN de 'H de 1c (CDClz, 600 MHz).
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Figura 142 - Espectro de RMN de 13C de 1c (CDCls, 151 MHz).

T'ST
8T
€81
L'61
9'T¢
§'ee

L-

A4 RN
8T T
m.wNH\
9'9¢1

STLTA
8ILT/

180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10

190




179

Resultados e discussdo

Figura 143 - Espectro de RMN de H de 1d (CDCls, 600 MHz).
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Figura 144 - Espectro de RMN de 13C de 1d (CDCls, 151 MHz).
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Figura 145 - Espectros (expansfes) de RMN de 'H de 1c e 1d (CDCls, 600 MHz).
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Figura 146 - Valores calculados de AS(dR-0S) entre os dados de RMN dos derivados 1c e 1d.
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Tabela 8 - Dados de RMN de H e de *3C de 1¢ (R-PGME) e 1d (S-PGME) (14,1 T,
0, W12 ou J em Hz, CDCl3).

Posicao 1c 1d
dc OH dc OH
leg 39,2 1,62 dtd ap, W12 13,0, 3,2e 1,3 39,1 1,63 dtd ap, W12 12,6,3,0e 1,8
1ax 0,82 comp 0,83 comp
2eq 18,1 1,36 m 18,1 1,37 m
2ax 1,57 gt ap, W12 13,9 e 3,3 1,58 gt ap, W12 13,8 € 3,0
3eq 42,0 1,37 m 42,0 1,37 m
3ax 1,11td ap, W12 14,3 e 4,5 1,12 td ap, W12 13,8 € 4,2
4 33,2 - 33,2 -
Sax 55,9 0,81 comp 55,9 0,82 comp
6 18,3 1,48 m (2Hs) 18,3 1,49 (2Hs)
Teq 42,2 1,72 dtap, W12 13,3e 2,8 42,1 1,73dtap, W1213,2e 2,4
7 ax 1,42 m 1,42 m
8 73,1 - 73,1 -
ax 59,3 0,691, W1, 3,4 59,3 0,72 1l, W12 3,3
10 39,1 - 38,9 -
11 22,5 1,30 m (2Hs) 22,6 1,30 m (2Hs)
12 40,7 1,35 m 41,0 1,37 m
1,20 m 1,23 m
13 31,6 1,96 oct ap, W12 6,5 31,6 1,97 oct ap, W12 6,6
14 43,8 2,27 dd, 13,9e5,8 43,8 2,27 dd, 13,9¢e 6,0
2,03dd, 13,9e 8,4 2,03 dd, 13,9e 8,0
15 171,8 - 171,8 -
16 19,7 0,96 d, 6,5 19,9 0,92d, 6,5
17¢q 30,5 1,04 s 30,6 1,08 s
18eq 33,4 0,86 s 33,4 0,86 s
19ax 21,6 0,81s 21,6 0,81s
20ax 15,1 0,93s 15,1 0,94 s
NCHPh 56,2 559d,7,2 56,3 558d,7,1
CO,Me | 171,5 - 171,5 -
OMe 52,7 3,73s 52,8 3,72s
c-1" 136,6 136,4
c-2"6" | 127,3 127,3
c-3"5" | 128,9 7,29-7,38 m (5Hs, AA'BB'C) 129,0 7,29-7,38 m (5Hs, AA'BB'C)
c-4" 128,5 128,5
NH - 6,40d, 7,2 - 6,37d,7,1

comp=Sinal complexo de dificil interpretacao devido a sua multiplicidade e/ou sobreposicdo deste com
um ou Varios outros sinais; ap=aparente. Multiplicidade em italico. Sistema de spin entre parénteses.

Como mostrado na figura 146, p. 180, e pode ser constatado por meio de uma
analise dos espectros de 1c e 1d (figura 145, p. 180), quando se subtraiu os desloca-
mentos quimicos de 1c com os de 1d, observou-se uma distribuicdo consistente dos
sinais positivo (+) e negativo (). Destacaram-se os valores de Ad(dR-6S) calculados
para o H-9 (-0,04) e para os hidrogénios da Me-16 (+0,04) e Me-17 (-0,04). Além dis-
to, é importante salientar que os sinais calculados de A3(6R-0S) para os demais hidro-
génios do sistema biciclio também foram negativos. Por conseguinte, como previsto

pelo modelo proposto por Yabuuchi & Kusumi (2000) e aperfeicoado neste trabalho,
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0 C-13de 1 deve ter uma configuracdo R. Essa concluséao foi corroborada pelo traba-
lho publicado por Mambu et al. (2006)27°, quem determinaram a configuragéo de diter-
penos labdanico e clerodanico com configuragdo S em C-13, bem como pelo trabalho
publicado por Chaio et al. (2013) sobre a determinacéo da configuragcdo em C-24 do
esteredide acido paraminabico B.280

Como a configuracao estabelecida para o C-13 de 1 diferiu daquela proposta
anteriormente®®, afim de checar a confiabilidade dos resultados obtidos, efetuaram-se
analises conformacionais dos derivados 1c (R-PGME) e 1d (S-PGME). Foram tam-
bém efetuados estudos tedricos dos respectivos epimeros C-13 de 1c e 1d, nomea-
damente 1c-epi e 1d-epi. De modo similar ao observado para os derivados do &cido
(R)-2-metilpentandico, verificou-se que os equilibrios conformacionais desses deriva-
dos amidicos eram bastante complexos, como uma consequéncia da alta flexibilida-
de conformacional da cadeia lateral (figuras 147-150, p. 183-184). Dentro do intervalo
de energia relativa de 1,3 a 2,2 kcal/mol, encontraram-se 10, 17, 11 e 18 conforme-
ros para os derivados 1c, 1d, 1c-epi e 1d-epi, respectivamente (tabela 9, p. 182).
Desses conférmeros, 0s quatro de menor energia de 1c, 0s cinco de menor energia
de 1d e de 1c-epi e os seis de menor energia de 1d-epi correspondiam a 78,0 %,
59,3 %, 81,5 % e 63,7 % das populacdes na distribuicdo de Bolztman, respectiva-
mente (tabela 9, p. 182).

Tabela 9 - Conférmeros de menor energia de 1c, 1d, 1c-epi e 1d-epi.

1c Er. % 1d Er. % 1c-epi Er. % 1d-epi Er. %
clust-9 0,00 33 clust-22 0,00 17 clust-52 0,00 43 clust-19 0,00 39
clust-28 0,34 18 clust-45 0,06 15 clust-51 0,63 15 clust-71 0,87 9,1
clust-11 0,38 17 clust-25 0,29 10 clust-53 0,75 12 clust-14 1,3 4,6
clust-41 0,68 10 clust-11 0,37 8,8 clust-49 1,2 59 clust-8 14 4,0
clust-30 10 6,0 clust-2 041 84 clust-38 1,2 56 clust-11 14 3,7
clust-19 1,3 39 clust-36 087 3,8 clust-44 15 3,1 clust-13 15 3,3
clust-20 1,7 2,0 clust-50 0,88 3,8 clust-26 1,7 2,6 clust-4 15 3,0
clust-1 19 14 clust12 092 35 clust-25 1,7 24 clust-36 1,7 24
clust-8 20 1,1 clust42 095 3,3 clust-42 19 1,8 clust-34 1,7 2,3
clust-36 2,0 1,1 clust-38 0,96 3,3 clust-27 2,1 1,3 clust-9 1,8 1,8
clust-21 1,0 3,0 clust41 22 1,0 clust-46 18 1,8

clust-40 1,0 2,9 clust-42 19 1,7
clust-49 1,1 2,7 clust-69 20 14
clust-51 1,2 2,3 clust-58 2,1 1,1
clust-1 1,2 23 clust-72 2,1 1,1
clust-7 1,2 2.2 clust-5 21 1.1
clust-17 1,3 1,9 clust-59 2,1 1,1

clust-10 2,1 1,0

*Er=Energia relativa. %=Popula¢éo segundo a distribuicdo de Bolztmann.
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Figura 147 - Conférmeros (RHF/6-31G) de menor energia de 1c.

Clust-9 (33,0 %) Clust-28 (18,0 %)
+0,00 kcal/mol +0,34 kcal/mol

Clust-11 (17,0 %) Clust-41 (10,0 %)
+0,38 kcal/mol +0,68 kcal/mol

Figura 148 - Conférmeros (RHF/6-31G) de menor energia de 1d.

Clust-22 (17,0 %) Clust-45 (15,0 %) Clust-25 (10,0 %)
+0,00 kcal/mol +0,06 kcal/mol +0,29 kcal/mol

Clust-11 (8,8 %) Clust-2 (8,4 %)
+0,37 kcal/mol +0,41 kcal/mol
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Figura 149 - Conférmeros (RHF/6-31G) de menor energia de 1c-epi.

Clust-52 (43,0 %) Clust-51 (15,0 %) Clust-53 (12,0 %)
+0,00 kcal/mol +0,63 kcal/mol +0,75 kcal/mol

Clust-49 (5,9 %) Clust-38 (5,6 %)
+1,20 kcal/mol +1,20 kcal/mol

Figura 150 - Conférmeros (RHF/6-31G) de menor energia de 1d-epi.

Clust-19 (39,0 %) Clust-71 (9,1 %) Clust-14 (4,6 %)
+0,00 kcal/mol +0,87 kcal/mol +1,30 kcal/mol

Clust-8 (4,0 %) Clust-11 (3,7 %) Clust-13 (3,3 %)
+1,40 kcal/mol +1,40 kcal/mol +1,50 kcal/mol
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Os estudos teoricos efetuados com 1c e 1d mostraram que 0s comportamen-
tos conformacionais destes foram similares aos dos derivados do acido (3R)-metil-pen-
tandico (figuras 147-150, p. 182-184). Isso demonstrou que a aplicacdo do método
PGME para a determinacdo da configuragcdo em C-13 do epimero R de 1 resultaria
em conclusdes confiaveis, visto que uma distribuicdo consistente e compativel dos si-
nais + e — deveria ser observada. Os comportamentos dinamicos de 1c-epi e 1d-epi,
por outro lado, se diferenciaram significativamente dos observados para os derivados
do acido (3R)-metil-pentandico, bem como do proposto por Yabucchi e Kusumi (2000).
Portanto, ndo se pbéde descartar a possibilidade que a configuragdo em C-13 de 1
fosse S. Por isso, célculos DFT de deslocamentos quimicos de RMN de H e de 13C
foram efetuados para as quatro amidas diastereoisomeéricas, 0 que visou assegurar
uma interpretagéo correta dos valores de AJ(dR-0S) obtidos experimentalmente.

Célculos tedricos de RMN tém sido utilizados com sucesso para predicdo de
deslocamentos quimicos em geral, para a determinacdo de configuracdes relativas,
para a diferenciacdo de diastereoisdmeros, inclusive para distinguir epimeros de di-
terpenos labdanicos, entre outras aplicacées.?®2%” Para a diferenciacdo de epimeros,
0S parametros comumentes empregados sao os coeficientes de correlagcéo (R) e a
comparacao dos erros medios absolutos (MAE). Os MAE séo calculados a partir dos
valores de deslocamentos quimicos preditos e observados, mediante a utilizacdo da

equacéo 1, p. 185.

N

1
MAE = WZ_; | §icomputado_ Siobservadol eq. 1.

Quando se compararam os coeficientes de correlacao linear (R) calculados a
partir dos dados espectrométricos de 1c, 1d, 1c-epi e 1d-epi, observou-se que estes
se diferiram no terceiro digito apés a virgula para RMN de *3C e no terceiro ou segun-
do digitos para RMN de 'H. Portanto, o parametro R foi inconclusivo acerca das con-
figuracbes em C-13 de 1c e 1d. Em contrapartida, uma comparacdo entre os MAE
dos quatro diastereoisbmeros revelou que as configuragdes em C-13 de 1c e 1d eram
R. Enquanto os MAE calculados a partir de dados de RMN de 3C foram de 47 ou 49
para os derivados amidicos 1c e 1d, estes foram de 53 a 55 para 1c-epi e 1d-epi.

Calcularam-se ainda, a partir de dados de RMN de *H, MAE de 3,2 a 3,7 para 1c e
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1d e de 3,9 a 4,6 para 1c-epi e 1d-epi (tabela 10, p. 186). Essas evidéncias, aliadas
as demais obtidas neste trabalho, mostraram inequivocamente que a configuragao em

C-13 de 1 era R, ao invés de S, como previamente relatado na literatura.>®

Tabela 10 - Erros médios absolutos (MAE) calculados a partir dos dados computados
e/ou observados para 1c, 1d, 1c-epi e 1d-epi.

1c (calc.) 1d (calc.) 1c-epi (calc.) 1d-epi (calc.)

R  1c (exp.) 0,998 0,999 0,999 0,999

RMN de *H 1d (exp.) 0,998 0,999 0,999 0,999
MAE 1c (exp.) 49 47 54 55
1d (exp.) 49 47 53 54

R  1c (exp.) 0,9918 0,9937 0,9847 0,9938

RMN de C 1d (exp.)  0,9922 0,9942 0,9851 0,9940
MAE 1c (exp.) 3,7 3,3 4,6 4,0
1d (exp.) 3,6 3,2 4,5 3,9

4.4.1.6 Atividade inseticida

Figura 151 - Mortalidade acumulada em sete dias. A1=E-Fol, A2=E-Fz, A3=Diterpeno 1 e
Ad=Lignana 2.
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Conforme detalhado nos itens 3.12 e 3.13, p. 92, o diterpeno 1, a lignana 2 e
os extratos E-Fol e E-Ba foram testados para atividade inseticida em bioensaios com
lagartas de 3° instar da mariposa Spodoptera frugiperda. Somente o diterpeno 1 e o
extrato de folhas exibiram atividades biolégicas significativas, as quais foram dose-
-dependente. As mortalidades (acumuladas em 7 dias) causadas pela lignana 2 e pe-
lo extrato de fezes foram de até 10%; valor que foi considerado como sendo estatis-
ticamente baixo. Por outro lado, o extrato de folhas e o diterpeno labdanico 1 provo-
caram a morte de 39,6 % e 65,0 % das lagartas, respectivamente.

As propriedades inseticidas verificadas para 1 e o extrato de folhas mostraram
que A. giberti biossintetiza substancias que agem como barreiras quimicas a herbi-
voria. Embora a lignana 2 tenha sido inativa no bioensaio realizado neste trabalho,
um relato anterior mostrou que esta exibiu elevada atividade inseticida para lagartas-
-da-soja.?% Além disto, destaca-se que a inatividade observada para o extrato de fe-
zes evidenciou que as lagartas de B. polydamas podem detoxificar os constituintes

presentes nas folhas de A. giberti.

4.4.2 Diterpenos biotransformados e seus derivados sintéticos

N N0 H

mOH 1mOH

4.4.2.1 Acido (-)-ent-8B-hidroxi-labdan-15,18-didico (4)
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A substéancia 4 foi isolado dos extratos E-Fc e L2, conforme descrito nos itens
3.8.1.4 e 3.9.1. Sua férmula molecular foi determinada, por espectrometria de massas
com ionizagao por eletrospray, como sendo C20H340s. No espectro de massas (no mo-
do negativo) de 4 foram observados picos de moléculas desprotonadas, [M-H]~ (m/z
353,2323), de moléculas anionizadas com o ion CI-, [M+CI]~ (m/z 389,2075), entre
outros (figura 152, p. 188).

Figura 152 - Espectro de massas de alta resolucao de 4.
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Os espectros de RMN de *H e de 13C de 4 foram muito similares aos de 1 (figu-
ras 80 a 83, p. 125), o que sugeriu que 4 também seria uma substancia de nature-
za terpénica. No espectro de RMN de H (figuras 153 e 154, p. 189) de 4, destacaram-
-se trés singletos em & 1,17, 1,13 e 0,98, os quais foram atribuidos a trés grupos
metilicos alifaticos, além de um dubleto de metila alifatica em & 1,00 (J = 6,7 Hz), to-
talizando sinais para quatro grupos metilicos, ao invés de cinco sinais. Nesse espec-
tro, destacaram-se ainda dois duplos dubletos de hidrogénios metilénicos diastereo-
topicos a-carboxilicos em 6 2,34 (Wy2=15,1 e 6,8 Hz) e 2,21 (W12=15,1e 7,4 Hz) e

varios multipletos entre 6 0,80 e 1,95.
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Figura 153 - Espectro de RMN de 'H de 4 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 154 - Espectro de RMN de 13C de 4 (CDClIz, 600 MHz).
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Figura 155 - Espectro de RMN de 13C de 4 (CDClz, 151 MHz).
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Figura 156 - Espectro de RMN de 13C de 4 (CDClz, 151 MHz).
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Figura 157 - Espectro de DEPT 135° de 4 (CDCls, 151 MHZz).
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Figura 158 - Mapa de contornos gCOSY de 4 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 159 - Mapa de contornos gHSQC de 4 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 160 - Mapa de contornos (expansdo) gHSQC de 4 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 161 - Mapa de contornos (expansao) gHSQC de 4 (CDCls, 14,1 T).

} -35.5
-36.0
-36.5
-37.0
37.5
-38.0
-38.5
-39.0
F39.5
-40.0
F40.5
F41.0
F41.5
F42.0
F42.5

1.80 1.70 1.60 1.50 1.40 1.30 1.20 1.10 1.00

A maioria (13 sinais) dos deslocamentos quimicos de RMN de 3C de 4 diferiu
pouco [Ad<1,00 ppm (todos os sinais); Ad<0,5 ppm (11 sinais)] daqueles do diterpe-
no 1. Entretanto, diferencas significativas foram também observadas entre os dois es-
pectros. Com o auxilio dos espectros de DEPT 90° e 135°, APT com 1/(2J), gHSQC,
bem como do espectro de RMN de H, verificou-se no espectro de RMN de 3C de 4
a presenca de apenas quatro sinais referentes a grupos metilicos alifaticos e de um
sinal em & 185,0, inexistente no de 1. Essas informacgdes, associadas com os dados
espectrométricos obtidos por EM, sugeriram que um dos grupos metilicos de 1 fora
substituido por um grupo carboxilico.

Mediante uma andlise sistematica dos dados espectrométricos de RMN de 'H
e de 13C uni- e bidimensionais, demonstrou-se que a substancia 4 era um diterpeno
labdanico contendo um grupo hidroxilico (ligado ao C-8) e dois grupos carboxilicos,
bem como se efetuaram as atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos carbonos e
dos hidrogénios de 4 (tabela 11, p. 194). Assim, concluiu-se, por exemplo, que 0s
deslocamentos quimicos dos C-5, C-8, C-9, C-16, C-17 e C-20 eram 0 49,9, 73,4,




Resultados e discussdo

Tabela 11 - Dados de RMN de H e de *C de 4, 4a (R,R-PGME) e 4b (S,S-PGME) (14,1 T, 8, W12 ou J em Hz).

194

Posicéo 4 4a 4b
oc OH oc On oc On
leg 38,2 1,70 m 38,1 1,64 m 38,0 1,65 comp
Lax 0,98 comp 0,94 comp 0,96 comp
2eq 17,2 1,52m 17,3 1,50 m 17,3 1,48 m
2ax 1,62 m 1,58 m 1,58 m
3eq 36,9 1,61m 37,1 1,50 m 37,2 1,43 m
3ax 1,74 td ap, W12 12,6 € 4,2 1,74 td ap, W12 13,2 e 4,2 1,71td ap, W12 13,0e 4,1
4 47,3 - 47,1 - 47,1 -
Sax 49,9 1,71 m 50,7 1,61 m 50,6 1,65m
6 21,1 1,70 m 20,3 1,54 m (equatorial) 20,4 1,60 m (equatorial)
1,13 m 0,91 m (axial) 1,14 m (axial)
Teq 41,7 1,70 m 41,5 1,53 m 41,6 1,65m
T ax 1,55 td ap, W12 13,3 e 5,6* 1,38 td ap, W12 13,8 € 3,6 1,48 comp
8 73,4 - 73,2 - 73,2 -
9ax 59,2 0,86 tl, W12 3,6 59,3 0,77 tl, W12 3,0 59,3 0,83dd,4,7e2,6
10 38,2 - 38,3 - 38,4 -
11 22,3 1,35 m (2Hs) 22,5 1,28 m (2Hs) 22,5 1,30 m (2Hs)
12 40,1 1,45m; 1,24 m 40,6 1,33 m; 1,16 m 40,9 1,38 m; 1,22 m
13 30,9 1,96 oct ap, W12 6,7 31,6 1,94 oct ap, W12 6,6 31,5 1,98 oct ap, W12 6,4
14 41,2 2,34 dd, W12 15,1 e 6,8 43,8 2,26dd,14,4e5,4 43,8 2,27dd, 14,0e 6,1
2,21dd,W1215,1e7,4 2,02dd, 14,4e 8,4 2,03dd, 14,0e 7,8
15 178,5 - 171,8 - 171,9 -
16 19,7 1,00d, 6,7 19,7 0,95d, 7,2 20,0 0,92d, 6,5
17eq 30,5 1,13s 30,5 0,99s 30,5 1,08 s
18eq 184.6 - 178,3 - 178,5 -
19ax 16,2 1,17 s 16,5 122s 16,2 122s
20ax 15,4 0,98 s 15,6 0,95s 15,6 0,97 s
2' - - 56,3 559d,7,2 56,3 557d,7,1
2" - - 56,7 5,52d, 6,6 56,8 550d, 6,5
3.3" - - 171,6,171,5 - 2x171,5 -
4'4" - - 136,6 - 136,48, 136,68 -
5',9'5",9" - - 127,2,127,3 127,38, 127,28
6'.8',6",8" - - 128,9, 129,0 7,28-7,43 m (10Hs, 2xAA'BB'C) 128,9, 129,0 7,29-7,40 m (10Hs, 2xAA'BB'C)
77" - - 128,5 128,5, 128,6
OMe-10',10" - - 52,8, 52,7 3,72 s (6Hs) 52,8,52,7 3,72 s (6Hs)
NH-1' - - - 6,42d,7,2 - 6,38d, 7,1
NH-1" - - - 6,71d, 6,6 - 6,71d, 6,5

comp=Sinal complexo de dificil interpretagédo devido a sua multiplicidade e/ou sobreposi¢édo deste com um ou varios outros sinais; ap=aparente; *JResolved;

§=respectivamente. Multiplicidade em italico. Sistema de spin entre parénteses.
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59,3, 16,2, 30,5 e 15,4, respectivamente. O valor do deslocamento quimico do C-10,
o qual foi idéntico ao do C-1, foi confirmado por meio de experimento de APT com
1/(2J) (figura 162, p. 195) e pela correlacéo a longa distancia entre o C-10 e os hidro-
génios quimicamente equivalentes ligados ao C-11. As seguintes correlacdes a lon-
ga distancia observadas no mapa de contornos gHMBC: i) 6 184,6 (C-18) x 6 1,74
(H-3ax), 1,71 (H-5) e 1,17 (Hs-19), ii) 6 49,9 (C-5) x 0,98 (Hs-20) e 1,17 (Hs-19) e iii) 6
59,2 (Hs-19) x 1,35 (Hs-11) e 1,13 (Hs-17), juntamente com a desblindagem observa-
da para o C-4 (| A6| = 14,1 ppm), evidenciaram que um dos grupos metilicos ligados

em C-4 tinha sido oxidado para um grupo carboxilico (figura 163, p. 195).

Figura 162 - Espectro de APT com 1/(2J) de 4 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 163 - Correlacbes a longa distancia e interacfes espaciais selecionadas.
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Considerando-se a discussdo apresentada para 1, o valor de deslocamento
guimico observado para o C-5 (6 49,9) de 4 poderia levar a supor que a configura-
cdo em C-9 de 4 fosse inversa daquela do diterpeno 1, uma vez que este carbono
era 6,0 ppm mais blindado do que o C-5 de 1. Contrario a isso, o valor de desloca-
mento quimico observado para o C-20 (Me-20) foi de & 15,4, o que nédo condiz com
a inversao da configuragédo em C-9, desde que isso resultaria numa desprotecéo do
C-20, devido a anulacéao da interacdo y-gauche dessa metila com a cadeia lateral
ligada a C-9. No entanto, apesar de ser sugestivo de uma relacao anti entre os subs-
tituintes em C-9 e C-10, o valor de deslocamento observado para o C-20 nao foi to-
talmente decisivo sobre a configuracdo em C-9, visto que a oxidagao do C-19 colo-
caria um grupo carboxilico em axial. Isso intensificaria uma das interacdes butano y-
gauche e protegeria o C-20, compensando, assim, a anulacdo da interacdo y-gau-
che decorrente da inversédo da configuracdo em C-9. A partir dos dados espectromé-
tricos do acido hidroxilabda-8(17),14-dien-18-6ico e do diterpeno fokihodgina E, por
exemplo, calculou-se um efeito de protegéo sobre o C-20 de ~3 ppm.8&:288.

Embora foram observados, por experimento de NOESY 1D e 2D, acoplamen-
tos dipolares entre o hidrogénio em & 0,86 (H-9) com o hidrogénio em & 1,70 (H-1)
ou 1,71 (H-5) e entre os hidrogénios em 0 1,35 (Hs-11) e 0,98 (H-1lax ou Hs-20), es-
tes também n&o foram decisivos sobre a configuragdo em C-9, ja que, diante da in-
versao da configuracdo desse carbono, as interacdes espaciais supracitadas pode-
riam ser interpretadas como sendo provenientes dos acoplamentos dipolares do H-9

com 0 H-1eq € do H-1axcom 0s Hs-11, respectivamente.

Figura 164 - Alguns dados de RMN de 13C de Lit-26, Lit-27, Lit-28 e Lit-29.

Lit-26 Lit-27 Lit-28 Lit-29

Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 85, 289 e 290.
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Contudo, os dados espectrométricos obtidos para o diterpeno 4, sobretudo o
valor do deslocamento quimico do carbono da metila (6 16,2) ligada ao C-4, nédo fo-
ram compativeis com os de um grupo carboxilico ocupando uma posic¢ao axial. Con-
forme dados de modelos disponibilizados na literatura8:2892% g oxidacdo de um dos
grupos metilicos ligados a C-4 de 1 resultaria, devido ao efeito de compressao este-
rica, numa protecdo de 4-5 ppm do outro grupo metilico (figura 164, p. 196). No diter-
peno 1, os carbonos das Me-18 (axial) e Me-19 (equatorial) apresentaram desloca-
mentos quimicos de 6 21,6 e 33,4, respectivamente. Sendo assim, o valor de deslo-
camento quimico observado para o carbono do grupo metilico ligado ao C-4 de 4 foi
compativel apenas com o de um grupo metilico ocupando uma posic¢ao axial, e, con-
sequentemente, a carboxila estaria em equatorial.

Definida a posicéo equatorial do grupo carboxilico (C-18), o valor de desloca-
mento quimico do C-20 passou a ser decisivo sobre a configuracao relativa em C-9,
e, desse modo, mostrou-se que o diterpeno dicarboxilico 4 também pertencia a série
estereoquimica anti-anti, cuja juncdo dos anéis de seis membros é trans e a relacéo
estereoquimica entre a Me-20 e o H-9 é anti. Como discutido para 1, o sinal em &
30,5, atribtido ao C-17, bem como os deslocamentos quimicos dos C-7 (6 41,7) e C-
-9 (6 59,3), demonstraram que o grupo hidroxilico em C-8 de 4 estava em axial.

Portanto, a blindagem observada para o C-5 de 4 foi atribuida ao efeito y-gau-
che exercido pela “carboxila” sobre o C-5, e ndo a inversao da configuracdo em C-9.
Essa blindagem exercida sobre o C-5, assim como a desblindagem exercida sobre
os H-3 e H-5, confirmaram que o grupo carboxilico estaria em equatorial, uma vez que
uma carboxila em axial manteria uma relacao estereoquimica antiperiplanar com o H-
-5 e, portanto, ndo afetaria significativamente o deslocamento quimico do C-5 (figura
164, p. 196).85:289.290

As similaridades entre os valores dos deslocamentos quimicos de alguns dos
hidrogénios do sistema biciclico, aliadas aos padrdes complexos de acoplamento ob-
servados para esses hidrogénios, dificultaram as atribuicdes de quais hidrogénios es-
tavam em axiais e em equatoriais. Todavia, confirmou-se, por experimento de JRe-
solved (figura 165, p. 198), que os hidrogénios em & 1,55 (ligado a C-7) e 1,62 (liga-
do ao C-2) estavam em axial. Além disto, destaca-se que os parametros espectrais
extraidos da analise do sinal em & 1,74 (td ap, W12 12,6 e 4,2 Hz), juntamente com

os acoplamentos dipolares observados entre os H-9 e H-5 e entre o hidrogénio em &




198
Resultados e discussao

1,52 (H-2eq) com o hidrogénio em & 0,98 (H-1ax), demonstraram que o0s hidrogénios
em ® 1,74 (H-3ax), 1,71 (H-5), 0,98 (H-1ax) e 0,87 (H-9) também ocupavam posi¢cdes
axiais.

Assim, a substancia 4 foi caracterizada como sendo o acido 8-hidroxi-labdan-
-15,18-didico, ainda ndo descrito na literatura. Esse diterpeno, cuja a configuracao
absoluta foi determinada pelo método PGME, apresentou uma rotacdo Optica espe-

cificade [a]gj6 -24 deg/[dm(g.cm3)] (c. 0,22; CHCI3). As obtencdes dos derivados ami-
dicos 4a e 4b foram confirmadas por RMN e EM (figuras 166-172, p. 199-202). Nos es-

pectros de massas de 4a e 4b observaram-se picos de moléculas protonadas (m/z
649,3 e 649,4), de moléculas cationizadas com os ions NHs* (m/z 666,4), Na* (m/z
671,4) e K* (m/z 687,3 ou 687,4), além dos picos referentes as detec¢gbes dos ions
[M-H20+H]* (m/z 631,3) (figuras 166 e 167, p. 199).

Figura 165 - Expansédo do mapa de contornos de JResolved de 4 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 166 - Espectro de massas de 4a (IES, +10 V, infusdo direta).
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Figura 168 - Espectro de RMN de 'H de 4a (CDClz, 600 MHz).
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Figura 169 - Espectro de RMN de 13C de 4a (CDCls, 151 MHz).
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Figura 170 - Espectro de RMN de H de 4b (CDCls, 600 MHz).
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Figura 172 - Expansdes dos espectros de RMN de 'H de a) 4a e b) 4b (CDCls, 600 MHz).
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Os espectros de RMN de 'H e de 3C (figuras 168-172, p. 200-202) de 4a e 4b
mostraram sinais condizentes com os dos produtos esperados (tabela 11, p. 194). Nos
espectros de RMN de 'H, destacaram-se os sinais atribuidos aos hidrogénios amidi-
cos[4a:066,42(d,J=7,2Hz)e 6,71 (d,J=6,6 HzZ) e 4b: 66,38 (d,J=7,1 Hz) e 6,71
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(d, J= 6,5 Hz)], enquanto que nos espectros de RMN 3C se destacaram os sinais re-
ferentes aos carbonos carboxilicos [4a: 6 178,3, 171,8, 171,6, 171,5 e 4b: & 178,5,
171,9, 171,5, 171,5]. As formacdes das ligacbes amidicas foram confirmadas pelas
correlacdes observadas nos mapas de contornos entre os Cs-15 e Cs-18 com os hidro-
génios amidicos, bem como pelas correlacdes a longa distancia observadas entre es-

sas carboxilas e os respectivos hidrogénios das posi¢coes a e B (figura 173, p. 203).

Figura 173 - Correla¢gBes a longa distancia (seta de uma ponta) e interagdes espaciais (seta de duas
pontas) selecionadas.
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Como mostrado na figura 174, p. 204, quando se calculou os valores de Ad a
partir dos dados espectrométricos de RMN de 'H de 4a e 4b, verificou-se uma distri-
buicdo consistente dos sinais + e —. Entretanto, é importante salientar que a esterifi-
cacdo da carbolixa-18 resultou na formac¢do de um grupo amidico a,a-alquil-a-metil-
-trissubstituido, enquanto que a reacédo de substituicdo nucleofilica na carboxila-15

levou a formac&o de um grupo amidico B,B-alquil-dissubstituido. Sendo assim, calcu-
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laram-se os valores de AS(6R-0S) e AS(0S-0R). Além disto, destaca-se que foram efe-
tuados estudos conformacionais com as moléculas-modelo M10 e M11, afim de com-
preender o comportamento conformacional de derivados a,a-alquil-a-metil-trissubsti-
tuido, os quais ndo foram estudados por Yabucchi e Kusumi (2000).163 Neste trabalho,
constatou-se que o equilibrio conformacional em derivados a,a-alquil-a-metil-trissubs-
tituido foi muito similar ao previamente proposto para derivados de acidos carboxili-
cos a,a-substituidos, j& que somente diferencas minimas foram observadas, quando
sSe comparou entre si 0s arranjos geométricos dos conférmeros de menor energia (fi-
gura 174, p. 204).

Figura 174 - Valores de Ad(dR-0S), calculados a partir dos dados de RMN de *H de 4a e 4b.
Conférmeros de menor energia de 4a (R) e 4b (S).
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a,a-alquil- a-metil-trissubstituido
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Segundo um levantamento bibliografico realizado nas bases de dados Scopus,
Web of Science e Chemical Abstracts, este esta sendo o primeiro relato da aplicacéao
do método PGME para a determinagcéo da configuracao absoluta de um acido dicar-
boxilico. Portanto, torna-se necessario discutir alguns pontos. Primeiramente, desta-
ca-se que os sitios de reacdo se encontravam distantes um do outro, 0 que atenuou
o efeito que uma fenila exerceu sobre os hidrogénios proximos da outra fenila. Essa
conjectura foi ratificada por meio de uma comparacéo dos valores de Ad(1c-1d) com
os Ad(4a-4b). Ressalta-se ainda que, na etapa de determinagéo da configuragdo em
C-13 de 1, ja havia sido constatado que a fenila exercera pouco efeito sobre os des-
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locamentos quimicos dos Hs-1, Hs-2, Hs-3, Hs-6, Hs-7, Hs-18, Hs-19 e Hs-20. Portanto,
os efeitos anisotrépicos exercidos sobre esses hidrogénios nos derivados 4a e 4b
foram, basicamente, provenientes do efeito anisotrépico do anel benzénico ligado ao
C-2". De modo similar, observou-se que o efeito do grupo fenilico ligado ao C-2" so-
bre os hidrogénios da Me-16 e sobre os Hs-11 e Hs-12 foi insignificante ou apenas
ameno. Isso permitiu concluir que o efeito individual da fenila ligada ao C-2' daria va-
lores de Ad(OR-0S) negativos para 0s Hs-12 e positivo para os hidrogénios da Me-
-17. Por conseguinte, as configuracdes em C-4 e C-13 de 4 foram inequivocamente
estabelecidas como sendo S e R, respectivamente.?®! Por fim, destaca-se que a confi-
guracdo absoluta estabelecida para o diterpeno 4 esta intimamente relacionada a do
diterpeno 1, porquanto foi mostrado que o acido dicarboxilico 4 também pertencia a
série ent e apresentava uma configuracdo R em C-13. Tal resultado, exatamente co-
mo a atividade inseticida observada para 1 sugeriu, foi uma evidéncia relevante a fa-
vor da suposicéo que 4 seja um produto da metabolizacdo de 1 por lagartas de B. po-
lydamas.

O diterpeno dicarboxilico 4, quando foi mantido em solucdo de CDCls até a
completa evaporacao do solvente, também sofreu reacdo de desidratagdo. Todavia,
somente um produto de desidratacao foi obtido nesta etapa, 4c. No espectro de RMN
de H de 4c foram, entre outros sinais, observados trés singletos em & 1,52, 1,17 e
0,95, um dubleto em 6 1,00 (J = 6,7 Hz) e dois duplos dubletosem 6 2,35 (J = 15,2 e
6,5 Hz) e 2,20 (J = 15,2 e 7,6 Hz), os quais foram atribuidos a trés grupos metilicos,
aum grupo metilico ligado a carbono sp? e a dois hidrogénios diastereotdpicos a-car-
boxilicos, respectivamente. Ja no espectro de RMN de 13C observaram-se vinte sinais,
dos quais, com o auxilio dos espectros de DEPT 135° e gHSQC, dois foram atribui-
dos a carbonos carboxilicos, dois a carbonos olefinicos de uma ligacdo dupla tetras-
substituida, trés a carbonos metilicos alifaticos, um a carbono metilico ligado a carbo-
no sp?, dois a carbonos quaternarios, dois carbonos a carbonos metinicos e oito a car-
bonos metilénicos (figuras 175-177, p. 206 e 207).

Assim, baseando-se nessas informacdes e em analises dos espectros de RMN
de 'H e de *3C uni- e bidimensionais, bem como na comparacéo dos dados espectro-
métricos obtidos com os de modelos disponibilizados na literatura?®?, a substancia 4c
foi caracterizada como sendo o acido (4S,5S,10R,13R) labd-8(9)-en-15,19-didico, pa-

ra o qual ndo se encontrou relato na literatura (tabela 12, p. 206).
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Figura 175 - Espectro de RMN de 'H de 4c (CDClz, 600 MHz).
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Tabela 12 - Dados de RMN de *H e de '3C de 4c (14,1 T, 3, W12 ou J em Hz).

Posicéo dc o1 (J em Hz) Posicao dc OH (J em Hz)
Leg 36,0 | 1,80 dtl, W12 12,2 € 4,0 13 31,2 1,95m
Lax 1,25 m
2 18,2 1,60 m (2Hs) 14 41,3 | 2,35dd, 15,1 e 6,5
2,20dd, 15,1e 7,6
3eq 36,7 1,62 m* 15 179,2 -
3ax 1,75 m*
4 47,5 - 16 19,5 1,00d, 6,7
Sax 46,0 | 1,97 dd, 12,7** e 1,5** 17¢q 19,4 152s
6 21,8 1,57 comp 18¢q 185,1 -
1,28 m
Teq 32,9 2,09m 19ax 16,2 1,17s
7 ax 1,90 td, W12 17,8 € 6,4
8 126,0 - 20ax 20,2 0,95s
9ax 139,7 -
10 38,1 -
11 25,3 1,93 m (2Hs)
12 37,1 1,41 m
1,27 m

comp=Sinal complexo de dificil interpretacédo devido a sua multiplicidade e/ou sobreposicdo deste
€com um ou Varios outros sinais; ap=aparente; *multiplicidade determinada com auxilio do programa
FOMSC3. *Posicao axial e equatorial defina por comparacédo dos valores de deslocamento quimico
com os do produto natural (4). **O valor provavelmente esta aproximado devido a sobreposi¢cdo com
os sinais. Multiplicidade em italico. Numero de hidrogénios entre parénteses. 2Hs=Dois hidrogénios.
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Figura 176 - Espectro de RMN de 13C de 4c (CDCls, 151 MHz).
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Figura 177 - Correla¢c@es a longa distancia (selecionadas) observadas no mapa de contornos gHMBC
de 4c (CDCls, 14,1 T).

4.4.2.2 Atividade antipredatoria

Neste trabalho, verificou-se que as lagartas de B. polydamas sequestraram as
lignanas kusunoquinina (2) e hinoquinina (8), bem como se determinou que cada la-
garta de 5° instar armazenou aproximadamente 1 mg do diterpeno dicarboxilico 4. Is-
SO sugeriu que essas micromoléculas poderiam mediar interacfes ecologicas. Para

investigar essa hipétese, as substancias 1, 2 e 4 foram testadas em bioensaios de
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antipredacao, para os quais se selecionaram, como predadores em potencial, os se-
guintes organismos: i) filhotes de G. gallus domesticus e ii) formigas da espécie C.
crassus, as quais tém sido frequentemente observadas predando lagartas de lepidép-
teros.*9293 J4 os filhotes de G. gallus domesticus foram escolhidos como predadores,
sobretudo, devido a observacgdes anteriores em que estes rejeitaram lagartas da bor-
boleta B. polydamas.293.2%4

Inesperadamente, nenhuma das substancias testadas exibiu atividade biologi-
ca, uma vez que estas ndo impediram a predacédo de larvas liofilizadas de T. molitor
por G. gallus domesticus e C. crassus. Portanto, as funcdes ecologicas desses meta-
bdlitos ainda ndo estao claras e sera, portanto, necessario avalia-las mais minuciosa-
ente. Entretanto, os resultados obtidos sugeriram novos questionamentos e hipoéte-
ses:

» Seriam as substancias 2, 4 e 8, as quais foram armazenadas em grande quan-
tidade por B. polydamas, responsaveis pela defesa quimica contra parasitoi-
des ou microorganismos?

» O fato do galinaceo ser um animal generalista poderia ter mascarado o efeito
fisiol6gico exercido pelas substancias 2 e 47?

» As especificidades das substancias testadas as tornam inativas para organis-
MOosS para 0s quais estas nao foram estocadas?

» Como sugerido por Morais et al. (2013), a defesa quimica de lagartas de B. po-
lydamas é mais complexa do que se imaginou, e estas sdo impalataveis devi-
do a misturas de compostos que atuam de forma sinérgica?

Estudo anterior com AAs, 0s quais ndo evitaram a predacédo de larvas de T.
molitor por filhotes de G. gallus domesticus e formigas da espécie C. crassus*®, mos-
trou que estes impediram o ataque de lagartas de B. phylenor pelo parasitdide Tro-
gus pennator.'>® Segundo Greeney, Dyer e Smilanich (2012)*36, parasitismo é o prin-
cipal motivo da mortalidade da maioria dos insetos que se alimentam de plantas. O
parasitéide mais comum de lagartas de B. polydamas é o da espécie Areoscelis ru-
fas (figura 28, p. 65). Neste sentido, destaca-se que se observou parasitismo por A.
rufas em algumas das lagartas criadas para os estudos de biotransformacéao. No en-
tanto, € importante salientar que, embora 0s numeros de vespas parasitdides e de

lagartas ndo foram contabilizados com precisdo, verificou-se uma taxa de parasitis-
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mo relativamente baixa, uma vez que apenas cerca de 10 vespas parasitdides emer-
giram das ~300 crisélidas obtidas durante todo o periodo de criacédo das lagartas.
Apesar das fungfes ecoldgicas das substancias contidas nas lagartas de B.
polydamas ndo terem sido elucidadas neste trabalho, é digno de nota mencionar que
este esta sendo o primeiro relato da ocorréncia das substancias 2, 4 e 8 em imaturos
da borboleta B. polydamas. Interessantemente, foi previamente relatado que as ligna-
nas 2 e 8 exibiram atividades inseticida e antialimentar, respectivamente.®8! Desse
modo, seria pelo menos razoavel propor que B. polydamas pode tolera-las, porém,
0s parasitdides podem ser suceptiveis a esses dimeros C6-C3. Paradoxamente, o
provavel produto — diterpeno 4 — de bioconversao de 1 também foi armazenado pe-
las lagartas de B. polydamas. Isso apontou quéao racionais, arquitetados e inteligen-
tes sdo os processos envolvendo interacdes em sistemas tritréficos, planta, inseto e
inimigos naturais do inseto, uma vez que foi evidenciado que as lagartas de B. poly-
damas sdo especializadas para superar as barreiras quimicas impostas pela planta

e, a0 mesmo tempo, para aproveitar parte do produto obtido em beneficio proprio.

4.4.3 Acido 88,18a-dihidroxi-labdan-15-6ico (3)

O diterpeno 3 (33,9 mg) foi obtido na subfracdo Ba-1G, conforme descrito no
item 3.7.1, p. 71. Esse diterpeno foi obtido em mistura com diversos compostos mi-
noritarios, inclusive em mistura com 4 e algumas lignanas. O espectro de RMN de 'H
da substancia 3 (figuras 178-182, p. 210-212) foi similar ao do acido dicarboxilico 4,
e as principais diferencas foram: I) o sinal em 6 1,12 (Me-19), o qual foi observado
no espectro de 4, foi substituido por um sinal em & 0,70 e 1) dois dubletos em & 3,04
e 3,36, com constante de acoplamento de J = 11 Hz, foram observados somente no

espectro de 3. Poucas diferencas foram também verificadas comparando-se os es-
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pectros de RMN de *3C de 3 e 4. A diferenca mais notavel é a auséncia, no espectro
de 3, de um sinal em d 185,0 (C-18 de 4) e o aparecimento de um sinal em & 71,9,
atribuivel a um carbono metilénico carbindlico (figuras 178-182, p. 210-212). Além
disto, conforme mostrado na figura 55, o diterpeno 3 mostrou no espectro de massas
um pico com 14 u a menos do que o de 4.

Assim sendo, sugeriu-se gue 3 seria um analogo de 4 contendo um grupo —
CH20H no lugar do grupo —CO2H. Essa proposta foi confirmada mediante analise
dos dados espectrométricos de RMN de *H e de '3C uni- e bidimensionais (DEPT,
gHSQC, gHMBC, gCOSY 'H-'H e gNOESY 1D) de 3 (tabela 13, p. 213). Os dados
espectrométricos obtidos para 3 foram condizentes com os de uma configuracéo rela-
tiva para o seu sistema decalinico igual as dos diterpenos 1 e 4. Além disto, os des-
locamentos quimicos observados para os grupos metilénico carbindlico e metilico li-
gados ao C-4 foram compativeis com os de um grupo metilico ocupando uma posi¢ao
axial. Logo, o outro grupo, -CH20H, estaria em equatorial. Portanto, a blindagem ob-
servada para o C-5 foi interpretada como sendo devido ao efeito y-gauche e nédo a

inversdo da configuracdo em C-9, exatamente como se discutiu para o diterpeno 4.

Figura 178 - Espectro de RMN de *H de 3 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 179 - Espectro de RMN de 13C de 3 (CDClz, 151 MHz).
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Figura 180 - Expanséo do espectro de RMN de 3C de 3 (CDCls, 151 MHz).
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Figura 181 - Expanséao do espectro de RMN de 13C de 3 (CDCls, 151 MHz).
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Tabela 13- Dados de RMN de 'H e de *3*C de 3,3b e 20 (14,1 T, 5, W12 ou J em Hz).

Posicéo 38 3b§ 20%
oc OH oc OH dc OH
leg 38,7 1,64 m 38,7 1,64 m 40,0 1,70 comp
lax 0,85 comp 0,85 td ap, W12 13,4 e 3,7 0,88 td ap, W12 12,7 e 3,2
2eq 17,4 1,47 m 17,4 1,46 m 18,5 1,43 m
2ax 1,62 m 1,63 m 1,66 gt ap, W12 13,4e 3,5
3eq 35,2 1,24 m 35,3 1,26 m 36,2 1,20 m
3ax 1,39 m 1,38 m 1,54 comp
4 37,5 - 37,6 - 38,4 -
Sax 48,7 1,16 comp 48,8 1,16dd, 12,1e 1,8 49,5 1,29dd, 12,3*e 1,9
Geq 18,0 1,39 m 18,0 1,38 m 18,9 1,40 m
Bax 1,52 m 1,54 qd ap, W12 12,7 e 3,2 1,59 comp
Teq 41,8 1,71 m 41,8 1,72 dt ap, W12 13,2 e 3,0 43,2 1,68 comp
T ax 1,49 m 1,45 comp 1,45 comp
8 73,2 - 73,0 - 72,6 -
ax 59,2 0,78 comp 59,3 0,78 tl, W12 3,2 60,7 0,74dd, 4,6 e 2,6
10 38,6 - 38,6 - 39,6 -
11 225 1,33 m (2Hs) 22,6 1,31 m (2Hs) 23,2 1,51m; 1,31 m
12 40,5 1,41 m; 1,24 m 41,0 1,37 m; 1,23 m 42,2 1,41m; 1,21 m
13 31,0 1,95 oct ap, W12 6,3 31,6 1,98 oct ap, W12 6,5 31,4 1,60 m
14 41,2 2,36 dd, W12 15,1 € 6,1; 43,9 2,26 dd, W12 13,9 € 6,1; 40,8 1,62 m
2,16 dd, W12 15,1 e 7,8 2,04 dd, W12 139e 7,9 1,32 m
15 177,9 - 171,9 - 60,7 3,53-3,63 m (2Hs)
16 19,7 0,98 comp 20,0 0,93d, 6,5 20,2 0,92d, 6,7
17eq 30,5 1,12 s 30,6 1,09s 31,4 1,11s
18eq 71,8 3,42d,10,9; 3,10d, 10,9 72,0 3,42d,10,9; 3,11d, 10,9 71,8 3,37 dd, 10,6 e 5,5; 3,00 dd, 10,6 € 5,7
19ax 17,5 0,76 s 17,5 0,77 s 18,2 0,75s
20ax 15,5 0,98 s 15,5 0,98 s 16,2 1,03s
NCHPh - - 56,3 5,58d,7,1 - -
CO:2Me - - 171,5 - - -
OMe - - 52,8 3,72s - -
Ph-1' - - 136,4 - - -
Ph-2',6' - - 127,3 7,35 m (2Hs, AA'BB'C) - -
Ph-3',5' - - 129,0 7,35 m (2Hs, AA'BB'C) - -
Ph-4' - - 128,6 7,33 m (1Hs, AA'BB'C) - -
NH - - - 6,36d, 7,1 - -
OH (C-8) - - - - - 2,72s
OH (C-15) - - - - - 3,34 tl, W12 5,2
OH (C-18) - - - - - 3,50dd, 5,7e5,5

§ CDCls; $(CD3)2CO; comp=Sinal complexo de dificil interpretacéo devido a sua multiplicidade e/ou sobreposicdo deste com um ou Varios outros sinais; ap=aparente; *O valor
provavelmente esta aproximado devido a sobreposicao parcial com outro sinal. Multiplicidade em Italico. Namero de hidrogénios e sistema de spin entre parénteses.
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O diterpeno 3 também foi derivatizado com os reagentes quiralicos anisotrépi-
cos R- e S-PGME, mas somente o derivado S-PGME (3b) foi isolado com pureza es-
pectroscopica, porquanto o derivado R-PGME degradou durante a evaporacdo no
rota evaporador do solvente da fracéo coletada no CLAE. Desse modo, ndo foi pos-
sivel determinar a configuracdo em C-13 de 3 pelo método PGME utilizando-se a
abordagem tradicional baseada em valores de AS(dR-8S). Destaca-se, porém, que a
obtencéo do derivado 3b permitiu confirmar a estrutura proposta para 3, refinar a atri-
buicdo dos deslocamentos quimicos feita para 3 e ratificar, por experimentos de RO-
ESY 2D e andlises sistematicas das constantes de acoplamento homonucleares *H-
-1H, a configuracgéo relativa do sistema decalinico de 3 (figuras 183-188, p. 214,215).

Figura 183 - Espectro de RMN de H de 3b (CDCls, 600 MHz).
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Embora os valores de Ad(6R-0S) ndo puderam ser calculados, uma compara-
cdo dos dados espectrométricos de RMN de 3b com os de 1c, 1d, 4a e 4b sugeriu
que a configuracdo em C-13 de 3b também era R. Neste sentido, observou-se que,
guando a configuragcdo em C-13 era R, nos derivados S-PGME os hidrogénios das Mes-
-16 estavam mais blindados que nos derivados R-PGME, 1c: 6 0,96 versus 1d: 6 0,92
e 4a: 0 0,95 versus 4b: 6 0,92, respectivamente. Por outro lado, constatou-se que 0s
carbonos da Mes-16 eram mais desprotegidos nos derivados S-PGME do que nos R-
PGME, 1c: 6 19,7 versus 1d: 8 19,9 e 4a: & 19,7 versus 4b: & 20,0, respectivamente.
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Como os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da Me-16 e do C-16 de 3b foram

0 0,93 e & 20,0, respectivamente, determinou-se que a configuragdo em C-13 de 3b

era R.

Figura 184 - Expansao do espectro de RMN de 'H de 3b (CDCls, 600 MHz).
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Figura 186 - Espectro de RMN de 13C de 3b (CDCls, 151 MHz).
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Figura 187 - Expanséo do espectro de RMN de 3C de 3b (CDCls, 151 MHz).
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Figura 188 - Correla¢@es a longa distancia (seta de uma ponta) e interacdes espacias (seta de duas
pontas) selecionadas (3b; CDCls, 14,1 T).
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Com o intuito de ratificar a configuracdo em C-13 de 3b, bem como estabelecer
a configuracéo absoluta do seu sistema trans-decalinico, uma mistura de 3+4 foi sub-
metida a redugé@o com LiAlH4. Nessa etapa, o triol 20 foi obtido em mistura com BHT.
Em seguida, esse derivado foi purificado por CC de silica gel obtendo-o com elevado
grau de pureza. Considerando-se que somente sinais para uma substancia diterpé-
nica foram observados nos espectros de RMN, deduziu-se que o diterpeno 3 tinha a
mesma configuracdo absoluta de 4, isto €, C-4S, C-5S, C-8R, C-9S, C-10R e C-13R
(figuras 189-193, p. 217-219).

Figura 189 - Espectro de RMN de *H de 20 [(CD3)2CO, 600 MHZz].
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Figura 190 - Expansdo do espectro de RMN de 'H de 20 [(CD3).CO, 600 MHz].
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Figura 191 - Expansdo do espectro de RMN de 'H de 20 [(CD3).CO, 600 MHz].
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Figura 192 - Expansdo do espectro de RMN de 'H de 20 [(CD3).CO, 600 MHz].
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Figura 193 - Espectro de RMN de 13C de 20 [(CD3)2CO, 151 MHZz].
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O espectro de massas de 20 (figura 194, p. 220) apresentou picos em m/z 326,4,
344,3, 349,2 e 365,3, 0s quais foram interpretados como sendo de moléculas proto-
nadas e cationizadas com os ions NH4*, Na* e K*. Foram ainda observados picos pa-
ra os ions [M+H-H20]* e [M+H-2H20]* em m/z 309,3 e 291,2, respectivamente. Es-
ses dados foram condizentes com a formula molecular C20HssO3, esperada para o pro-
duto de reducéo da mistura de 3+4.

Figura 194 - Espectro de massas de 20 (IES, +10 V, infuséo direta).
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O espectro de RMN de 'H de 20 (figuras 189-192, p. 217,219) mostrou sinais pa-
ra quatro grupos metilicos alifaticos: i) trés singletos em 6 1,11 (Me-17), 1,03 (Me-20)
e 0,75 (Me-20) e ii) um dubleto em & 0,92 (J = 6,7 Hz, Me-16), um triplo dubleto apa-
rente em & 0,88 (W12 = 12,7 e 3,2 Hz, H-1ax), um duplo dubleto em 6 0,74 (J=4,6
2,6 Hz, H-9), além de varios sinais entre 6 1,16 e 3,66. Mais especificamente, foram ob-
servados entre 6 2,7 e 3,7 um singleto em & 2,72 (—OH ligado a C-8), dois duplos du-
bletos em 6 3,37 (J = 10,6 e 5,5 Hz, H-18,) e 3,00 (J = 10,6 e 5,7 Hz, H-18b), um tri-
pletolargoem & 3,34 (W12=5,2 Hz, —OH ligado a C-18) e um duplo dubleto em & 3,50
(J=5,7e5,5Hz, -OH ligado a C-15) (tabela 13, p. 213).

Como os sinais em © 3,50, 3,34 e 2,72 ndo mostraram correlagdo com carbo-

no no mapa de contornos gHSQC (figura 195, p. 221), estes foram interpretados como
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sendo de hidrogénios de trés grupos hidroxilicos. As multiplicidades e as constantes
de acoplamento (J = 5,7 ou 5,5 Hz) extraidas a partir das analises desses sinais cor-
roboraram com essa sugestdo. Constantes de acoplamento vicinal (J3) entre um hi-
drogénio hidroxilico (com lenta velocidade de troca) e um hidrogénio alifatico variam

de 4 a 10 Hz, sendo o valor tipico de ~5,0 Hz.

Figura 195 - Mapa de contornos gHSQC de 20 [(CD3)2CO, 14,1 T].
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No espectro de RMN de 3C de 20 (figura 193, p. 219) foram observados 20 si-
nais, os quais foram, com o auxilio dos experimentos de DEPT 135°, gHSQC, gHM-
BC e do espectro de RMN de H, atribuidos a trés carbonos carbinélicos: dois metilé-
nicos (C-15: 6 60,7 e C:18 & 71,8:) e um terciario (C-8: 6 72,6), trés carbonos metini-
cos sp3 (Cs-5,9,13: 8 49,5, 60,7 e 31,4, respectivamente), quatro carbonos metilicos
alifaticos (Cs-16,17,19,20: 6 20,2, 31,4, 18,2 e 16,2 respectivamente), dois carbonos
quaternarios (Cs-4,10: 6 38,4 e 39,6, respectivamente) e oito carbonos metilénicos sp3
(Cs-1,2,3,6,7,11,12,14: 6 40,0, 18,5, 36,2, 18,9, 43,2, 23,5, 42,2 e 40,8 respectivamen-
te).
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A configuracéo relativa do sistema decalinico de 20, bem como as atribuices
das posicdes axiais e equatoriais dos hidrogénios que o integravam, foram confirmadas
por experimentos de NOESY 1D e 2D (figura 196, p. 222). Irradiacdo em ~6 0,75, isto
€, na frequéncia do H-9 e dos hidrogénios da Me-19, resultou no aumento da inten-
sidade dos sinaisem 6 1,66 (H-2ax), 1,59 (H-6ax), 1,45 (H-7ax), 1,29 (H-5), 1,20 (H-3eq),
1,11 (Hs-17), 1,03 (Hs-20) e 0,88 (H-1ax), enquanto que a irradiacdo em & 0,88 (H-1ax)
levou ao aumento daintensidade dos sinaisem & 1,70 (H-1eq), 1,53 (H-3ax), 1,43 (H-2¢q),
1,30 (H-5) e 0,74 (H-9). Observou ainda, quando se irradiou na frequéncia de absor-
¢do dos hidrogénios metilicos da Me-20 (6 1,03), aumento da intensidade dos sinais
em & 2,72 (-OH ligado a C-8), 1,66 (H-2ax), 1,58 (H-6ax), 1,31 (H-11b) € 0,75 (Hs-19).
O Efeito Nuclear Overhauser observado entre os hidrogénios das Me-19 e Me-20 con-
firmou a posicédo equatorial do grupo hidroximetilénico ligado a C-4, enquanto que o
acoplamento dipolar entre o hidrogénio hidroxilico em & 2,72 e os hidrogénios da Me-
-20 (© 1,03) definiram que o grupo hidroxilico em C-8 estava em axial.

Figura 196 - Interacdes espacias selecionadas.

4.4.4 Acido 7,88,18a-trihidroxi-labdan-15-6ico (19)

CO,H
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O diterpeno 19 foi obtido em mistura com a lignana 18, a qual era a substancia
majoritaria na mistura. Lavagem dessa mistura com 8,0 mL de (CH3)2CO resultou na
purificacdo parcial do diterpeno 19, e este passou a ser 0 constituinte majoritario. An-
tes da etapa de lavagem, a subfracdo contendo 18+19 foi dissolvida em CD3OD e,
entdo, analisada por espectroscopia de RMN de 'H e de *3C 1D e 2D, resultando na
caracterizacao do composto 19. Depois do fracionamento por lavagem, a mistura de
18+19 foi analisada por RMN em solugéo de (CDs3)2CO (figuras 197-202, p 223-226).

Figura 197 - Espectros de RMN de 'H de 18+19 (
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Figura 198 - Expansdo do spectro de RMN de H de 18+19 [(CDs).CO, 600 MHz].

0bL'0—

086°0
Nmm.oW
666°0

0LT'T—

050°¢

€v0°C
ovo.mw
280°Z

L

LaU C
980°C
et
[4X A\
TS
Bm.N\

VLT
91T~
058'Z~.
$06°7 ~
S/6'T~
€667/
0Lz€

me.m/
88ze L
99€°€

6/E°¢
mwm.mN
665
$08°€
ﬁw.m%
[44 R\

68/

0.8

11

1.4

1.7

2.0

2.3

2.6

29

3.2

3.5

3.8

Figura 199 - Expansédo do spectro de RMN de H de 18+19 [(CDs).CO, 600 MHz].
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Figura 200 - Espectro de RMN de 13C de 18+19 [(CD3).CO, 151 MHz].
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Figura 201 - Expansédo do espectro de RMN de 13C de 18+19 [(CDz3)2CO, 151 MHZz].
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Figura 202 - Expansédo do espectro de RMN de 13C de 18+19 [(CDz3)2CO, 151 MHZz].
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O espectro de RMN de 'H de 18+19 (figuras 197-199, p. 223), em (CD3)2CO,
apresentou diversos sinais, dos quais se destacaram trés singletos de hidrogénios
metilicos em & 1,17 (Hs-17), 1,00 (Hs-20) e 0,74 (Hs-19), um triplo dubleto aparente em
0,85 (W12 = 12,9 e 3,5, H-1ax), trés duplos dubletos em 6 3,28 (J = 11,0 e 4,2 Hz),
1,33 (J=12,8 e 1,3 Hz) e 0,70 (J= 4,7 e 2,3 Hz). Ja no espectro de RMN de 13C, des-
tacaram-se dois sinais de carbonos metinicos em 6 59,4 e 46,0, trés sinais de grupos
metilicos alifaticos em & 20,1, 18,2 e 16,1, um sinal de carbono acilico em 6 174,1 e
trés sinais de carbonos carbindlicos: um metinico em & 76,6, um ndo hidrogenado em
0 75,4 e um metilénico em & 71,5. Esses dados foram compativeis com os de um di-
terpeno contendo um grupo carboxilico e trés grupos hidroxilicos (tabela 14, p. 228).

No mapa de contornos gHSQC (figura 203, p. 227), observaram-se correlacoes
entre os hidrogénios em & 3,38 (H-18a) e 2,99 (H-18b) com o carbono em & 71,5 (C-
-18) e o hidrogénio em & 3,28 (H-7) e o carbono em 76,6 (C-7). Essas correlagoes,
somadas as segintes correlacdes observadas no mapa de contornos gHMBC: i) C-7
X H-5 e Hs-17, ii) C-8 X Hs-11 e H-9 e iii) C-18 x Hs-19, evidenciaram que 0S grupos

hidroxilicos estavam ligados aos C-7, C-8 e C-18. A posicao da carboxila foi determi-
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nada pelas correla¢des a longa distancia do carbono em 6 174,1 (C-15) com os hidro-
génios em 0 2,34 (H-14a) e 2,10 (H-14b) (figura 204, p. 228).

Figura 203 - Expansdo do mapa de contornos gHSQC de 18+19 [(CDs).CO, 14,1 T].
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Embora os espectros de 19 e 3 tenham sido adquiridos em solventes deutera-
dos distintos, a maioria dos dados espectrométricos de RMN de 13C de 19 foi muito
similar aos dados de 3. As principais diferencas (| A6| > 1,0) foram observadas entre
os deslocamentos quimicos dos carbonos das posi¢coes 1 [Ad(19-3)= +1,3 ppm], 5
[AS(19-3)=-2,7 ppm], 6 [AD3(19-3)= +9,9 ppm], 7 [A5(19-3)= +34,8 ppm], 8 [Ad(19-
-3)=+2,2 ppm], 17 [Ad(19-3)=-4,1ppm] e 15 [Ad(19-3)=-3,8 ppm]. Essas diferen-
cas podem ser explicadas por meio do efeito exercido pelo grupo hidroxilico ligado ao
C-7 ou pela mudanca de solvente. Neste sentido, verificou-se que o grupo hidroxilico
desprotegeu o C-7/a e os Cs-6,8/3,B' e protegeu os Cs-5,17/y,y'. A protecéo observada
para o C-15 foi decorrente principalmente da mudanga de solvente, como pode ser
constatado mediante uma analise comparativa dos dados espectrométricos do diter-
peno 1 obtidos em CDCIs e (CD3)2CO. Em CDCIs, predomina o dimero ciclico centro
simétrico de acidos carboxilicos, enquanto que em (CD3)2CO predomina a associacéo
heterodimérica solvente—soluto, o que explica porque o C-15 de 19 estava 3,8 ppm
mais protegido do que o C-15 de 3.
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A configuracao relativa do sistema decalinico de 19, particularmente a confi-
guracdo em C-7, foi determinada por experimento de NOESY 2D (figura 204, p. 228),
pelas multiplicidades e constantes de acoplamento extraidas das analises dos sinais
emd 3,28(J=11,0e4,2Hz)e 1,33 (J =12,8 e 1,3 Hz) (tabela 14, 228) e por com-
paracdo dos dados espectrométricos obtidos com os de modelos disponibilizados na
literatura (figura 205, p. 229).2°5-2%7 Considerando-se as similaridades estruturais entre
1, 3,4 e 19 é razoavel propor que a configuracéo absoluta de 19 seja 4S, 5S, 7R, 8S,
9S, 10R e 13R.

Figura 204 - Correla¢fes a longa distancia (seta de uma ponta) e interag8es espacias (seta de duas
pontas) selecionadas [19; (CD3)2CO, 14,1 T].

Tabela 14- Dados de RMN de 'H e de *3C de 19 (14,1 T, 5, W12 ou J em Hz).

Posicdo 198 19+
Oc OH Oc OH
leg 40,0 1,68 m 40,3 1,66 m**
lax 0,85td ap, W1212,9e 3,5 0,85 comp**
2eq 18,4 1,42m 18,4 1,45 m**
2ax 1,65m 1,67 m**
3eq 36,1 1,20 m 36,4 1,22 m**
3ax 1,54 td ap, W12 13,3 e 3,3 1,48 m**
4 38,1 - 38,5 -
Sax 46,0 1,33dd, 12,8e 1,3 46,8 1,26 ap, W1212,0e 1,8
6Beq 27,9 1,61 comp 27,9 1,57 ddd ap, W12 12,6, 5,4 e 3,0
Bax 1,47 comp 1,53 “dI", W12 12,0
T ax 76,6 3,28 dd, 11,0* e 4,2* 77,4 3,29 comp
8 75,4 - 76,2 -
ax 59,4 0,70dd, 4,7e 2,3 59,9 0,70dd,4,8e 2,4
10 39,3 - 39,8 -
11 23,1 1,59 m 23,4 1,51 m
1,35 m 1,35 m
12 41,5 1,48 m 41,9 1,45 m
1,26 m 1,24 m
13 31,9 1,93 oct ap, W12 6,9 32,6 1,92 oct ap, W12 6,6
14 41,6 2,34 dd, 15,1e 6,0 42,8 2,32dd, 15,0e 5,4
2,10dd, 15,1e 8,0 2,10 comp
15 174,1 - A -
16 20,1 0,98d, 6,8 20,2 0,98d, 6,6
17eq 26,4 1,17 s 26,0 1,18s
18 71,5 3,38d, 10,6 71,8 3,38d, 10,8
2,98d, 10,6 3,00d, 10,8
19ax 18,2 0,74 s 18,2 0,76 s
20ax 16,1 1,00s 16,2 0,99 s

§(CDs).CO; £CD;0D; comp=Sinal complexo de dificil interpretacdo devido a sua multiplicidade e/ou sobreposi¢&o deste com

um ou Vvarios outros sinais; ap=aparente; *o valor provavelmente esta aproximado devido a sobreposigdo com outros sinais;

A=nao determinado; **posicGes axiais e equatoriais foram propostas com base nos dados espectrométricos de 11 obtidos
em (CDs),CO; “dI"=na verdade é um quadrupleto de um sistema ABMX, com B tendendo a A'".
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Figura 205 - Dados de RMN de 13C de alguns carbonos de Lit-30 a Lit-33 e valores de Ad calculados
a partir dos dados de 19 e de cada um desses modelos.

OAc

+3,33 -0,60 -8,50
+0,12 +0,00 -1,60
+0,08 -3,60
+22 +1,80 +0,10
A5(19 menos Lit-30) A5(19 menos Lit-31) AS5(19 menos Lit-32) A5(19 menos Lit-33)

Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 295-297.

4.4.5 Lignanas (2, 17, 17a, 18 e 18a)

4.4.5.1 Kusunoquinina (2)

Identificou-se, por RMN de 'H e pela comparacédo dos seus t; e espectro de
UV com os de uma amostra auténtica, o composto 2 no extrato E-Fl e nas fracdes F-
-1D e F-1E. Por CG-EM e CLAE-UV-DC-AFD, este foi também identificado no extrato
L1 (item 3.7.5). Além disto, a substancia 2 foi isolada dos extratos E-Fz e L2 (itens
3.8.1.1e3.9.1).
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Figura 206 - Espectro de RMN de 'H de 2 (CDCls, 600 MHz).
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No espectro de RMN de 'H da substancia 4 (figura 206, p. 230) foram obser-
vados dois dubletos em 6 5,94 (W12 = 1,2 Hz) e 5,93 (W12 = 1,2 Hz), quatro duplos
dubletos em & 4,15 (J=9,0 e 7,2 Hz), 3,88 (J=9,0 e 7,8 Hz), 2,96 (W12= 14,4 € 5,3
Hz) e 2,85 (W2 = 14,4 e 7,2 Hz), dois singletos em & 3,86 e 3,82, um duplo duplo
dubleto em & 2,56 (W12= 8,2, 7,2 e 5,3 Hz), um multipleto em & 2,62, além de dois
multipletos entre & 2,44-2,53. Nesse espectro, foram ainda observados dois dubletos
em 6 6,76 (J = 7,8 Hz) e 6,48 (J=2,4 Hz), um duplo dubleto em & 6,71 (W12=7,8 €
0,6 Hz) e sinais entre d 6,55-6,61. As integracdes dos sinais do espectro de RMN de
'H, assim como as correlagdes presentes no mapa de contornos gHSQC, mostraram
gue os sinais na regiao entre 6 6,55-6,61 eram de trés hidrogénios metinicos (figuras
206-208, p. 230,231). Com o auxilio de experimentos de JResolved e gCOSY (figuras
211, p. 234), esses sinais foram interpretados como sendo trés duplos dubletos: I) &
6,60 [W12 = 1,8 (acoplamento em meta) e 0,6 (“acoplamento virtual” — sistema ABX)
Hz], 1) & 6,59 [J = 7,8 (acoplamento em orto) e 1,8 Hz] e lll) 6 6,57 [J=7,8 ¢ 2,4
(acoplamento em meta) Hz). Esses dados foram condizentes com os de dois anéis

aromaticos 1,3,4-trissubstituidos (tabela 15, p. 238).
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Figura 207 - Expansdo do espectro de RMN de 'H de 2 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 208 - Expanséo do mapa de contornos gHSQC de 2 (CDCls, 14,1 T).
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Figura 209 - Expanséo do mapa de contornos JResolved de 2 (CDCls, 14,1 T).
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No mapa de contornos *H-'H gCOSY, o sinal em & 2,56 (H-8) mostrou correla-
¢bes com os sinais em 0 2,96 (H-7a) e 2,85 (H-7b). A partir dessa observacéo, deter-
minaram-se, por meio de simulagdes no programa FOMSC3, a multiplicidade (ddd) e
as constantes de acoplamento desse sinal. Para isso, partiu-se das constantes de 7,2
e 5,3 Hz e estimou-se a de 8,2 Hz. Por esse experimento bidimensional, também foram
observadas correlacdes entre os hidrogénios metilénicos em & 2,96 e 2,85, entre os
hidrogénios oximetilénicos em & 4,15 (H-9'a) e 3,88 (H-9'), dos hidrogénios em & 4,15
e 3,88 com o hidrogénio metinico em & 2,48 (H-8"), entre os hidrogénios metilénicos
em & 2,61 (H-7a) e 2,50 (H-7"v), do hidrogénio metinico em & 2,56 com o hidrogénio
metinico em 2,48, do hidrogénio em & 6,76 (H-5) com o hidrogénio em & 6,51 (H-6")
e do hidrogénioem & 6,71 (H-5) com o hidrogénio em & 6,57 (H-6) (figura 211, p. 234).

O espectro de RMN de 3 C de 2 (figura 210, p. 233) apresentou 21 sinais. Desses
sinais, segundo o espectro de DEPT 135°, quatro eram de carbonos metilénicos e se-
te de carbonos néo hidrogenados incluindo um carbono acilico. Considerando-se as

integracdes dos sinais do espectro de RMN de 'H, além das correlacdes observadas
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no mapa de contornos gHSQC, inferiu-se que, dos outros dez sinais, oito eram de car-
bonos metinicos, que incluiam seis aromaticos, e dois (6 55,9 e 55,8) eram de dois gru-
pos metoxilicos aromaticos. As correlacdes a longa distancia dos carbonos em & 149,1
(C-3") e 147,9 (C-4") com os hidrogénios metoxilicos em & 3,86 (s) e 3,82 (s), respec-

tivamente, confirmaram a presencga de duas metoxilas aromaticas na estrutura de 2.

Figura 210 - Espectro de RMN de 13C de 2 (CDClz, 126 MHz).
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Além dos valores de deslocamentos quimicos, as correla¢cdes — J1 — do carbo-
no em © 101,0 com os hidrogénios em 6 5,94 (d) e 5,93 (d), e as correlagcbes a longa
distancia dos carbonos em & 147,9 (C-3) e 146,4 (C-4) com esses mesmos hidrogé-
nios, indicaram que o sinal em & 101,0 era relativo a um grupo metilenodioxilico aro-
mético. De modo similar, as correlagcbes a longa distancia do carbono em & 111,7 (C-
-2") com os hidrogénios em & 2,61 (H-7'a) e 2,50 (H-7"), juntamente com as do carbo-
no em & 109,4 (C-2) com os hidrogénios em & 2,94 (H-7a) e 2,86 (H-7b), mostraram
gue os sinais em & 34,8 (C-7) e 38,7 (C-7") eram de dois grupos metilénicos benzili-
cos (figura 211, p. 234).
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A metilena com deslocamento quimico de & 71,2, a qual se correlacionou dire-
tamente (J1) com os hidrogénios em & 4,15 e 3,86, mostrou correlacdes a longa dis-
tancia com os hidrogénios em & 2,61 e 2,50. A multiplicidade dos hidrogénios em &
4,15 e 3,86 e os acoplamentos escalares observados pelo experimento gCOSY (figu-
ra 211, p. 234) demonstraram que as metilenas em 8 38,7 e 71,2 estariam unidas por
um grupo metinico, o qual, por sua vez, estaria ligado a outro grupo também metini-
co, como evidenciado pela correlagdo observada no experimento gCOSY entre os hi-
drogénios em & 2,56 (H-8) e 2,48 (H-8") (figura 211, p. 234).

Figura 211 - CorrelagGes a longa distancia (QHMBC) e acoplamentos escalares homonucleares H/*H
selecionados.

~~~~~~

Figura 212 - Conférmeros de menor energia2®-3% de 2, interacdes espaciais selecionadas e HOMO.
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Ademais, os acoplamentos escalares verificados pelo experimento gCOSY en-
tre o hidrogénio em & 2,56 (H-8) com os hidrogénios em & 2,94 (H-7a) e 2,86 (H-7b),
as multiplicidades desses trés hidrogénios (ddd, dd e dd, respectivamente), além das
seguintes correlagcdes observadas no mapa de contornos gHMBC: 1) & 41,2 (C-8') x
0294e286e2)0178,5(C-9) xd 4,15, 3,86, 2,94, 2,83, 2,56 e 2,48, demonstraram
gue o carbono metilénico com deslocamento quimico de & 34,8 estaria ligado aos car-
bonos acilico e metinico alifatico (& 41,2) por meio do carbono metinico a-carboxilico
(©46,4). Com esses dados, evidenciou-se também que o grupo acilico era, mais espe-
cificamente, um grupo lactoénico, o que condiz com o fato que a substancia 2 nao p6-
de ser extraida de uma solugéo cloroférmica por uma solucéo basica de KOH.

No espectro de massas da substancia 2, com ionizagao por eletrospray, obser-
varam-se quatro picos com razbes massa-carga de 371,3, 388,2, 393,2 e 409,1, os
quais foram interpretados como sendo das moléculas protonadas e cationizadas com
os ions NH4*, Na* e K*, respectivamente (figura 213, p. 235). Essas informacdes, so-
madas aquelas obtidas por espectroscopia de RMN, levaram a propor para 2 a férmu-
la molecular C21H2206, bem como mostraram que esta era uma lignana dibenzilbutiro-

lactbnica contendo um grupo piperonilico e um grupo veratrilico.

Figura 213 - Espectro de massas de 2 (IES, +10 V, infusdo direta).
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Pelas correlacdes a longa distancia observadas no mapa de contornos gHMBC
entre 0s carbonos aromaticos néo hidrogenados (C-1, C-3, C-4, C-1', C-3' e/ou C-4")

e/ou os hidrogénios metilenodioxilicos, hidrogénios metoxilicos, hidrogénios metini-
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cos aromaticos, hidrogénios metilénicos diastereotopicos benzilicos, além das corre-
lagBes dos carbonos metilénico carbindlico (C-9') e acilico (C-9) com os hidrogénios
benzilicos (figura 211), comprovou-se que a piperonila estaria ligada a C-7 e a vera-
trila a C-7'. Por espectrometria de massas com ioniza¢ao por impacto eletrénico, rati-
ficou-se isso pelo padrédo de fragmentacdo observado para a lignana 2, em especial
pelo fragmento de m/z 218 (figuras 214 e 215, p. 236 e 237).1%3

Figura 214 - Proposta de fragmentacao da lignana 2.
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Figura 215 - Espectro de massas por impacto eletrdnico de 2.
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Em ambos os estereoisébmeros, cis e trans, a constante de acoplamento entre
os H-8 e H-8' é de 8-9 Hz, o0 que torna o seu valor pouco pratico para distingui-los.%*
No entanto, as configuracdes relativas de 2,3-dibenzilbutirolactonas podem ser deter-
minadas por RMN de !H, particularmente pelos parametros espectrais extraidos das
analises dos sinais dos hidrogénios ligados ao —CH20R (C-9'). Segundo Corrie et al.
(1969), a equivaléncia dos deslocamentos quimicos desses hidrogénios (diastereoto-
picos) indica a configuracao cis, enquanto a ndo equivaléncia corresponde a configu-
racdo trans.1931%4 Neste sentido, eles observaram que na hinoguinina (isémero cis) to-
dos os hidrogénios benzilicos eram ndo equivalentes, ao mesmo tempo que 0s Oxi-
metilénicos eram equivalentes e geravam apenas um sinal em 6 4,02; um dubleto apa-
rente de 3 Hz, que, na verdade, era um multipleto de um sistema AA'X. Porém, para
aisohinoquinina, onde os substituintes estdo em trans, a situacao foi totalmente inver-
sa a da hinoquinina.'®31%* Ja que no espectro de RMN de 'H da lignana 2 (figura 206,
p. 230) foram observados dois duplos dubletos em 6 4,15 e 3,86, a configuracao rela-
tiva de 2 foi estabelecida como sendo trans. Isso foi confirmado por comparacao dos
dados espectrométricos obtidos para 2 com os publicados para os estereoisémeros
cis e trans, bem como por experimentos de NOESY (figura 212, p. 234).1%3

Baseando-se na magnitude e no sinal da rotacdo optica especifica observados
para 2, [[a]5-34,2 (CHCIs, c. 0,16)] e [a]?, —40 deg/[dm(g.cm®)] (c. 0,13; CHCls),
estabeleceu-se que as configuracbes em C-8 e C-8'de 2 eramR e S, respectivamen-
te. A configuracdo absoluta da lignana dibenzilbutirolacténica kusunoquinina (2) foi

previamente estabelecida por estudos de dicroismo circular eletrénico, por medidas

de disperséo rotatéria éptica e por sinteses estereocontroladas.93.301-307
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Tabela 15 - Dados de RMN de *H e de 3C de 2 (CDCls, 14,1 T, 5, W12 ou J em Hz).

Posicéo 2 2 Posicéo 2 2
On Oc O O
1 - 131,3 8' 2,48 m 41,2
2 6,60d,W1,1,8e 0,6 | 109,4 9'a 4,15dd,9,0e7,2 | 71,2
3 - 147,9 9' 3,88dd,9,0e7,8
4 - 146,4 | OMe-3' 3,83s 55,8
5 6,71 dd, W1,7,8e 0,6 | 108,2 | OMe-4' 3,86s 55,9
6 6,59 dd, W1,7,8e1,8 | 122,2 | OCHO | 5,94d,Wi121,2e | 101,1
5,93d, Wi21,2
7a 2,96dd, 14,4e5,3 34,8
b 2,85dd,14,4e 7,2
8 2,56 ddd, 8,2,7,2e 5,3 | 46,4
9 - 178,5
1 - 130,4
2' 6,48d, 2,4 11,7
3 - 149,1
4 - 147,9
5' 6,76 d, 7,8 111,3
6' 6,58dd,7,8e2,4 120,6
7'a 2,62 m 38,7
7'n 2,50m

4.4.5.2 Acido (-)-(8S,8'R)-(3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-B-glucopiranil-lignan-
-9-0ico (17)

A substancia 17 foi obtida apos fracionamento por CLAE da fracdo C2-F, con-
forme descrito no item 3.8.1.5. A substancia 17 € pouco solavel em CHCls, parcial-
mente sollvel em (CH3)2CO e muito soluvel em CH3OH e (CH3)2SO.

Assim como fora observado no espectro da lignana 2, o espectro de RMN de 'H

da substancia 17 (figura 216, p. 239) também mostrou sinais atribuiveis a um grupo pi-
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peronilico e um grupo veratrilico: dois singletos de hidrogénios metoxilicos em & 3,81
e 3,77, dois dubletos de hidrogénios diastereotopicos de um grupo metilenodioxilico
em 0 5,88 (Wy2=1,2 Hz) e 5,87 (W12 = 1,2 Hz), dois dubletos em 6 6,65 (W12=7,8
Hz) e 6,56 (J = 1,8 Hz), dois duplos dubletos em & 6,74 (W12=7,8 € 1,8 Hz) e 6,59
(Wy2=7,8 e 1,8 Hz), um dubleto largo em & 6,84 (W12 = 7,8 Hz) e um singleto largo
em © 6,74 (figuras 216 e 217, p. 240). As multiplicidades desses dois ultimos sinais,
adjetivados aqui de largos, foram mais complexas, desde que estes pertenciam a um
sistema de spin ABX. Apesar do acoplamento de segunda ordem ter dificultado as
andlises dos sinais, a manifestacdo desse fenémeno forneceu informagdes valiosas.
Primeiramente, este indicou que os trés sinais mais desblindados do espectro perten-
ciam aos hidrogénios de um dos anéis aromaticos. Consequentemente, este mostrou
também que os demais sinais, “na regido de absorcéo de hidrogénios aromaticos”, per-
tenciam aos hidrogénios do outro anel aromético, o que foi confirmado pelo experimen-
to de gCOSY (figuras 217-220, p. 240-242).

Figura 216 - Espectro de RMN de 'H de 17 (CDz0D, 600 MHz).
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Figura 217 - Expanséao do espectro de RMN de H de 17 (CD30OD, 600 MHz).
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Figura 218 - Expanséo do mapa de gCOSY de 17 (CDz0D, 14,1 7).
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No espectro de RMN de 'H de 17 (figura 217, p. 239) foram ainda observados
dois duplos dubletos em & 2,78 e 2,70, dois multipletos em & 2,84 e 2,83, trés duplos
dubletos em & 3,23, 3,64 e 3,67, um duplo duplo dubleto em & 3,24, um tripleto em &
3,35, um dubleto em & 4,21, um sinal em & 3,30, além de dois dubletos em & 3,84 e
3,85, parcialmente sobrepostos. Andlises sistematicas e conjuntas dos espectros de
gCOSY, gHSQC e gHSQC-TOCSY revelaram que estes sinais compunham dois sis-
temas de spin. O primeiro era constituido pelos hidrogénios com deslocamentos qui-
micos de 6 2,21 (H-8"), 2,70 (H-7'a), 2,78 (H-7"), 2,84 (2Hs-7), 2,83 (H-8), 3,84 (H-9'a)
e 3,86 (H-9'v) e 0 segundo pelos hidrogénios com deslocamentos quimicos de 6 3,23
(H-2"), 3,24 (H-5"), 3,31 (H-4"), 3,36 (H-3"), 3,69 (H-6"a), 3,86 (H-6"v) e 4,22 (H-1").
Irradiando-se em & 4,22, confirmou-se isso por experimento de TOCSY 1D (figura
221, p. 242).

Figura 219 - Expanséo do mapa de gHSQC-TOCSY de 17 (CDz:0D, 14,1 T).
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Figura 220 - Expansao do mapa de gHSQC-TOCSY de 17 (CDz0D, 14,1 T).
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Figura 221 - Experimento de TOCSY 1D de 17 (CDsOD, 600 MHz).
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No espectro de APT da substancia 17 (figuras 222-224, p. 243 e 244) oberva-
ram-se 26 sinais, 0s quais, mediante uma analise conjunta desse espectro com 0s
mapas de contornos gHSQC e gHMBC e com o espectro de RMN de 'H, foram atri-
buidos a dois carbonos metoxilicos aromaticos, a cinco carbonos metilénicos: dois
benzilicos, dois carbindlicos e um metilenodioxilico, a sete carbonos nao hidrogena-
dos, dos quais um era acilico e quatro eram de carbonos aromaticos oxigenados, e a
doze carbonos metinicos, que incluiam seis aromaticos e cinco carbinoélicos. Além des-
ses 26 sinais, mostrou-se que havia um sinal junto com o do solvente deuterado, co-
mo evidenciado pela correlagéo direta — 1J — do hidrogénio em & 2,83 (H-8) com o
carbono em & 48,8 (C-8) e pelas correlacdes a longa distancia desse carbono com os
hidrogénios em & 3,84 (H-9'a), 3,64 (H-9'b), 2,84 (2Hs-7), 2,78 (H-7'a), 2,70 (H-7") e
2,21 (H-8).

Figura 222 - Espectro de APT de 17 (CD30OD, 151 MHz).
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Figura 223 - Expanséo do espectro de APT de 17 (CD30D, 151 MHz).
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Figura 224 - Expanséo do espectro de APT de 17 (CD30D, 151 MHz).
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Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos (6 104,5, 78,1, 77,9,
75,1, 71,6 e 62,7) que compunham o sistema de spin do qual o hidrogénio em & 4,20
(H-1") fazia parte, aliados aos parametros espectrais — deslocamentos quimicos, mul-
tiplicidades e constantes de acoplamento — extraidos das analises dos sinais dos hi-
drogénios que o [sistema de spin] integravam, foram sugestivos da presenca de uma
unidade glicosidica na estrutura molecular de 17. Mais especificamente, esses dados
sugeriram-na como sendo uma B-glucosila, uma vez que foram observadas constan-
tes de acoplamentos diaxiais entre os H-1" e H-2", H-2" e H-3", H-3" e H-4" e H-4" e
H-5" (tabela 16, p. 248). Além disto, irradiando-se na frequéncia de absorcdo do hi-
drogénio anomérico (H-1") houve aumento da intensidade dos sinais dos H-3" e H-5",
0 que corroborou com a natureza proposta para a unidade glicosidica. A posicédo da
glucosila foi estabelecida pela correlacao a longa distancia entre o C-4 e o H-1", bem
como pelas demais observadas por esse experimento (figura 225, p. 245).

A exemplo de 2, os dados espectrométricos obtidos para 17 foram compativeis
com os de um dimero Cs-Cs. Andlises detalhadas dos espectros uni- e bidimensionais,
sobretudo, dos mapas de contornos gHMBC e gCOSY, revelaram que i) as unidades
Ce-Cs estavam unidas, via dois carbonos metinicos, por uma ligagdo C8-C8', que ii)
o grupo 3,4-metilenodioxibenzilico e o carbono acilico estavam ligados ao mesmo car-
bono metinico e que iii) o grupo 3,4-dimetoxibenzilico e o carbono metilénico em &
70,7 estavam unidos pelo outro carbono metinico (figura 225, p. 245).

Figura 225 — Correlagdes a longa distancias, acoplamentos escalares homonucleares *H/*H e
interacdes espaciais selecionadas.
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O espectro de massas (figura 226, p. 246), no modo negativo, da lignana 17
apresentou um pico em m/z 549,1966, enquanto o espectro no modo positivo (figura
226, p. 246) apresentou Varios picos incluindo aqueles de ions com m/z 573,1940,
589,1681 e 389,1588. Os picos em m/z 573,1940 e 589,1681 foram interpretados co-

mo sendo de moléculas cationizadas com os ions Na* e K*, o que, consequente-
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mente, evidenciou que 0 pico em m/z 549,1966 era das moléculas desprotonadas.
Partindo-se dessas premissas, foi proposto que o ion com m/z 389,1588, o qual é ~
18 u maior do que o [M+H]* da lignana 2, seria da aglicona protonada. Esses dados
foram compativeis com os de um glicosideo de um dimero Cs-Cs com férmula mole-

cular C27H34012 (figura 227, p. 246).

Figura 226 - Espectro de massas de alta resolucéo de 17.
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Figura 227 - Proposta de fragmentacéo da lignana 17.
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A auséncia, no mapa de contornos gHMBC, de correlacdes entre 0 —COz2R e 0s
H-9'a e H-9', as correlagbes a longa distancia observadas entre o C-9 e os H-8, H-8'
e Hs-7, juntamente com o valor de m/z determinado por EM-ESI para a aglicona pro-
tonada, [M+H-CeHsOs]*, sugeriram que a lignana 17 continha um grupamento de aci-
do carboxilico, o que foi confirmada por metilacdo de 17 com CH2N2 rendendo o res-
pectivo éster metilico 17a. A formacédo de 17a foi confirmada pela blindagem de 1,6
ppm observada para o carbono carboxilico (C-9) e pelos sinais adicionais de carbono
(d 52,0) e hidrogénios (d 3,62) metoxilicos presentes nos espectros de RMN de 13C
e de !H, respectivamente (figuras 228 e 229, p. 247 e 249).

Figura 228 - Espectro de RMN de 'H de 17a (CDsOD, 600 MHz).
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Assim, a substancia 17 foi caracterizada como sendo a lignana dibenzilbutani-
ca glicosilada acido (3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-B-glucopiranil-lignan-9-6i-
co (4cido 9'-O-B-glucopiranil-battuséico A). As atribuicdes dos deslocamentos dos car-
bonos e hidrogénios de 17 e 17a foram efetuadas por meio de analises sistematicas
dos espectros uni- e bidimensionais, bem como por comparacédo dos dados obtidos

com os disponibilizados na literatura.3%®
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Tabela 16 - Dados de RMN de 'H e de *3C de 17, 17a, 18 e 18a (14,1 T, 5, Wiz 0u J em Hz).

Posicao 17 17 17a 18 18 18a
Oc OH Oc Oc OH dc
1 134,9 - 134,7 135,0 - 134,7
2 110,2 6,56d,1,4 110,2 110,3 6,60 m 110,2
3 148,9 - 149,0 148,9* - 149,0
4 147,3 - 147,4 147,3 - 1474
5 108,8 6,65d, W12 =7,9 108,8 108,9 6,66 m 108,9
6 1231 6,59dd, W1,=79e 14 1231 1231 6,61 m 123,1
7 35,7 2,83 m 35,9 35,7 2,83-2,85 m 37,8
8 48,7 2,83 m 48,9 48,9 2,83 m 48,9
9 178,5 - 176,9 178,8 - 176,9
1 134,4 - 134,3 135,3 - 135,1
2' 1141 6,75d, W12 =1,8 114,2 110,5 6,66 m 110,5
3 150,3 - 150,3 149,0* - 149,0
4 148,8 - 148,8 147,3 - 147,3
5' 112,9 6,84 d, Wy2=7,9 112,9 118,9 6,70 m 118,9
6' 122,7 6,74d, W12,=79e1,8 122,7 123,4 6,66 m 123,4
7 35,5 2,78dd, W12=13,7e 7,5 35,7 35,7 2,73dd,W12,=14,4e 7,8 37,7
2,70 dd, Wi,=13,7€ 7,2 2,69 dd, Wi=14,4e 7,2
8' 43,6 2,21 quind ap, W12 6,6 € 3,0 43,8 43,8 2,20 quinl ap, W12 6,6 43,9
Q' 70,7 3,84 comp 70,5 70,7 3,83dd, 10,2e5,5 70,4
3,63dd, 10,2e 6,0 3,63dd, 10,2e 6,0
1" 104,5 4,21d,7,8 104,5 104,5 4,21d,7,8 104,5
2" 75,1 3,24dd, W12=89¢e 7,8 75,2 75,2 3,22dd, W12,=8,7¢e 8,4 75,2
3" 78,1 3,36t, W12=8,9 78,1 78,1 3,36t, W12=9,0 78,1
4" 71,5 3,31dd, W12=9,4e 8,9 71,6 71,6 3,31tap, W12=9,0 71,6
5" 77,9 3,25ddd, W12=9,4,55e 2,3 77,9 77,9 3,25ddd, W12=9,0,54e 24 77,9
6" 62,7 3,85dd, 12,0e 2,3 62,8 62,7 3,85dd,12,0e 2,4 62,7
3,68dd, 12,0e 5,5 3,68dd,12,0e5,4
OMe-3' 56,4 3,77s 56,4 - - -
OMe-4' 56,5 381ls 56,5 - - -
OCH:0-3,4 102,1 588d,1,5e5,87d,1,5 102,1 102,1* 5,88* 102,1
OCH20-3'4' 102,0* 5,87* 102,1
COxMe - 52,0 - — 52,0

comp=complexo devido a sobreposicdo com um ou varios sinais. *Atribuicdes na mesma coluna que podem estar trocados.
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Figura 229 - Espectro de RMN de 13C de 17a (CD30D, 151 MHz).
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4.4.5.2 Determinacdo da configuracdo absoluta de 17

Figura 230 - Rota proposta para a sintese de 17 a partir de 2.
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Com base na similarides estruturais existentes entre as lignanas 2 e 17, pro-
pbs-se a sintese de 17 partindo-se de 2 (figura 230, p. 249). A rota proposta para a he-
missintese de 17 consistia em trés etapas: i) reacdo de transesterificacdo em meio
acido, ii) reacéo de glucosilacdo (Koenigs-Knorr) e iii) hidrélise em pH neutro, suces-
sivamente.3%8-317 Entretanto, todas as tentativas de abertura do anel lactonico de 2
resultaram somente na obtencado de tragos do respectivo éster metilico y-hidroxilico.
Essas observacdes estavam de acordo com as evidéncias disponiveis na literatura,
as quais mostram que, em reacdes de transesterificacdo de anéis butirolactonicos, o
equilibro geralmente esta deslocado em sentido a lactonizacdo, devido a variavel en-
tropica.3%8-317 E importante salientar que a escolha em se efetuar a reacdo em meio
acido néo foi abirtraria, mas foi feita visando evitar a epimerizacéo do centro estereo-
génio a ao grupo carboxilico.310:311

Alternativamente, tentou efetuar-se a abertura do anel lactdnico de 2 utilizan-
do-se uma amina como nucleofilo. Segundo Foley e Jamison (2010), as constantes
de equilibrio (Keq) em reacfes de amindlise de butirolactonas sdo de aproximadamen-
te 1,5.31° Neste sentido, avaliou-se duas condi¢des para a aminélise de 2, inclusive
experimentou-se uma condi¢do drastica que envolveu a reacdo desta com etilamina
a alta temperatura por 38 horas. Todavia, destaca-se que mesmo sob essas condi-
¢cOes extremas, ndo se observou a formagéo do produto desejado, sendo constatada
apenas a isomerizacao do carbono a-carboxilico.

Por causa das dificuldades encontradas na abertura do anel lacténico de 2, pro-
pbs-se entdo o caminho inverso, isto €, a obtengéo de 2 a partir de 17, visando a de-
terminag&o da configuracdo absoluta de 17. Para isso, uma porgéo de 17 foi subme-
tida a hidrolise acida a 88 °C por 8 horas. Sob essas condi¢des, verificou-se que 0
produto inicial da hidrolise, o acido y-hidroxilico, sofreu lactonizacédo espontanea ren-
dendo a lignana 2. Obteve-se ainda um mistura contendo o sal de bario de 17 (17b)
e 0s andmeros, a e 3, da glucopiranose (21 e 21-epi). A identidade da unidade glico-
sidica foi confirmada por RMN de 'H (figuras 232 e 233, p. 252) e de 13C, por expe-
rimento de TOCSY 1D irradiando-se na frequéncia de absor¢éo do hidrogénio anomé-
rico da B-glucopiranose (figura 233, p. 252) e por comparagcédo com dados da literatu-
ra.??3 J4 a confirmacéo da obtencéo de 2 foi efetuada por RMN de H e de *C e por
medida polarimétrica. Como a rotacéo 6ptica especifica observada para o produto de

lactonizacdo da aglicona de 17 foi praticamente idéntica a da lignana kusunoquinina
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(2) isolada do extrato de fezes: [

23
546

-40 deg/[dm(g.cm®)] versus [a

20
546

-39 deg/[dm

(g.cm3)], deduziu-se que as configuragées em C-2 e C-3 de 17 eram R e S, respec-

tivamente (figura 231, p. 251).

Figura 231 - Espectros de RMN de 'H de 2 (natural) e do produto de lactonizacédo da aglicona de 17
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Figura 232 - Espectro de RMN de H de 17b+21+21-epi (D20, 600 MHz).
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Figura 233 - Experimento de TOCSY 1D irradiando na frequéncia do H-1 da 3-glucose (D20, 600

MHz).
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4.4.5.3 Acido (8R,8S')-[3,4:3',4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O-B-glucopiranil-lignan-9-6ico

(18)
H
'e) =_CO,H
€ mHO 2o~oH
o 0L o[°

H OH

Z 0
o—/

Os espectros de RMN (figuras 234-238, p. 254-258) e UV de 18 foram muito
semelhantes aos de 17. As principais diferencas entre os espectros de RMN de 18 e
17 foram: i) a auséncia dos sinais dos dois grupos metoxilicos no espectro de 18 e i)
a duplicacdo no especto de 18 das intensidades dos sinais com deslocamentos qui-
micos tipicos de grupos metilenodioxilicos (figura 235, p. 254). Constatou-se ainda que
as espécies idnicas detectadas na analise de 18 por EM foram 16 u menores dos que
as de 17. Logo, a substancia 18 foi caracterizado como sendo o acido [3,4:3",4'-bis-
(metilenodioxi)]-9'-O-B-glucopiranil-lignan-9-o6ico (acido B-glucopiranosil-battusoico B),
cuja a natureza do grupo acilico foi igualmente ratificada por metilagdo com diazo-
metano.

O &cido 9'-O-B-glucopiranosil-battusdico B (18) apresentou uma rotacao optica

21
546

bem proxima daquela observada para 17; 17: [a]ZD3 -24 deg/[dm(g.cm3)] e 18: [a]
-24 deg/[dm(g.cm™3)]. Destaca-se ainda que nédo foram verificadas diferencas signifi-
cativas entre as curvas de dicroismo circular eletrénico de 17 e 18 (figura 239, p. 258).
Como mostrado pela figura 239, p. 259, as curvas de 17 e 18 foram praticamente so-
breponiveis, sendo observados efeitos Cottons de mesmos sinais. Além disto, a simi-
laridade entre a feicdo do sinal do H-8' de 17 com o do H-8' de 18 sugeriu que a lig-
nana 17 seria um estereoisémero treo. Sendo assim, sugeriu-se que as configuragdes
em C-8 e C-8' de 18 seriam idénticas aquelas de 17, o que foi corroborado pelo fato
que as configuragdes em C-8 e C-8' da kusunoquinina (2) sdo as mesmas das ligna-
nas hinoquinina (8) e cubebina (6+6epi), as quais foram 0s provaveis substratos me-

tabolizados pelas lagartas para dar 18.
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Figura 234 - Espectro de RMN de H de 18 (CD30OD, 600 MHz).
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Figura 235 - Expanséo do espectro de RMN de 'H de 18 (CDsOD, 600 MHz).
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Figura 236 - Expansdo do espectro de RMN de 'H de 18 (CD30OD, 600 MHz).
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Figura 237 - Expansdo do espectro de RMN de 'H de 18 (CD30OD, 600 MHz).
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Figura 238 - Espectro de APT de 18 (CD30D, 600 MHz).
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Figura 239 — Curvas de dicroismo circular eletrénico (DCE) de 17 (curva a) e 18 (curva b) obtidas em
CHsOH.
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5 CONCLUSOES

Neste estudo, constatou-se, biologica- e quimicamente, que as lagartas do inse-
to fitéfago especialista B. polydamas polydamas bioconverteram as micromoléculas
majoritarias das folhas de A. giberti. Verificou-se ainda que o extrato de folhas e o di-
terpeno acido (5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-6ico (1), cuja a configuracao
absoluta esta sendo corrigida neste trabalho, exibiram atividade inseticida significati-
va em bioensaios com lagartas de S. frugiperda, enquanto que o extrato de fezes e a
lignana kusunoquinina (2) foram inativos nas concentracdes testadas.

E digno de nota mencionar que a metodologia de isolamento desenvolvida per-
mitiu obter o diterpeno 1 em grande quantidade com elevado grau de pureza. Portan-
to, as folhas de A. giberti e as fezes das lagartas de B. polydamas polydamas se
mostraram serem fontes rica de 1, o qual tem potencial para ser utilizado como ma-
terial de partida em sinteses estereosseletivas e em estudos de modificacao estrutu-
ral visando potencializar a atividade inseticida de 1.

Diversas diferencas foram observadas entre as composi¢des quimicas dos ex-
tratos de folhas e fezes, sendo isoladas do extrato de excrementos de lagartas cinco
substancias inéditas, duas lignanas dibenzilbutanicas glucosiladas (17 e 18) e trés di-
terpenos labdanicos (3, 4 e 19), os quais ndo foram detectados no extrato metandlico
de folhas da planta hospedeira do inseto, A. giberti. Portanto, estes devem ser produ-
tos da metabolizacdo dos constituintes quimicos de A. giberti ou metabdlitos sinteti-
zados de novo pelo inseto fitdfago.

Entretanto, considerando-se as similaridades estruturais existentes entre 0s
metabdlitos excretados pelas lagartas e os principais constituintes das folhas de A.
giberti, inclusive estereoquimicamente, sugeriu-se que 3, 4 e 19 seriam produtos de
oxidacOes sequenciais de 1 e que 17 e 18 seriam produtos da metabolizacéo de 2,
6, 6-epi ou 8. Essas propostas foram corroboradas pelas atividades biol6gicas deter-
minada ou relatadas para esses metabdlitos secundarios. Assim, concluiu-se que as
lagartas de B. polydamas possuem suas préprias estratégias para superar as barrei-
ras quimicas impostas por A. giberti, as quais consistem nas biotransformac¢des dos
constituintes dessa planta convertendo-os para substancias mais polares, provavel-

mente menos toxicas para insetos.
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Embora as substancias 1, 2 e 4 foram inativas nos bioensaios de antipreda-
¢cdo com formigas e pintinhos, € importante salientar que os sequestros das substan-
cias 2, 4 e 8 apontaram para uma nova direcdo em sentido a compreender a defesa
guimica de B. polydamas contra inimigos naturais, visto que essas substancias per-
tencem a classes de metabdlitos secundarios diferentes daquelas tradicionalmente
discutidas na literatura como sendo as responsaveis por essas interagdes ecoldgicas.
Interessantemente, o sequestro de 4 evidenciou que as lagartas de B. polydamas séo
especializadas tanto para detoxificar 1 como para aproveitar parte do produto obtido
(4) em beneficio préprio.

Por fim, destaca-se ainda que os resultados obtidos neste trabalho mostraram
qgue os insetos da tribo Troidini podem metabolizar outras substancias além dos deri-
vados nitrofenantrenicos, o que contribuiu para renovar as perpectivas sobre estudos

com plantas da familia Aristolochiaceae.
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