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RESUMO 

 

Este trabalho descreve os estudos químicos dos extratos orgânicos 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 quími-

cos foram precedidas por microfracionamentos e/ou estudos comparativos entre as 

composições químicas de folhas, fezes e lagartas, o que visou a detecção de subs-

tâncias, possivelmente, biotransformadas e uma seleção racional das frações a serem 

estudadas. Do extrato de fezes de lagartas foram isoladas cinco substâncias inéditas: 

i) ácido (4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8,18-dihidroxi-labdan-15-óico (3), ii) ácido (−)-(4S,5-

S,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15,18-dióico (4), iii) ácido 7β,8β,18α-trihidroxi-lab-

dan-15-óico (19), iv) ácido (−)-(8S,8R')-(3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-β-glu-

copiranil-lignan-9-óico (17) e v) ácido (−)-(8S,8R')-[3,4:3',4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O-β-

-glucopiranil-lignan-9-óico (18), as quais não foram detectadas no extrato de folhas de 

A. giberti. Foram ainda isolados do extrato fecal a lignana dibenzilbutirolactônica ku-

sunoquinina (2) e o diterpeno labdânico ácido (−)-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-lab-

dan-15-óico (1), cujas ocorrências, em folhas de A. giberti, foram previamente relata-

das na literatura. Além disto, neste trabalho, revisitou-se e corrigiu-se a configuração 

absoluta de 1, e determinaram-se as configurações absolutas das substâncias 3, 4 e 

17. Para isso, empregaram-se as seguintes abordagens: i) estudos de dicroísmo cir-

cular vibracional associado com cálculos químico-quânticos, ii) estudos teóricos con-

formacionais, iii) aplicação de uma metodologia de RMN baseada na derivatização 

com reagentes quirálicos anisotrópicos (metódo PGME), iv) predições de deslocamen-

tos químicos de RMN de 1H e de 13C, em solução, v) medidas polarimétricas e de di-

croísmo circular eletrônico e vi) transformações químicas. No total, obtiveram-se tre-

ze derivados semi-sintéticos: i) (−)-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-oato de 

sódio (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,9S,10R,13R,1'S)-[N-(2'-metoxi-2'-oxo-1'-feniletil)]-8-hidroxilabdan-

-15-amida (1d), v) ácido (5R,9R,10S,13R)-labd-7-en-15-óico (1e), vi) ácido (5R,10R, 

13R)−labd-8-en-15-óico (1f), vii) (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'S)−[N-(2'-metoxi-2'-oxo-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'-oxo-1'-



 

 

-feniletil)]-[N-(2''-metoxi-2''-oxo-1''-feniletil)]-8-hidroxilabdan-15,18-diamida (4a), x) (4-

S,5S,8R,9S,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) ácido (4S,5S,10R,13R)-labd-8-en-

-15,18-dióico (4c), xii) (−)-(8S,8R')-(3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-β-glucopi-

ranil-lignan-9-oato de metila (17a) e v) (−)-(8S,8R')-[3,4:3',4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O- 

-β-glucopiranil-lignan-9-oato de metila (18a), além de uma mistura contendo o sal de 

bário de 17 (17b) e os anômeros α e β da glucopiranose. Do extrato de lagartas de B. 

polydamas, isolaram-se as substâncias 2 e 4, e identificou-se, por RMN de 1H, a lig-

nana hinoquinina (8) em mistura com um ácido graxo. As estruturas dessas 23 subs-

tâncias foram caracterizadas baseando-se em análises de dados espectrométricos de 

RMN e EM, pela comparação dos dados obtidos com os de modelos disponibilizados 

na literatura ou pela comparação dos espectros obtidos com os de amostras autênti-

cas. Neste trabalho, identificaram-se ainda, por CG-EM, RMN de 1H e/ou CLAE, os 

diterpenos ácido copálico (5), ácido eperúico (7), eperuato de metila (7a) e trans-fitol 

(9), os policetídeos n-hexadecanoato de metila (10), n-hexadecanoato de etila (11), 

trans-octadec-9-enoato de metila (12), n-octadecanoato de metila (13), ácido (9Z,12-

Z,15Z)-octadecatrienóico (14), (9Z,12Z,15Z)-octadecatrienoato de etila (15), (9E,12-

E)-octadecadienoato de metila (16) e os epímeros 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-

tória (1, 2 e/ou 4) com os extratos de folhas (E-Fol) e fezes (E-Fz) e com as substân-

cias 1, 2 e 4. Nenhuma das substâncias testadas impediu a predação 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 3º 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, não exibiu atividade inseticida 

nas concentrações 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) 7β,8β,18α-trihydroxy-labdan-15-oic acid (19), iv) (−)-(8S,8R')-3,4-

-methylenedioxy)-(3',4'-dimethoxy)-9'-O-β-glucopyranyl-lignan-9-oic acid (17), and v) 

(−)-(8S,8R')-[3,4:3',4'-bis(methylenedioxy)]-9'-O-β-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 1H and 13C 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'-oxo-1'-phenylethyl)]-8-hydroxylabdan-15-amide (1c), iv) (−)-

-(5R,8R,9S,10R,13R,1'S)-[N-(2'-methoxy-2'-oxo-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'-oxo-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'-oxo-

-1'-phenylethyl)]−[N-(2''-methoxy-2''-oxo-1''-phenylethyl)]-8-hydroxy-labdan-15,18-dia-

mide (4a), (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'S,1''S)-[N-(2'-methoxy-2'-oxo-1'-phenylethyl)]-[N-

-(2''-methoxy-2''-oxo-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-β-glucopyranyl-lignan-9-oate (17a), and xiii) methyl (−)-(8S, 

8R')-[3,4:3',4'-bis(methylenedioxy)]-9'-O-β-glucopyranyl-lignan-9-oate (18a), in addition 

to a mixture containing barium salt of 17 (17b) with the α and β 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 1H 

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), (9Z,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, 1H 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 3º 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 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Biodiversidade e filogenias de Arthropoda e Ins ecta 
 

Até o fim de 2010, um total de 1.244.360 espécies eucarióticas (terrestres e ma-

rinhas) fora catalogado nas bases de dados Catalogue of Life e The World’s Register 

of Marine Species.1 Desse total, ao reino animal, o qual é consensualmente dividido 

em 40 filos2, pertencem 953.434 espécies.1 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 fósseis.3 Esses números continuam a crescer ano após ano e são relati-

vamente pequenos, se for considerado que as estimativas sugerem que existam cer-

ca de 8,7 milhões de espécies no planeta e que, em média, serão anualmente des-

cobertas 2.164 novas espécies (figura 1, p. 31).1,4 

 

Figura 1 -  Principais filos do Reino animal, com as respectivas pergentagens em termos de números 
de espécies. Os valores foram calculados em relação ao número total de espécies de animais. 
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Fonte : Elaborado pelo autor. Ref. 3. 

 

Com cerca de 1,3 milhões de espécies3, o que corresponde a quase 80 % da 

biodiversidade animal conhecida, os artrópodes, com certeza, podem ser considera-

dos o epítome da imensa variedade de vida, isto é, da biodiversidade, que há na Ter-

ra. Esse filo – Arthopoda, o qual é um membro do Clado Ecdysozoa5-8 – divide-se em 

cinco subfilos: I) Hexapoda, II) Euchelicerata, III) Crustacea, IV) Myriapoda e V) Pyc-

nogonida.5-8  
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Segundo Zhang (2013)3, sem considerar na contagem as 17.222 espécies de 

hexápodes descobertas em fósseis, o subfilo Hexapoda, onde estão inseridos os inse-

tos, é composto por 1.063.538 espécies, distribuídas em quatro Classes: 1ª) Collembo-

la (8.163 espécies), 2ª) Protura (816 espécies), 3ª) Diplura (975 espécies) e 4ª) Inse-

cta (1.053.578 espécies).3,9,10  

A Classe Insecta representa cerca de 64 % da biodiversidade animal conheci-

da, sendo, portanto, o maior grupo em número de espécies do planeta.3 Atualmente, 

a maioria dos entomologistas concorda que esta é compreendida por 29 ordens (figu-

ra 2, p. 32).3,10-12 Tradicionalmente, reconheciam-se 30 ordens de insetos, porém, no-

vas evidências de estudos filogenéticos moleculares colocaram os insetos da ordem 

Isoptera dentro de Blattodea.10,12,13 Além dessas 29 ordens, registros fósseis mostram 

que espécies de mais dez ordens, outrora, habitaram o nosso planeta.3  

Os números totais de espécies, que incluem as fossilizadas, variam dentro das 

ordens de 23 a 392.415.3 Os coleópteros (Coleoptera) compõem a ordem de maior nú-

mero de espécies; e a ordem dos lepidópteros (Lepidoptera), isto é, a das mariposas 

e borboletas, vem em terceiro lugar em número de espécies, contendo 158.570 espé-

cies, das quais 147 foram identificadas em fósseis.3,14 Entretanto, sem contabilizar os 

fósseis, Lepidoptera ocupa o segundo lugar em número 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 Lepidópteros (com ênfase em borboletas): biolog ia e diversidade  
 

Lepidópteros são holometábolos, isto é, são insetos de desenvolvimento com-

pleto, apresentando as fases de ovo, larva, pupa ou crisálida e adulto.14 As espécies 

com hábitos noturnos são chamadas de mariposas, e aquelas com hábitos diurnos e 

vespertinos são chamadas de borboletas.14,15  

As lagartas – como esses fitofágos são denominados quando estão na fase lar-

val – são mastigadoras, enquanto os adultos possuem um aparelho bucal do tipo es-

pirotromba e são sugadores.14 Durante o período de crescimento da lagarta, esta tro-

ca de pele algumas vezes, isto é, sofre ecdise, e a cada período entre as mudas cha-

ma-se instar ou estágio.11 No último estágio, a lagarta deixa de se alimentar e sofre a 

última muda, da qual surge a pupa, envolta pelo casulo ou crisálida. Após um certo pe-

ríodo, completa-se a metamorfose e emerge o adulto, um animal com asas e pronto 

para a reprodução.11,14   

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 reputações e sejam consideradas insetos-praga, os lepi-

dópteros são de grande importância para o equilíbrio do ecossistema, uma vez que 

são considerados os mais eficientes polinizadores depois das abelhas e desempe-

nham funções vitais na cadeia alimentar (trófica).11,14   

As espécies pertencentes à Lepidoptera são predominantemente herbívoras.15 

Pela diversidade de hospedeiros, os insetos podem ser categorizados em monófagos, 

oligófagos e polífagos.16 No seu sentido estrito, monófagos são 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 único gênero. Oligófagos, 

por sua vez, referem-se a insetos que se alimentam de diversas plantas de diferentes 

gêneros da mesma família, ou de poucas espécies de diferentes famílias. Finalmente, 

insetos polífagos são aqueles que se alimentam de um grande número de espécies 

vegetais de diferentes famílias.16  

Segundo Bernays & Chapman (1994) cerca de 80 % dos insetos das cinco 

maiores ordens (figura 2, p. 32), incluindo Lepidoptera, são monófagos ou oligófa-

gos.16 As íntimas associações existentes entre lagartas de lepidópteros com determi-

nadas espécies vegetais tornam esses animais extremamente sensíveis às alterações 
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ambientais. Portanto, esses organismos são considerados excelentes indicadores da 

qualidade do ambiente e integridade de paisagens naturais.11 

 No sistema de classificação de Kristensen17,18, as quase 160.000 espécies de 

Lepidoptera estão organizadas em 47 superfamílias, 124 famílias e 332 subfamílias. 

De acordo com Kawahara & Breinholt (2014)15, as borboletas compõem a superfamí-

lia monofilética Papilionoidea, a qual é constituída pelas famílias Papilionidae, Hedyli-

dae, Hesperiidae, Lycaenidae e Nymphalidae.15 

As estimativas do número total de espécies de borboletas variam de 7.700 a 

20.000.19 Em 1964, Erhlich e Raven estimaram que existiria de 12.000 a 15.000 espé-

cies20, enquanto que Shields, em 1989, sugeriu que deveria haver algo em torno de 

17.280 espécies.19 Segundo a Encyclopedia of insects21, estima-se que, no mundo, 

existam de 15.000 a 20.000 espécies de borboletas. Só no Brasil, mais de 3.500 es-

pécies já foram descritas, das quais cerca de 1.000 espécies ocorrem no Cerrado.22 

 

1.3 Família Papilionidae e Battus polydamas   
 
 

Papilionidae (Swallowtail butterflies) possui distribuição cosmopolita, compre-

ende entre 573 a 700 espécies e está dividida em três subfamílias: Papilioninae, Ba-

roniinae e Parnassinae (figura 3, p. 34). Papilioninae é a mais numerosa, com cerca 

de 490 espécies, distribuídas dentro de três tribos: Troidini, Papilionini e Graphiini.23,24 

Segundo Mare & Corseuil, cerca de 73 dessas espécies, de nove gêneros, ocorrem 

no Brasil.25  

Figura 3 -  Filogenia da família Papilionidae. 
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Fonte : Elaborado pelo autor. Refs. 23-29. 
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*Essa afirmação é válida apenas para as espécies neotropicais. Para mais detalhes acerca da preferência alimentar dos inse-
tos da família Papilionidae, recomenda-se a leitura da referência 20, Ehrlich & Raven (1964).  

A tribo Troidini é predominantemente tropical, ocorrendo nas Américas Central 

e Sul e na região Indo-australiana.24,26 Dos doze gêneros reconhecidos, somente três 

deles ocorrem no Brasil: Battus (cinco espécies), Euryades (duas espécies) e Parides 

(22 espécies).30 As lagartas das espécies neotropicais, que inclui Battus polydamas 

(Linnaeus, 1758), são especialistas e alimentam-se exclusivamente* de plantas da fa-

mília Aristolochiaceae, as quais são reconhecidas por apresentarem toxicidade inco-

mum para insetos em geral.31-33  

 B. polydamas (Gold Rim ou Polydamas Swallowtail) é um inseto muito comum, 

que é frequentemente encontrado nas bordas das matas e em áreas urbanas, mas ra-

ramente no interior sombreado de florestas primárias úmidas.14,29,34,35 Com 13−21 sub-

espécies29,36, das quais uma se encontra extinta, esse fitófago distribui-se desde a Fló-

rida e México até o Chile.34,35 B. polydamas polydamas (Linnaeus, 1758) é a subespé-

cie que povoa a sub-região tropical da América do Sul (figura 4, p. 35).14,29,36-38   

 

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

 

 
Fonte : Fotografias tiradas pelo autor. 

 
Segundo Brown et al. (1981)39, as lagartas de B. polydamas polydamas pas-

sam por cinco instars. Como todos os papilionídeos, quando são perturbadas, as la-

gartas expõem uma glândula de cor alaranjada em forma de “Y”, chamada osmeté-

rio.14 Indubitavelmente, essa espécie é uma das Troidini mais bem estudada biologi-

ca-, ecologica- e quimicamente.24,31,32,39-43 As lagartas de B. polydamas desenvolvem-

-se muito bem em várias 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 
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1.4 Aristolochiaceae 
 

1.4.1 Aspectos botânicos 
 

Aristolochiaceae, considerada membro de Piperales44-46, compreende um gru-

po de plantas floríferas, com distribuição predominante nas regiões tropicais e subtro-

picais do planeta.47,48 Essa família é usualmente dividida em duas subfamílias: i) Aris-

tolochioideae, constituída pelos gêneros Aristolochia sensu lato (s.I) e Thottea, e ii) 

Asaroideae, constituída pelos gêneros Asarum e Saruma.49-55  

O gênero Aristolochia s.l. é o mais numeroso da família Aristolochiaceae, com-

preendendo cerca de 500 espécies (ervas, arbustos ou subarbustos e trepadeiras vo-

lúveis).56,57 Da flora brasileira foram catalogadas, como Aristolochia, cerca de 100 es-

pécies, incluindo a descrição 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.58,59 

 

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

 
Fonte : Fotografias tiradas pelo autor. 

 
 

 1.4.2 Aspectos metabolômicos 
 
A química de Aristolochiaceae tem sido amplamente estudada, e textos de re-

visão estão disponíveis na literatura.49,60-63 Os dados contidos nesses trabalhos forne-

cem, sobretudo, uma visão abrangente acerca da química das espécies pertencen-

tes aos gêneros Aristolochia e Asarum. No gênero Aristolochia estão descritas diver-

sas classes de metabólitos secundários (especiais), ocorrendo com maior frequência 

os lignoides, terpenoides, alcaloides, alcamidas e flavonoides.49,60-63 
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Os perfis químicos das espécies brasileiras de Aristolochiaceae diferem-se sig-

nificativamente.65 Embora, alantóina, ácidos aristolóquicos e lignanas furofurânicas e 

butirolactônicas ocorram em muitas espécies, estas também contém classes de com-

postos específicas, tais como: bicubebinas em A. lagesiana e A. pubescens, lignanas 

ariltetralônicas em Holostylis reniformis, diterpenos caurânicos em A. elegans, diterpe-

nos labdânicos e clerodânicos em A. esperanzae, neolignanas benzofurânicas e áci-

dos aristolóquicos esterificados com diterpenos caurânicos em A. pubescens, sesqui-

terpenos aristolânicos, alcalóides dibenzoquinolizidínicos e tetraidroisoquinolínico em 

A. arcuata, alcalóides benzilberberínicos em A. gigantea, alcamidas em A. gehrtii e bi- 

e tetraflavonóides em A. ridicula.65 

 Anteriormente, dos extratos hexânico de caules e etanólico de folhas de A. gi-

berti foram isoladas catorze substâncias, dentre as quais, um triterpeno tetracíclico, 

(−)-onocera-8,8'-diol, o diterpeno ácido ent-8β-hidroxi-labdan-15-óico e as lignanas di-

benzilbutirolactônicas kusunoquinina e hinoquinina.60 O ácido 8β-hidroxi-labdan-15-

óico é o principal constituinte das folhas, representando, ao todo, cerca de 17% em 

massa dos extratos etanólico e etanólico Sohlext.60 Os diterpenos ácido copálico e áci-

do eperúico, e as lignanas kusunoquinina e hinoquinina também são substâncias abun-

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

Figura 6 -  Três dos principais constituintes de folhas de A. giberti Hook.59 
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 Das análises dos óleos essenciais de três amostras: uma brasileira, uma para-

guaia e uma argentina, um total de 68 compostos foram identificados nas folhas e 

caules de A. giberti.59,64,65 Em 2009, Marchesini et al. demonstraram, por CG-EM e 

quimiometria, que havia grande similaridade entre as espécies cultivadas no Brasil e 

na Argentina.59  
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 Estudo anterior relatou que o extrato metanólico das folhas de A. giberti (cole-

tadas no Paraguai) apresentou atividade antioxidante, uma vez que este protegeu mem-

branas microssomais de ratos das peroxidações enzimática e não enzimática de lipí-

deos.66 É conhecido também que extratos aquosos de folhas e etanólicos de raiz de 

A. giberti (coletadas na Argentina) exibem atividade pró-coagulante.67 
 

1.4.3 Substâncias bioativas: Atividades inseticida e “antialimentar” 
 

Segundo Jaques (1987), o termo inseticida é empregado para designar qual-

quer material utilizado para matar insetos, independentemente deste ser aplicado ou 

ocorrer naturalmente.68 A definição 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.69 Dentro desse grupo, estão inclusos agentes químicos, na-

turais e sintéticos, bem como agentes de origem biológica.70 De acordo com Randell 

(1977), o controle de insetos envolve tudo que suprime uma população de insetos ou 

previne o seu crescimento a níveis danosos, o que vai muito além da visão simplista 

de uma mera aplicação de substâncias químicas numa tentativa de eliminar uma de-

terminada população de insetos.71  

Algumas vezes, o termo inseticida tem sido indiscriminadamente empregado 

na literatura, sendo utilizado para substâncias que apresentam toxicidade direta e pa-

ra aquelas que promovem o controle de forma indireta. Para alguns autores, entre-

tanto, substâncias que não provocam a morte diretamente não são rigorosamente in-

seticidas.73-75 Jacobson (1989), por exemplo, classificou os constituintes químicos 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 substâncias com mais de um ti-

po de atividade biológica comprovada, por exemplo, de toxicidade direta e repelente, 

as quais atuam de maneira sinergística no controle de insetos-praga.76,77 

No processo de alimentação dos insetos estão envolvidas várias etapas com-

portamentais, que vão desde o reconhecimento e orientação do inseto até finalização 

da alimentação propriamente dita.73 Segundo Munakata (1975), entre esses eventos 

inicial e final estão inclusas as seguintes etapas: i) início da alimentação e ii) manu-

tenção da alimentação, sendo a busca de substâncias antialimentares focada nessas 

etapas.73  
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De acordo com Spurr & McGregor (2003), os termos antialimentar, repelente, 

inibidor, deterrente e supressor possuem significados distintos.77 Um repelente age 

antes que o artrópode tenha contato com a fonte de alimentação, enquanto um sup-

ressor impede que a alimentação ocorra após o contato com a fonte alimentar.77 De-

terrentes, por outro lado, agem impedindo a continuação da alimentação depois de 

iniciada.77 Já os termos mais genéricos inibidores e antialimentares são, geralmente, 

empregados quando não se conhece o mecanismo de ação.77 

 O emprego de substâncias inseticidas de origem natural para o controle de in-

setos, particularmente o emprego de micromoléculas secundárias isoladas de plantas, 

tem sido comumente reconhecido como uma alternativa atraente e ambientalmente 

correta à utilização de inseticidas sintéticos.78 Dentro desse contexto, destaca-se que 

estudos biológicos efetuados com constituintes isolados de espécies da família Aris-

tolochiaceae, sobretudo do gênero Aristolochia, têm resultado na descoberta de subs-

tâncias com atividades bastante promissoras para o controle de insetos, as quais apre-

sentam potencial para serem utilizadas na agricultura.49,79,80 Essas substâncias per-

tencem a diferentes classes de metabólitos secundários, tais como, a dos lignoides, 

dos terpenos, dos alcaloides, dos derivados nitrados, entre outras.49,79,80 

 Em 2003, Nascimento et al. testaram cinco substâncias isoladas de Aristolo-

chia pubescens (figura 7, p. 39) em bioensaios com lagartas de Anticarsia gemmatalis. 

Nesse estudo, a lignana dibenzilbutirolactólica (−)-cubebina não apresentou atividade, 

mas os demais metabólitos foram ativos e reduziram a viabilidade larval.79 Além disto, 

o diterpeno ent-kaur-15-en-17-ol e o ácido aristolóquico I prolongaram o período lar-

val, resultando na má formação de insetos adultos.79 

 

Figura 7 -  Constituintes químicos de A. pubescens testados para A. gemmatalis.79 
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 Messiano et al. (2008) avaliaram a atividade inseticida de extratos orgânicos de 

Aristolochia malmeana, bem como a atividade de substâncias isoladas desta planta, 

em bioensaios com lagartas-da-soja.80 Dentre as substâncias obtidas, testaram-se três 

por aplicação tópica: i) ácido kolavênico, ii) hinoquinina e iii) kusunoquinina (figura 8, 

p. 40). Somente a lignana dibenzilbutirolactônica kusunoquinina exibiu atividade inse-

ticida (DL50= 230,1 µg/µL) dose-dependente.80  

 

Figura 8 -  Constituintes químicos de A. malmeana testados para A. gemmatalis. 
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Apesar da cubebina e da hinoquinina terem sido inativas em bioensaios com 

A. gemmatalis, estas apresentaram atividade antialimentar em bioensaios com três co-

leópteros: i) Sitophilus granarius L. (Curculionidae), ii) Tribolium confusum Duv. (Tene-

brionideae) e iii) Trogoderma granarium Ev. (Dermestridae).81 Nesses bioensaios fo-

ram testadas diversas lignanas.81 Correlacionando-se estrutura e atividade biológica, 

Harmatha & Nawrot (2002) verificaram que as lignanas menos polares que continham 

grupos metoxílicos e metilenodioxílicos como substituintes nos anéis aromáticos eram 

mais ativas e que a presença de substituintes mais polares, em especial grupos hi-

droxílicos e glicosídicos, acarretava na diminuição da atividade antialimentar.81 

Uma outra classe de metabólitos secundários bastante comum em Aristolochia-

ceae é a dos diterpenos.49 Nessa família ocorrem principalmente diterpenos labdâni-

cos, clerodânicos e kaurânicos.49 Diterpenos clerodânicos são conhecidos pelas po-

tentes propriedades antialimentares para insetos.82 No artigo de revisão 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.82  
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Relatos prévios na literatura evidenciam que diterpenos labdânicos exercem 

efeitos fisiológicos sobre insetos de diferentes ordens.83 O diterpeno ácido 8(20),13-

ent-labdadien-16,15-olídeo-19-óico (Dit-1 ), por exemplo, exibiu atividade antialimentar 

em bioensaios com o besouro Tenebrio molitor (Tenebrionidae) em teste de não-es-

colha84, enquanto os ácidos anticopálico (Dit-2 ) e trans-commúnico (Dit-3 ) apresenta-

ram atividade antialimentar em bioensaios com as mariposas S. litura e S. frugiper-

da, respectivamente.83,85 Fracionamento bioguiado para atividade inseticida de extra-

tos da planta Hyptis spicigera (Lamiaceae) resultou na obtenção de uma fração com-

tendo sete diterpenos labdânicos.86 Quando o labdano 15,19-diacetoxi-2α,7α-dihidro-

xilabda-8(17),(13Z)-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 labdânicos com atividade antialimentar ou inseticida.83-86 
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Atualmente, diversas abordagens racionais têm sido inseridas nas pesquisas 

científicas visando uma busca eficiente por substâncias bioativas.87-93 Dentre essas, 

a bioprospecção quimico-ecológica merece ser destacada, porquanto esta tem se 

mostrado como sendo uma ferramenta poderosa na descoberta de novos candidatos 

a protótipos de interesse para a indústria farmacêutica, para a agricultura, para a 

navegação, entre outras.87-93 
 

 1.5 Ecologia química 
 

 A ciência que se dedica ao entendimento da função, da origem e da significân-

cia de substâncias químicas mediadoras de interações ecológicas intra- e interespe-

cíficas (entre organismos do mesmo ou de diferentes níveis tróficos), bem como de in-
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terações entre organismos e seus ambientes bióticos e abióticos, é chamada de Eco-

logia Química.95-97 

Os estudos químico-ecológicos são tipicamente interdisciplinares e preocupam-

-se em entender: i) a comunicação química entre animais, e também entre plantas, ii) 

as interações mutualísticas entre organismos, por exemplo, o processo da poliniza-

ção, iii) os mecanismos químicos de defesa e de proteção, por exemplo, os de defesa 

química de insetos contra predadores, patógenos e parasitóides, iv) os mecanismos 

de proteção contra estresses abióticos, por exemplo, contra danos causados, em plan-

tas, por radiação solar, entre outras interações.95-97 
 

1.6 Ecologia das interações entre insetos e plantas : significância dos metabóli-
tos secundários  contra  a herbivoria e metabolização e sequestro de micromo lé-
culas por insetos 
  

Sem dúvida, as interações mais bem estudadas pela Ecologia Química são as 

que ocorrem entre plantas e animais, em particular, as interações entre plantas e inse-

tos, que incluem a polinização de plantas com flores, a insetivoria e a herbivoria.97,98 

Quando se observa os insetos fitófagos, verifica-se que a herbivoria não ocorre de for-

ma randômica, pelo contrário, é frequentemente um processo sutil, o qual é limitado 

por diversos fatores, tais como, clima, predação e parasitismo, e pelas morfologias e 

composições químicas das plantas.97  

A significância das micromoléculas secundárias como barreiras químicas à her-

bivoria é tradicionalmente reconhecida.97-104
 Inclusive, a função de defesa contra herbí-

voros em geral, a priori, foi considerada “a razão de ser” dessas substâncias97-99. Ape-

nas para exemplificar, citam-se, aqui, dois exemplos clássicos do valor dos metabóli-

tos secundários para as plantas: i) certas plantas respondem aos ataques por herbí-

voros com a síntese de substâncias deterrentes, as quais, em poucos dias, as tornam 

impalatáveis para a maioria dos insetos100-105 e ii) certas plantas infestadas por inse-

tos fitófagos emitem voláteis que provocam a produção dos metabólitos de defesa em 

espécimes próximos, preparando-os para o ataque iminente.106 

 Naturalmente, em resposta às barreiras químicas impostas pelas plantas, os in-

setos fitófagos possuem uma diversidade de estratégias próprias para superá-las.95-111 

Alguns insetos alimentam-se apenas das partes da planta que contêm quantidades 

baixas de metabólitos secundários, enquanto outros possuem intestinos impermeá-

veis a determinados aleloquímicos, o que facilita a excreção das “toxinas”. Há também 
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exemplos de insetos fitófagos que as toleram, muitas das vezes, acumulando-as em 

seus tecidos, na forma nativa ou modificada, para benefício próprio, por exemplo, pa-

ra a proteção contra inimigos naturais. Outra forma (natural) desses organismos de li-

dar com as barreiras químicas impostas pelos vegetais é metabolizar seus constituin-

tes, por meio de uma variedade de vias metabólicas ou com a ajuda de microorganis-

mos endosimbióticos.95-111   

Todo inseto, em seu genoma, carrega uma centena ou mais de genes que ex-

pressam proteínas (com atividade catalítica) da superfamília P450.108,111 No inseto, es-

sas enzimas desempenham uma série de funções, por exemplo, biossíntese de hor-

mônios juvenis, metabolização de inseticidas, geralmente, detoxificando-os, entre ou-

tras.108 Muitas dessas enzimas são especificamente produzidas pelos insetos fitófagos 

para a metabolização de determinados constituintes de origem vegetal.108,111 Dessa 

maneira, o proteoma que um determinado inseto fitófago possui, de certa forma, de-

termina quais espécies vegetais são hospedeiros em potencial.108,111  
 

1.7.1 Biotransformação/bioconversão 
 

 Uma biotransformação é uma modificação específica na estrutura de uma subs-

tância, realizada por uma enzima pura ou por tecidos ou células de organismos mor-

tos contendo enzimas, para produzir um produto que tenha de razoável a alta simila-

ridade estrutural com o substrato.110,112-114 Quando a modificação estrutural envolve 

a utilização de organismos vivos, o termo mais adequado é bioconversão.110 Pela na-

tureza do processo, a bioconversão normalmente resulta em um número maior de 

modificações químicas, inclusive sequenciais.110 Embora existam essas diferenças 

conceituais entre biotransformação e bioconversão, o emprego desses termos são 

intercambiáveis na literatura.110 Esses dois processos diferem-se da fermentação, on-

de, geralmente, não há qualquer similaridade estrutural entre o reagente e o produto 

obtido, uma vez que ocorrem transformações mais complexas.110-114 

 Biotransformação e bioconversão são métodos práticos, seletivos e eficientes 

para a produção de substâncias bioativas inéditas, desempenhando, portanto, papéis 

importantes na descoberta de protótipos de novos fármacos e medicamentos.115,116 

Essas abordagens têm sido especialmente introduzidas para resolver problemas em 

síntese orgânica e na resolução de misturas enantioméricas, mas também têm sido 
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extensivamente utilizadas para a modificação estrutural de metabólitos secundários, 

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

 

1.7.1 Biotransformação por insetos 
 
 Insetos, bem como suas enzimas clonadas, têm sido extensivamente utilizados 

para a modificação estrutural de metabólitos secundários, inclusive para a biotransfor-

mação de terpenos e lignoides.114,117
 Em 2010, Noma & Asakawa catalogaram os da-

dos disponíveis sobre a biotransformação de monoterpenos por microorganismos, ma-

míferos e insetos.117 Especificamente por insetos, foram descritos relatos acerca da 

metabolização de 33 substâncias pela mariposa S. litura (Lepidoptera).117 Essas meta-

bolizações abrangeram vários tipos de modificações estruturais, incluindo epoxida-

ções e dihidroxilações de ligações duplas carbono-carbono, hidroxilações alílicas, re-

duções de grupos carbonílicos e oxidações sequenciais de grupos metílicos.117  

Os monoterpenos nerol, (+)–mentol e (−)–mentona são exemplos de substân-

cias sobre as quais há relatos de estudos de biotransformação por S. litura.117 Takeu-

chi & Miyazana, em 2004, relataram que a metabolização do nerol, um álcool alílico, 

produziu dois dióis diastereoisoméricos, E,Z e Z,Z, e um aldeído e um ácido carboxí-

lico η-hidroxilados. Os autores observaram que a metila terminal pro-Z foi apenas mo-

nohidroxilada pelo inseto, enquanto a pro-E foi sequencialmente oxidada rendendo três 

produtos (figura 10, p. 44).117,118 

 
Figura 10 -  Biotransformação de nerol por lagartas de S. litura.  
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Fonte : Elaborado pelo autor. Refs. 121 e 123. 
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 Segundo dados disponibilizados na literatura, ambos os enantiômeros do men-

tol são indiscriminadamente metabolizados pelas lagartas de S. litura.117 Na metaboli-

zação propriamente dita, esses monoterpenos são monohidroxilados na posição 10, 

isto é, no grupo metílico diretamente ligado ao anel ciclohexânico.117 Em comparação, 

a via metabólica da (−)–mentona, uma substância análoga do mentol que apresenta 

um esqueleto carbônico 1-oxo-2-isopropil-5-metil-ciclohexânico, é um pouco mais com-

plexa, e três produtos oxidados são excretados pelas lagartas de S. litura (figura 11, 

p. 45).117  

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

  
 Em 1998, Sutherland et al. investigaram a metabolização do (2E,6E)-farnesol 

pela proteína CYP4C7.119,120 Essa enzima é expressa na glândula endócrina (corpora 

allata) do inseto Diploptera punctata (Blattodea), conhecido popularmente como bara-

ta-besouro-do-Pacífico. A proteína CYP4C7 foi produzida em Escherichia coli, isolada 

e, então, utilizada para o estudo de biotransformação. Nesse estudo, o sesquiterpeno 

(2E,6E)-farnesol foi regio- e diastereoseletivamente hidroxilado na metila terminal pro-

-E.119,120 De modo similar, a proteína CYP4C7 hidroxilou uma das metilas do hormônio 

juvenil produzido pelo inseto. Com base nesses resultados, Sutherland et al. deduzi-

ram que, no fim do ciclo gonotrófico de Diploptera punctata, essa via metabólica é ati-

vada para suprimir a biossíntese do hormônio juvenil (figura 12, p. 45).119,120 

 

Figura 12 -  Biotransformação pela proteína CYP4C7. 
 

CH2OH
HOH2C

CH2OH

CO2Me

O
CO 2Me

CH2OH

O

Hormônio juvenil de 
Diploptera punctata

(2E,6E)-Farnesol

CYP4C7

CYP4C7

 
Fonte : Elaborado pelo autor. Ref. 119 e 120. 
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 O metabolismo de flavonoides por lepidópteros da família Bombycidae tem si-

do largamente estudado.121-125 Dos extratos do casulo da espécie Bombyx mori (lagar-

ta-da-seda), foram relatadas as ocorrências de 17 flavonoides, dos quais 6 foram, en-

tão, descritos pela primeira vez na literatura e 14 não ocorrem naturalmente na planta 

hospedeira do inseto, Morus alba (Moraceae).121-125 Dentre essas substâncias flavo-

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

 

Figura 13 -  Biotransformação de flavonoides por B. mori. 
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Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 121-125. 

 
 Recentemente, Hirayama et al. (2013) relataram as ocorrências de quatro fla-

vonoides glicosilados no casulo da espécie Rondotia menciana, um inseto da mesma 

família de B. mori, além das ocorrências das agliconas quercetina e kaempeferol.125 

Nesse estudo, foram isolados dois digalactosídeos, os quais não são biossintetiza-

dos pela planta (Morus alba) utilizada para a alimentação das lagartas. Com base nis-

so, Hirayama et al. (2013) sugeriram que esses produtos naturais seriam metabólitos 
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da biotransformação dos flavonoides conhecidos quercetina e kaempeferol, duas subs-

tâncias abundantemente presentes na planta hospedeira desse inseto fitófago (figu-

ra 14, p. 47).125   

 

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

 

 A metabolização de isoflavonas por S. litura foi investigada, em 2006, por Ta-

kahashi et al.126 Nesse estudo, três 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 4º e 5º instars.126 Dessas substâncias, so-

mente a isoflavona trimetoxilada nos C-5, C-7 e C-4' foi biotransformada pelas lagar-

tas da mariposa, sendo obtidos três produtos de monodesmetilação.126 Segundo os 

autores, isso mostra que S. litura apresenta especificidade a substrato (figura 15, p. 

47).126 

 

Figura 15 -  Biotransformação de isoflavonas por S. litura. 
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 126. 
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Embora relatos de estudos de biotransformação de micromoléculas do metabo-

lismo especializado de plantas por lepidópteros e coleópteros sejam escassos127, os 

resultados disponibilizados na literatura apontam que, em geral, os insetos convertem 

essas substâncias para derivados mais polares, os quais são normalmente menos tó-

xicos para a maioria dos insetos.127 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 ácido benzóico.128  

 

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

 

OH

CO2Me

OH

CO 2H

 

 

Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 128. 

 

As espécies Papilio polyxenes (Lepidoptera) e S. frugiperda (Lepidoptera) po-

dem metabolizar o psoraleno xantotoxina, uma substância que, na presença de luz, 

facilmente alquila o DNA, convertendo-o, mediante a abertura do anel furânico, em 

dois ácidos carboxílicos mais polares (figura 17, p. 48).129 Isso foi confirmado por es-

tudos de marcação isotópica com 14C, os quais também demonstraram que os meta-

bólitos eram formados por vias bioquímicas diferentes e independentes.129 

 

Figura 17 -  Biotransformação 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-

lhas de Piper umbellata (Piperaceae), eliminam nas fezes o ácido E-2,3-dihidro-3-(3,4-

-dihidroxifenil)farnesóico, uma substância mais polar que não faz parte do metabolo-

ma da planta hospedeira.130 Ramos et al. (2012) sugeriram que esse ácido fosse produ-

to da biotransformação do 4-nerolidilcatecol, o principal metabólito secundário das fo-

lhas de P. umbellata.130 Ensaios biológicos 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 substância biotransformada foi mais de 780 vezes 

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

 

Figura 18 -  Biotransformação do 4-nerolidilcatecol por H. brasiliensis. 
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Alguns lignoides exibem atividade deterrente alimentar em insetos que é forte 

suficiente para mediar interações entre insetos e plantas.81 Exemplos de substâncias 

ativas incluem lignanas de ocorrência comum em Aristolochiaceae.49,81 Além de supri-

mir o apetite, são conhecidos metabólitos dessa classe que provocam mortalidade e/ou 

comprometem o ciclo de vida de insetos-pragas.81 Em geral, os lignoides com substi-

tuintes metoxílicos e/ou metilenodioxílicos são mais ativos que aqueles com grupos 

mais polares.81 Resultados anteriores mostram que as lagartas de lepidópteros, nor-

malmente, metabolizam dímeros de unidades C6-C3 convertendo-os para derivados 

O-desmetilados no anel aromático, hidroxilados e/ou glicosilados, possivelmente, com 

a finalidade de superar as barreiras químicas impostas por essas substâncias, bem 

como facilitar as excreções destas.81,131 

Miyazawa, Kasahara e Kameoka (1995 e 1997) efetuaram estudos de biotrans-

formação de lignanas por S. litura.132,133 Em um desses estudos, verificaram-se as 

desmetilações das posições para das lignanas dibenzilbutânicas diarilbutadieno e áci-
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do meso-dimetil-dihidro-guaiarético (figura 19, p. 50).132 Eles também investigaram o 

metabolismo de duas lignanas furofurânicas: i) (+)-eudesmina e ii) (+)-magnolina.133 

Ambas as substâncias foram metabolizadas pelas lagartas de S. litura, e quatro ligna-

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

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

 

Figura 20 -  Biotransformação de lignanas furofurânicas por S. litura. 
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 O metabolismo de quatro neolignanas pelo besouro N. bipes foi recentemente 

investigado por Ramos & Kato.134 Segundo eles, as neolignanas selecionadas para os 

estudos de biotransformação ocorrem em grande quantidade na planta hospedeira do 

inseto, Piper regnellii, e apresentam atividade inseticida.134 Nesse estudo, constataram 

que três substâncias foram biotransformados pelo inseto, sendo detectados nas fezes 

de N. bipes três produtos de clivagem oxidativa de ligação dupla carbono-carbono e 

um produto de oxidação de grupo metílico (figura 21, p. 51).134   

 

Figura 21 -  Biotransformação de neolignanas por N. bipes. 
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 134. 

 

 Em 2008, Ramos, Vanin e Kato realizaram um estudo de biotransformação dos 

constituintes majoritários das folhas de Piper solmsianum (Piperaceae) por três inse-

tos: i) N. bipes, ii) Heraclides hectorides (Lepidoptera) e iii) Quadrus u-lucida (Lepidop-

tera).131
 A lignana tetrahidrofurânica (−)-grandisina foi mono-O-desmetilada na posição 

para (4') por esses três organismos. Nas fezes de N. bipes e Q. u-lucida, detectaram 

também o produto de di-O-desmetilação das posições para dos dois anéis aromáticos 

dessa lignana (figura 21, p. 51).131 O D-glucosil-1-(3,4,5-trimetoxibenzoato) foi hidroli-

sado pelas lagartas da borboleta H. hectorides.131 De modo similar, o glicosídeo do 

ácido 3,4,5-trimetoxicinâmico foi hidrolisado pelo besouro N. bipes e por H. hectorides. 

Esse besouro também metabolizou o fenilpropanóide E-isoelemicina rendendo dois 
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produtos mais polares, um produto de hidroxilação do grupo metílico e um produto de 

hidroxilação/desmetilação (figura 22, p. 52).131  

 
Figura 22 -  Biotransformação de lignana, de fenilpropanóides e de derivado do ácido benzóico 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 biotransformação de micromo-
léculas 

 

Tão sofisticadas e diversificadas quanto as barreiras anti-herbivoria impostas 

pelas plantas, são as táticas de defesa empregadas pelas lagartas de lepidópteros 

contra inimigos naturais.135,136 Na batalha contra parasitóides, microorganismos, pre-

dadores, entre outros, os insetos utilizam diferentes estratégias defensivas, que in-

cluem as de cunho comportamentais (agregação, associação interespecífica, respos-

tas evasiva e agressiva, construção de abrigos, regurgitação, alimentação em perío-

dos e locais de menor exposição e vulnerabilidade), fisiológicas (barreiras tegumen-

tares e intestinais à infecções, síntese de peptídeos e proteínas antibacterianos, ação 

coordenada de hemócitos e encapsulação de ovos de parasitóides), morfológicas
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*Há um relato equivocado sobre as ocorrências do AA-I e do ácido aristólico numa espécie de Menispermaceae. Este foi decorrente de um erro de 
identificação botânica, onde a espécie Cocculus trilobus foi confundida com Aristolochia fangchi, como esclarecido por Jiao (2003).140 
  

(glândulas tegumentares, coloração aposemática, camuflagem e mimetismo) e quími-

cas (sequestro ou síntese de novo de micromoléculas e regurgitação de extratos de 

plantas).135,136 Essa diversidade de medidas anti-ataque e contra-atacante que os inse-

tos possuem os tornam aptos a se defenderem antes, durante e/ou após o encontro 

com os inimigos.135,136  

Com certeza, as estratégias de defesa química, particularmente as que envol-

vem o sequestro de metabólitos secundários, são as mais bem investigadas e descri-

tas.97,109,137-139 Segundo Duffey (1980)142, a palavra sequestro, dentro do contexto da 

Ecologia Química, denomina processos de capitação e acúmulo de substâncias quí-

micas visando defesa contra inimigos. Já de maneira um pouco mais geral, sequestro 

significa deposição de substâncias em tecidos, células e glândulas especializados. 
109,137   

Em 2009, Opitz & Mϋller publicaram um artigo de revisão que sumariza os re-

latos disponíveis na literatura sobre sequestros de micromoléculas por insetos.109 No 

artigo foram descritas diversas classes de metabólitos secundários, incluindo alcaloi-

des, lignoides, derivados contendo enxofre e terpenoides.109 Entre os alcaloides, fo-

ram inclusos os ácidos aristolóquicos (AAs), os quais, reconhecidamente, exibem di-

versas atividades farmacológicas.49  

Em plantas, os AAs – derivados nitrofenantrênicos (figura 23, p. 53) – ocorrem 

apenas* em membros da família Aristolochiaceae.49 Entretanto, essas substâncias ni-

tradas, as quais têm se mostrado universalmente tóxicas e antialimentares para a ma-

ioria dos insetos não especializados49, também ocorrem nos tecidos de lepidópteros 

das tribos Troidini (Papilioninae) e Zerynthiini (Parnassinae), bem como na mariposa 

Mapeta xanthomelas Walker (Pyralidae) (tabela 1, p. 54). Relatos anteriores também 

evidenciam que metabólitos secundários (especiais) de outras classes químicas, tais 

como: i) mono- e sesquiterpenos, ii) aristolactamas, iii) alcaloides indólico e aporfíni-

cos, iv) esteroides, v) benzenóides e vi) alantóina, 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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Tabela 1 -  Sequestro de ácidos aristolóquicos (AAs) de plantas por insetos. 
 

Inseto (espécie)  Planta (s) hospedeir a (s) AA (s)  Referência  (s) 
Antrophaneura neptunus Thottea tricornis I e II 109 
Atrophaneura alcinous A. debilis, * I, II, III, IV, VIIa, IIIa, IVa e E, AAs 

total 
138, 31 

Atroponeura sp. * AAs total 145 
Battus archidamas A. chilensis I, Ia, II, IIIa e IVa 109, 33, 146 

Battus crassus * AAs total 31 
Battus phylenor A. macrophylla, A. californica I, II, Ia e IVa, Contêm AA (s) 109, 33, 147 

Battus polydamas *, A. sessilifolia , A. melastoma , A. arcuata , A. triangularis , A. elegans ,  
A. esperanzae , A. galeata , A. chilensis , A. máxima  e A. argentina  

I, Ia, II, III, IIIa, IV, IVa, IVb, IaG,  
IIIaG, IVaG, IVbG e AAs total 

109, 33, 31, 
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, * I, II, IIIa 33, 138 

Ornithoptera paradisea  * AAs total 138 
Pachliopta aristolochiae A. liukiuensis, A. indica e A. cucurbitifolia I, II, III, IIIa e Ácido aristólico 138, 33, 143 

Pachliopta coon T. tomentosa I e III 138 
Pachliopta neuptunus Thottea ssp. “1” II 138 

Pachliopta oreon * I 138, 33 
Parides agavus A. melastoma, A. arcuata e A. triangularis AAs total 31 
Parides alcinous A. debilis I, II, III, IIIa, IVa, VIIae 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 I e II 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, II, III, IV, VIIa e IIIa 138 

Trogonoptera plateni * AAs total 145 
Troides aeacus A. zollingeriana I, II e IIIa 138 

Troides amphrysus T. dependens I, II e IV 109 
Troides magellanus * AAs total 145 

Troides rhadamantus A. tagala, * AAs total 31 
Zerynthia polyxena A. clematitis Ia e IIIa 33 

    

*Espécie (planta hospedeira) desconhecida. AAs total=Determinação de contéudo de AAs total, geralmente por espectrofotometria.
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Figura 24 - Estruturas de substâncias 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 são potentes inibidores alimentares em verte-

brados e invertebrados.31,33,40,49,151 O ácido aristolóquico I, por exemplo, mostrou, em 

bioensaios com S. litura, um nível de inibição similar ao da azadirachtina, um limonoi-

de com potente atividade antialimentar comprovada.49 Segundo Lajide et al. (1994) 
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152, o grupamento de ácido carboxílico e o grupo nitro são essenciais para a atividade 

antialimentar dessas substâncias nitradas. Dentre outras constatações, eles observa-

ram que o ácido aristólico, um análogo do AA-I sem o grupo nitro, era inativo, bem co-

mo verificaram que a descarboxilação, redução ou metilação do grupo carboxílico do 

AA-I resultava em uma diminuição significativa da atividade biológica exibida por es-

se ácido.152 Todavia, estes metabólitos nitrados não têm valor comercial para o com-

bate de pragas, uma vez que causam falhas renais em humanos49,152, além de serem 

mutagênicos e citotóxicos.49,153 

Várias evidências têm sugerido que AAs podem estar relacionados a defesa 

química de lagartas e insetos adultos contra predadores naturais.41,151 Dentro desse 

contexto, alguns trabalhos mostraram que borboletas das tribos Troidini e Zerynthini 

foram rejeitadas por pássaros insetívoros, como Aphelocoma coerulescens, Cyanocit-

ta cristata, entre outros.40 Afim de investigar a função defensiva dos AAs, Nishida & 

Fukani154, em 1989, administraram grãos de arroz contendo AAs a pássaros japone-

ses (Passer montanus) e, então, observaram que tais ácidos atuavam como deterren-

tes alimentares para essa espécie de ave.154 Concordantemente, Sime et al. (2002) 

verificaram que lagartas de B. philenor, as quais continham AAs, eram protegidas con-

tra parasitismo.155 Por outro lado, Morais et al. (2013) constataram que esses ácidos 

nitrados, mesmo em concentração 100 vezes maior que as presentes em B. polyda-

mas, não impediam a predação de larvas de T. molitor pelos seguintes organismos: i) 

Camponotus crassus e ii) Gallus gallus domesticus, o que os levaram a sugerir que o 

mecanismo químico de defesa dos papilionídeos deve ser mais complexo e que ou-

tras substâncias, por exemplo, mono-, sesqui- e diterpenos, podem ser responsáveis 

pela atividade antipredatória ou atuar sinergisticamente com os AAs.40  

Nem sempre o conteúdo de AAs do inseto é idêntico ao da planta hospedeira. 
41,49,156 Análises químicas comparativas sobre B. archidamas e sua planta hospedei-

ra, A. chilensis, evidenciaram diferenças entre as composições químicas do inseto e 

a da planta.49,156 Enquanto os AA-I (metoxilado em C-8) e AA-Ia (hidroxilado em C-8) 

foram os componentes majoritários nas folhas e nos caules de A. chilensis, os AA-I e 

AA-IVa (metoxilado em C-8 e hidroxilado em C-6, respectivamente) foram os consti-

tuintes principais de B. archidamas.156 De modo similar, Euw et al. (1972) observaram 

que exemplares de Z. polyxena continham apenas AAs hidroxilados, enquanto sua 

planta hospedeira, A. clematitis, continha principalmente o AA-I (metoxilado em C-8). 
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49,157 Esses relatos são indicações de que os insetos podem metabolizar os ácidos 

nitrofenantrênicos transformando-os em derivados, o que está de acordo com a suges-

tão de Urzúa et al. de que há um alto grau de seletividade e/ou transformação meta-

bólica por parte dos insetos da tribo Troidini (figura 23, p. 53).49,156,157 

Em 2011, Pinto, Úrzua e Niemeyer demonstraram que lagartas da borboleta Ba-

ttus polydamas archidamas hidroxilaram AAI e AAII.158 Neste sentido, esses ácidos fo-

ram oferecidos em dietas artificiais, e as composições químicas dos tecidos e do os-

metério das lagartas foram analisadas. Nos tecidos, a razão entre as concentrações 

de AAI e AAII foi maior no inseto do que na dieta merídica.158 Além disto, a quantida-

de de AAIa foi bem maior do que a do AAIVa.158 Isso evidenciou que, nos tecidos, o 

AA-Ia era preferencialmente formado a partir metabolização do AAII.158 Em contrapar-

tida, na secreção do osmetério, a razão entre as concentrações de AAI e AAII foi si-

milar no inseto e na dieta, ao mesmo tempo que a razão entre as concentrações dos 

AAIa e AAIVa foi de aproximadamente 1. Com base nisso, Pinto, Úrzua e Niemeyer 

sugeriram que, no osmetério, ocorria a bioconversão do AA-I para AA-IVa a uma 

mesma proporção que a hidroxilação do AA-II convertendo-o para AA-Ia (figura 25, 

p. 57).158  

 

Figura 25 - Biotransformação de AA-I e AA-II 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 glicosilação de AAs pelas lagartas da 

borboleta B. polydamas.41 Na planta hospedeira, A. argentina, foram detectados os 

seguintes derivados nitrofenantrênicos: AAs I, Ia, II, III, IIIa, IV, IVa e IVb, enquanto 

que no inseto foram detectados esses oito AAs e mais quatro glicosídeos: i) AA-IaG, 

ii) AA-IIIaG, iii) AA-IVaG e iv) AA-IVbG, resultantes da glicosilação de metade das 

substâncias sequestradas de A. argentina.41 

Outro aspecto interessante acerca do metabolismo dos insetos da família Pa-

pilionidae foi, em 2000, observado por Klitzke e Brown.31 Em um trabalho onde foram 

quimicamente analisados indivíduos 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.31 Recentemente, Úrzua, Olguín 

e Santander (2013) propuseram que as aristolactamas I e II seriam as prováveis pre-

cursoras utilizadas por B. polydamas archidamas para a biossíntese dos AA-I e AA-II 

(figura 26, p. 58).144 É conhecido também que B. polydamas pode efetuar a síntese 

de novo dos sesquiterpenos β-selineno e sellin-11-en-4α-ol, desde que um estudo de-

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

Figura 26 -  Biotransformação de AL-I e AL-II por B. polydams archidamas.144 
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Embora vários estudos químicos e biológicos estejam sendo conduzidos com 

espécies de Aristolochiaceae, o conhecimento sobre o metabolismo das substâncias 

secundárias destes vegetais por insetos especialistas ainda é muito limitado. Além dis-

to, os trabalhos disponíveis na literatura focaram quase que exclusivamente em deri-

vados nitrofenantrênicos. Sendo assim, é importante que se obtenha uma visão mais 

abrangente acerca dos mecanismos de “detoxicação” empregados por esses insetos, 

mediante administração de matrizes com grande diversidade química, por exemplo, 

folhas de plantas hospedeiras. Isso pode contribuir não só para a elucidação de vias 

de biotransformação, mas também conduzir à obtenção de substâncias bioativas com 

baixa toxicidade. 
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2 OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivos gerais 
 

 Este trabalho teve como objetivos: 

� Avaliar a bioconversão das substâncias presentes nas folhas de um espécime 

de A. giberti, uma planta na qual não foram detectados AAs em folhas e caules, 

efetuada após 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 biológicas dos metabólitos secundários (especiais) 

da planta hospedeira que foram metabolizados pelas lagartas, bem como dos 

constituintes presentes em lagartas de B. polydamas polydamas.  

2.2 Objetivos específicos 
 

� Obter extratos orgânicos de folhas de A. giberti e de fezes de B. polydamas; 

� Preparar extratos de lagartas de 4º e 5º instars de B. polydamas; 

� Desenvolver uma metodologia, rápida e eficiente, para o microfracionamento 

dos extratos de folhas e fezes; 

� Efetuar microfracionamentos dos extratos de folhas e fezes; 

� Comparar as composições químicas 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 bioconversão dos metabólitos de A. giberti; 

� Determinar a composição química dos extratos de lagartas; 

� Determinar as estruturas químicas das substâncias isoladas; 

� Determinar a potencialidade das substâncias sequestradas pelas lagartas em 

ensaios para atividade antipredatória com pintinhos e formigas; 

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

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

3.1 Especificação dos materiais, reagentes e equipa mentos utilizados 
 

3.1.1 Solventes 
 

1. Os solventes orgânicos [hexanos, CH2Cl2, CHCl3, EtOAc, (CH3)2CO, CH3CN, EtOH 

e CH3OH) empregados nos processos cromatográficos, na preparação dos extratos 

e nas partições líquido-líquido foram de grau cromatográfico (Tedia e J.T.Baker®).  

2. Nas reações químicas 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 230º 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, CDCl3, (CD3)2SO, (CD3)2CO, CD3OD e D2O ─ 99,8, 99,9 ou 

99,98% de D, utilizados para as análises espectroscópicas por RMN foram das marcas 

Merck, Cambridge Isotopes e Aldrich. Para se obter solvente excepcionalmente livre 

de traços de ácido, antes da solubilização das amostras, o CDCl3 era passado através 

de uma coluna contendo alumina neutra.  

4. Utilizou-se água ultrapura ─ resistividade mínima de 18,2 MΩ.cm a 25º C. Assim, a 

água utilizada foi previa- e sucessivamente purificada em sistemas (conectados em sé-

rie) de osmose reversa e de purificação de água Mili-Q® (Millipore, USA). 

 

3.1.2 Reagentes 
 

1. Vanilina (99 %), Na2SO4 anidro (≥ 99,0 %), NaCl (ACS reagent, Vetec), KCl (ACS 

reagent, Vetec), NaHCO3 (ACS reagent, ≥ 99,5 %), KOH (85 %), HCl (HEMIS), H2SO4 

(95,0-98,0%, Synth), Ba(OH)2 (0,05 mol/L, Fluka), BaCO3 (Aldrich), hidrocloreto dos 

ésteres metílicos de R- e S-fenilglicina (≥ 95,0 %, Aldrich e 97 %, Aldrich, respectiva-

mente), PyBoP (98%, Aldrich), HOBt (% de água ≥14%, 97%, Aldrich), NMM (≥ 99,5 

%, Aldrich), Diazald (Sigma), peneira molecular 3A (4-8 mesh, ACROS), Amberlyst-  
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-15 (fortemente ácida, trocador catiônico, anidra, Fluka), ácido 2-etilhexanóico (≥ 99 

%, Aldrich) e LiAlH4 (1,0 mol/L, Aldrich) foram utilizados sem purificação prévia.   

 

3.1.3 Cromatografia em camada delgada e cromatografia em coluna 
 

1. Para CCDC foram utilizadas placas comerciais de sílica gel F254 da Whatman, e para 

CCDP foi utilizada uma placa de sílica gel 60 PF254. A placa preparativa (espessura 

indeterminada) foi manualmente preparada espalhando-se uma suspensão de sílica 

(16,9 g) em água deionizada (37,0 mL) sobre uma placa de vidro de 20 cm x 20 cm. 

As revelações das cromatoplacas foram efetuadas com irradiações UV de λ de 254 e 

de 366 nm, vapores de iodo e/ou vanilina 1% (m/v; solução CH3OH/H2O/H2SO4 9:9:2 

v/v/v). As placas comparativas foram sucessivamente reveladas por esses três méto-

dos de revelação, enquanto que a preparativa foi revelada somente com lâmpada UV. 

O iodo (I2) adsorvido foi completamente sublimado antes das revelações das croma-

toplacas com solução de vanilina sulfúrica 1%. As cromatoplacas borrifadas com essa 

solução foram reveladas em estufa a 100º C. 

2. As separações e os fracionamentos cromatográficos em coluna ou por extração em 

fase sólida foram realizados utilizando-se sílica gel de 70-230 mesh (0,063-0,2 µm, Ma-

cherey-Nagel), sílica gel de fase reversa C-18 de 230-400 mesh (Merck) ou de 40 µm 

(7025-00, J.T.Baker®) e Sephadex LH-20 (Sigma), partículas de 25-100 µm. 

 

3.1.4 Análises por RMN 
 

1. Os espectros de RMN de 1H (300, 500 ou 600 MHz) e de 13C (75, 126 ou 151 MHz) 

uni- e bidimensionais foram adquiridos em espectrômetros Varian INOVA 300 (7,05 T), 

Varian INOVA 500 (11,7 T) e Bruker AscendTM 600 (14,1 T) empregando-se sequên-

cias de pulso tradicionais para os experimentos de correlação homo- e heteronuclea-

res. Como referência interna, foram utilizados os sinais relativos aos hidrogênios resi-

duais do solvente (CHCl3, CD3SOCD2H, CD3COCD2H, CD2HOD e DHO) para RMN 1H 

e os dos carbonos do solvente para RMN de 13C. Os valores de deslocamentos quí-

micos (δs) foram referenciados em relação ao do TMS [diluído (φ ≤ 1%) em CDCl3]. 

As escolhas dos deslocamentos químicos das referências interna foram baseadas na 
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análise de uma amostra padrão de etilbenzeno (0,1 %) em CDCl3 (99,89 % de D) con-

tendo TMS (0,01 %) e nas referências 159-161. 

 

3.1.5 Análises e separações por CLAE-UV-DC-AFD 
 

1. As análises por CLAE-UV-DC-AFD foram realizadas num cromatógrafo Jasco equi-

pado com duas bombas modelo PU-2086Plus, forno termostatizado modelo CO-2060-

Plus, com injetor automático modelo AS-2055Plus (alça de amostragem de 80 µL pa-

ra separações analíticas e semi-preparativas), desaerador modelo DG-280-53, mistu-

rador modelo MX-2080-31 e com detectores de discroísmo circular modelo CD-2095-

Plus e de arranjo de fotodiodos UV-Vis modelo MD-2018Plus. As separações em es-

cala semi-preparativa também foram efetuadas nesse equipamento. As colunas cro-

matográficas foram das marcas Zorbax [analítica: RX-C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm) e se-

mi-preparativa: RX-C18 (250 x 9,4 mm, 5 µm)] e Varian [analítica: Omnisphere-C18 

(250 x 4,6 mm, 5 µm)].   

 

3.1.6 Análise por CLAE-EM e obtenção dos EM de 1, 2 e 3+4 
 

1. A análise por CLAE-EM foi conduzida num espectrômetro de massas LCQ Fleet 

LC/MS (HPLC-ESI/APCI-IT-MSn, Thermo Analítica®) equipado com um dispositivo de 

inserção direta de amostra via análise por injeção em fluxo contínuo. Operou-se no mo-

do de ionização por electrospray (ESI), e as fragmentações MS1 foram realizadas em 

uma interface do tipo ion-trap (IT). A separação cromatográfica foi efetuada em croma-

tógrafo Accela equipado com quatro bombas, detector de arranjo de diodos e injetor 

automático. Utilizou-se também esse espectrômetro para obter os espectros de mas-

sas de baixa resolução (infusão direta, ESI) das substâncias 1 e 2 e da mistura de 3+4 

(figura 55, p. 103). 
 

3.1.7 Análises por EM 
 

1. Os espectros de massas de alta resolução foram obtidos em espectrômetro Bru-

ker Daltonics ultrOTOFq (ESI-TOF), enquanto que a maioria dos espectros de mas-

sas de baixa resolução foram adquiridos em sistema CLAE-EM/EM 3200 QTRAP® 
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(infusão direta, ESI). Essas análises foram efetuadas na Faculdade de Ciências Far-

macêuticas da USP, Ribeirão Preto, São Paulo, e no Laboratório de Espectroscopia 

de Massas (NDCOM) da Unesp, Instituto de Química, Araraquara, São Paulo, respec-

tivamente. 

2. As análises por CG-MS foram efetuadas em equipamento Shimadzu GCMS-QP-

5050A equipado com um injetor automático split/splitless, com razão de split de 1:10. 

Para a determinação dos índices de retenção linear, foram injetadas misturas de 24 

padrões de hidrocarbonetos (n-alcanos, C5-C30, Aldrich), de dezenove padrões de áci-

dos graxos (C5-C30, Aldrich) e de padrões dos respectivos ésteres metílicos dos áci-

dos graxos (Aldrich). Ácido copálico (5), previamente isolado de folhas de A. giberti e 

identificado por análises espectrométricas de RMN e de EM, foi também utilizado co-

mo substância padrão.  

  

3.1.8 Análises quirópticas 
 
1. As medidas de rotação óptica, [α]λ, foram feitas em polarímetro digital Perkin El-

merTM 341 LC [equipado com lâmpadas de sódio (589 nm) e mercúrio (546 nm)] utili-

zando-se uma cela de quartzo com caminho óptico de 1,00 dm. Para assegurar a exa-

tidão das massas das amostras, estas foram devidamente secas em dessecador e pe-

sadas até massa constante. As soluções das amostras foram preparadas em balões 

volumétricos de 2,0, 5,0 ou 10,0 mL da Pyrex®, previamente aferidos pelo método do 

cálculo da densidade da água. Somente substâncias com pureza espectroscópica fo-

ram analisadas, e aquelas que, em solução clorofórmica, exibiram reatividade foram, 

após à execução das medidas, secas, solubilizadas em CDCl3 e analisadas por RMN 

de 1H, afim de se certificar que não houve alteração química. Para a substância 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 padrão. 

2. As curvas de dicroísmo circular eletrônico (DCE) foram obtidas em um espectropo-

larímetro dicrógrafo 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 CH3OH, e as soluções foram preparadas numa concentração de 0,21 mg/mL.  

 

3.1.9 Evaporação dos solventes e medição de pH
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Figura 27 -  Estruturas das micromoléculas dos extratos de fezes e/ou lagartas e dos derivados semi-sintéticos. 
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1. Os solventes dos extratos, fases, frações e subfrações obtidos foram eliminados sob 

pressão reduzida utilizando-se evaporador rotativo (BüchiTM, RE111 e B461) e/ou em 

capela com exaustão.  

2. As medidas de pH das soluções aquosas foram efetuadas em um pHmetro da mar-

ca Oríon 3 star, que fora previamente calibrado com soluções-tampão, utilizando-se 

um eletrodo de vidro combinado.   
 

3.2 Identificação da borboleta e da planta hospedei ra 
 

A identificação do inseto, Battus polydamas polydamas (Linnaeus, 1758), bem 

como da vespa parasitóide, foram feitas pelo entomólogo e Prof. Dr. Manoel Martins 

Dias Filho (Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, Centro de Ciências Bioló-

gicas e da Saúde, Universidade Federal de São Carlos, São Paulo) (figura 28, p. 65).  

A planta hospedeira do lepidóptero, a qual se encontra cultivada nas dependên-

cias do Instituto de Química 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 Júnior. Uma exsicata (ESA 88888) da espécie vegetal foi deposita-

da no Herbário da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba–SP.  
 

Figura 28 -  Battus polydamas [a) adulto e b) lagarta], c) Areoscelis rufa (vespa parasitóide) e d) 
Aristolochia giberti (folha e flor em destaque). 
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3.3 Coleta, criação das lagartas e preparo dos extr atos de fezes e de lagartas 
 

Para o estudo de biotransformação, selecionaram-se lagartas de 2º a 5º instars. 

Estas foram coletadas de A. giberti, acondicionadas no laboratório em recipientes de 

vidro e, até o estágio de pupa ou crisálida, mantidas com uma dieta à base de folhas 

frescas de sua planta hospedeira, sob condições semi-controladas durante todo o ex-

perimento (luz artificial durante fotoperíodo 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 criação dos insetos foram mantidos em condições higiênicas 

e as folhas utilizadas como alimento foram substituídas diariamente. Com exceção de 

alguns exemplares, os quais foram reservados para as identificações entomológicas, 

os adultos e parasitóides que emergiram no laboratório foram devolvidos ao seu habi-

tat original. Além disto, somente lagartas encontradas em até cerca de dois metros 

de altura em relação ao solo foram capturadas.  

Para prevenir o surgimento e a proliferação de microrganismos, as fezes excre-

tadas pelas lagartas (figura 30, p. 67) foram diariamente coletadas e, então, imersas 

em CH3OH para extração exaustiva por maceração obtendo-se o extrato fecal (E-Ba; 

61,0 g de extrato metanólico 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 contaminação por compostos não fo-

liares.  
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Figura 30 - Resíduos (fezes) de lagartas de B. polydamas, após a extração exaustiva com CH3OH. 
 

 

 

 

 

Por em média doze dias consecutivos (do 2º ao 5º instar), as lagartas de B. po-

lydamas (136 espécimes) utilizadas para o experimento de sequestro foram também 

alimentadas com folhas frescas de A. giberti, durante agosto de 2010. Após esse pe-

ríodo, as lagartas eram transferidas para frascos protegidos da luz por papel alumínio 

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 ºC. Posteriormente, as lagartas (134,9 g) foram trituradas em N2 líquido, 

e o material pulverulento obtido foi extraído com hexano (3×500 mL; sete dias cada 

etapa), seguido por sucessivas extrações com hexanos/EtOAc 4:1, EtOAct, (CH3)2CO 

e CH3OH, obtendo-se os extratos L1 a L5, respectivamente (figura 31, p. 67).   

 

Figura 31 -  Preparação dos extratos de lagartas de B. polydamas. 
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*As folhas foram coletadas durante 01/04/2010 a 14/10/10. Somente nos seguintes períodos não se efetuaram co-
letas: i) 1 e 2 de maio, ii) 1 a 9 de julho e iii) 10 a 31 de agosto.       

3.4 Preparo do extrato representativo de folhas de A. giberti 
 

Dado que as lagartas foram coletadas e alimentadas durante 2009 e 2010, com 

o intuito de obter uma amostra representativa para conduzir o estudo comparativo en-

tre a composição química 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 40º C, sucessivamente. Mediante etapas de quarteamento, selecionou-

-se 55,0 g do material seco para a preparação do extrato metanólico anual represen-

tativo de folhas de A. giberti (E-Fol; 16,8 g; rendimento de 30,5 %).  
 

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

Todos os extratos obtidos foram analisados por espectroscopia de RMN de 1H 

ou de RMN de 1H e de 13C. Nessas análises, utilizou-se cerca de 30,0 mg de cada ex-

trato orgânico. Os extratos foram separadamente solubilizados em CDCl3, e as partes 

solúveis foram encaminhadas para a obtenção dos espectros de RMN. Após a sua 

secagem, os resíduos (insolúveis) foram solubilizados em (CD3)2SO e, então, encami-

nhados para a obtenção dos espectros de RMN de 1H.  
 

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

3.6.1 Extrações líquido-líquido e extrações em fase sólida 
  

Em busca de micromoléculas, possivelmente, biotransformadas, efetuaram-se, 

inicialmente, etapas de microfracionamento dos extratos brutos de folhas e de fezes. 

Assim, porções de 1,0 g dos extratos E-Fol e E-Ba foram individualmente submetidas 

à partição líquido-líquido, obtendo-se duas fases orgânicas (F-1 e Ba-1, respectiva-

mente) e duas fases hidroalcoólicas (F-2 e Ba-2, respectivamente) (figura 31, p. 67).  

Depois da completa eliminação do solvente, os extratos orgânicos foram separa-

damente submetidas à extração em fase sólida utilizando-se sílica gel 70-230 mesh 

(Φ=2,0 cm; h=8,5 cm; m=10,0 g). Em cada processo de extração por fase sólida, no- 

ve frações de 70,0 mL (≈ 4× Vm) foram coletadas resultando, ao todo, em dezoito fra- 

ções (F-1A a F-1I e Ba-1A a Ba-1I). As frações contendo o caractere A no código fo- 
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ram eluídas com hexanos, as frações B-F eluídas com hexanos-EtOAc (9:1, 4:1, 7:3, 

3:2 e 1:1, respectivamente), as frações G foram eluídas com EtOAc, as frações H fo-

ram eluídas com EtOAc-MeOH 1:1 e as frações I foram eluídas com CH3OH (figura 32, 

p. 69).  

De modo similar, as “fases” (extratos) hidrometanólicas foram individualmente 

submetidas à extração em fase sólida utilizando-se sílica gel de fase reversa C-18 de 

40 µm (Φ= 1,4 cm; h = 7,2 cm; m = 5,0 g). Um total de catorze frações (F-2A a F-2G 

e Ba-2A a Ba-2G) de 30 mL (≈4 × Vm) foram coletadas; sete frações por extração. As 

frações contendo os caracteres A-F no código foram eluídas com misturas de CH3OH-

-H2O (1:19, 1:4, 3:7, 2:3, 1:1 e 4:1, respectivamente) e as contendo G foram eluídas 

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).  

 

1,00 g de 
extrato de 

folhas (E-Fol)

1,00 g de 
extrato de 

fezes (E-Ba)

Fase orgânica 
(F-1)

Fase CH3OH-
-H2O (F-2)

Fase orgânica 
(Ba-1)

Fase CH3OH-
-H2O (Ba-2)

9 frações:               
F-1A a F-1I

7 frações:           
F-2A a F-2I

9 frações:     
Ba-1A a Ba-1I

7 frações:           
Ba-2A a Ba-2I

A=0,40 mg, B=48,7 mg, 
C=83,0 mg, D=188,0 mg, 
E=89,4 mg, F=25,9 mg, 
G=23,6 mg, H=76,4 mg,

I=10,2 mg

A=271,2 mg, B=14,0 mg, 
C=9,4 mg, D=10,5 mg, 
E=9,5 mg, F=11,9 mg, 

G=6,6 mg

A=4,80 mg, B=115,1 mg, 
C=105,8 mg, D=184,7 mg, 

E=90,5 mg, F=28,5 mg, 
G=33,9 mg, H=71,4 mg,

I=16,2 mg

A=151,8 mg, B=9,6 mg, 
C=7,6 mg, D=11,5 mg, 
E=15,4 mg, F=64,3 mg, 

G=6,2 mg

a

a

b

c

b

c

 
 

a) Partição líquido-líquido com hexanos-CHCl3 1:2/CH3OH-H2O 1:1 (35,0 mL de cada); 

b) Extração em fase sólida utilizando-se sílica gel 70-230 mesh;  

c) Extração em fase sólida utilizando-se sílica gel de fase reversa C-18 de 40 µm. 
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3.7 Screening  por micromoléculas biotransformadas 
 

� As quatro fases, F-1, F-2, Ba-1 e Ba-2, todas as frações obtidas, F-1A a F1-I, 

F-2A a F-2G, Ba-1A a Ba-1I e Ba-2A a Ba-2G, e os extratos L1 a L5 foram 

comparativamente analisadas por RMN de 1H e CLAE-UV-DC-AFD; 

� As fases F-1 e Ba-1 e as frações F-1A a F-1I e Ba-1A a Ba-1I foram compara-

das por CCDC; 

� A fração Ba-1G foi analisada por RMN uni- e bidimensionais;  

� A fração Ba-2F foi analisada por CLAE-EM, com detecção nos modos positivo 

e negativo; 

� As frações 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. 

 

RMN 1D e 2D =
{Ba-1G} 

Caracterização 
do diterpeno 3

CLAE-EM =
{Ba-2F} 

Detecção das 
lignanas          
17 e 18

CG-MS =             
{F-1B, F-1C,            

Ba-1B, Ba-1C e 
L1} Identificação 
dos Compostos              

9 a 16

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

1I e Ba-1A a Ba-
1I} Ba-1H (3+4)

RMN de 1H e CLAE-UV-DC-AFD =
{F-2A a F-2G e Ba-2A a Ba-2G}

 

 

3.7.1 Análises por RMN 
 

As frações F-1A a F-1I e Ba-1A a Ba-1I foram solubilizadas em CDCl3, enquan-

to as frações F-2A a F-2G e Ba-2A a Ba-2G foram solubilizadas em (CD3)2SO. As 

amostras foram preparadas numa concentração de 8,0 a 40,0 mg/mL, filtradas, inseri-
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das em tubos de RMN de 5 mm e, então, analisadas por espectroscopia de RMN de 
1H (500 MHz). Com base no espectro da fração Ba-1G, esta foi extensivamente ana-

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

 

3.7.2 Análises por CLAE-UV-DC-AFD 
 

 O gradiente (otimizado) utilizado nas análises das frações por CLAE consistiu 

inicialmente de uma rampa linear: CH3CN-H2O 1:19 até CH3CN-H2O 4:1 em 30 min. 

A condição CH3CN-H2O 4:1 foi mantida por 10 min (até 40 min), seguida pela altera-

ção da composição da fase móvel para CH3CN 100 % em 3 min. Por fim, eluiu-se a 

coluna com CH3CN por 12 min (tempo total de eluição: 55 min).   

As análises foram conduzidas à temperatura de 25 ºC e vazão de 1,0 mL/min 

utilizando-se coluna analítica de fase reversa C-18 (Varian, 250 × 4,6 mm, 5 µm). As 

amostras (fases e frações) foram preparadas na concentração de 1,0 mg/mL e, então, 

filtradas através de membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,45 µm. Fo-

ram também preparadas soluções padrões de kusunoquinina (2), ácido copálico (5) 

e cubebina (6+6-epi ), na mesma concentração. O volume de injeção foi arbitrariamen-

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

 

3.7.3 Análises por CCDC 
 

As fases, F-1, F-2, Ba-1 e Ba-2, e as frações menos polares, F-1A a F-1I e Ba-

-1A a Ba-1I, foram comparadas por CCDC. Nas análises por CCDC, empregou-se co-

mo fases móveis os 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 Análise por CLAE-EM  
 

Baseando-se nos resultados das análises por RMN e CLAE-UV-DC-AFD, a fra-

ção Ba-2F foi também analisada por CLAE-EM. O gradiente (otimizado) utilizado foi: 

CH3CN-H2O 1:19 para CH3CN-H2O 7:3 (0-30 min), CH3CN-H2O 7:3 para CH3CN (30-

-43 min) e CH3CN (43-60 min). Coluna analítica de fase reversa C-18 (Varian, 250 x 

4,6 mm, 5 µm) e vazão de 0,8 mL/min foram utilizadas nesta etapa.   
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 O efluente da coluna foi analisado por EM-IES, nos modos negativo e positivo. 

No modo negativo, as seguintes condições: voltagem do capilar –20 V, temperatura 

do capilar 275 ºC e N2 como gás de arraste foram estabelecidas para a geração dos 

espectros; no modo positivo as condições foram: voltagem do capilar +20 V, tem-

peratura do capilar 275 ºC e N2 como gás de arraste. A faixa de aquisição, em am-

bos os modos, foi de m/z de 50-1050. 

 

3.7.5 Análises por CG-EM 
 

Soluções das frações F-1B, F-1C, Ba-1B e Ba-1C, do extrato L1 e do padrão 

de ácido copálico (5) foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a detec-

tor de massas [CG-EM (IE; 70 eV)]. As soluções foram preparadas numa concentra-

ção de 1 mg/mL em hexanos grau CG (≥ 97,0 %). Utilizou-se hélio ultrapuro (pureza 

mínima de 99,9999 %) como gás de arraste, a uma vazão de 0,8 mL/min. Os consti-

tuintes das amostras foram separados em uma coluna capilar de sílica fundida VF-   

-1MS (filme de dimetilpolisiloxano de 0,25 μm), com 30 m de comprimento e 0,25 mm 

de diâmetro interno. A programação da temperatura da coluna foi a seguinte: 60º C 

(5 min), de 60-280 ºC (50 min; razão de aquecimento = 4º C/min) e 280 ºC (10 min). 

A temperatura do injetor foi ajustada em 220 ºC, e o volume de injeção foi de 2,0 μL. 

Nessas análises foram identificados os compostos 9 a 16 (figura 27, p. 64), além de 

2, 5, 7, 7a e 8. 

 

3.8 Isolamento dos diterpenos e das lignanas 
 

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

 Uma porção do extrato E-Ba bruto (14,6 g) foi inicialmente submetida à parti-

ção líquido-líquido entre hexanos-CHCl3 1:2 (525,0 mL) e CH3OH-H2O 1:1 (525,0 mL). 

As fases obtidas foram concentradas e, então, secas em capela com exaustão ren-

dendo um extrato orgânico (9,1 g; EO-Ba) e um extrato hidrometanólico (5,5 g; EHM-

-Ba) (figura 34, p. 73).   

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

separadamente fracionados por extração em fase sólida. Nessa etapa, empregaram-
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-se, essencialmente, as mesmas condições descritas para a escala reduzida – micro-

fracionamento (item 3.6.1, p. 68), com a exceção das necessárias correções mássi-

cas e volumétricas, além de um ajuste sutil na composição (de CH3OH-H2O 2:3 para 

11:14) do eluente da fração 4 (procedente do fracionamento de EHM-Ba). Ajustou-se 

também o eluente da fração 1 proveniente do fracionamento do extrato EO-Ba, desde 

que se utilizou uma mistura binária de hexanos- EtOAc 98:2, ao invés de hexanos. 

 

Figura 34 -  Fracionamento do extrato EO-Ba. 

 

EO-Ba
(9,1 g)

a

C1-B-P1: 0,66 g; CG-EM: 10 
C1-B-P2: 0,80 g 
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C1-C: 1,46 g 

C1-D: 2,55 g 

C1-E: 1,28 g 

C1-F: 0,43 g 

C1-G: 0,28 g 

C1-H: 1,30 g 

C1-I: 0,22 g 

b

c

d

e C3-B: 0,41 g
3 (R=CH2OH) 
+4 (R=CO2H) 
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H1 (347,6 mg)
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a) Extração em fase sólida (sílica gel 70-230 mesh: gradiente hexanos-EtOAc-CH3OH); 

b) Extração líquido-líquido – ácido-base [CHCl3/KOH (aq)] – rendendo duas fases líquidas; 

c) Acidificação da fase aquosa básica, extração com CHCl3 e secagem da fase clorofórmica; 

d) Secagem da fase clorofórmica; 

e) CC de Sephadex LH-20 (EtOAc-CH3OH 4:1); 

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

 

Do fracionamento da fase orgânica foram obtidas “9” frações (C1-A a C1-I), en-

quanto que do fracionamento da fase hidrometanólica foram obtidas 7 frações (C2-A 

a C2-G). A fração 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 fração C1-B-

-P1 foi analisada por CG-EM, o que levou à identificação do éster metílico do ácido 

hexadecanóico (10).  
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3.8.1.1 Fracionamento da fração C1-E 
 

Uma porção da fração C1-E (821,2 mg; ~64,0 %) foi submetida a uma extração 

líquido-líquido (ácido-base). Primeiramente, solubilizou-se essa porção da fração C1-

-E com CHCl3 (190,0 mL), e, em seguida, extraiu-se a solução clorofórmica obtida com 

uma solução aquosa de hidróxido de potássio (KOH; pH =12,10; 2 × 190,0 mL; a emul-

são formada foi desestabilizada adicionando-se uma pequena porção de KCl). A fase 

inferior foi lavada com água (60,0 mL), e, após a completa evaporação do solvente, 

esta forneceu 450,7 mg da lignana 2 com significativo grau de pureza.  

Em seguida, a solução básica (fase superior) foi acidificada (no próprio funil de 

separação) com uma solução de ácido clorídrico diluída (HCl; pH = 1,84; 520,0 mL; 

evitar desidratação) e, então, extraída com CHCl3 (2 ×190,0 mL). Após a lavagem com 

água, seguida pela eliminação total do solvente orgânico, a fase clorofórmica obtida 

forneceu 347,6 mg do diterpeno 1 puro.   

 

3.8.1.2 Obtenção da lignana 2 
 

          Uma outra porção (22,4 mg; ~5,0 %) da fração C1-E foi fracionada por CCDP. 

Eluiu-se, por duas vezes consecutivas, a placa cromatográfica com hexanos/EtOAc 3:2   

obtendo-se três subfrações. Obtiveram-se nas subfrações 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 aromáticos minoritários, respectivamente.  

 

3.8.1.3 Fracionamento da fração C1-H 
 

Sob sonicação por 30 minutos, a fração C1-H (1,3 g) foi parcialmente so-

lubilizada com 40,0 mL de uma mistura de EtOAc-CH3OH 4:1. Após a decantação 

dos sólidos em suspensão, o sobrenadante foi filtrado através de papel de filtro What-

man nº 1 e, então, fracionado por CC de Sephadex LH-20 (EtOAc-CH3OH 4:1, Φ= 

3,0 cm, h = 174 cm) obtendo-se três subfrações (C3-A a C3-C: 900 e 2 × 300 res-

pectivamente). O eluato foi coletado no frasco coletor da subfração 1 até a completa 

eluição da clorofila. Todas as subfrações obtidas foram analisadas por RMN de 1H e 
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CCDC. A subfração C3-B rendeu 413,3 mg de uma mistura (~ 2:1, respectivamente) 

dos diterpenos biotransformados 3+4.  

 

3.8.1.4 Fracionamento da subfração C3-B 
 

 A subfração C3-B foi inicialmente analisada por EM-IES (infusão direta; c= 1,0 

mg/mL), no modo negativo. Em seguida, uma parte dessa subfração (150,0 mg) foi 

submetida a um fracionamento por CC de sílica gel 70-230 mesh (Φ= 2,0 cm; h= 9,7 

cm; m= 12,0 g), eluída isocraticamente e com misturas binárias de hexanos, EtOAc e 

CH3OH, em gradiente de polaridade crescente. Desse processo cromatográfico, fo-

ram obtidas 60 subfrações de 12 mL cada (C4-1 a C4-60). Nas subfrações 9 e 10, 

obteve-se o diterpeno 4 (27,3 mg).  

 

3.8.1.5 Fracionamento da fração C2-E 
 

 Uma porção (100 mg; 45,5 %) da fração C2-E foi fracionada por CLAE [coluna 

Zorbax RX-C18 (250x9,4 mm, 5 µm); vazão de 5,0 mL/min; λ de detecção de 210 nm; 

eluição por gradiente: I) 0-30 min de CH3CN-H2O 1:4 para CH3CN-H2O 9:11, II) 30-   

-33 min de CH3CN-H2O 9:11 para CH3CN-H2O e III) 33-45 min de CH3CN-H2O; ca = 

33,3 mg/mL; volume de injeção de 80 µL] obtendo-se seis subfrações. Na primeira 

subfração (tr ~21 min), obteve-se a lignana dibenzilbutânica 17 (80,0 mg) (figura 35, 

p. 76).  

 

3.8.1.6 Fracionamento da fração C2-F 
 

 A fração C2-F (405,0 mg) foi solubilizada com 30,0 mL de CH3OH-H2O 1:1, e ex-

traiu-se a solução hidrometanólica obtida com 60,0 mL (4 × 15,0 mL) de uma solução 

de hexanos-CHCl3 1:2. O solvente da fase hidroalcóolica foi removido rendendo 215,8 

mg de um material amarronzado. Uma porção (50,0 mg) desse material foi fracionada 

por CLAE (mesmas condições descritas no item 3.8.1.5) obtendo-se a lignana 18 em 

mistura com dois compostos minoritários (16,7 mg). Além disto, reisolou-se a lignana 

17 (9,5 mg). A mistura ternária contendo 18 foi cuidadosamente lavada com 0,7 mL 
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de CD3OD, para dar uma porção solúvel (8,2 mg) e uma insolúvel (8,5 mg). Obteve-se 

na porção insolúvel a lignana 18 pura. Uma análise minuciosa dos dados espectromé-

tricos de RMN obtidos para a porção solúvel permitiu propor a estrutura de um dos  

compostos minoritário (19). Depois disso, a porção solúvel foi seca, e, em seguida, o 

resíduo obtido foi lavado com (CH3)2CO (8,0 mL). Na porção solúvel, obtiveram-se 

os compostos 18+19 (2,5 mg) ainda em mistura, mas o diterpeno 19 passou a ser o 

constituinte majoritário desta. 

 

Figura 35 -  Fracionamento do extrato EHM-Ba. 
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a) Extração em fase sólida (sílica gel de fase reversa C-18: gradiente H2O-CH3OH); 

b) Separação por CLAE, gradiente CH3CN-H2O; *apenas uma porção foi submetida a separação; 

c) Partição líquido-líquido (CH3OH-H2O 1:1/hexanos-CHCl3 1:2); 

d) Lavagem com 0,7 mL de CD3OD;  

e) Lavagem com 8,0 mL de (CH3)2CO; 

U=Em fase de caracterização. 

 

3.9 Sequestro de micromoléculas por lagartas de B. polydamas  
 

3.9.1 Fracionamento do extrato L2 
 

Uma porção do extrato L2 (250,0 mg) foi submetido à extração em fase sólida 

utilizando-se sílica gel 70-230 mesh (Φ= 1,9 cm; h= 10,0 cm; m = 12,0 g). Nessa eta-
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pa, coletaram-se dez frações de 60,0 mL (3,3 × Vm) cada. A fração 1 foi eluída com 

hexanos, as frações 2 a 6 foram eluídas com hexanos-EtOAc (9:1, 4:1, 7:3, 3:2 e 1:1, 

respectivamente), a fração 7 foi eluída com EtOAc, as frações 8 e 9 foram eluídas com 

EtOAc-CH3OH (3:1 e 1:1, respectivamente) e a fração 10 foi eluída com CH3OH (100 

%). Na fração 4 (23,3 mg), identificou-se, em mistura com um ácido graxo, a lignana 

8. Obtiveram-se nas frações 5 (25,5 mg) e 8 (45,5 mg) a lignana 2 e o diterpeno 4, res-

pectivamente. O diterpeno 4, com razoável grau de pureza, foi também obtido na fra-

ção 7 (57,6 mg) (figura 36, p. 77).   

 
Figura 36 -  Fracionamento do extrato L2. 
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a) CC (sílica gel 70-230 mesh). 

AG=Ácido graxo 

 

3.10 Reações de derivatização e transformações quím icas 
 

3.10.1 Preparo e purificação do ent-8β-hidroxi-labdan-15-oato de sódio (1a)  
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 Uma porção (52,3 mg) do diterpeno 1 foi dissolvida com 75,0 mL de CH3OH, e 

a solução resultante tratada com solução aquosa de NaOH (75,0 mL), para dar, após 

secagem em capela com exaustão, um resíduo de 55,6 mg. A concentração da solu-

ção de NaOH, cujo pH era de 11,33, foi estimada ser de 2,14 × 10-3 mol/L. Numa pri-

meira etapa, lavou-se (com ~8,0 mL de cada solvente) o resíduo obtido com CH2Cl2, 

EtOAc e (CH3)2CO, sucessivamente. O resíduo insolúvel (1a+CH3CO2Na+NaOH) ob-

tido foi purificado por extração em fase sólida utilizando-se um cartucho de fase rever-

sa C-18 (Sep-Pak; Phenomenex; 55µm). O cartucho foi eluído com 6 mL (~ 8×Vo) de 

CH3OH/H2O 1:19, CH3OH/H2O 1:1 e CH3OH, sucessivamente, obtendo-se na subfra-

ção 2 o ent-8β-hidroxi-labdan-15-oato de sódio (1a; 13,1 mg). Posteriormente, as por-

ções que solubilizaram nos solventes orgânicos (38,8 mg ao todo) foram agrupadas, 

secas e, em seguida, solubilizadas com 5,0 mL de metanol. À solução metanólica ob-

tida, acrescentou-se 5,0 mL de uma solução hidrometanólica de NaOH (CH3OH-H2O 

9:1; ~1,0 mol.L-1). Por fim, removeu-se o excesso de NaOH também por meio de 

extração em fase sólida, obtendo-se mais 40,0 mg de 1a (figura 37, p. 78). 

 

Figura 37 -  Obtenção do carboxilato de sódio do diterpeno 1. 
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3.10.2 Metilação de 1, 17 e 18 com diazometano (CH2N2) 
 

A substância 1 (18,0 mg) foi dissolvida com acetonitrila (5,0 mL), e as substân-

cias 17 (8,9 mg) e 18 (5,0 mg) foram dissolvidas com dimetilformamida (5,0 mL), e, en-

tão, individualmente submetidas à metilação com CH2N2. A solução etérea de CH2N2 
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foi preparada empregando-se a metodologia tradicional descrita por Vogel162, que uti-

liza como reagente de partida a N-metil-N-nitroso-p-tolueno-sulfonamida (Diazald). A 

solução de CH2N2 foi adicionada até persistência da coloração amarelo-esverdeada. 

As soluções resultantes foram mantidas em repouso à temperatura ambiente por dez 

minutos e, logo em seguida, secas em capela com exaustão 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 -  Metilação de 1, de 17 e de 18 com diazometano. 
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3.10.3 Derivatização de 1 e de 3+4 com reagentes quirais anisotrópicos [(R)- e (S)-    
-PGME] 
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As amidas 1c, 1d, 3b, 4a e 4b foram preparadas a partir da derivatização do di-

terpeno 1 e da mistura dos diterpenos 3+4 com o hidrocloreto do éster metílico de (R)-

-fenilglicina [(R)-PGME] e/ou com o hidrocloreto do éster metílico 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 anisotrópico [(R)- ou (S)-PGME; 20,0 mg para a derivatização de 1 ou 120,0 mg 

para a derivatização da mistura de 3+4] foram, num balão de fundo redondo de 10,0 

mL, dissolvidos com 0,6 mL ou 2,5 mL de DMF seca. A solução obtida foi resfriada a 

0º C com banho de gelo, e, a seguir, sob agitação 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 μL ou 360,0 μL), sucessivamente.   

Em seguida, manteve-se a solução sob agitação por 5 horas em temperatura 

ambiente. Após esse período, adicionou-se a mistura reacional 15,0 mL ou 25,0 mL 

de CHCl3, e extraiu-se a fase orgânica obtida com solução de HCl (5% m/m) (3×15,0 

mL ou 25 mL), de NaHCO3 (saturada) (3×15,0 mL ou 25,0 mL) e de NaCl (15,0 mL ou 

25,0 mL) (~1,1 mol.L-1), sucessivamente. A fase orgânica foi seca com Na2SO4 anidro 

e concentrada em capela com exaustão, para render um resíduo (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 -  Derivatizações de 1 com os hidrocloretos dos ésteres metílicos de R- e S-fenilglicina. 
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a) Hidrocloreto do éster metílico de (R)-fenilglicina, PyBOP, HOBt, NMM, DMF, 5 horas; 

b) Hidrocloreto do éster metílico de (S)-fenilglicina, PyBOP, HOBt, NMM, DMF, 5 horas. 
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Figura 40 -  Derivatizações de 3+4 com os hidrocloretos dos ésteres metílicos de R- e S-fenilglicina. 
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a) Hidrocloreto do éster metílico de (R)-fenilglicina, PyBOP, HOBt, NMM, DMF, 5 horas; 

b) Hidrocloreto do éster metílico de (S)-fenilglicina, PyBOP, HOBt, NMM, DMF, 5 horas. 

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

 

3.10.3.1 Purificação por CLAE das amidas diastereoisoméricas 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 condições cromatográficas: colu-

na Zorbax RX-C18 (250 x 9,4 mm, 5 µm), vazão de 5,0 mL/min, λ de detecção de 

200 nm, CH3CN/H2O 3:2, concentração da solução = 35,0 mg/mL e volume de inje-

ção = 85,0 µL. 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 Purificação dos derivados amídicos 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 sílica gel 60 (70-230 mesh, Φ= 2,0 cm, h= 10,1 cm, 

m= 12,3 g). As colunas foram eluídas isocraticamente e com misturas binárias de hexa-

nos, EtOAc e CH3OH, em gradiente de polaridade crescente. Em cada fracionamento 

cromatográfico, doze subfrações de 60,0 mL (3×Vo) foram coletadas (subfrações 1 a 4: 

hexano-EtOAc 7:3, 3:2, 1:1 e 3:7, respectivamente; subfração 5: EtOAc; subfrações 6 

a 11: EtOAc-CH3OH 19:1, 9:1, 17:5, 4:1, 7:3 e 1:1, respectivamente; subfração 12: 

CH3OH). Todas as subfrações obtidas foram pesadas, e aquelas que continham maior 

quantidade de massa (≥60,7 mg) foram analisadas por CLAE e RMN.  

Uma porção (30,0 mg; 45,4−49,4 %) das frações que eluiram das colunas com 

hexanos-EtOAc 3:7 foram separadamente fracionadas por CLAE [coluna Zorbax RX-

-C18 (250x9,4 mm, 5 µm); vazão de 3,5 mL/min; λ de detecção de 215 nm; tempera-
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tura de 25º C; volume de injeção=42,5 μL; concentração das soluções=20,0 mg.mL-1]. 

Nessas etapas, utilizaram-se as seguintes fases móveis: CH3OH-H2O 31:19 ou CH3OH-

-H2O 63,7:36,3, obtendo-se os derivados amídicos 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. 
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3.10.4 Redução da mistura de 3+4 com LiAlH4 
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A uma suspensão de LiAlH4 em THF (1,0 mol/L; 1,5 mL), a 0 ºC, adicionou-se, 

gota a gota (durante 15 minutos) e sob agitação vigorosa, uma solução da mistura de 

3+4. Essa solução foi preparada dissolvendo-se 10,0 mg da subfração 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, então, cuidadosamente a resfriou a 0 ºC. Essas quatro 

etapas foram conduzidas sob atmosfera inerte de N2. A mistura resfriada foi cautelo-

samente tratada com 10,0 mL de água, seguido pelo tratamento com 5,0 mL de uma 

solução aquosa de NaOH (10% m/m). Após a decantação da maior parte dos sólidos 

em suspensão, transferiu-se a solução básica obtida para um funil de separação. De-

pois disso, extraiu-se o resíduo do balão de reação com 20,0 mL de CHCl3. Após a 

partição líquido-líquido e separação das fases, a fase clorofórmica foi coletada e, sub-

sequentemente, lavada com uma solução aquosa de NaCl (1,0 mol/L, 8,0 mL) forne-

cendo, após a evaporação do solvente em capela com exaustão, 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 extração em fase sólida utilizando-se sílica gel 60 (70-230 

mesh, Φ= 1,0 cm, h= 4,5 cm, m=1,6 g). Nessa etapa, foram coletadas 10 subfrações 

de 10,0 mL cada (4,4×Vo). As subfrações 1-5 foram eluídas com misturas de hexanos-

-EtOAc (1:4, 3:7, 3:2 e 7:3, respectivamente), a subfração 6 foi eluída com EtOAc, as 

subfrações 7-9 foram eluídas com misturas de EtOAc-CH3OH (9:1, 4:1 e 1:1) e a sub-

fração 10 foi eluída com CH3OH. Obteve-se o diterpeno 20 (5,2 mg) nas subfrações 

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

 

Figura 45 -  Redução da mistura de 3+4. 

 

OH

H

CO2H

OH
20 

+
HO 2C

OH

H

CO 2H
OH

H

OH

OH

4  3  

LiAlH 4

 

 

3.10.5  Desidratação dos diterpenos 1 e 4 em CDCl3  
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Quando foram individualmente mantidas em CDCl3 a temperatura ambiente até 

a completa evaporação do solvente (5-10 dias), porções dos diterpenos 1 (23,0 mg) 

e 4 (14,8 mg) desidrataram rendendo uma mistura de 1e+1f e o ácido dicarboxílico 

4c com elevado grau de pureza. Nessa etapa, utilizou-se CDCl3 da Sigma-Aldrich, o 

qual não havia sido desacidificado passando-o através de uma coluna cromatográfi-

ca contendo alumina neutra (figura 46, p. 85).  

 
Figura 46 -  Reações de desidratação dos diterpenos 1 e 4. 
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3.10.5.1 Teste da acidez do CDCl3   

 
 Um volume de 3 mL de CDCl3 foi transferido para um tubo de ensaio de 20 mL 

contendo 6 mL de água deionizada. O tubo foi agitado num Agitador de tubos Vortex, 

e, após a completa separação 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 alíquota de 6 mL 

da mesma água deionizada utilizada na extração líquido-líquido, preparou-se um bran-

co e mediu-se também o seu pH (6,66). O CDCl3 utilizado foi da marca Sigma-Aldri-

ch, 99,8 % de D, sem adição de estabilizante e fio de prata. A alíquota de CDCl3 tes-

tada foi retirada do mesmo frasco de solvente utilizado para as análises espectroscó-

picas e para as reações de desidratação. Mediu-se também o pH de uma fase aquo-

sa após partição desta com 3,0 mL de CDCl3 tratado com alumina neutra, e, nesse ca-

so, o pH da solução aquosa foi praticamente idêntico ao do branco (6,61).      
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3.10.6 Procedimentos para a determinação da configuração absoluta da lignana di-
benzilbutânica 17 
 

3.10.6.1 Abertura do anel lactônico de 2 
 

 Para estabelecer a configuração absoluta da lignana 17, propôs-se a sua obten-

ção partindo-se da lignana kusunoquinina (2). A primeira etapa da hemissíntese pro-

posta consistia na abertura do anel lactônico de 2. Cinco condições experimentais fo-

ram avaliadas com essa finalidade:  

� Metanólise em meio ácido (2 % de H2SO4; 12 horas; refluxo); 

� Metanólise em meio ácido (6 % de H2SO4; 24 horas; refluxo); 

� Metanólise em meio ácido (Amberlyst-15; temperatura ambiente; 168 horas); 

� Aminólise (Amberlyst-15; solvente e nucleófilo: dietilamina; 48 horas; refluxo) e 

� Aminólise [solvente: 2-nitropropano; nucleófilo: dietilamina (10 equivalentes); ca-

talisador: ácido 2-etilhexanóico (2 equivalentes); 38 horas de refluxo (a 120 ºC) 

+ 33 horas a temperatura ambiente]. 

 

3.10.6.2 Hidrólise ácida de 17 
 

 Uma solução hidro-orgânica acidificada [10,0 mL; dioxano/H2SO4 aquoso (0,73 

mol.L-1) 1:1] de 17 (10,3 mg) foi aquecida a 88 °C por 8 horas, sob agitação e atmos-

fera inerte de N2. Após esse período, a solução foi resfriada à temperatura ambiente, 

transferida para um funil de separação e, então, diluída com 30,0 mL de água deioni-

zada. A solução obtida foi extraída com CHCl3 (4×10,0 mL) obtendo-se a fase orgâni-

ca. Esta foi lavada com 10,0 mL de uma solução aquosa de NaCl (1,1 mol/L) e seca 

em capela com exaustão para dar 2 (4,3 mg; rendimento de 62,7 %). Já a solução 

aquosa ácida remanescente foi neutralizada, filtrada através de funis de placas poro-

sas de 40-60 µm e 15-20 µm, sucessivamente, concentrada e seca. A neutralização 

foi efetuada em duas etapas: 1a) neutralização parcial com 50,0 mL de uma solução 

de Ba(OH)2 0,05 mol/L e 2a) neutralização com BaCO3 (1,86 g; agitação; 30 minutos). 

Por fim, o resíduo obtido foi extraído com 10,0 mL de EtOH/H2O 33:17, e a solução 

resultante filtrada através de filtro PVDF de 0,45 µm, para fornecer um resíduo prati-

camente incolor de 8,0 mg (17b+21+21-epi ) (figura 47, p. 87).  
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Figura 47 - Hidrólise ácida de 17. 
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3.11 Cálculos teóricos  
 

3.11.1 Dicroísmo circular vibracional associado a cálculos mecânico-quânticos: Deter-
minação da configuração absoluta de 1 
 

 A análise do derivado (1b) por DCV, bem como a simulação das curvas teóri-

cas por cálculos mecânico-quânticos (DFT) em nível B3LYP/6-31G(d) de teoria, foram 

feitas pela prestadora de serviços Biotools (Florida, USA). Obtiveram-se também os 

espectros experimental e teóricos de absorção na região do infravermelho (IV).  

Os espectros de absorção na região do IV e de DCV foram adquiridos num es-

pectrômetro DCV-TF Chiral/R (BioTools, Inc.) equipado com dois MFEs. Para isso, uti-

lizou-se uma cela de BaF2 com caminho óptico de 0,1 mm. O retardo dos dois MFEs 

foi otimizado em 1400 cm-1. O diterpeno 1b (8,0 mg) foi solubilizado com 0,2 mL de 

CDCl3, e o tempo de aquisição 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 os espectros foram plotados no programa Origin Pro 8 (Origin Lab). 

 Os cálculos DFT, em fase gasosa a 298,15 K, foram efetuados no programa 

Gaussian 09 (Gaussian, Inc.).164 Selecionaram-se duas configurações para a execu-

ção dos cálculos: I) C5-R, C8-R, C9-S, C10-R e C13-R (1b) e II) C5-R, C8-R, C9-S, 

C10-R e C13-S (1b-epi ). As curvas de DCV teóricas dos respectivos enantiômeros 

foram obtidas pela multiplicação de cada uma das curvas calculadas por -1. 

Inicialmente, realizaram-se buscas conformações em nível de mecânica mole-

cular empregando-se o campo de força MMFF94, incorporado no programa Compute-

VOA (BioTools, Inc., Jupiter, Florida).165 Depois disso, os confôrmeros de menor ener-

gia, isto é, aqueles dentro de um intervalo de energia relativa de 12,6 kcal/mol em re-

lação ao do mínimo global, foram geometricamente otimizados pelo nível B3LYP/6-  

-31G(d) de teoria. Para o epímero C13-R (1b) foram feitas otimizações de 45 confôr-

meros, enquanto para o C-13S (1b-epi ) foram otimizados 54 confôrmeros. Todos es-

ses confôrmeros foram utilizados nas simulações dos espectros de absorção na re-

gião do IV e das curvas de DCV. Os confôrmeros foram assegurados como sendo mí-

nimos reais por meio de análises vibracionais. 

 O grau de confiança de atribuição foi calculado utilizando o programa Compa-

reVOA (BioTools, Inc.). Esse programa permiti, entre outras funções, uma compara-

ção quantitativa direta entre os espectros experimental (ais) e teórico (s), fornecen-

do, assim, uma medida do grau de correlação entre estes.165,166  
 

3.11.2 Análises conformacionais e cálculos de deslocamentos químicos de RMN dos 

derivados 1c, 1d, 1c-epi e 1d-epi 
 

As análises conformacionais de 1c, 1d, 1c-epi  e 1d-epi , assim como os cálcu-

los de deslocamentos químicos de RMN de 1H e de 13C 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 Química, Universidade Federal de São 

Carlos, Laboratório de Cristalografia, Esterodinâmica e Modelagem Molecular.  

As pesquisas conformacionais, em fase gasosa, foram executadas pelo método 

de Monte Carlo, implementado no programa MacroModel (versão 10.0).167 Em cada 

busca conformacional, configurou-se para um número máximo de 30.000 etapas; 1.000 

etapas por ligação rotacionável. Nas minimizações das energias das conformações 

geradas, utilizaram-se o gradiente conjugado Polak-Ribiere e o campo de força MM-
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FF.168,169 Para a modelagem das interações não ligantes e o tratamento das interações 

eletrostáticas, uma distância cutoff normal e uma constante dielétrica foram, simultâ-

nea- e respectivamente, empregadas.  

Os confôrmeros redundantes foram eliminados baseando-se no valor do desvio 

atômico máximo. Para isso, utilizou-se um valor padrão de 0,5 Å, incluindo nesse teste 

todos os átomos pesados e hidrogênios ligados a heteroátomos. Somente os confor-

mêros dentro de um intervalo de energia relativa de 5 kcal/mol, em relação a do míni-

mo global, foram retidos e salvos.  

Cada pesquisa foi continuada até o mínimo global ser encontrado pelo menos 

10−20 vezes, dando, assim, confiança de que todos os confôrmeros relevantes foram 

amostrados. Todas as ligações rotacionáveis, inclusive a ligação N─C (rigorosamen-

te, N   C) do grupo amidíco, foram inclusas nas pesquisas conformacionais.  

Análises de agrupamento (cluster analyses) foram efetuadas utilizando um có-

digo píton (python script; linguagem de programação de alto nível), interfaceado ao 

programa Maestro (versão 9.4). A matriz RMS foi gerada incluindo-se todos os átomos 

pesados e os hidrogênios ligados a heteroátomos pelo método hierárquico médio. Es-

sas análises 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). Após isso, submeteu-se a geometria de 

menor energia de cada cluster a uma otimização completa por cálculos de mecânica 

quântica − ab initio ao nível HF/6-31G de teoria – utilizando o pacote computacional Fi-

refly (versão 8.0).170 Os confôrmeros foram assegurados como sendo mínimos reais 

por meio de análises vibracionais. Cálculos de single-point com o modelo de solvata-

ção COSMO171 (CHCl3), em nível B3LYP/6-31G, foram executados para refinar a ener-

gia dos confôrmeros. 

 

Figura 48 - Clusters de menor energia (sobrepostos) de 1c, 1d, 1c-epi  e 1d-epi . 
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Além disto, computaram-se (no vácuo) atomic chemical shielding tensors (σ) 

pelo formalismo GIAO (gauge independente atomic orbital).172,173 Deslocamentos quí-

micos isotrópicos (δ), em unidades de ppm, foram computados em relação ao do te- 

trametilsilano (TMS). Os deslocamentos químicos calculados são valores ponderados 

e consideram as populações dos confôrmeros na distribuição de Boltzmann. Esses 

cálculos de deslocamentos químicos, bem como os de single-point em solução, foram 

efetuados no programa NWCHEM 6.1.11.174  
 

3.11.3 Análises conformacionais de M1 a M13 
 

Cálculos de orbital molecular ab initio (em fase gasosa) de 2 e das moléculas-

-modelo M1 a M13 (figura 41) foram efetuados no programa Firefly (versão 7.1.G).174 

As pesquisas conformacionais foram realizadas por simulação de dinâmica molecu- 

lar utilizando-se a interface gráfica Gabedit 2.4.8.175 Os seguintes parâmetros foram 

selecionados nas buscas conformacionais: temperatura de 2000 K, tempo de aqueci-

mento de 2,5 ps, tempo de equilíbrio de 2,5 ps, tempo de produção 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=CH2CH2CH3. R1=H (M5) ou Br (M6).      

R2= {N-[(1R)-(2-metoxi-2-oxo-1-feniletil)]}. R3= {N-[(1S)-(2-metoxi-2-oxo-1-feniletil)]}. 
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Durante as simulações, 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 mecânica molecular. Para isso, empregou-se o campo 

de força Amber99, implementado em Gabedit 2.4.8.175 Após as minimizações das geo-

metrias selecionadas, 90 a 293 confôrmeros (Amber99) foram retidos para 2 e M1 a 

M13 (tabela 2, p. 91). Em seguida, esses confôrmeros foram geometricamente otimi-

zados pelo potencial semi-empírico PM7176 (M1 a M13) ou pelo campo de força MM-

FF94 (2). Para os cálculos semi-empíricos utilizou-se o programa Mopac2012.177 As 

palavras-chave escolhidas para gerar os arquivos input foram: PM7 GNORM=0.01 

CYCLES= 20000 XYZ AUX. Já os cálculos MMFF94 foram efetuados no programa 

Avogadro.178 Por fim, os confôrmeros (PM7 ou MMFF94) de menor energia de 2 e 

M1 a M13 foram otimizados pelo nível RHF/6-31G de teoria utilizando-se o programa 

Firefly (7.1.G) (tabela 2, p. 91).176 Conduziram-se também análises vibracionais, afim 

de assegurar que os confôrmeros eram mínimos reais. 

 

Tabela 2 -  Cálculos teóricos de energia para confôrmeros de 2 e M1 a M13.  

 

Modelo  MM (Nº)§ ΔEr (MM)η RHF/6-31G (Nº)* ΔEr** 
M1 90 confôrmeros 21,1 kcal/mol 11 confôrmeros 4,8 kcal/mol 
M2 104 confôrmeros 23,6 kcal/mol 18 confôrmeros 4,9 kcal/mol 
M3 135 confôrmeros 19,0 kcal/mol 10 confôrmeros 3,8 kcal/mol 
M4 121 confôrmeros 15,6 kcal/mol 9 confôrmeros 3,0 kcal/mol 
M5 170 confôrmeros 24,0 kcal/mol 21 confôrmeros 3,0 kcal/mol 
M6 150 confôrmeros 20,1 kcal/mol 27 confôrmeros 3,0 kcal/mol 
M7 232 confôrmeros 16,9 kcal/mol 16 confôrmeros 2,6 kcal/mol 
M8 238 confôrmeros 22,7 kcal/mol 13 confôrmeros 3,0 kcal/mol 
M9 235 confôrmeros 19,2 kcal/mol 16 confôrmeros 2,9 kcal/mol 
M10 191 confôrmeros 17,0 kcal/mol 37 confôrmeros 5,0 kcal/mol 
M11 292 confôrmeros 23,9 kcal/mol 20 confôrmeros 3,0 kcal/mol 
M12 209 confôrmeros 22,6 kcal/mol 67 confôrmeros 5,0 kcal/mol 
M13 193 confôrmeros 19,3 kcal/mol 47 confôrmeros 3,8 kcal/mol 

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

§= Número de confôrmeros retidos após a minimização interativa pelo campo de força Amber99. 
η= Intervalo de energia relativa após minimização pelo campo de força Amber99 (M1 a M13) ou pelo 
campo de força MMFF94 (2).  
* Número de confôrmeros selecionados para otimização pelo nível RHF/6-31G de teoria, após as otimi-
zações preliminares pelo potencial semi-empírico PM7 (M1 a M13) ou pelo campo de força MMFF94 
(2). 
** Intervalo de energia calculado a partir dos confôrmeros selecionados para otimização pelo nível 
RHF/6-31G de teoria.  
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3.12 Ensaios biológicos 
 

3.12.1 Ensaios de atividade antipredatória 
 

 Os testes foram realizados na Universidade Estadual de Campinas, Laboratório 

de Ecologia Química, Departamento de Biologia Animal, Instituto de Biologia, em co-

laboração com o Prof. Dr. José Roberto Trigo e com a Drª. Kamila Ferreira Massuda 

Garcia. Para os bioensaios de antipredação, foram selecionados como predadores os 

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 ração e água até atingirem 

de duas a três semanas de idade. Após esse período, os pintinhos foram, por três 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 indivíduo de G. gallus domesticus era 

isolado do grupo, e três larvas liofilizadas de T. molitor lhe eram oferecidas (figura 50, 

p. 92). Nessa etapa, ofereceram-se larvas de tamanho correspondente àquelas que 

seriam utilizadas durante à avaliação da atividade antipredatória. Os indivíduos que, 

após os três dias de treinamento, rejeitaram as larvas não 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 Drª. Kamila Ferreira Massuda Garcia.    
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 Para o bioensaio de antipredação com G. gallus domesticus, selecionaram-se 

as substâncias 1, 2 e 4 (2 e 4 foram acumuladas pelas lagartas). Testaram-nas em uma 

concentração três vezes maior que aquela armazenada (~0,9 mg) de 4 por lagarta de 

B. polydamas. Na escolha da concentração (massa de substância/artropóde) a ser tes-

tada, levou-se em consideração a diferença intrínseca que há nas massas das larvas 

de T. molitor e das lagartas de B. polydamas. As substâncias hipoteticamente defen-

sivas foram topicamente aplicadas sobre larvas liofilizadas de T. molitor de massa mé-

dia de 20,0 mg. Sobre cada larva foi aplicado ~0,5 mg de substância. A massa de ca-

da lagarta desidratada de quinto instar de B. polydamas foi considerada ser, como de-

terminado por Klitzke & Brown31, 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 soluções metanólicas de 1 e 4 e clorofórmica de 2 

na concentração de 2,0 × 10-2 mg/μL. Com auxílio de uma seringa Hamilton de 25 μL, 

aplicaram-se volumes dessas soluções sobre trinta e nove larvas liofilizadas de T. mo-

litor, 25 μL/larva, obtendo-se as larvas-tratamento. Os experimentos foram realizados 

com treze repetições, e cada substância foi testada num experimento individual.  

Antes do ínicio 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-

divíduo foram oferecidas três larvas liofilizadas de T. molitor: i) uma larva-controle, so-

bre a qual fora aplicado 25 μL de solvente (CH3OH ou CHCl3), ii) uma larva-tratamen-

to, sobre a qual fora aplicado 25 μL de solução contendo uma das substâncias 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 reação do predador às larvas foi observada por 45 segundos 

e registrada como: 1) não atacou, 2) atacou, mas não ingeriu e 3) atacou e ingeriu. O 

teste foi considerado válido somente quando o indivíduo ingeriu as duas larvas-con-

trole.     

 

3.12.1.2 Bioensaio com Camponotus crassus  
 

 As colônias de formigas utilizadas no bioensaio foram coletadas em Itirapina 

(22º15’S 47º51’W), São Paulo. Estas foram mantidas dentro de bandejas de plástico 

(30 x 40 x 8 cm, largura x comprimento x altura) em laboratório, sob condições ambien-
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te. As colônias foram continuamente alimentadas com água e uma solução de água e 

mel (1:1). Além disto, larvas de S. frugiperda foram semanalmente oferecidas como 

um alimento complementar.  

 Antes da realização dos bioensaios, a aptidão das colônias 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 disponíveis 24 horas antes da realização dos 

testes. Nesse período, o comportamento dos predadores foi regularmente observado, 

e os 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 Drª. 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 substâncias 1 e 4 foram tes-

tadas. A cada ninho de formigas, ofereceram-se simultâneamente três lagartas: i) uma 

lagarta-controle, sobre a qual fora aplicado 5 μL de CH3OH e ii) duas larvas-tratamen-

to. Sobre uma das lagartas-tratamento, aplicou-se 5 μL de uma solução metanólica de 

1 (2,0 ×10-2 mg/μL), enquanto que sobre a outra aplicou-se 5 μL de uma solução me-

tanólica de 4 (2,0 ×10-2 mg/μL). Essas lagartas foram oferecidas aos predadores so-

bre folhas de Aristolochia galeata, as quais foram individualmente fixadas em recipi-

entes de 25 mL. O pecíolo da folha foi mantido em água durante todo o experimento, 

e a abertura do recipiente foi vedada para facilitar o acesso das formigas às larvas. 

Mediante sorteios, as iscas foram aleatoriamente distribuídas 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 às larvas foi regularmente observado por 24 ho-

ras e registrado como: 1) predou totalmente, 2) predou parcialmente e 3) não predou. 

Durante esse período, os ninhos das formigas foram mantidos sob luz artificial e tem-

peratura de 28 ºC.  

 

3.13.1 Atividade inseticida  
 

 Os testes de susceptibilidade foram realizados no Departamento de Fitossani-

dade da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, Unesp, Câmpus de Jabotica-

bal, pelo Dr. Alexandre Carlos Menezes Netto e pelo MSc. Luan Alberto Odorizzi dos 

Santos, sob a orientação do Prof. Dr. Odair Aparecido Fernandes, quem também efe-

tuou os tratamentos estáticos 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 ºC, umidade re-

lativa de 70 ± 10 % e fotofase de 14:10 (luz artificial), inclusive durante a execução 

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 orgânicos para as lagartas de S. frugiperda. Testaram-se os seguintes solventes: 

(CH3)2SO, (CH3)2CO e EtOH. Nesse estudo, utilizaram-se 20 lagartas para cada um 

dos solventes testados, e aplicou-se sobre o mesotórax de cada lagarta de terceiro 

instar 1,0 µL de um dos solventes orgânicos. O solvente seria considerado “atóxico” 

se a mortalidade fosse ≤ 10 %, isto é, estatisticamente baixa. 

 As substâncias 1 e 2 foram solubilizadas com (CH3)2CO, enquanto os extratos 

E-Ba e E-Fol foram solubilizados com EtOH. As soluções 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 µL) para aplicação das soluções acetônicas e pipeta automática 

(de 0,1 a 10,0 µL) para aplicação das soluções etanólicas.  

Os extratos foram avaliados em oito concentrações: 10,0, 40,2, 80,3, 154,6, 

291,2, 381,6, 427,5 e 534,7 µg/µL, enquanto as substâncias 1 e 2 foram testadas nas 

sete primeiras concentrações (excesso concentração de 427,5 µg/µL). Sobre cada la-

garta de S. frugiperda, aplicou-se 1,0 µL de uma das soluções a serem testadas, ob-

tendo-se as lagartas-tratamento. Para cada concentração de uma determinada amos-

tra, utilizaram-se 48 lagartas de 3º instar, o que foi considerado uma única réplica, 

mas com um número maior de repetições. Aplicando-se (CH3)2CO (1,0 µL/inseto) so-

bre 48 lagartas, e EtOH sobre outro grupo de mesmo número de indivíduos, 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 avaliações de susceptibilidade foram realizadas após 24, 72 e 168 horas da 

aplicação das amostras. Em cada ocasião, registraram-se as mortes e contabilizou-se 

o número de sobreviventes. As lagartas foram consideradas mortas quando não hou-

ve qualquer movimentação após cuidadosa estimulação mecânica por 10 segundos. 

Com base nesses dados, calcularam-se as percentagens de mortalidade acumulada 

em sete dias.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Uma visão panorâmica  
 

 Este capítulo divide-se em duas partes. Quando julgado necessário, antes da 

discussão propriamente dita dos resultados, incluiu-se uma breve introdução sobre o 

assunto em pauta. Na primeira parte deste capítulo, são apresentados e discutidos os 

resultados obtidos dos estudos comparativos entre as composições químicas dos ex-

tratos de folhas e fezes. Fornecem-se, porém, informações detalhadas apenas acerca 

das diferenças mais conspícuas existentes entre esses dois extratos, as quais acaba-

ram por nortear toda a dinâmica de desenvolvimento do presente trabalho, como cer-

tamente ficará evidente ao leitor durante a leitura deste texto.  

Dentro desse contexto, enfatizam-se três aspectos: i) ressalta-se a imensa con-

tribuição das etapas de microfracionamentos para efetuar-se uma busca racional pe-

las micromoléculas, possivelmente, biotransformadas pelas lagartas, ii) destacam-se 

as principais evidências comprobatórias acerca da presença de determinadas subs-

tâncias somente nas fezes e iii) apresentam-se argumentos preliminares visando a 

caracterização estrutural dos metabólitos biotransformados; argumentos os quais tem 

o objetivo de mostrar que as micromoléculas isoladas do extrato fecal são 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 três diterpenos labdânicos e duas ligna-

nas dibenzilbutânicas inéditos: i) ácido (4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8,18-dihidroxi-labdan-

-15-óico (3), ii) ácido (−)-(4S,5S,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15,18-dióico (4), iii) 

ácido 7β,8β,18α-trihidroxi-labdan-15-óico (19), iv) ácido (−)-(8S,8R')-(3,4-metilenodio-

xi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-β-glucopiranil-lignan-9-óico (17) e v) ácido (−)-(8S,8R')-[3,4:3', 

4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O-β-glucopiranil-lignan-9-óico (18). Desse mesmo extrato, fo-

ram ainda isoladas duas substâncias conhecidas: i) kusunoquinina (2) e ii) ácido (−)-

-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-óico (1), cuja as ocorrências, em folhas de 

A. giberti, foram previamente descritas na literatura.59 A hidrólise ácida da lignana 17 

rendeu 2 e uma mistura contendo o sal de bário 17b e os epímeros 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 substâncias, duas ou três foram testadas em bioensaios para avaliação de ativi-

dade inseticida (1 e 2) e/ou antipredatória (1, 2 e 4).  

Além das substâncias supracitadas, foram obtidos treze derivados semi-sintéti-

cos: i) (−)-(5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-oato de sódio (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'-oxo-1'-feniletil)]-8-hidroxilabdan-15-amida (1d), v) áci-

do (5R,9R,10S,13R)-labd-7-en-15-óico (1e), vi) ácido (5R,10R,13R)-labd-8-en-15-ói-

co (1f), vii) (4S,5S,8R,9S,10R,13R,1'S)-[N-(2'-metoxi-2'-oxo-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'-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) ácido (4S,5S,10R,13R)-labd-8-en-15,18-dióico (4c), xii) 

(−)-(8S,8R')-(3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-β-glucopiranil-lignan-9-oato de me-

tila (17a) e v) (−)-(8S,8R')-[3,4:3',4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O-β-glucopiranil-lignan-9-oa-

to de metila (18a). 

Neste trabalho, identificaram-se ainda, por CG-EM, RMN de 1H e/ou CLAE, os 

diterpenos ácido copálico (5), ácido eperúico (7), eperuato de metila (7a) e trans-fitol 

(9), os policetídeos hexadecanoato de metila (10), hexadecanoato de etila (11), trans-

-octadec-9-eno-ato de metila (12), octadecanoato de metila (13), ácido (9Z,12Z,15Z)-

-octadecatrie-nóico (14), (9Z,12Z,15Z)-octadecatrienoato de etila (15), (9E,12E)-octa-

decadienoato de metila (16) e os epímeros da cubebina (6+6-epi ). 

Sendo assim, o restante deste capítulo é dedicado a identificação ou caracteri-

zação estrutural das substâncias identificadas ou obtidas, bem como a apresentação 

e discussão dos resultados dos ensaios biológicos. Neste sentido, a segunda parte 

deste capítulo está subdividida em três: 1ª) identificação por CG-EM, RMN de 1H e 

CLAE, 2ª) caracterização estrutural dos diterpenos (naturais e semissintéticos) e 3ª) 

caracterização estrutural das lignanas (naturais e semissintéticas), respectivamente. 

Destaca-se que não foi destinada uma seção específica para os bioensaios, sendo 

os dados destes inseridos dentro do contexto considerado pertinente.  
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4.2 Screening  em  escala  reduzida:  Microfracionamentos  e estudos  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, CH2Cl2, EtOAc, (CH3)2CO e CH3OH. Contudo, não se obtiveram bons 

resultados, uma vez que, para um dado extrato, a maioria das frações obtidas, quan-

do analisadas por RMN e CLAE, exibiu espectros e perfis cromatográficos muito simi-

lares.  

Por essa razão, uma metodologia substitutiva, rápida e eficiente, foi então de-

senvolvida para os microfracionamentos dos extratos E-Fol e E-Ba. Essa metodolo-

gia consistiu numa partição líquido-líquido, seguida por extrações em fase sólida (item 

3.6.1, p. 68). A primeira dessas etapas não apenas se mostrou seletiva, mas contri-

buiu, eficazmente, para que excelentes recuperações (≥ 93 %) fossem logradas nas 

etapas seguintes.  

Todas as frações obtidas foram analisadas por RMN e CLAE, e, em busca de 

metabólitos, possivelmente, biotransformados, compararam-se entre si os seus espec-

tros e os seus perfis cromatográficos. Com o mesmo objetivo, também compararam-

-se as frações menos polares, F-1A a F-1I e Ba-1A e Ba-1I, por meio de eluição em 

CCDC, em vários sistemas de eluente. Por duas ou três dessas técnicas, igualmente, 

analisaram-se as fases F-1, F-2, Ba-1 e Ba-2. 

Diversas diferenças interessantes foram observadas entre as composições quí-

micas das frações oriundas do E-Fol com as do E-Ba, dentre as quais, nos próximos 

dois itens, 4.2.1 e 4.2.2, se destacam duas das mais perceptíveis, que acabaram por 

nortear toda a dinâmica de desenvolvimento do presente trabalho, visto que, num pri-

meiro momento, optou-se por investir esforços para isolar e caracterizar, inclusive es-

tereoquimicamente, as substâncias biotransformadas majoritárias.  

Mesmo essas diferenças majoritárias, não foram totalmente nítidas quando se 

compararam entre si os espectros e os perfis cromatográficos das fases F-1, F-2, Ba-

-1 e Ba-2, o que evidenciou a necessidade das etapas de microfracionamentos para 

efetuar-se uma busca racional e eficiente pelas micromoléculas, provavelmente, bio-

transformadas pelo fitofágo especialista B. polydamas. 

As fases líquidas utilizadas para a partição líquido-líquido foram compostas por 

misturas de solventes. Ao clorofórmio foi adicionado hexano para diminuir a polarida-

de da fase orgânica e o consumo de solvente clorado, enquanto ao metanol foi adicio-
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nado água para adequar a polaridade da outra fase. Os motivos para essas escolhas 

foram: i) A. giberti (folhas) é uma fonte rica em lignanas e diterpenos pouco funciona-

lizados59 e ii) lepidópteros, em geral, hidroxilam e/ou oxidam grupos metílicos de ter-

penos117, assim como convertem lignóides em derivados O-desmetoxilados, hidroxi-

lados e/ou glicosilados, produzindo, assim, substâncias de polaridades médias a al-

tas.81,127, 131  

Após as extrações em fase sólida e análises das frações obtidas, constatou-se 

que, nas partições líquido-líquido, se obtivera ótimos coeficientes de partição para as 

micromoléculas em geral. No microfracionamento do E-Ba, por exemplo, verificou-se 

que as lignanas dibenzilbutirolactônicas e os diterpenos pouco funcionalizados, pro-

venientes do metaboloma da planta, foram quantitativamente obtidos nas frações da 

fase orgânica (Ba-1), ao mesmo tempo que três das substâncias biotransformadas, 

17, 18 e 19, foram quantitativamente obtidas nas frações da fase hidrometanólica (Ba-

-2). Somente os diterpenos 3 e 4 foram detectados em ambas as fases, porém, é im-

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

 

4.2.1 Estudos cromatográficos comparativos 
 

4.2.1.1 Estudo comparativo por CCDC: Detecção dos metabólitos biotransformados 3 
e 4 
 

As fases (F-1 e Ba-1) e as frações (F-1A a F-1I e Ba-1A a Ba-1I) foram inter-

caladamente aplicadas em placas de sílica gel F254. 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 móveis 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 frações e as fases. Numa etapa posterior, isso foi repetido 

aplicando-se também nas cromatoplacas a fração C3-B. Por conveniência, as figuras 

53 e 54, p. 101 e 102, são das placas nas quais foi, concomitantemente, aplicada a fra-

ção C3-B.   

Após as eluições, as cromatoplacas foram reveladas com luz UV, vapores de io-

do e solução de vanilina sulfúrica 1%, sucessivamente. O último revelador permitiu vi-
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sualizar algumas diferenças significativas entre as composições químicas das frações. 

As principais diferenças 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 cromatográficas fo-

ram reveladas com solução de vanilina sulfúrica, visualizaram-se para as frações Ba-

-1G e Ba-1H manchas rosadas não visualizáveis para as frações 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 diferenças foi elevado, resultando em conclusões muito subjetivas.  

A co-eluição das amostras (fases e frações) com a fração C3-B, a qual proce-

dia do fracionamento em escala ampliada e era, segundo análises por RMN e EM (fi-

guras 55-57, p. 103 e 104), uma mistura dos diterpenos labdânicos inéditos 3+4, 

mostrou que os compostos exclusivamente revelados para as frações Ba-1G e Ba-   

-1H tinham os mesmos Rfs dos compostos majoritários da fração C3-B, evidenciando, 

assim, que 3 e 4 estavam presentes somente em E-Ba, e, portanto, que estes deve-

riam ser produtos de biotransformação ou metabólitos genuínos do inseto.  

 

Figura 53 - Cromatoplaca eluída em hexanos-EtOAc 1:1 (4% de AcOH) e revelada com vanilina 
sulfúrica. Os pontos de aplicação 1-21 correspondem às fases F-1 e Ba-1, às frações 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-1I e à subfração C3-B (mistura dos diterpenos biotransformados inéditos 3 e 4), respectivamente. 

Note que 3 e 4 foram detectados somente nas frações oriundas do E-Ba. 
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Figura 54 -  Cromatoplaca eluída em hexanos-EtOAc 3:2 (2% de AcOH e mais 2% de álcool 
isopropílico) e revelada com vanilina sulfúrica. Os pontos de aplicação 1-21 correspondem às fases 

F-1 e Ba-1, às frações 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-1I e à subfração C3-B (mistura dos diterpenos 

biotransformados inéditos 3 e 4), respectivamente. Note que 3 e 4 foram detectados somente nas 
frações oriundas do E-Ba. 

 
 
 

 
 
 

 

4.2.1.1.1 Análises espectrométricas preliminares da subfração C3-B (3+4)  
 

Preliminarmente, a constituição química da subfração C3-B foi investigada por 

RMN de 1H e de 13C e por EM-IES (figuras 55-58, p. 103-105). No modo negativo, o 

espectro de massas dessa subfração apresentou dois picos com razões massa-car-

ga (m/z) de 339,39 e 353,49, os quais são aproximadamente 16 e 30 u maiores do 

que o do pico base, [M─H]─, observado no espectro de massas de alta resolução do 

diterpeno 1. Considerando tratarem-se das detecções de moléculas desprotonadas, 

esses picos foram, então, interpretados como sendo de dois metabólitos da oxidação 

de um dos cinco grupos metílicos (–CH3) de 1, mais provavelmente por etapas oxida-

tivas sequenciais, convertendo-o para grupos hidroximetilênico (–CH2OH) e carboxí-

lico (–CO2H), como comumente ocorre na metabolização de terpenos por lepidóp-

teros.117 
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Figura 55 -  Espectro de massas (baixa resolução; IES) da subfração MDB [diterpenos 3 (m/z 339,39) 
e 4 (m/z 353,49); infusão direta; modo negativo; −20 V]. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

O espectro de RMN de 1H de 3+4 (figura 56, p. 104) apresentou diversos sinais 

entre δ 0,7 e 2,5, que incluíram singletos com integrações diferentes na região de 

absorção de grupos –CH3 alifáticos, além de dois dubletos em δ 3,10 (J = 10,9 Hz) e 

3,42 (J = 10,9 Hz), sugestivos de uma mistura de substâncias de natureza terpênica. 

Experimentos de irradiação seletiva (figura 58, p. 105), juntamente com os parâmetros 

– deslocamentos químicos, multiplicidades e constante de acoplamento – extraídos 

da análise dos sinais em δ 3,10 e 3,42, demonstraram que o constituinte minoritário 

(3) tinha um grupo hidroximetilênico ligado a um carbono não hidrogenado.  

Além disto, no espectro de RMN de 13C de 3+4 (figura 58, p. 105), entre outros, 

foram observados sinais para três grupos carboxílicos (δ 184,6, 178,6 e 178,6) e pa-

ra três carbonos carbinólicos (δ 73,6, 73,4 e 71,7). Em harmonia com as análises pre-

cedentes, os dados espectrométricos de RMN de 13C da fração C3-B mostraram que, 

majoritariamente, esta era mesmo constituída por dois compostos, uma vez que, com 

base nas intensidades relativas, os sinais presentes nesse espectro podem ser agru-

pados em dois conjuntos.  
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Figura 56 -  Espectro de RMN de 1H da subfração C3-B (CDCl3, 500 MHz). 
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Figura 57 -  Espectro de RMN de 13C da subfração C3-B (CDCl3, 126 MHz). 
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Figura 58 -  Espectro de RMN de 1H da subfração C3-B (CDCl3, 500 MHz): Irradiação seletiva na 
frequência de absorção dos hidrogênios em δ 3,10 e 3,43. 
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Mediante a comparação dos deslocamentos químicos dos carbonos de 3+4 com 

os de modelos disponibilizados na literatura (figura 59, p. 106)179-185, inclusive com os 

previamente relatados para 1, embasou-se a hipótese de que 3+4 eram produtos do 

metabolismo de 1, bem como se evidenciou que as oxidações teriam ocorrido na Me-

-18 de 1. Assim, a discussão nos dois próximos parágrafos assume que a junção do 

anel é trans e que a Me-17 e a cadeia lateral de 1 estão em equatoriais.  

Já que o grupo –CH2OH do constituinte minoritário (3) deveria estar ligado a um 

carbono não hidrogenado, a Me-16 foi excluída como sendo o sítio de reação. Como 

no espectro de RMN de 13C de 3+4 estão presentes dois sinais em δ 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 monohidroxilação da Me-17 ou da Me-18 

produziria um grupo –CH2OH com deslocamento químico próximo ao do observado 

no espectro de 3+4, porquanto a monohidroxilação da Me-19 resultaria em um grupo 

ocupando uma posição axial, com um deslocamento químico significativamente me-

nor (62-66 ppm). 
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Embora o deslocamento químico do grupo –CH2OH seja compatível com a hi-

droxilação da Me-17 ou da Me-18 de 1, os valores dos deslocamento químicos dos C-

-8 (δ 73,58 e 73,39) e C-9 (2 x δ 59,3) de 3+4, que foram sugeridos por comparação 

com os relatados para 159 e são, por assim dizer, praticamente idênticos, excluíram 

a Me-17 como sendo o sítio de reação, já que a hidroxilação desta, assim como a oxi-

dação para um grupo –CO2H, levariam a uma desproteção em C-8 (efeito β) e a uma 

proteção em C-9 (efeito γ–gauche) (figura 59, p. 106).  

Por fim, destaca-se que os sinais em δ 184,6 (C-18) e 16,2 (C-19), referentes 

a dois carbonos do constituinte majoritário, corroboraram com a proposta que o sítio 

de oxidação seria a Me-18, visto que esses deslocamentos químicos tem valores mui-

to similares aos descritos para dois carbonos do norditerpeno Lit-7 185, o qual possui 

um grupo –CO2H ligado a C-4, equatorialmente posicionado, e um grupo metílico, em 

axial, ligado a este mesmo átomo 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 análise por CLAE-EM: Detecção 
das lignanas biotransformadas (17 e 18) 
 

As quatro fases, F-1, F-2, Ba-1 e Ba-2, e todas as frações obtidas, F-1A a F-1I, 

F-2A a F-2G, Ba-1A a Ba-1I 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 várias diferenças foram observadas en-

tre os perfis cromatográficos. Aqui, destaca-se aquela observada entre os perfis de 

F-2F e Ba-2F (figura 60, p. 107). Além de outros menos intensos, há no cromatogra-

ma de Ba-2F dois picos intensos que não estão presentes no de F-2F.  

 

Figura 60 -  Cromatogramas das frações F-2F (1º linha) e Ba-2F (2º linha; picos projetados para 
baixo).  

 

 

 

Figura 61 -  Cromatograma da fração Ba-2F. Lignana 17 e lignana 18. 
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Os espectros de absorção na região do UV registrados para os compostos que 

eluiram da coluna em 21,00 e 22,33 min foram muito similares aos das lignanas kusu-

noquinina (2, tr = 30,60 min) e hinoquinina (8, tr=32,30 min) (figura 62, p. 109). Esses 

espectros também foram muito parecidos com os dos seguintes derivados benzêni-

cos: 1,2-dimetoxibenzeno e 1,2-metilenodioxi-4-butilbenzeno.186,187  
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As lignanas 2 e 8 possuem um esqueleto carbônico dibenzilbutirolactônico. Os 

anéis aromáticos de 2 são substituídos por: Anel A) um grupo metilenodioxílico ─ po-

sições 3 e 4 e Anel B) dois grupos metoxílicos ─ posições 3' e 4', enquanto os da lig-

nana 8 por dois grupos metilenodioxílicos (3, 4, 3' e 4'). Porquanto o cromóforo ─CO2R 

absorve fracamente (ε ~ 40) em torno de 200-215 nm189, os espectros de UV de 2 e 8, 

basicamente, refletem as absorções dos cromóforos dioxibenzílicos.  

Essas evidências sugeriram que os compostos com tempos de retenção (tr) de 

21,00 min e 22,33 min seriam substâncias contendo anéis aromáticos trissubstítuidos, 

especificamente grupo (s) piperonílico (s) e/ou veratrílico (s). Sugeriram ainda que es-

tas poderiam ser produtos (mais polares) da metabolização de lignanas dibenzilbutiro-

lactônicas e/ou dibenzilbutirolactólicas, as quais foram previamente isoladas de A. gi-

berti.59  

A fração 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 detecção de moléculas cationizadas com 

o íon NH4+ [m/z 568,05 (tr = 21,00 min) ou 551,94 (tr = 22,33 min)], bem como um pi-

co da perda de uma unidade de hexose (desidratada) a partir das moléculas protona-

das ([M+H−C6H10O5]+), m/z ~389 (tr= 21,00 min) ou ~373 (tr= 22,33 min). No espectro 

de massas do composto com tr = 21,00 min, observou-se ainda o pico das moléculas 

protonadas ([M+H]+; m/z de 550,77). Os íons com razões massa-carga maiores que 

as dos adutos de [M+NH4]+ foram considerados tratarem-se de fragmentos de agrega-

dos iônicos (cluster ions) ou de íons de impurezas, uma vez que estes não puderam 

ser facilmente explicados, nem tão logo esses dados puderam ser harmonizados com 

os demais.  

Exatamente como a diferença que se calcula entre as massas de 2 e 8, a dife-

rença entre as massas moleculares dos adutos dos dois principais constituintes da fra-

ção Ba-2F foi de ~16 u, o que evidenciou que, estruturalmente, a única diferença en-

tre esses compostos era que um tinha dois grupos piperonílicos enquanto o outro ti-

nha um grupo veratrílico e mais um grupo piperonílico.  

Essa suposição foi corroborada pelas informações fornecidas pelos espectros 

na região do UV, especificamente pelos deslocamentos batocrômicos (valor médio = 

3,2 nm) dos máximos de absorção das bandas do composto com tr = 22,33 min em re-

lação as do com tr = 21,00 min. Estudos prévios mostraram que a substituição de um 
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par de grupos metoxílicos (ortos) por um metilenodioxílico em um anel aromático des-

loca os máximos de absorção para comprimentos de onda maiores e intensifica as ab-

sorções.189 Além disto, destaca-se que os valores dos comprimentos de onda dos má-

ximos de absorção do composto com tr = 21,00 min praticamente coincidem com os 

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

 

Figura 62 -  Espectros de absorção no UV de a) 2, b) 8, c) 17 e d) 18. 
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Tendo-se em vista todas essas informações, sugeriu-se que as substâncias ex-

cretadas pelas lagartas seriam glicosídeos de dímeros de C6-C3, especificamente da 

glicosilação das lignanas previamente descritas para o espécime estudado neste tra-

balho, 2, 6+6epi  e 8.59 Dentre essas, a primeira (2) é conhecida por causar alta morta-

lidade em lagartas da soja, A. gemmatalis80, enquanto cubebina (6+6epi ) e hinoqui-

nina (8) são substâncias deterrentes.81 Entretanto, é importante destacar que os íons 

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 hidrólise ou abertura-oxidação de hemiacetal, dos anéis de cinco 

membros das lignanas da planta (substratos). Os encaudamentos (assimetria) obser-

vados para os picos cromatográficos sustentaram essa sugestão e apontaram que as 
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substâncias presentes nas fezes poderiam conter um grupo carboxílico e, por conse-

guinte, uma ligação glicosídica 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 tr = 21,00 min. 
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Figura 64 -  Espectro de massas do composto com tr = 22,33 min. 
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4.2.2 Estudos comparativos por RMN 
  

Foram também observadas diferenças entre os espectros de RMN de 1H das 

frações supracitadas ─ F-1G, F-1H, Ba-1G, Ba-1H, F-2F e Ba-2F. Ao se comparar o 

espectro de F-1G com o de Ba-1G, embora se notem grandes semelhanças, sobretu-

do na região entre δ 3,75 e 3,95, sobressaindo-se às similaridades, percebem-se às 

diferenças existentes entre esses dois espectros, das quais se destacam os dois du-

bletos em δ 3,10 e 3,43, presentes no espectro da Ba-1G, que estão ausentes no da 

F-1G (fiiguras 65 e 66, p. 111 e 112).  

 

Figura 65 -  Expansões dos espectros de RMN de 1H das subfrações Ba-1G e F-1G (CDCl3, 500 
MHz). 
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De modo similar, observaram-se também, por RMN de 1H, diferenças entre as 

composições químicas de F-1H e Ba-1H. Mais detalhadamente, o espectro de Ba-1H 

apresentou sinais para um composto alifático de cadeia longa, sinais entre δ 6,1 a 6,3, 

um duplo dubleto em δ 7,96 (J = 18,0 e 11,6 Hz), singletos em δ 9,46, 9,34, 8,54, 3,83, 

3,63, 3,37 e 3,21, entre outros, característicos de clorofilas, além de outros sinais com 

deslocamentos químicos típicos de compostos de natureza terpênica. Como as cloro-

filas possuem unidades diterpênicas em suas estruturas, não se pode ter certeza das 

presenças dos compostos terpênicos nessa fração. Porém, depois da remoção da clo-

rofila por CC de Sephadex-LH20, comprovou-se que essa sugestão estava correta (fi-
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gura 56, p. 104). Em contrapartida, o espectro de F-1H apresentou apenas os sinais 

da substância de natureza “graxa” (figura 66, p. 112). 

 

Figura 66 -  Espectros de RMN de 1H das frações Ba-1H e F-1H (CDCl3, 500 MHz). 
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 Os espectros das frações F-2F e Ba-2F também são bem distintos entre si. En-

quanto no espectro da fração F-2F estão presentes sinais bem definidos nas regiões 

de absorção de hidrogênios aromáticos, hidrogênios metoxílicos, hidrogênios metile-

nodioxílicos, hidrogênios metílicos, hidrogênios ligados a carbonos carbinólicos, entre 

outros, o espectro da fração F-2F é relativamente pobre em diversidade de sinais (fi-

guras 67-70, p. 113 e 114).  

Em relação aos compostos majoritários, com certeza, a complexidade averigua-

da por RMN de 1H para a fração Ba-2F (terpenos+lignanas) é maior do que a apura-

da por CLAE-UV-DC-AFD e CLAE-EM (lignanas). Isso demonstrou que os compostos 

terpênicos presentes nessa fração, que eram tão abundantes como as lignanas, ab-

sorvem fracamente em 200 nm, o que dificultou a interpretação dos resultados obti-

dos por essas técnicas analíticas. Há relato na literatura de um dímero formado pela 
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união de um lignoide com um diterpeno, o qual foi isolado de Aristolochia constricta. 
196 Porém, as massas moleculares determinadas para os compostos aromáticos da 

fração Ba-2F não foram compatíveis com esse tipo de substância dimérica. Numa 

etapa posterior do trabalho, mostrou-se que os compostos terpênicos dessa fração 

eram os diterpenos 3, 4 e 19.  

 

Figura 67 -  Espectros de RMN de 1H das frações Ba-2H e F-2H [(CD3)2SO, 500 MHz]. 
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Figura 68 -  Expansões dos espectros de RMN de 1H das frações Ba-2H e F-2H [(CD3)2SO, 500 MHz]. 
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Figura 69 -  Expansões dos espectros de RMN de 1H das frações Ba-2H e F-2H [(CD3)2SO, 500 MHz]. 
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Figura 70 -  Expansões dos espectros de RMN de 1H das frações Ba-2H e F-2H [(CD3)2SO, 500 MHz]. 
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Apesar da variedade de compostos contidos na fração Ba-2F ser superior a de-

terminada por cromatografia e espectrometria de massas, os dados espectrométricos 

de RMN de 1H (figuras 67-70, p. 113 e 114) dessa fração corroboraram com a suges-

tão que esta conteria duas lignanas glicosiladas, as quais não estavam presentes na 

fração F-1F. Uma análise comparativa entre os espectros de Ba-2F e F-1F também 

demonstrou a clara diferença que havia entre as composições químicas dessas duas 

frações. 

4.3 Identificações por CG, RMN de 1H e/ou CLAE 
 

Por CG-EM, RMN de 1H e/ou CLAE, identificaram-se catorze compostos: 

� A lignana kusunoquinina (2) foi identificada, por RMN de 1H e CLAE, nos extra-

tos E-Fol, E-Ba, L1 e L2 e nas seguintes frações: F-1D, F-1E, Ba-1D e Ba-2D. 

Esta também foi detectada no extrato L1 por CG-EM; 

� Por RMN de 1H e CLAE, a lignana hinoquinina (8) foi identificada nos extratos 

L1 e L2, bem como nas frações F-1D, Ba-1D e L2-D. Esta também foi identi-

ficada, por CG-EM, no extrato L1;  

� Os epímeros da cubebina (6+6-epi ) foram identificados nas frações F-1D e Ba-

-1D pelos seus tempos de retenção e espectros de absorção na região do UV, 

os quais foram comparados com os de uma amostra autêntica; 

� Identificaram-se, por RMN de 1H e CG-EM, os diterpenos ácido copálico (5) e 

ácido eperúico (7) nas frações F-1C e Ba-1C, enquanto que nas frações F-1B 

e Ba-1B se identificou, por CG-EM, o éster metílico 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 - Análises por CG-EM das frações F-1B, F-1C, Ba-1B e Ba-1C e do extrato L1. 

Composto  IT (s) IT (s)lit.* F-1B F-1C Ba-1B Ba-1C L1 
2    X  X X 

5** 2339   X X X  
7 2275   X  X  

7a 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   

IT=Índice de retenção linear. *Referências 191 e 192. **Padrão. ***Isômero C13-S. X=O composto desta linha foi detectado na fração desta 
coluna da tabela. 
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 O espectro de massas por impacto eletrônico 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 detecção do íon molecular, [M]•+, do íon 1,2-metilenodioxi-tropíli-

co e do íon fenílico, respectivamente. Essas informações, aliadas ao pico do fragmen-

to em m/z 218, foram sugestivas de uma lignana dibenzilbutirolactônica contendo dois 

anéis piperonílicos.193   

 

Figura 71 -  Espectro de massas por impacto eletrônico da lignana hinoquinina (8). 
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O espectro de RMN de 1H da fração L2-D (8 em mistura com um ácido graxo) 

(figuras 72 e 73, p. 117) mostrou sinais para dois anéis aromáticos trissubstítuidos: i) 

quatro dubletos em δ 6,73 (J = 8,0 Hz), 6,70 (J = 8,0 Hz), 6,63 (J = 1,5 Hz), 6,46 (J = 

1,5 Hz) e ii) dois duplos dubletos em δ 6,60 (J=8,0 e 1,5 Hz) e 6,46 (J= 8,0 e 1,5 Hz), 

sinais para quatro hidrogênios metilenodioxílicos entre δ 5,92 a 5,94, dois duplos du-

bletos de hidrogênios benzílicos em δ 2,98 (J=14,0 e 7,5) e 2,83 (J= 14,0 e 5,0), dois 

duplos dubletos de hidrogênios ligados a carbono carbinólico em δ 4,13 (J=9,0 e 7,0) 

e 3,86 (J = 9,0 e 7,5), um duplo duplo dupleto em δ 2,54 (J = 8,0, 7,0 e 5,0), além de 

três multipletos e dos sinais do policetídeo (tabela 4, p. 118).  

Assim, com base nesses dados, e pela comparação destes com os relatados 

na literatura80, foi possível caracterizar a substância 8 como sendo a lignana dibenzil-

butirolactônica hinoquinina, a qual exibe atividade antialimentar para besouros das 

espécies Sitophilus granarius, Tribolium confusum e Trogoderma granarium.81 Esta 

foi previamente isolada de A. giberti, bem como de outras espécies de Aristolochia-

ceae.49,59 A configuração relativa de 8 foi confirmada a partir da não equivalência 

dos deslocamentos químicos dos H-9'a e H-9'b.193,194 
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Figura 72 - Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) da fração L2-D. 
 

 
 

 
Figura 73 - Expansão do espectro de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) da fração L2-D. 
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Tabela 4 -  Dados de RMN de 1H de 8 (CDCl3, 500 MHz, δ, J). 
 

Posição  8 Hinoquinina  (Lit.; Ref. 80) 
 δH δH 
2 6,46 d, J = 1,5 Hz 6,39 d, J = 2,0 Hz 
5 6,73 d, J = 8,0 Hz 6,66 d, J = 8,0 Hz 
6 6,60 dd, J = 8,0 e 1,5 Hz 6,53 dd, J = 8,0 e 2,0 Hz 
7a 
7b 

2,98 dd, J = 14,0 e 7,5 Hz 
2,83 dd, J = 14,0 e 5,0 Hz 

2,91 dd, J = 14,0 e 7,5 Hz 
2,77 dd, J = 14,0 e 5,0 Hz 

8 2,54 ddd, J = 8,0, 7,0 e 5,0 2,46 ddd, J = 8,0, 7,5 e 5,0  
2' 6,63 d, J = 1,5 Hz 6,56 d, J = 2,0 Hz 

5' 6,46 dd, J = 8,0 e 1,5 Hz 6,39 dd, J = 8,0 e 2,0 Hz 

6' 6,70 d, J = 8,0 Hz 6,63 d, J = 8,0 Hz 

7'a 
7'b 

2,59 m 
2,47 m 

2,52 m 
2,39 m 

8' 2,47 m 2,39 m 

9'a 4,13 dd, J = 9,0 e 7,0 Hz 4,13 dd, J = 9,0 e 7,0 Hz 

9'b 3,86 dd, J = 9,0 e 7,5 Hz 3,86 dd, J = 9,0 e 7,5 Hz 

 
 

Figura 74 - Espectros de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) da fração F-1C, a qual era majoritariamente 
uma mistura dos diterpenos 5 e 7. 

 

 
 
 

As estruturas dos diterpenos ácido copálico (5) e ácido eperuíco (7) foram es-

tabelecidas com base em dados espectrométricos de RMN de 1H (figura 74, p. 118), 

os quais foram idênticos aos relatados por Marchesini et al. (2009), bem como na in-

terpretação dos seus espectros de massas por impacto eletrônico (figuras 75 a 78, p. 
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119). A identidade de 5 foi confirmada por comparação dos dados obtidos (RMN, EM, 

IT e tempo de retenção em CLAE) com os de uma amostra autêntica, previamente 

isolada de A. giberti. Por outro lado, a estrutura de 7a foi proposta baseando-se ex-

clusivamente na interpretação do seu espectro de massas por impacto eletrônico (fi-

gura 77, p. 119). É importante destacar que o índice de retenção linear de 7a diferiu sig-

nificativamente (ΔIT= 78) do relatado para o epímero C-13S do éster metílico do áci-

do eperúico191,192, o que sugeriu que 7a seja o epímero C-13R. Os diterpenos 5 e 7 já 

haviam sido descritos em A. giberti59, enquanto 7a está sendo descrito pela primeira 

vez nessa espécie. Todavia, não se pode descartar a possibilidade que 7a seja um ar-

tefato, já que os extratos E-Fol e E-Fz foram preparados por maceração das folhas e 

fezes com CH3OH.   
 

Figura 75 -  Espectro de massas por impacto eletrônico do diterpeno ácido copálico (5). 
 

 
 
 
 
 

Figura 76 -  Espectro de massas por impacto eletrônico do diterpeno ácido eperúico (7). 
 

 
 
 
 
 

Figura 77 -  Espectro de massas por impacto eletrônico do éster metílico do ácido eperúico (7a). 
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Figura 78 - Provável rota de fragmentação do diterpeno ácido copálico (5). Para simplificar, as 
espécies radicalares ou neutras liberadas na fragmentação de 5 foram omitidas nesta figura. As 

propostas para as fragmentações dos diterpenos 7 e 7a foram bastante similares a destacada nesta 
figura para a fragmentação de 5. 
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 Os espectros de massas por ionização eletrônica de 5, 7 e 7a foram interpre-

tados e uma rota de fragmentação foi proposta para o diterpeno 5 (figura 78, p. 120). 

A formação do carbocátion alílico de m/z 289, possivelmente, envolve um rearranjo 

1,3 de hidrogênio radicalar (H•), seguido de eliminação de metila radicalar (CH3•). Sub-

sequente eliminação de uma molécula de H2O produz o carbocátion alílico de m/z 271. 

Alternativamente, o íon molecular [M]•+, após a migração 1,3 de hidrogênio, po-

de, mediante reação de Retro Diels–Alder, sofrer ruptura do sistema trans-decalínico. 

O íon acíclico formado, por clivagem da ligação C1-C2, seguido de desidratação, po-

de, sequencialmente, gerar as espécies catiônicas de m/z 207 e 189.  

 O íon de m/z 177 deve ser gerado por meio de rearranjo 1,5 de H•, ruptura da 

ligação C9-C11 e perda de radical metílico, sucessivamente. Por outro lado, rearran-

jo 1,5 de H• a partir do íon molecular, ruptura da ligação C9-C11, rearranjo 1,3 de H• 

e quebra da ligação C2-C3, sucessivamente, leva a formação da espécie iônica Frag-

-A. Essa espécie por rearranjo radicalar de grupo alquílico e perda de radical isopro-

pílico ou, alternativamente, por rearranjo de radical metílico, eliminação de grupo etí-

lico radicalar e rearranjo Wagner-Meerwein de metila pode ser convertida nos íons de 

m/z 149 e 163, respectivamente.  

O íon molecular (m/z 304) pode também ser rearranjado para outras três iôni-

cas radicalares: Frag -B, Frag -C e Frag -D. Mediante reação de Retro Diels–Alder, a 

espécie Frag -B pode ser clivada para dar a de m/z 137. A formação do íon carbênio 

de m/z 261 deve envolver a perda de um radical isopropílico a partir de Frag -C. A eta-

pa antes da eliminação do grupo isopropílico radicalar deve envolver um rearranjo de 

um radical terciário para um secundário. Embora resultados teóricos mostraram que 

as reações em fase gasosa geralmente ocorrem em múltiplas etapas195, tal rearranjo 

energicamente desfavorável pode ser compreendido propondo-se que a eliminação 

do grupo isopropílico radicalar ocorra concertadamente, não necessariamente de for-

ma sincronizada, com o rearranjo 1,3 de H•. Cálculos teóricos em fase gasosa têm for-

necido evidências substanciais sobre a importância de rearranjos diotrópicos e de eta-

pas elementares concertadas na biossíntese de diterpenos.196 Por fim, o fragmento 

Frag -D, por uma série de reações, incluindo reações de rearranjo, de migração de hi-

drogênio, de metila ou de grupo alquílico radicalares e de Retro Diels-Alder gera os 

carbocátions alílicos de m/z 41, 69, 109 e 123, os carbocátions dialílicos de m/z 81, 

95 e 109 e a espécie de m/z 55. 
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4.4 CARACTERIÇÃO ESTRUTURAL 
 

4.4.1 Ácido (−)-(5S,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-óico (1) e seus derivados 
sintéticos (1a-1f) 
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CH2N2 S-PGME
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X={N-[(1R)-(2-metoxi-2-oxo-1-feniletil)]}
 

 

4.4.1.1 Estrutura planar de 1 
 

Figura 79 - Espectro de massas de alta resolução do diterpeno 1. 
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O espectro de massas de alta resolução da substância 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 íon clo-

reto (Cl─) em m/z 359,2323, consistentes com a fórmula molecular C20H36O3 (calcu-

lados para C20H35O3: 323,2586 u e C20H36O3Cl: 359,2353 u), para a qual se calcula um 

Índice de Deficiência de Hidrogênio (IDH) igual a três (figura 79, p. 122).  

A substância 1 foi analisada por espectroscopia de RMN nos seguintes solven-

tes deuterados: CDCl3, (CD3)2CO e CD3OD. Nos espectros de RMN de 13C, observa-

ram-se sinais para vinte átomos de carbono, os quais, com o auxílio dos espectros 

de APT e/ou DEPT 90º e 135º, foram atribuídos a cinco carbonos metílicos alifáticos, 

a oito carbonos metilênicos sp3, a três carbonos metínicos alifáticos, a dois carbonos 

quaternários, a um carbono terciário oxigenado e a um carbono de grupo acílico (figu-

ra 80, p. 123).  

 

Figura 80 - Espectro de RMN de 13C de 1 (CDCl3, 151 MHz). 
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As reações de 1 com solução etérea de diazometano e com soluções de KOH 

e NaOH, além das derivatizações deste com os reagentes quirais anisotrópicos, R- e 

S-PGME, rendendo substâncias diastereoisoméricas contendo uma ligação amídica, 
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demonstraram que o carbono acílico era de um grupamento de ácido carboxílico. A 

presença do grupo hidroxílico na estrutura molecular foi evidenciada pela desidrata-

ção de 1 em CDCl3 e pelo deslocamento químico do carbono da ligação C─O; δ 73,3 

em CDCl3, por exemplo.  

No espectro de RMN de 1H de 1 (figura 82 a 84, p. 125 e 126), em CDCl3, obser-

varam-se vários sinais com valores de deslocamentos químicos típicos de substância 

de natureza terpênica, destacando-se os sinais em δ 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 δ 2,38 (dd, J = 15,0 e 6,0 Hz, 1H) e 2,16 (dd, J = 15,0 e 8,2 Hz, 1H), 

atribuídos aos hidrogênios de cinco grupos metílicos alifáticos e aos hidrogênios dias-

tereotópicos de um grupo metilênico α-carboxílico, respectivamente. 

Com base nos dados espectrométricos de RMN e EM, propôs-se que a subs-

tância 1 tratava-se de um diterpeno bicíclico contendo um grupo hidroxílico e um car-

boxílico. A ocorrência de diterpenos em Aristolochiaceae é comum49, e os que ocor-

rem com maior frequência são os com esqueletos labdânico, clerodânico e kaurânico, 

dos quais os dois primeiros são bicíclicos.49,63 Espectroscopicamente, os dois esque-

letos bicíclicos podem ser distinguidos pelos valores dos deslocamentos químicos dos 

hidrogênios e carbonos em geral, particularmente pelos deslocamentos químicos dos 

C-5 e C-9, pelas multiplicidades e deslocamentos químicos dos hidrogênios metílicos, 

pelas multiplicidades dos carbonos, bem como por correlações heteronucleares (1H/ 
13C) a longa distância específicas, em especial pela correlação entre dois grupos me-

tílicos, que não é comumente observada para um esqueleto clerodânico (figura 81, 

p. 124). 

 
 Figura 81 - Exemplos de dados espectrométricos de RMN de diterpenos ent-labdânico e clerodanos. 
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Figura 82 - Espectro de RMN de 1H de 1 (CDCl3, 600 MHz).  
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Figura 83 - Expansão do espectro de RMN de 1H de 1 (CDCl3, 600 MHz).  
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Figura 84 - Espectros de RMN de 1 adquiridos nos três solventes deuterados (600 MHz). 
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No mapa de contornos gHSQC-TOCSY, em CDCl3, de 1, dentre outras, obser-

varam-se correlações entre o carbono em δ 55,9 (C-5) e os hidrogênios em δ 1,74 

(H-7eq), 1,50 (H-6ax e H-6eq), 1,45 (H-7ax) e 0,83 (H-5), o carbono em δ 39,1 (C-1) e os 

hidrogênios em δ 1,66 (H-1eq), 1,59 (H-2ax) e 1,13 (H-3ax) e o carbono em δ 31,0 (C- 

-13) e os hidrogênios em δ 2,38 (H-15a), 2,16 (H-15b), 1,95 (H-13), 1,41 (H-12a), 1,34 

(H-11a e H-11b), 1,24 (H-12b), 1,00 (Me-16) e 0,75 (H-9). Esses dados, assim como 

as demais correlações heteronucleares observadas por esse experimento, seja em 

CDCl3 ou nos outros solventes, quando foram devidamente interpretados com a assis-

tência dos outros espectros de RMN, sobretudo os de RMN de 13C, DEPT 135º e gHS-

QC, evidenciaram três sistemas de spin independentes na estrutura molecular de 1: i) 

constituído por três grupos metilênicos ligados em sequência (C1 a C-3), ii) constituí- 

do por dois grupos metilênicos e um metínico (C-5 a C-7) e iii) constituído por três gru-

pos metilênicos (C-11, C-12 e C-14), dois metínicos (C-9 e C-13) e um metílico (C-16) 

(figuras 85-90, p. 127-129). 
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Figura 85 - Mapa de contornos (expansão) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCl3, 14,1 T).  
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Figura 86 - Mapa de contornos (expansão) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCl3, 14,1 T).  
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Figura 87 - Mapa de contornos (expansão) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCl3, 14,1 T).  
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Figura 88 - Mapa de contornos (expansão) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCl3, 14,1 T).  
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Figura 89 - Mapa de contornos (expansão) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCl3, 14,1 T).  
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Figura 90 - Mapa de contornos (expansão) de gHSQC-TOCSY de 1 (CDCl3, 14,1 T).  
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A subestrutura I, a qual contêm o sistema de spin mais extenso, foi determina-

da com base em algumas das correlações a longa distância (J2 e J3) observadas por 

meio do experimento gHMBC (figuras 91 e 92, p. 130). Em CDCl3, destacaram-se as 

correlações entre o carbono em δ 59,3 (C-9) e os hidrogênios (2Hs) em δ 1,34 (H-11a 

e H-11b) e os carbonos em δ 178,2 (C-15), 40,5 (C-12), 31,0 (C-13) e 19,7 (C-16) e 

os hidrogênios em δ 2,38 (H-14a) e 2,16 (H-14b). E, em (CD3)2CO, destacaram-se as 

correlações entre o carbono em δ 23,3 (C-11) e o hidrogênio em δ 1,91 (H-13) e o 

carbono em δ 32,0 (C-13) e o hidrogênio em δ 1,25 (H-12b) (figura 92, p. 130). As mul-

tiplicidades, as constantes de acoplamento e os valores dos deslocamentos quími-

cos dos hidrogênios desse sistema de spin foram totalmente compatíveis com a sub-

estrutura proposta (tabela 5, p. 132). Igualmente compatíveis foram os acoplamentos 

escalares (homonucleares) observados pelo experimento 1H-1H gCOSY, dos quais se 

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

 

Figura 91 - Subestruturas I a III. A direita está a estrutura planar de 1, e em destaque as correlações 
que conectam as subestruturas. O asterisco (*) significa que naquela posição há um carbono não 

hidrogenado. 
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Figura 92 - Correlações homo- e heteronucleares observadas para a subestrutura I de 1. 
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A subestrutura III, por outro lado, foi deduzida pela multiplicidade, em (CD3)2CO, 

do hidrogênio metínico (duplo dubleto, H-5), pelas multiplicidades, em CD3OD, de dois 

dos hidrogênios metilênicos (δ 1,74: dt ap; δ 1,59: td ap; H-7eq e H-6ax, respectiva-

mente) e por experimentos de irradiação seletiva, HOMODEC, os quais foram efetua-

dos em CDCl3. Como esperado para uma sequência CH–CH2–CH2, ao invés de uma 

CH2–CH–CH2, irradiação em δ 1,74 resultou nas simplificações dos sinais em δ 1,50 

(H-6a e H-6b) e 1,45 (H-7ax) e em nenhuma alteração na feição do sinal em δ 0,83 (H-

-5) (figura 93, p. 131).  

 
Figura 93 - Espectro (expansão) de RMN de 1H (HOMODEC) irradiando-se na frequência de 

absorção do H-7eq (δ 1,74). 
 
 

Sinais com multiplicidades simplificadas

 

 

 
 A conectividade entre as subestruturas I a III, a natureza do sistema bicíclico 

e a localização dos grupos metílicos e hidroxílico na estrutura molecular de 1 foram in-

feridas pelas demais correlações a longa distância presentes nos mapas de contornos 

gHMBC, especialmente pelas correlações, em CDCl3, entre o carbono em δ 73,3 (C-

-8) e os hidrogênios em δ 1,34 (H-11a e H-11b), o carbono em δ 59,3 (C-9) e os hidro-

gênios em δ 1,74 (H-7eq), 1,11 (Me-17) e 0,95 (Me-20), o carbono em δ 55,9 (C-5) e 

os hidrogênios em δ 1,66 (H-1eq), 1,37 (H-3eq), 0,95 (Me-20) e 0,82 (Me-19) e entre o 

carbono em δ 21,6 (C-19) e os hidrogênios em δ 0,86 (Me-18) (figura 91, p. 130).  
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Tabela 5 - Dados de RMN de 1H e de 13C de 1 (14,1 T, δ, W1/2 ou J em Hz). 
 
Posição  1§ 1‡ 1º 

 δC δH δC δH δC δH 
1eq 
1ax 

39,1 1,66 dtd ap, W1/2 12,6, 3,0 e 1,2 
0,85 comp 

40,2 1,71 dtd ap, W1/2 12,6, 2,7 e 1,8 
0,89 td ap, W1/2 13,1 e 3,2 

40,6 1,69 dtd ap, W1/2 12,6, 3,4 e 1,0 
0,88 comp 

2eq 
2ax 

18,1 1,39 m 
1,59 qt ap, W1/2 13,6 e 3,3 

19,0 1,38 m 
1,62 m 

19,6 1,40 m 
1,64 qt ap, W1/2 13,6 e 3,5 

3eq 
3ax 

42,0 1,37 m 
1,13 td ap, W1/2 13,9 e 4,6 

42,9 1,37 m 
1,16 td ap, W1/2 13,8 e 4,2 

43,3 1,39 m 
1,17 td ap, W1/2 14,0 e 4,3 

4 33,2 − 33,9 − 34,2 − 
5ax 55,9 0,83 comp 56,9 0,87 dd, 12,0 e 1,8 57,5 0,87 comp 
6eq 
6ax 

18,3 1,50 m (2Hs) 19,3 1,43 (2Hs) 19,3 1,47 m 
1,59 td ap, W1/2 12,8 e 3,2 

7eq 
7ax 

42,2 1,74 m 
1,45 m 

43,3 1,72 m 
1,44 m 

43,1 1,75 dt ap, W1/2 13,8 e 3,0 
1,43 m 

8 73,3 − 72,6 − 73,9 − 
9ax 59,3 0,75 tl, W1/2 3,4 60,5 0,71 dd, 4,2 e 2,4 61,0 0,72 dd, 4,3 e 2,7 
10 38,9 − 39,8 − 40,2 − 
11 22,5 1,34 m (2Hs) 23,3 1,52 ddt ap, 13,8, 12,8 e 4,4 

1,32 m 
23,6 1,43 m 

1,33 m 
12 40,5 1,41 m 

1,24 ddd ap, W1/2 12,8, 7,0 e 4,8 
41,5 1,45 m 

1,25 ddd ap, W1/2 13,2, 7,2 e 5,0 
41,9 1,43 m 

1,24 m 
13 31,0 1,95 oct ap, W1/2 6,6 32,0 1,91 oct ap, W1/2 6,6 32,5 1,92 oct ap, W1/2 6,6 
14 41,1 2,38 dd, 15,0 e 6,0 

2,16 dd, 15,0 e 8,2 
41,6 2,34 dd, 15,0 e 6,0 

2,09 dd, 15,0 e 7,8 
42,5 2,32 dd, 15,0 e 6,2 

2,09 dd, 15,0 e 8,0 
15 178,2 − 174,2 − 177,2 − 
16 19,7 1,00 d, 6,7 20,1 0,98 d, 6,7 20,2 0,98 d, 6,6 

17eq 30,4 1,11 s 31,3 1,11 s 31,1 1,11 s 
18eq 33,4 0,86 s 33,9 0,87 s 34,0 0,88 s 
19ax 21,6 0,82 s 22,1 0,84 s 22,2 0,85 s 
20ax 15,1 0,95 s 15,7 1,00 s 15,7 0,98 s 

 
§ CDCl3; ‡(CD3)2CO); ºCD3OD; comp=Sinal complexo de difícil interpretação devido a sua multiplicidade e/ou sobreposição deste com um ou vários outros si-
nais; ap=aparente. Multiplicidade em itálico. 
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Assim, a substância 1, cuja estrutura planar é mostrada na figura 91, p. 130, foi 

caracterizada como sendo um diterpeno labdânico, que apresenta um esqueleto carbô-

nico 1-[1-carboxi-2-metil-butil]-2,5,5,8a-tetrametil-decahidronaftalênico e contêm uma 

hidroxila ligada ao C8. Análises sistemáticas dos espectros uni- e bidimensionais de 

RMN de 1H e de 13C de 1 permitiram efetuar as atribuições inequívocas de todos os 

deslocamentos químicos dos seus hidrogênios e carbonos, nos três solventes deute-

rados (tabela 5, p. 132). De acordo com essas análises, verificou-se que os desloca-

mentos químicos previamente publicados (em CDCl3) para os hidrogênios ligados aos 

C-2, C-3, C-6, C-11, C-12 e C-13 necessitavam de correções.59 Determinou-se ainda 

que as atribuições dos deslocamentos químicos dos C-2 e C-6 estavam trocadas.59 

Além disto, aprofundou-se nas atribuições dos deslocamentos químicos dos hidrogê-

nios, uma vez que o deslocamento químico de um dado núcleo de hidrogênio, aqui, 

está sendo relatado juntamente com a posição, axial ou equatorial, que este ocupa no 

sistema bicíclico de 1. 

 

4.4.1.2 Configuração relativa do sistema bicíclico de 1 
 

4.4.1.2.1 Considerações biossintéticas de diterpenos labdânicos 
 

São conhecidos mais de 12.000 diterpenos – de pelo 200 esqueletos carbôni-

cos distintos, dos quais cerca de 7.000 são policíclicos.197,198 Enquanto a maioria dos 

diterpenos pertence a um conjunto de vinte esqueletos carbônicos principais, que in-

cluem o labdânico e aqueles relacionados a labdânicos, alguns dos esqueletos são re-

presentados por um único membro dessa classe de metabólitos secundários.197  

Esse número virtualmente ilimitado de diterpenos é biossintetizado a partir de 

um único precursor universal, o isoprenóide linear pirofosfato de (E,E,E)-geranilgera-

nila (GGPP; C20H36P2O7), o qual é biossintetizado na natureza pela condensação, via 

uma reação de adição eletrofílica a ligação dupla C=C, de um difosfato alílico (DMAPP, 

GPP ou FPP) com o difosfato de isopentenila (IPP).197-204  

Diterpenos policíclicos são produzidos a partir das ciclizações enzimáticas do 

GGPP.198,205,206 O evento de ciclização pode ser induzido pela “ionização” de um gru-

po difosfato (ciclases de diterpenos classe I) ou pela protonação de um ligação C=C 

(ciclases de diterpenos classe II).207 O íon carbênio “formado” sofre “uma cascata” de 
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ciclizações cátion-π rendendo um intermediário carbocatiônico, que é neutralizado por 

ataque nucleofílico ou desprotanação.198,205,206 A ciclização iniciada via “ionização” do 

grupo difosfato pode ser seguida por ciclização induzida por protonação de ligação C=C 

ou vice-versa, catalisadas pela mesma enzima (bifuncional) ou por mais de uma enzi-

ma.207,208 Além disto, os carbocátions inicialmente obtidos pela ciclização do GGPP 

podem ter os seus esqueletos carbônicos modificados por meio de rearranjos do tipo 

Wagner-Meerwein.198,205,206 Por fim, os diterpenos obtidos podem sofrer várias reações 

(enzimáticas) posteriores, tais como, oxidação, redução, epoxidação, glucosilação, en-

tre outras, o que explica a incrível diversidade de diterpenos conhecidos.198,205,206  

 
Figura 94 - Biossíntese dos quatro diastereoisômeros do difosfato de copaloila. Conformação 

cadeira-cadeira: série normal, conformação cadeira-cadeira enantiomérica (antípoda): série ent, 
conformação cadeira-barco: série syn e conformação cadeira-barco enantiomérica (antípoda): série 
ent-syn. Relações estereoquímicas anti e syn refere-se as configurações relativas entre a Me-20 e os 

H-5 e H-9. 
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Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 198,205,206. 



135 
Resultados e discussão_____________________________ _____________________  
 

      
     

A vastidão de esqueletos carbônicos e configurações absolutas que os diterpe-

nos possuem resulta das possibilidades de ciclização do GGPP, que podem ser racio-

nalizadas com base em implicações mecanísticas.198,205,206 Na biossíntese de diterpe-

nos labdânicos, por exemplo, a configuração absoluta do produto obtido dependerá da 

conformação adotada pelo substrato pro-quirálico [GGPP] durante a ciclização (figura 

94, p. 134).198,205 Quatro arranjos conformacionais são possíveis, dois cadeira-cadei-

ra e dois cadeira-barco, resultando na produção de diterpenos das seguintes séries 

estereoquímicas: I) série normal, II) série ent, III) série syn e IV) série ent-syn (figura 

94, p. yy). O mecanismo catalítico da ciclase de pirofosfato de ent-copaíla, um diterpe-

no da série ent, encontra-se bem compreendido (figura 95, p. 135).209  

 

Figura 95 - Mecanismo enzimático da ciclase de pirofasto de ent-copaloila. 
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Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 209. 

 

Conforme destacado na figura 94, p. 134, os labdanos das quatro séries estereo-

químicas possuem uma junção trans no sistema decalínico. Por causa disso, diterpe-

nos labdânicos contendo uma junção cis entre os anéis de seis membros são consi-

derados raríssimos na natureza. Exemplos incluem os produtos naturais peisonnol A 
210 e cis-esclareol211, 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 labdânico com junção cis, Snyder et al. 

(2010) demonstraram por síntese total que este tinha uma junção trans.210  

Até o momento, a configuração do cis-esclareol não foi refutada, porém, cabe 

salientar alguns aspectos controversos acerca da caracterização estrutural desse di-

terpeno. Primeiramente, destaca-se que foi sugerido que a conformação mais está-

vel do sistema bicíclico do cis-esclareol adota uma conformação cadeira-barco, hipó-

tese que não parece ser sustentada pelos resultados dos estudos teóricos realizados 

neste trabalho, nem pela maioria das evidências disponibilizadas na literatura. 212-216 

Em segundo lugar, menciona-se que há na literatura um relato anterior a este da ocor-

rência de um diterpeno com exatamente os mesmos deslocamentos químicos de RMN 

de 1H e de 13C, para o qual uma configuração diferente, anti-syn, foi proposta.217 Por 

fim, torna-se-á claro adiante que nem mesmo os valores dos deslocamentos quími-

cos de RMN de 13C são consistentes com a configuração relativa proposta para o cis-

-esclareol.   

Apesar dos relatos sobre ocorrência e biossíntese restringiram as relações es-

tereoquímicas entre os C5, C10 e C9 a, basicamente, três tipos comuns198,205,206: i) 

anti-anti, ii) ent-anti-anti e iii) anti-syn, tais evidências não são suficientes para desta-

car as outras possibilidades por dois motivos principais: i) existem relatos de substân-

cias com configurações diferentes210,211 e ii) a título do que se tem observado na bios-

síntese de esteróides com junção cis entre os anéis A e B, substâncias com configu-

rações ditas incomuns poderiam ser produzidas a partir das com configurações mais 

comuns, por exemplo, por epimerização, isomerização ou etapas de oxidação-redu-

ção.206 Desse modo, é mais seguro e útil avaliar todas as possíveis estereoquímicas, 

e decidir-se por uma com base em argumentos mais concisos, por exemplo, valores 

de deslocamentos químicos de RMN de 13C e/ou Efeitos Overhauser Nuclear. 

 

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

 A trans-decalina é conformacionalmente “rígida”, existindo em uma única con-

formação cadeira-cadeira (grupo de ponto: C2h).218-220 Esse termo “rígida” foi questio-

nado por Nasipuri (1994)218, quem alertou que não se deve confundir habilidade de 

inversão com flexibilidade, dado que, no estado líquido, a variável entrópica (S) é me-
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nor na cis-decalina, e, portanto, o isômero trans, dito rígido, possui maiores graus de 

liberdade. Em contrapartida, a situação para o isômero cis é um pouco mais compli-

cada, visto que este pode adotar duas conformações cadeira-cadeira, que são enan-

tioméricas e interconversíveis a temperatura ambiente.218-220 

Diferentemente da trans-decalina, onde os hidrogênios em axial e equatorial são 

sempre distinguíveis por RMN de 1H, para a cis-decalina se observa um espectro mé-

dio a temperatura ambiente.218 Todavia, assim como para a trans-decalina221,222, as 

demais conformações da cis-decalina são muito mais energéticas que a cadeira-ca-

deira.218-220 Resultados anteriores de cálculos (clássicos) de mecânica molecular mos-

traram que a conformação cadeira-cadeira da cis-decalina é 5,57 kcal/mol mais está-

vel que a ca-deira-barco, 8,14 kcal/mol mais estável que a barco-barco e 6,63 a 7,34 

kcal/mol mais estável que combinações da conformação barco-torcido com barco ou 

cadeira. 218,220 
 

4.4.1.2.3 Relações estereoquímicas entre os C5 e C-10 e C10 e C-9 de 1 
 

Figura 96 -  Prováveis configurações relativas para o sistema decalínico do diterpeno 1. Radical 
R=CH2CH2CH3 equivale aos modelos M1 a M5 e M7 a M9. 
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Além do C13, o diterpeno 1 possui quatro centros estereogênicos (C5, C8, C9 

e C10), e, portanto, oito configurações relativas seriam possíveis para o sistema deca-

línico ─ biciclo[4.4.0]decano hexasubstituído ─ de 1 (figura 96, p. 135). Com a finalida-

de de compreender o efeito da configuração sobre o comportamento conformacional 

dos modelos M1 a M5 e M7 a M9, efetuaram-se cálculos 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 cálculos pudessem ser extrapolados aos possíveis estereoisômeros 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-butílico por um propílico (figuras 97-102, p. 138-140). 

 
Figura 97 -  Confôrmeros mais estáveis (RHF/6-31G) de M1 a M3. 
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Figura 98 -  Confôrmeros mais estáveis (RHF/6-31G) de M4. 
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Figura 99 -  Confôrmeros mais estáveis (RHF/6-31G) de M5 e M6 (–Br). 
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+0,00 kcal/mol 
(57,5 %)

+0,18 kcal/mol 
(42,5 %)

 
 
 
 

Figura 100 -  Confôrmeros mais estáveis (RHF/6-31G) de M7. 
 

+0,00 kcal/mol 
(29,4 %)

+0,13 kcal/mol 
(23,5 %)

+0,31 kcal/mol 
(17,6 %)

M7: Confôrmeros de menor energia (E r˂2,98 kcal/mol)

+0,36 kcal/mol 
(16,1 %)

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

+1,65 kcal/mol 
(1,8 %)

+1,69 kcal/mol 
(1,7 %)

 
 
 
 

Figura 101 -  Confôrmeros mais estáveis (RHF/6-31G) de M8. 
 

+0,00 kcal/mol 
(36,0 %)

+0,12 kcal/mol 
(29,1 %)

+0,46 kcal/mol 
(16,5 %)

+0,60 kcal/mol 
(13,0 %)

+1,76 kcal/mol 
(1,8 %)

+1,86 kcal/mol    
(1,6 %)

+2,04 kcal/mol 
(1,2 %)

+2,22 kcal/mol 
(0,8 %)

M8: Confôrmeros de menor energia (E r˂3,15 kcal/mol)  
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Figura 102 -  Confôrmeros mais estáveis (RHF/6-31G) de M9. 
 

+0,00 kcal/mol 
(64,7 %)

+0,36 kcal/mol    
(34,9 %)

+3,01 kcal/mol 
(0,4 %)

M9: Confôrmeros de menor energia (E r˂3,68 kcal/mol)  

 

Independentemente da configuração relativa ou da relação estereoquímica, cis 

ou trans, da junção dos anéis, os resultados dos cálculos ab initio mostraram que os 

confôrmeros de menor energia (ER˂ 2,98 kcal/mol), pelo menos para os modelos se-

lecionados, adotam uma conformação cadeira-cadeira (figuras 97-102, p. 138-140). 

Contudo, é importante salientar que os confôrmeros de M8 e M9 adotam conforma-

ções cadeira-cadeira inversas as de M5 e M6 (figuras 99, 101, 102, p. 139 e 140). In-

teressantemente, observou-se que M7 sofre interconversão cadeira-cadeira, o que su-

geriu que a interação estérica entre os dois grupos metílicos, aqueles ligados aos car-

bonos carbinólico e cabeça de ponte, deve ser intensa, diminuindo a energia de ati-

vação para a interconversão cadeira-cadeira. Além disto, quando se comparou os re-

sultados obtidos para M5 com os de M6 (figura 99, p. 139), evidenciou-se que a pre-

sença do substituinte –Br, mesmo em axial, exerce pouco efeito sobre os comporta-

mentos dinâmicos dos sistemas bicíclicos de M1 a M9. 

Sendo assim, assumir-se-á que, em solução, o (s) confôrmero (s) de menor (es) 

energia (s) do diterpeno 1, tanto na forma monomérica como na dimérica (provavel-

mente a mais abundante), adota (m) uma conformação cadeira-cadeira, independen-

temente da sua configuração relativa. Além disto, a partir daqui, a menos que se es-

pecifique o solvente deuterado, quando um deslocamento químico for citado, deve-se 

assumir que se refere ao obtido para 1 em CDCl3.  
 

4.4.1.2.4 Dados de RMN de 13C: Relações estereoquímicas entre C5 e C-10 e C-10 
e C-9 de 1 
 
 

Com o intuito de compreender melhor como os valores de deslocamentos quí-

micos de RMN de 13C podem ser utilizados para se determinar as configurações rela-

tivas em C5, C9 e C10, e, por conseguinte, dizer a qual série estereoquímica perten-
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cia o diterpeno 1, analisaram-se os deslocamentos químicos das substâncias Lit-8  a 

Lit-11  (figura 103, p. 141). Esses modelos foram os únicos parecidos com 1 disponibili-

zados na literatura que atenderam aos seguintes critérios de seleção: i) as configura-

ções relativas precisavam ter sido estabelecidas por cristalografia de raios-X ou sín-

tese estereosseletiva, ii) ao “C-8” (vicinal ao da cadeia lateral) precisava estar ligado 

um grupo –OH, iii) a configuração em “C-8” poderia variar, exceto para o modelo syn-

-ant, onde o grupo –OH teria que estar necessariamente em axial, visto que os cálcu-

los computacionais mostraram que o equilíbrio conformacional desse estereoisôme- 

ro parece depender da configuração desse centro estereogênico, iv) considerando so-

mente os C-5, C-9 e C-10, haver dados disponíveis para as quatro possíveis configu-

rações relativas (junção trans: anti-anti e anti-syn; junção cis: syn-anti e syn-syn), v) 

serem diastereoisômeros, vi) a cadeira lateral (ligada em “C9”) tinha que apresentar, 

no mínimo, a demanda estérica de uma propila e vii) se houvesse algum outro substi-

tuinte na estrutura, seus efeitos sobre os deslocamentos químicos dos carbonos de-

veriam ser dedutíveis.   

 

Figura 103 -  Deslocamentos químicos de RMN de 13C de Lit-8  a Lit-11 . Ref. 216. Os deslocamentos 
químicos foram atribuídos neste trabalho. O astericos (*) significa que as atribuições são 

intercambiáveis. Ref. 210. 
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Como mostrado na figura 103, p. 141, os diastereoisômeros podem ser diferen-

ciados pelos deslocamentos químicos de três carbonos: i) –CH (“C-9”) em que está 

ligado a cadeia lateral, ii) -CH (“C-5”) cabeça de ponte e iii) –CH3 (“C-20”) ligado ao 

outro carbono cabeça de ponte. O isômero anti-anti (Lit-8 ) pode ser distinguido dos 

demais pelo valor do deslocamento químico do “C-20”, o qual é pelo menos 2,1 ppm 

mais blindando do que em qualquer um dos demais estereoisômeros. O anti-syn (Lit-

-9) pode ser diferenciado do syn-anti (Lit-10 ) pelo valor do deslocamento químico do 

18,1 ≤ δ ≤ 24,6 18,0 ≤ δ ≤ 28,1 21,4 ≤ δ ≤ 29,8 
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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 químico do “C-5”. O estereisômero syn-anti (Lit-10 ) pode 

ser reconhecido pelo deslocamento químico do carbono “C-9”, o qual é significativa-

mente mais blindado do que nos demais estereoisômeros. Embora os valores dos 

deslocamentos químicos dos carbonos “C-5” e “C-9” do estereoisômero syn-syn (Lit-

-11) sejam, de certa forma, similares aos do anti-anti (Lit-8 ), os deslocamentos quí-

micos dos “Cs-20” desses estereoisômeros diferem-se bastante entre si, o que permite 

distingui-los. 

 

Figura 104 -  Principais interações envolvidas nas diferenças de deslocamentos químicos de RMN de 
13C observadas entre Lit-8  a Lit-11 . Ref. 210. *Somando-se todas as interações observadas ao longo 

de todas as ligações envolvendo o carbono quartenário cabeça de ponte. 
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As diferenças supracitadas podem ser entendidas com base em efeitos muito 

bem conhecidos e estudados em espectroscopia de RMN de 13C.223 A blindagem ob-

servada para o “C-5” do estereisômero anti-syn (Lit-9 ), em relação ao do anti-anti 

(Lit-8 ), mostra que a inversão da configuração desse carbono força a cadeira lateral 

a se posicionar em axial, o que resulta numa interação 1,3-diaxial intensa. Além dis-
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to, essa inversão de configuração anula a interação γ-gauche com o “C-20” desprote-

gendo-o. De modo similar, a blindagem significativa observada para o “C-9” do es-

tereisômero syn-anti (Lit-10 ) provém de uma interação γ-gauche severa com um “ra-

dical do tipo terc-butílico”. Por fim, a diferença entre os deslocamentos químicos dos 

“Cs-20” dos diastereoisômeros anti-anti (Lit-8 ) e syn-syn (Lit-11 ) reflete o número me-

nor de interações butano γ-gauche exercidas sobre o “C-20” (–CH3) no isômero syn- 

-syn (Lit-11 ); cinco versus três (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 α, β, γ, δ e ε. Para derivados 4-terc-bu-

tilciclohexânicos, a inserção de um grupo –Br em equatorial desprotegeria os Cα, Cβ 

e Cγ em 25,00, 11,30 e 0,70 ppm, respectivamente, e protegeria os Cδ e Cε em 2,02 

e 0,33 ppm, respectivamente. Um grupo –Br posicionado em axial, por outro lado, des-

protegeria os Cα e Cβ em 27,50 e 8,12 ppm, respectivamente, protegeria os Cγ e Cδ 

em 6,28 e 1,12 ppm, respectivamente, e exerceria o mesmo efeito de proteção de um 

em equatorial sobre o Cε (0,33 ppm) (figura 105, p. 143).224  
 

Figura 105 - Deslocamentos químicos de RMN de 13C dos “Cγ e Cε e da –Meε” de Lit-12  a Lit-16 . 
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Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 225-231. 

 
 

Considerando-se os resultados dos cálculos 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 influência sobre os deslocamentos químicos dos Cγ e Cε e sobre 
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o da –Meε, o que validou a escolha desses modelos apesar da presença do grupo –

–Br. Essa simplificação foi confirmada pelos dados espectrométricos dos diterpenos, 

com relação estereoquímica anti-anti, da figura 105, p. 143.225-231  

Entretanto, no modelo Lit-10 , cuja a conformação cadeira-cadeira adotada pelo 

confôrmero mais estável foi inversa a de Lit-11 , o grupo –Br ocupava uma posição 

axial, o que foi corroborado por meio da análise conformacional da molécula-modelo 

M6 (figura 99, p. 139). Por causa disso, esse grupo exerceu um efeito significativo so-

bre o Cγ. Sendo assim, o valor do deslocamento químico desse carbono estava sub-

estimado para o propósito desejado neste trabalho, e concluiu-se que este por si só, 

sem as devidas correções de efeitos de substituintes, não serviria para auxiliar no dia-

gnóstico de diterpenos (C-8 hidroxilados) com relação estereoquímica syn-anti. Con-

tudo, como o valor do deslocamento químico 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 quí-

mico do “C-9” dependerá da configuração do carbono carbinólico, −C−OH, bem co-

mo da natureza da cadeia lateral. Portanto, esses aspectos estruturais e suas impli-

cações sobre o deslocamento químico do carbono “C-9” devem sempre ser consi-

derados. A dependência decorrente da configuração do C−OH é detalhadamente dis-

cutida, dentro do contexto da determinação da configuração relativa do C-8 de 1.    

 Já que os deslocamentos químicos dos carbonos podem mudar drástica e/ou 

arbitrariamente dependendo das presença e posição espacial de algum substituinte 

adicional na estrutura, a proposição de regras empíricas que tenham utilização univer-

sal nunca foi o objetivo do presente trabalho. Contudo, as observações feitas a partir 

de uma análise comparativa dos dados espectrométricos de Lit-8  a Lit-11 , quando 

empregadas em um contexto adequado, cobrirão um número expressivo de diterpe-

nos. Além disso, a aplicabilidade das regras empíricas que emergiram a partir dessas 

observações pode ser expandida se associadas com as regras bem estabelecidas de 

efeitos de substituintes sobre os deslocamentos químicos de carbonos.223 Na discus-

são da caracterização estrutural do diterpeno 4 é fornecido um exemplo de como uti-

lizar essas regras de forma expandida.  

 Os valores determinados para os deslocamentos químicos dos C-5 e C-9 e do 

carbono da Me-20 do diterpeno 1 foram δ 55,9, 59,3 e 15,1, respectivamente. Estes 

foram muito similares aos dos modelos da figura 105.225-231 É importante enfatizar que 
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todos os modelos dessa figura tiveram suas configurações confirmadas por cristalo-

grafia de raios-X ou síntese estereosseletiva, e, por isso, foram escolhidos. Com ba-

se nessas evidências experimentais, e em tudo que foi exposto acima, tornou-se evi-

dente que, como fora publicado por Marchesini et al.59, o ácido (−)-ent-8β-hidroxi-lab-

dan-15-óico tem configuração relativa anti-anti, uma vez que somente essa relação 

estereoquímica explicou os valores de deslocamentos químicos observados para os 

C-5 e C-9 e para o carbono da Me-20, em especial o deslocamento químico deste úl-

timo (δ 15,1).  

 

4.4.1.3 Configuração relativa em C-8 de 1 
 

A determinação da configuração relativa em C-8 pôde ser feita baseando-se em 

várias argumentações e evidências experimentais. A primeira evidência foi o valor do 

deslocamento químico observado para o C-17 (δ 30,5) de 1, o qual foi consistente com 

um grupo metílico ocupando uma posição equatorial. Consequentemente, o grupo hi-

droxílico (─OH) estava em axial.59  

Em 1977, Imamura et al.232 relataram que a inversão da configuração em C-8 

resultava numa mudança significativa do deslocamento químico do C-17. Relataram 

ainda que metilas em axial são mais blindadas que as em equatorial.232 Especifica-

mente, eles observaram que o C-17 do ácido labdanólico, que ocupa uma posição axi-

al, era 7,4 ppm mais blindada que o C-17 do éster metílico do ácido ent-labdan-8β-   

-ol-15-óico.232 Efeitos de blindagem bem próximos 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 químico do C-17 de 1 com os dos modelos com 

grupo metílico em equatorial confirmaram que o grupo –OH em C-8 de 1 estava axial-

mente posicionado.220,233-235  

O valor de deslocamento químico observado para os hidrogênios da Me-20 (δ 

0,95) também estava de acordo com a configuração relativa determinada para o C-8 

de 1. Segundo Hugel, Oehlschlager e Ourisson (1966), quem primeiramente fizeram 

essa observação, os hidrogênios da Me-20 são relativamente mais blindados quando 

o grupo hidroxílico está em equatorial e a Me-17 em axial do que vice-versa.236 No di-

terpeno (13S)-ent-labdan-8α-ol-15-oato de metila, por exemplo, o valor do desloca-
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mento químico (δ 0,81) dos hidrogênios da Me-20 é 0,14 ppm menor do que no seu 

epímero C-8 (δ 0,95).232,236 

 

Figura 106 -  Deslocamentos químicos de grupos metílicos em axiais e equatoriais, em substâncias 
estruturalmente similares ao diterpeno 1. 
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Fonte:  Elaborada pelo autor. Refs. 220, 233-235. 

 

Os efeitos do grupo ─OH e da sua orientação espacial sobre os deslocamen-

tos químicos dos carbonos α, β, γ e δ foram extensivamente estudados para sistemas 

cíclicos, inclusive para decalinas.223,224,237 Em álcoois secundários, os efeitos de des-

proteção em Cα e Cβ são maiores quando um grupo hidroxílico está em equatorial 

do que em axial; Cα: 44,13 versus 38,93 ppm e Cβ: 8,52 versus 5,95 ppm, respecti-

vamente.224 Em contrapartida, observou-se que um grupo hidroxílico (–OH) em axial 

exercia maior desproteção sobre o Cδ.224 Um exemplo disso são os efeitos exercidos 

sobre as metilas angulares em anéis peridrociclopentanofenantrênicos, 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.238 Já as posições γ são protegidas pelo grupo hidroxílico, por algo em torno de 

6,9 ppm quando este está em equatorial e por ~2,3 ppm quando está em axial.224 
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Os valores supracitados para os efeitos α, β e γ são relativos aos dos isômeros 

do 4-terc-butilciclohexan-1-ol, os quais não possuem substituintes nas posições β (2 

e 6) e γ (3 e 5) e, por causa do substituinte anancomérico, são conformacionalmente 

rígidos, podendo estes, portanto, ser diferentes dependendo de aspectos estruturais 

e dinâmicos do álcool, bem como da natureza do sistema cíclico. Para derivados ciclo-

hexânicos, resultados anteriores mostraram que as magnitudes e mesmo os sinais 

dos tais efeitos – α, β e γ – podem sofrer alteração caso haja um ou mais grupos al-

quílicos em uma ou mais dessas posições.224  

De igual modo, em álcoois terciários, onde estão presentes interações estéril-

cas severas, que podem ser realçadas pela existência de grupos nos Cβ e Cγ, as pre-

dições dos efeitos exercidos pelo grupo –OH sobre o Cα e os carbonos vizinhos não 

são simples.224,239 Como exemplo, citam-se os efeitos do –OH nos isômeros cis e trans 

do 1-metil-4-terc-butilciclohexan-1-ol. Um –OH em equatorial desprotege os Cα, Cβ, 

Cγ e a metila em 43,82, 8,13, 3,57 e 7,79 ppm, respectivamente, e protege o Cδ em 

1,05 ppm. Um –OH em axial exerce efeitos de mesmos sinais sobre os Cα (+36,26 

ppm), Cβ (+3,31 ppm) e Cδ (-0,27 ppm) e sobre o grupo metílico (+8,71 ppm), mas de 

sinal contrário sobre o Cγ protegendo-o em 5,02 ppm. A desproteção causada no Cγ 

pelo –OH em equatorial contrasta com o que geralmente ocorre em álcoois secundá-

rios cíclicos, onde se observa uma proteção.224 Os valores citados para o isomêro cis 

foram calculados em relação aos do isômero trans do 1-metil-terc-butilciclohexano, en-

quanto o do estereoisômero trans foram calculados em relação aos do cis-1-metil-terc-

-butilciclohexano.224 

Posto isso, torna-se claro que as estimativas de deslocamentos químicos de 

carbonos visando a determinação da posição, equatorial ou axial, de um grupo hidro-

xílico em álcoois terciários cíclicos precisam ser efetuadas com muita cautela. Neste 

sentido, selecionaram-se os deslocamentos químicos dos carbonos dos modelos Lit-

-17 e Lit-18 , os quais são substâncias decalínicas com substituintes nas mesmas po-

sições que as do diterpeno 1. Contudo, diferentemente da metodologia adotada para 

avaliar os efeitos de proteção/desproteção do –OH sobre os carbonos dos isômeros 

do 1-metil-4-terc-butilciclohexan-1-ol, efetuaram-se cálculos entre os deslocamentos 

químicos dos carbonos dos dois álcoois epiméricos selecionados.235 Considerando-  

-se os dados espectrométricos de RMN de 13C de Lit-17  e Lit-18 , os quais foram ad-

quiridos em CDCl3, e a subtração 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 Cα, de 2,4 ppm para o Cβ, de 3,1 ppm 

para o Cβ’, de ~2,5 ppm para o CHγ e de 0,4 ppm para a Meδ (figura 107, p. 148).235 
 

 
Figura 107 - Deslocamentos químicos de RMN de 13C de Lit-17  e Lit-18 . Valores de                     

δΔ(Lit-17  menos Lit-18 ). 
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Fonte:  Elaborada pelo autor. Ref. 235. 

 
A partir dos valores calculados de δΔ(Lit-17  menos Lit-18 ), os deslocamentos 

químicos dos C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-17 e C-20 de 1 foram preditos. Para is-

so, partiu-se dos valores relatados para ambos os epímeros C-13 do ácido labdanó- 

lico (figura 108, p. 149).240-242 A configuração absoluta do epímero C-13S foi estabe-

lecida por derivatização deste com brometo de p-bromo fenacila e subsequente aná-

lise cristalográfica do derivado obtido.242 Para as predições partindo-se do correspon-

dente epímero C-13R, utilizaram-se os dados recentemente publicados por García-  

-Sánchez et al., quem determinaram a configuração absoluta do ácido (+)-(5S,8R,9R, 

10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-óico por estudos de dicroísmo circular vibracional (VCD) 

associado com cálculos químico-quânticos do seu éster metílico.241  

Como mostrado na figura 108, p. 149, independentemente da configuração da 

cadeia lateral, os valores dos deslocamentos químicos preditos para os Cα (C-8), Cβ 

(C-9), Cβ' (C-7), Cγ (C-6) e para a Me-δ (C-20) foram muito próximos aos valores ob-

servados experimentalmente para o diterpeno 1, corroborando, assim, com a afirma-

ção que o –OH em C-8 de 1 estava em axial. Por fim, os dados espectrométricos de 

RMN de 13C dos epímeros C-8 Lit-15 e Lit-16  (figura 105, p. 143) confirmaram isso 

definitivamente.  
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Figura 108 -  Predição dos deslocamentos químicos de RMN de 13C 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 epímeros do ácido labdanólico.240,241 
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4.4.1.4 Confirmação das configurações relativas em C-5, C-8, C-9 e C-10: nOes e 
análises das multiplicidades  
  

Figura 109 - Interações espacias (selecionadas) e acoplamentos escalares 1H/1H chaves para a 
confirmação da configuração relativa do sistema decalínico de 1. 
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Com o intuito de refinar as atribuições dos deslocamentos químicos dos hidro-

gênios do sistema bicíclico de 1, diferenciando-se as posições axiais e equatorias que 

estes ocupavam, bem como obter evidências definitivas acerca das configurações re-

lativas em C5, C8, C9 e C10, efetuaram-se análises sistemáticas das multiplicidades 

e constantes de acoplamentos (tabela 5, p. 130) desses hidrogênios 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 são resumidos, as interações espaciais 

observadas pelos experimentos de NOESY e ROESY foram totalmente compatíveis 

com a configuração relativa proposta para o sistema decalínico de 1. Algumas das 

multiplicidades e constantes de acoplamento descritas para 1, e para as demais 

substâncias obtidas neste trabalho, foram estimadas ou determinadas por meio de 

simulações no programa FOMSC3.243 

 

4.4.1.5 Configuração absoluta (CA) de 1 
 

4.4.1.5.1 Atividade óptica de 1 
 

O ácido 8β-hidroxi-labdan-15-óico (1), [ ]25
Dα −5,4 deg/[dm(g.cm-3)] (s=0,06; c. 0,2; 

CHCl3), isolado dos excrementos de imaturos de B. polydamas, apresentou uma rota-

ção óptica específica com cerca de metade da magnitude do previamente isolado das 

folhas do mesmo espécime de A. giberti utilizado para alimentar as lagartas, [ ]25
Dα  −10,5 

deg/[dm(g.cm-3)] (c. 0,2; CHCl3).59 Além disto, observaram-se diferenças quando se 

compararam os valores dos deslocamentos químicos obtidos para o diterpeno 1 com 

os previamente publicados.59 Apesar dessas inconsistências, uma análise comparati-

va, efetuada entre os espectros de RMN de 1H de F-1F, Ba-1F e 1, revelou que a subs-

tância excretada pelas lagartas se tratava da mesma substância terpênica presente 

nas folhas (figuras 110 e 111, p. 150 e 151).  

 

Figura 110 -  Dados de RMN de 1H de 1 obtidos e publicados por Marchesini et al. (2009).59  
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Figura 111 -  Espectros de RMN de 1H de a) 1, b) F-1F e c) Ba-1F (CDCl3, 500 MHz). 

a)

b)

c)

 



152 
Resultados e discussão_____________________________ _____________________  
 

      
     

Com base na magnitude e no sinal da rotação óptica específica observados pa-

ra 1, foi anteriormente proposto que o diterpeno 1 pertencia a série enantio e que a 

configuração em C-13 seria S.43,59 A principal argumentação dada para sugerir a con-

figuração em C-13 fora que 1 apresentara um valor de rotação óptica significativamen-

te diferente de seu éster metílico C-13R.59 Já a configuração absoluta (CA) do sistema 

trans-decalínico foi sugerida baseando-se no sinal negativo da atividade óptica obser-

vada para 1.43  

Apesar da polarimetria estar, sobretudo com os avanços da química teórica e 

dos computadores, ressurgindo como uma ferramenta útil e confiável para a determi-

nação de CA244-251, dados de rotação óptica por si só devem ser utilizados com muito 

cuidado para esse fim.244,248,251,252 Estudos de correlações entre atividades ópticas de 

substâncias análogas, outrora largamente utilizados para inferir CAs, também possuem 

diversas limitações244,248,251-253, visto que os sinais e as magnitudes das atividades óp-

ticas podem variar de formas arbitrárias mesmo entre substâncias estruturalmente mui-

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

 
Figura 112 - Atividades ópticas dos epímeros C-13 do ácido labdanólico. Refs 240 e 241. 
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Figura 113 - Efeito da metilação de grupos –CO2H e –OH sobre a magnitude da atividade óptica. Ref. 
254. 
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Figura 114 -  Efeito da oxidação de um grupo –CH2OH sobre a magnitude e sobre o sinal da atividade 
óptica. Ref. 251. 
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Figura 115 -  Exemplo clássico dos iridóide isoplumericina, plumericina e oruvacina, respectivamente. 
Refs. 247 e 248. 
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 Sendo assim, neste trabalho, revisitou-se a CA do ácido 8β-hidroxi-labdan-15-

óico (1), o qual foi isolado de excrementos de lagartas da borboleta B. polydamas e 

havia sido previamente obtido das folhas do espécime utilizado para alimentá-las.59 

Embora fora comprovado que o diterpeno isolado de fezes era o 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 configuração relativa do sistema decalínico de 1 foi minuciosamente estabe-

lecida por análises espectroscópicas de RMN, enquanto que a configuração absoluta 

foi determinada por estudos de DCV associado com cálculos químico-quânticos [DFT: 
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B3LYP/6-31G(d)]. Embora com grau de confiança de atribuição muito baixo, os resul-

tados obtidos pelos estudos de DCV sugeriram que a configuração em C-13 de 1 era 

R, ao invés de S. Por isso, empregaram-se diversas abordagens adicionais, que in-

cluiu a aplicação de uma metodologia de RMN (método PGME) baseada na derivati-

zação com reagentes quirais anisotrópicos163, para se determinar a configuração em 

C-13 de 1.  

 

4.4.1.5.2 Dicroísmo circular vibracional: Análise de diterpenos 
 

A propriedade dicroísmo circular (DC) refere-se a absorção diferencial das lu-

zes circularmente polarizadas para a direita e esquerda, que ocorre quando uma mo-

lécula contêm um ou mais cromóforos quiralícos.255 Diferentemente da polarimetria, 

que se baseia no fato que moléculas quirais exibem birrefringência circular, isto é, di-

fratam desigualmente as duas componentes de uma luz linearmente polarizada, so-

mente em comprimentos de onda (λ) nos quais ocorrem absorções é que se verifica 

o fenômeno do dicroísmo circular.255-257  

A espectroscopia de dicroísmo circular vibracional (DCV) é uma técnica quiró-

ptica que mede a propriedade DC, de moléculas quirais, em comprimentos de onda 

onde ocorrem transições vibracionais.257 A primeira medida de DCV foi efetuada em 

1974 por Holzwarth et al.258 Logo em seguida, uma série de trabalhos utilizando essa 

técnica foi publicado por um grupo de pesquisa do Laboratório Stephens da Univer-

sidade do Sul da California (USC), quem analisaram 23 substâncias.257 Os resultados 

desses trabalhos evidenciaram o grande potencial da técnica DCV para se determi-

nar a CA de substâncias quirais, principalmente daquelas que não atendiam aos cri-

térios necessários para serem analisadas por dicroísmo circular eletrônico.257  

Segundo Stephens, Devilin e Cheeseman (2012), os dois principais gargalos 

que limitaram a utilização de medidas de DC na região do IV nos primeiros anos da 

sua implantação foram: I) a instrumentação existente operava em uma faixa restrita 

de frequência ( >1.600 cm-1) e II) uma metodologia teórica confiável precisava ser de-

senvolvida para simular espectros com valor prático.257 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 determinação de CAs, como foi constatado por 

um levantamento bibliográfico realizado nas bases de dados Web of Science e Che-
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mical Abstracts. Esse levantamento resultou na localização de 14 trabalhos que utili-

zaram essa técnica para a determinação ou para a revisão da CA de diterpenos, dos 

quais 3 foram especificamente com labdanos.241,254,259    

 

4.4.1.5.3 Considerações sobre análises conformacionais de ácidos carboxílicos e 
determinação da configuração absoluta de 1d por DCV 

 

 Ácidos carboxílicos são conhecidos pelas fortes associações intermoleculares 

que estabelecem, as quais estão presentes em soluções, mesmo diluídas, e nas fases 

líquida, sólida e gasosa.260 Ácido acético, por exemplo, forma, na fase gasosa abaixo 

de 150 ºC, dímeros cíclicos centrossimétricos, com energia de dissociação de aproxi-

madamente 15 kcal/mol.261 Outras espécies, tais como, dímeros cíclicos de outras si-

metrias, dímeros acíclicos, trímeros e tetrâmeros, também têm sido detectadas para 

alguns ácidos carboxílicos.261,262  

Em solventes de baixas constantes dielétricas, como CCl4 e CHCl3, ácidos car-

boxílicos, inclusive os ácidos acético e fórmico, existem em equilíbrio nas formas mo-

nomérica e dimérica, mas, em geral, predomina o dímero cíclico centrossimétrico.263
 

Entretanto, é conhecido que uma ligação de hidrogênio intramolecular entre o grupo 

carboxílico e um doador de elétrons pode favorecer a formação da espécie monomé-

rica tornando-a mais, ou tão estável quanto, a dimérica.260 Neste sentido, Kuppens 

et al., em 2006, mostraram por DCV que, em CHCl3 e CS2, a proporção da espécie 

monomérica do ácido tetrahidrofuran-2-carboxílico é muito próxima a do dímero cícli-

co, devido à ligação de hidrogênio intramolecular que os confôrmeros monoméricos 

mais estáveis estabelecem em soluções de solventes apolares ou de baixas polarida-

des.260   

Além disto, para ácidos carboxílicos em soluções observaram-se também, teo-

rica- e experimentalmente, associações heterodiméricas, ácido carboxílico–solvente, 

e formação de microfases.261,263 Soluções aquosas de ácido acético, por exemplo, for-

mam duas microfases, uma rica em H2O e outra rica em ácido acético.263 O mesmo 

comportamento também foi observado em metanol e etanol.263 Por outro lado, em so-

luções de solventes polares apróticos, como nitrilas e éteres, observaram-se duas es-

pécies em equilíbrio para o ácido acético: i) a espécie monomérica e ii) uma espécie 
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dimérica constituída por uma molécula de ácido acético e uma do solvente.261,263 Isso 

evidenciou que os monômeros são preferencialmente formados nesses solventes.261  

É conhecido que, em estudos de DCV de ácidos carboxílicos, simulações de 

dímeros ou de adutos com ácido fórmico resultam numa melhor correlação entre os 

espectros de DCV e IV experimentais e calculados.261 Todavia, como exposto acima, 

os ácidos carboxílicos exibem comportamentos dinâmicos bem complexos, o que tor-

na as suas análises conformacionais muito custosas do ponto de vista computacio-

nal, principalmente quando a molécula a ser estudada possui várias ligações rotacio-

náveis. 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 labdânicos241,254,259, escolheu-se para efetuar o estudo por 

dicroísmo circular vibracional (DCV) associado com cálculos DFT o éster metílico 1b, 

o qual foi preparado pela metilação de 1 com diazometano. 

A formação do derivado 1b foi confirmada por RMN e EM (figuras 116 a 120, 

p. 156 e 157). No espectro de massas de 1b, com ionização por eletrospray no modo 

positivo, observaram-se picos de íons com m/z 321,2 ([M−H2O+H]+), 356,3 ([M+NH4]+), 

361,3 ([M+Na]+) e 377,1 ([M+K]+), os quais foram compatíveis com a fórmula molecu-

lar C21H38O3. 

 

Figura 116 -  Espectro de massas de 1b (IES, +10 V, infusão direta). 
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 O espectro de RMN de 13C de 1b (figura 119, p. 158) foi muito semelhante ao 

de 1. As únicas diferenças observadas foram: i) houve uma mudança significativa no 

deslocamento químico do C-15 (׀Δδ4,5=׀ ppm) e ii) apareceu, no espectro de 1b, um 

sinal com deslocamento químico típico de carbono metoxílico alifático. Os valores dos 

demais deslocamentos químicos dos carbonos de 1b foram quase idênticos aos de 

1 (figura 117, p. 157). O espectro de RMN de 1H de 1b também foi muito parecido com 

o do correspondente ácido, sendo a presença de um singleto de hidrogênios metoxíli-

cos em δ 3,66, e a blindagem dos hidrogênios metílicos ligados em C-16 as diferen-

ças mais perceptíveis entre os espectros (figura 118, p. 157).  

 
Figura 117 -  Dados de RMN de 13C de 1 e 1b, respectivamente. 
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 A atribuição dos deslocamentos químicos dos hidrogênios e carbonos de 1b (ta-

bela 6, 163) foi efetuada pela análise dos seus dados espectrométricos de RMN de 1H 

e de 13C uni- e bidimensionais, bem como pela comparação desses dados com os de 

1 e com os de modelos disponibilizados na literatura.59,232,264 

 

Figura 118 -  Espectros de RMN de 1H de 1 e 1b (CDCl3, 600 MHz), respectivamente. 
 

OH

H

CO2Me

OH

H

CO2H−OMe

 



158 
Resultados e discussão_____________________________ _____________________  
 

      
     

Figura 119 -  Espectro de RMN de 13C de 1b (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 120 -  Espectro (expansão) de RMN de 13C de 1b (CDCl3, 151 MHz). 
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O derivado 1b, o qual é oleoso a temperatura ambiente, apresentou um valor 

de rotação óptica específica de [ ]25
Dα −7,3 deg/[dm(g.cm-3)] (c. 0,2; CHCl3). Para o epí-

mero C-13S de 1b, encontram-se relatos na literatura de valores de −4,0 a −5,0 deg/ 

[dm(g.cm-3) para essa propriedade quiróptica e um intervalo de fusão de 82-83º C.232, 

264 Por causa dessas pequenas mas importantes discrepâncias, associadas ao fato das 

CAs de 1 e 1b (C-13S) terem sido previamente estabelecidas por métodos empíricos, 

investigaram-se, por DCV associado a cálculos DFT, as configurações dos carbonos 

estereogênicos do sistema decalínico e da cadeia lateral de 1b. As curvas teóricas dos 

quatro diastereoisômeros possíveis foram simuladas (figuras 124 e 125, p. 161 e 162). 

Os confôrmeros mais estáveis dos diastereoisômeros D1 e D3 são mostrados nas fi-

guras 121-125, p. 159-163, junto com as suas populações segundo a distribuição de 

Boltzmann.  
 

Figura 121 -  Quatro possíveis diastereoisômeros de 1b (D1=1b, D2, D3 e D4). 
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Enquanto as curvas teóricas de DCV dos diastereoisômeros 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 diastereoisômeros, D2 e D4, 

mostraram efeitos Cotton inversos (figuras 124 e 125, p. 161 e 162). Desse modo, 

concluiu-se que a configuração da subestrutura trans-decaliníca de 1b era C-5R, C-

8R, C-9S e C-10R.  

Principalmente com o objetivo de diferenciar os epímeros D1 e D3, as curvas 

teóricas e experimentais de DCV foram comparadas utilizando o programa Compare 

VOA (BioTools, Inc.). Embora com grau de confiança de atribuição muito baixo, (C-   

-13R: 100% versus C-13S: 84%), o que impossibilitou a determinação inequívoca da 

configuração em C-13 de 1b, os resultados obtidos da análise efetuada nesse progra-

ma sugeriram que a configuração mais provável em C-13 de 1b seria R (D1). 



160 
Resultados e discussão_____________________________ _____________________  
 

      
     

Figura 122 -  Geometrias otimizadas [B3LYP/6-31G(d)] dos confôrmeros mais estáveis do epímero    
C-13R de 1b=D1. 
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Figura 123 -  Geometrias otimizadas [B3LYP/6-31G(d)] dos confôrmeros mais estáveis do epímero   
C-13S de 1b=D3. 
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Figura 124 -  Comparação 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 estão os resultados dos estudos de correlação efetuados no programa CompareVoa (BioTools, Inc.).  
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Figura 125 -  Comparação entre os espectros de IV e DCV obtidos para 1b (D1) com os calculados para D1 e D3: a) Curva de D1 (C-13R) e b) Curva de D3.  
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Tabela 6 -  Dados de RMN de 1H e de 13C de 1a e 1b (14,1 T, δ, W1/2 ou J em Hz). 
Posição  1§ 1‡ 

 δC δH δC δH 
1eq 
1ax 

40,6 1,70 dtd ap, W1/2 12,6, 3,6 e 0,6 
0,89 dt ap, W1/2 13,2 e 3,0 

39,1 1,65 dtd ap, W1/2 12,6, 3,0 e 1,8 
0,85 comp 

2eq 
2ax 

19,3 1,39 m 
1,64 qt ap, W1/2 13,8 e 3,6 

18,2 1,39 m 
1,59 qt ap, W1/2 13,2 e 3,6 

3eq 
3ax 

43,4 1,38 m 
1,17 td ap, W1/2 12,6 e 3,9 

42,0 1,38 m 
1,13 td ap, W1/2 13,8 e 4,2 

4 34,2 − 33,2 − 
5ax 57,5 0,86 comp 55,9 0,83 comp 
6eq 
6ax 

19,6 1,46 dddd*, 13,2, 3,7, 2,4 e 1,8 
1,58 qd ap, W1/2 12,6 e 3,6 

18,3 1,50 m (2Hs) 

7eq 
7ax 

43,1 1,74 dt ap, W1/2 13,5 e 3,0 
1,41 m 

42,2 1,74 m 
1,45 m 

8 73,9 − 73,2 − 
9ax 61,2 0,72 tl, W1/2 3,5 59,3 0,74 tl, W1/2 3,6 
10 40,3 − 38,9 − 
11 23,9 1,40 m 

1,35 m 
22,5 1,33 m (2Hs) 

12 42,8 1,38 m 
1,21 m 

40,6 1,39 m 
1,22 m 

13 33,4 1,91 m 31,2 1,95 oct ap, W1/2 6,6 
14 47,0 2,24 dd, W1/2 12,4 e 4,9 

1,92 m 
41,4 2,34 dd, 14,4 e 6,3 

2,14 dd, 14,4 e 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 1,12 s 30,5 1,11 s 
18eq 34,0 0,87 s 33,4 0,86 s 
19ax 22,2 0,85 s 21,6 0,82 s 
20ax 15,8 0,98 s 15,1 0,95 s 
OMe − − 51,3 3,66 s 

‡CD3OD; §CDCl3; comp=Sinal complexo de difícil interpretação devido a sua multiplicidade e/ou so-
breposição deste com um ou vários outros sinais; ap=aparente; *multiplicidade determinada com auxí-
lio do programa FOMSC3. Multiplicidade em itálico. 
 

Para solucionar as dúvidas levantadas pela medida polarimétrica e pelo estu-

do de DCV, a configuração em C-13 de 1 foi investigada mais detalhadamente. Com 

o intuito de se obter um monocristal adequado para análise por cristalografia de raios-

-X, num primeiro momento, converteu-se o diterpeno 1 no respectivo carboxilato de 

sódio 1a. Os dados espectrométricos de 1a também foram muito semelhantes aos 

de 1, sendo as desblindagens (׀Δδ1,4 ≤׀ ppm) observadas para os C-12 a C-15 as di-

ferenças mais notáveis (figuras 126-129, p. 164-165). Embora seja também necessá-

rio considerar o efeito do contra íon, é geralmente aceito que a desproteção observa-

da para o carbono carboxílico é decorrente da alteração de um par de elétrons ligan-

te para um não-ligante (tabela 6, p. 163).265  

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 configuração em C-13 de 1: i) metodologia de derivatização com os reagentes
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Figura 126 -  Espectro de RMN de 13C de 1a (CD3OD, 151 MHz). 
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Figura 127 -  Espectro de RMN de 13C de 1a (CD3OD, 151 MHz). 
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Figura 128 -  Espectro de RMN de 1H de 1a (CD3OD, 600 MHz). 
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Figura 129 -  Espectro de RMN de 13C de 1a (CD3OD, 600 MHz). 
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quirais anisotrópicos cloretos de R- e S-PGME, ii) estudos conformacionais de deriva-

dos amídicos PGME e iii) cálculos de deslocamentos químicos (δs) de RMN de 1H e 

de 13C.  

 

4.4.1.5.4 Determinação da configuração em C-13 de 1 
 

4.4.1.5.4.1 Diferenciação de epímeros por meio de dados de RMN 
 

Os dois prováveis epímeros de 1, 13R ou 13S, não são facilmente distinguíveis 

por aplicação de técnicas de RMN, inclusive por experimentos de NOESY. Esperar-  

-se-ia, porém, que quando se comparasse os dados espectrométricos de RMN, se ob-

servasse diferenças entre os valores dos deslocamentos químicos dos carbonos e hi-

drogênios desses epímeros. Essas diferenças sutis foram, por exemplo, utilizadas pa-

ra a distinção dos diastereômeros eperuato de metila e labdanoato de metila.266 Para 

isso, esses estereoisômeros foram sintetizados por síntese estereosseletiva e os seus 

dados de RMN de 13C foram comparados com os de amostras autênticas, cuja confi-

guração em C-13 era conhecida (figura 130, p. 166).266 

 

Figura 130 -  Eperuato de metila (Lit-19 ) e labdanoato de metila (Lit-20 ).266 
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Recentemente, García-Sánchez et al. (2014) observaram que havia diferenças 

significativas entre alguns dos deslocamentos químicos dos carbonos e/ou hidrogê-

nios dos epímeros dos seguintes diterpenos: i) labd-7-en-15-oato de metila (Lit-21 ), 

ii) ácido 8-hidroxilabdan-15-óico (Lit-22 ) e iii) labdan-8-en-15-oato de metila (Lit-23 ). 
241 No entanto, constataram também que não era possível distinguir, por RMN, os epí-

meros do 8-hidroxilabdan-15-oato de metila (Lit-24 ) (figura 131, p. 167).241  
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Figura 131 -  Estruturas químicas de Lit-21 a Lit-24 . Os valores de Δδ correspondem as diferenças 
calculada entre os deslocamentos químicos dos epímeros.   
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Fonte:  Elaborada pelo autor. Ref. 241. 

 

 
No total, existem na literatura três relatos sobre a ocorrência de diterpeno (s) 

com esqueleto carbônico e configuração relativa do sistema bicíclico iguais aos de 1.  
59,232,267 Apesar disso, dados espectrométricos confiáveis de RMN dos dois epímeros 

de 1 não estão disponíveis na literatura, uma vez que estes e/ou a configuração em 

C-13 foram omitidos nas publicações, ou a configuração em C-13 foi determinada ba-

seando-se somente em correlações entre atividades ópticas de análogos.  

Todavia, Imamura et al., em 1977, publicaram os dados espectrométricos de 

RMN de 13C do epímero de 1b, cuja a configuração em C-13 fora determinada por 

redução deste com LiAlH4 e comparação das propriedades físicas do produto forma-

do com as previamente relatadas para (5R,8R,9S,10R,13S)-labdan-8,15-diol.232,264 

Destacaram que os deslocamentos químicos atribuídos aos C-1, C-10 e C-14 seriam 

intercambiáveis, assim como os deslocamentos químicos atribuídos aos C-3 e C-7. 
238 Uma análise minuciosa, que envolveu a comparação dos dados publicados por 

Imamura et al. com os obtidos para 1 e 1b, apontou que, na verdade, a permutação 

deveria ocorrer entre as atribuições feitas para C-7 e C-12, seguida por um novo in-

tercambiamento entre os deslocamentos químicos dos C-12 e C-14. 
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Posto isso, os dados publicados para o éster metílico C-13S de 1 foram com-

parados com os obtidos para 1b.232 Para a maioria dos carbonos, a mudança da con-

figuração em C-13 afetou muito pouco (׀Δδ0,2≥׀ ppm) o valor do deslocamento quími-

co. Contudo, para os C-12 e C-15 observaram-se valores de ׀ΔδC׀ de 1,4 e 0,4 ppm, 

respectivamente. Essas diferenças, aliadas ao fato do derivado 1b ser oleoso à tem-

peratura ambiente enquanto o seu epímero (D3) funde a ~ 80º C, sugeriram que a 

configuração em C-13 de 1b seria inversa daquela do éster metílico publicado por 

Imamura et al., isto é, a configuração em C-13 de 1b seria R, o que estava em harmo-

nia com as demais evidências obtidas neste trabalho. Além disto, destaca-se que os 

resultados teóricos efetuados com 1b (=D1) e D3 mostraram que os confôrmeros de 

menor energia de 1b estabeleciam ligações de hidrogênio intramoleculares entre o 

grupo hidroxílico e carboxílico, enquanto os de D3 não as estabeleciam. Com base 

nisso, seria razoável propor que a diferença existente entre os estados físicos de 1b 

e D3 possa estar relacionada com a facilidade em estabelecer ligações de hidrogênio 

intermoleculares no retículo cristalino, as quais, por não haver a necessidade de rom-

pimento de uma ligação de hidrogênio intramolecular, devem ser formadas mais facil-

mente para o epímero C-13S (pf. 82-83º C).   

Quando o diterpeno 1 foi dissolvido em CDCl3 e, então, mantido em solução 

até a completa evaporação do solvente, este desidratou fornecendo os derivados ole-

fínicos 1e e 1f (figura 46, p. 84). É conhecido que alcoóis secundários e terciários po-

dem desidratar na presença de CDCl3, sendo a reação particularmente rápida quan-

do um ácido carboxílico é adicionado à solução.268-270 Sabe também que o CDCl3 pode 

se tornar ácido quando armazenado a temperatura ambiente por alguns meses.268 Es-

te é considerado ácido quando provoca mudança na coloração (pH<6) de uma solu-

ção aquosa contendo azul de bromotimol.268 Um teste para acidez demonstrou que o 

CDCl3 utilizado nas análises espectroscópicas era ácido, porquanto 3 mL deste dimi-

nui o pH de 6 mL de água para metade em termos de unidade de pH. Sendo assim, 

sugeriu-se que a desidratação de 1 fora preponderantemente catalisada pelo ácido re-

sidual contido no CDCl3, mas também seria provável que uma auto-catálise ocorrera. 

As estruturas de 1e e 1f foram caracterizadas por RMN uni- e bidimensionais 

(RMN de 1H e de 13C, DEPT 135º e 90º, gHQSC, gHMBC, gCOSY e gHSQC-TOCSY), 

bem como por comparações dos dados espectrométricos obtidos com os disponibili-

zados na literatura (tabela 7, p. 170).241 Assim como fora observado para o éster me-
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tílico 1b, os valores de deslocamentos químicos dos produtos de desidratação de 1, 

em especial os da olefina trissubstituida 1e, também foram consistentes com uma con-

figuração R em C-13 de 1. Segundo García-Sánchez et al. (2014), quem determina-

ram isso por estudos de RMN e de DCV associado com cálculos químico-quânticos, 

os epímeros C-13 do ácido labd-7-en-15-óico (1e) podem ser distinguidos pelos valo-

res dos deslocamentos químicos dos C-11, C-12 e C-16.241,271 Mais especificamente, 

eles observaram que o C-11 do epímero 13S era 0,8 ppm mais protegido do que no 

epímero 13R, ao mesmo tempo que os C-12 e C-16 do epímero 13S eram 2,3 e 1,4 

ppm, respectivamente, mais desprotegidos do que no epímero 13R (figura 131, p. 167). 
241 Como os dados de RMN de 1H e de 13C de 1e foram idênticos aos relatados para 

o ácido (−)-(5S,9S,10R,13S)-labd-7-en-15-óico, o qual pertence à série normal e não 

à mesma série estereoquímica de 1e (série ent), concluiu-se, novamente, que a con-

figuração em C-13 de 1 era R (figura 132, p. 169).  

 

 

Figura 132 -  Espectro de RMN de 13C de 1e+1f (CDCl3, 126 MHz). 
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Tabela 7 -  Dados de RMN de 1H e de 13C de 1e e 1f (14,1 T, CDCl3, δ, W1/2 ou J em Hz). 
 

Posição  1e§ 1e (Lit.; Ref.  247) 1e-Me (Lit.; Ref.  247)‡ 1e-MeΔ  1f§ 1f (Lit.; Ref. 247 )  
 δC δH δC δH δC δH δC   δC                               δH    δC                   δH 

1 
 

39,1 1,83 m 
0,95 m 

39,1 1,83 m 
0,94 m 

39,1 1,83 m 
0,94 m 

39,2 37,0 1, 77 m 
1,13 m 

37,0 1,76 m 
1,11 m 

2 
 

18,8 ND 
ND 

18,8 1,52 m 
1,46 m 

18,8 1,54 m 
1,45 m 

19,0 19,1 1,59 m 
1,48 m 

19,1 1,61 m 
1,43 m 

3 
 

42,3 1,40 m 
1,16 m 

42,3 1,40 m 
1,16 m 

42,3 1,40 m 
1,16 m 

42,2 41,8 1,39 m 
1,15 m 

41,8 1,38 m 
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 1,10 m 51,9 1,11 m 
6 
 

23,8 1,95 m 
1,85 m 

23,8 1,93 m 
1,89 m 

23,8 1,92 m 
1,84 m 

23,8 19,1 1,65 m 
1,40 m 

19,1 1,48 m (2Hs) 
 

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 

1,13 m 
24,5 1,49 m 

1,13 m 
24,5 1,49 m 

1,12 m 
25,3 25,5 1,94 m 25,5 1,91 m (2Hs) 

 
12 39,3 1,56 m 

1,18 m 
39,3 1,56 m 

1,18 m 
39,4 1,51 m 

1,14 m 
37,1 37,3 1,39 m 

1,28 m 
37,3 1,30 m (2Hs) 

 
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 

2,15 dd, 15,0 e 8,4 
41,3 2,39 dd, 14,9 e 5,8 

2,14 dd, 14,9 e 8,3 
41,4 2,33 dd, 14,6 e 6,0 

2,11 dd, 14,6 e 8,2 
41,7 41,2 2,37 dd, 15,1 e 6,0 

2,17 dd, 15,1 e 8,2 
41,5 2,33 dd, 14,7 e 6,2 

2,14 dd, 14,7 e 8,0 
15 178,9 − 179,7 − 173,8 − 172,9 178,9 − 173,7 − 
16 19,9 0,99 d, 6,6 19,9 0,99 d, 6,6 19,9 0,95 d, 6,7 18,5 19,5 1,00 d, 6,7 19,6 0,96 d, 6,6 
17 22,1 1,65 td ap, W1/2 2,7 e 1,0 22,1 1,65 sl 22,1 1,65 s 22,2 19,4 1,54 sl 19,4 1,54 s 
18* 33,1 0,85 s 33,1 0,85 s 33,1 0,85 s 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 0,82 s 21,7 0,82 s 
20 13,5 0,75 s 13,5 0,75 s 13,5 0,75 s 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 
 
 

§Dados espectrométricos obtidos neste trabalho; ‡1e-Me=Éster metílico de 1e; ΔDados de RMN de 13C da ref. 277; ND=Valor de deslocamento químico não determinado; 
ap=aparente. Multiplicidade em itálico. 

170 
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4.4.1.5.4.2 Configuração em C-13 de 1: Método PGME e predição de deslocamentos 
químicos de RMN 

 

As derivatizações de ácidos carboxílicos com os seguintes reagentes quirais ani-

sotrópicos: ésteres metílicos de (R)- e (S)-fenilglicina, fazem parte de uma metodolo-

gia para a elucidação, por RMN, da configuração absoluta de ácidos carboxílicos α,α-

-alquil-dissubstituídos, α-hidroxi-, α-alcoxi-, α-aciloxi-α,α-dissubstituídos e β,β-alquil-  

-dissubstituídos.163,272,273  

Para se interpretar os efeitos de blindagem e desblidagem sobre núcleos de hi-

drogênio visando a determinação da configuração absoluta de ácidos β,β-alquil-dis-

substituídos, sugeriu-se o modelo da figura 133, p. 171. Segundo Yabuuchi & Kusu-

mi, a coplanaridade dos átomos 1 a 5 e a preferência conformacional anti, com res-

peito à ligação CH−NH, dos grupos carboxílicos são asseguradas pela ligação amídi-

ca s-trans, pela ligação de hidrogênio intramolecular entre o hidrogênio amídico e o 

grupo carboximetoxílico e pela interação dipolar (efeito de campo) repulsiva entre as 

duas carboxilas (−CONHR e −COOMe).163  

 

Figura 133 -  Modelo proposto por Yabuuchi & Kusumi (2000) para a determinação da configuração 
absoluta de ácidos β,β-alquil-dissubstituídos. Os valores de Δδ (em ppm) são referentes a seguinte 

subtração: δR−δS. 
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 163. 

 

O arranjo conformacional da figura 133, o qual foi proposto após a avaliação de 

3 projeções de Newman, PI a PIII (figura 134, p. 172), resultantes da rotação da liga-

ção CH−CH2, trata-se de uma média entre dois confôrmeros de menor energia (PI e 

PIII). Sem fazer menção sobre a importância da natureza dos substituintes R e R1, foi 

anteriormente proposto que os confôrmeros PI e PIII possuíam aproximadamente a 

mesma energia.163   

                              +Δδ  −Δδ 

 
Arranjo espacial médio dos átomos;                                           

considerando-se dois confôrmeros principais 
 

     Modelo para interpretação de efeitos anisotróp icos 
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Figura 134 -  Projeções de Newman para derivados amídicos PGME de ácidos β,β-alquil-
dissubstituídos. 
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Fonte : Elaborada pelo autor. Ref. 163. 

 
 

Considerando-se o modelo proposto por Yabuuchi & Kusumi (2000), esperar- 

-se-ia que, devido ao efeito de anisotropia diamagnética do grupo fenílico, os hidrogê-

nios do grupo R fossem mais blindados no derivado (R)-PGME do que no derivado (S)-

-PGME. Por conseguinte, para os hidrogênios do grupo R1, esperar-se-ia exatamente 

o inverso disso.163    

Embora a aplicabilidade do método PGME, como uma ferramenta para a de-

terminação de configuração absoluta, tenha sido extensivamente discutida desde a 

sua proposição163,272,273, ainda não foi publicado na literatura nenhum estudo teórico 

(conformacional) com derivados amídicos PGME de ácidos β,β-alquil-dissubstituídos 

que comprove a importância dos confôrmeros sugeridos por Yabuuchi & Kusumi.163 

Na literatura, há um só trabalho sobre estudos teóricos com derivados PGME, cujo o 

foco foi compreender como o grupo PGME esterificado aos grupos carboxílicos ben-

zílicos de um polímero de poli(fenilacetileno) controlavam a sua helicidade.274 

Sendo assim, neste trabalho, o modelo proposto para a determinação da con-

figuração absoluta de ácidos β,β-alquil-dissubstituídos foi validado por meio de análi-

ses conformacionais dos respectivos derivados amídicos do ácido (3R)-metil-penta-

nóico (figura 135, p. 172). Em seguida, o método PGME foi aplicado para a determi-

nação da configuração em C-13 do ácido (−)-ent-8β-hidroxi-labdan-15-óico (1). 

 

Figura 135 -  Estruturas do ácido (3R)-metil-pentanóico e derivados (R)- e (S)-PGME deste. Ref. 163. 
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 A busca conformacional foi feita por dinâmica molecular utilizando-se o campo 

de força Amber99.275,276 Durante a simulação por dinâmica molecular, selecionaram-

-se 10.000 geometrias, as quais foram interativamente otimizadas pelo campo de for-

ça Amber99. Após isso, um total de 193 ou 209 confôrmeros, dentro de um intervalo 

de Er de 19,3 ou 22,6 kcal/mol, foram retidos. Em seguida, todos os confôrmeros obti-

dos foram geometricamente otimizados pelo método semi-empírico PM7, incorpora-

do no programa MOPAC2012.177 Desse modo, obtiveram-se 160 (M13) ou 199 (M12) 

confôrmeros, dos quais os 47 ou 67 de menor energia (Er ≤ 3,8 ou 5,0 kcal/mol) fo-

ram completamente otimizados pelo nível RHF/6-31G de teoria (tabela 2, p. 91).  

PM7 é um método semi-empírco moderno de elevada acurácia, desenvolvido 

com o objetivo de expandir o intervalo de aplicabilidade de métodos semi-empíricos. 

176 Esse metódo foi parametrizado utilizando-se dados experimentais e resultados de 

cálculos ab initio de mais de 9000 substâncias, 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)277, e, quando aplicado a moléculas orgânicas simples, 

PM7 fornece resultados mais precisos do que alguns métodos ab initio populares.176  

Segundo Avaltroni & Corminboeuf (2012), a utilização do método PM6 em com-

binação com os ab initio leva a diminuição do custo computacional, sem, porém, com-

prometer significativamente a análise conformacional. Neste sentido, eles mostraram 

que, embora o número total de mínimos locais encontrados fora inferior ao que se ob-

tinha mediante a otimização direta pelo cálculo químico-quântico, os confôrmeros de 

menor energia eram, na maioria das vezes, localizados com sucesso.278  

As análises conformacionais feitas com os derivados amídicos, R- e S-PGME, 

do ácido (R)-3-metilpentanóico revelaram que os equilíbrios conformacionais eram bem 

mais complexos do que se imaginava.163  Para ambos os derivados, foram encontra-

dos treze confôrmeros de menor energia (Er≤2,0 kcal/mol), dos quais os seis mais es-

táveis, em cada caso, que correspondem a 79,4 % e 81,5 % das populações dos de-

rivados R- e S-PGME, respectivamente, são fornecidos nas figuras 136 e 137, p. 174.   

 Apesar dos comportamentos conformacionais serem bem mais complexos do 

que aquele proposto por Yabuuchi & Kusumi163, mesmo para os derivados do ácido 

β,β-alquil-dissubstituído mais simples possível, é importante salientar que os resulta-

dos obtidos neste trabalho confirmaram a validade do método PGME, para a determi-

nação da configuração absoluta de ácidos β,β-alquil-dissubstituídos. 
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Figura 136 -  Confôrmeros de menor energia do derivado amídico R-PGME do ácido (3R)-metil-             
-pentanóico.  

 
 

+0,28 kcal/mol
(14,8 %)

+0,00 kcal/mol
(23,6 %)

+0,28 kcal/mol 
(14,7 %)

+0,34 kcal/mol 
(13,3 %)

+0,73 kcal/mol  
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+0,81 kcal/mol  
(6,1 %)

 
 

 

Figura 137 -  Confôrmeros de menor energia do derivado amídico S-PGME do ácido (3R)-metil-             
-pentanóico.  
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Figura 138 -  Representação esquemática para facilitar a “visualização” de “confôrmeros médios” dos 
derivados PGME do ácido (R)-3-metilpentanóico.  

 
 

I II

III IV

Z+

Y+A B

 

 

 

Embora não seja fácil “visualizar” confôrmeros médios, algumas considerações 

puderam ser feitas. Primeiramente, destaca-se que para o derivado R-PGME é pos-

sível notar que em três confôrmeros o substituinte {N-carbonil-N-[(1R)-(2-metoxi-2-oxo-

-1-feniletil)]} está gauche ao radical metílico, enquanto que nos outros três este está 

gauche ao radical etílico (figura 136, p. 174). Portanto, na média, o hidrogênio β-car-

boxílico 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).163 Em segundo lugar, observou-se que a posição espacial da carbo-

xila amídica variou entre os setores A e B e entre os quadrantes, mas verificou-se 

também que na maioria dos confôrmeros esta estava posicionada no sentido do eixo 

Z+. Desse modo, no arranjo geométrico médio, o oxigênio da carboxila (-CONR) esta-

ria aproximadamente eclipsada ao hidrogênio β-carboxílico. Igualmente, também foi 

possível observar que ocorria uma alteração significativa da posição espacial do gru-

po fenílico. Apesar disso, como na maioria dos confôrmeros o grupo –Ph estava nos 

quadrantes II e IV ou projetado em sentido a esses quadrantes, o efeito global foi que 

o grupo fenílico blindou os hidrogênios (e também os carbonos) do grupo etílico, uma 
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vez que, na média, o cone de proteção desse anel benzênico (–Ph) estaria projetado 

nos quadrantes II 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, considerações similares às supracitadas foram feitas. Independentemente disso, 

a conclusão que se chegou foi que, no derivado S-PGME, o grupo fenílico blindaria os 

hidrogênios do grupo metílico. Sendo assim, esses hidrogênios estariam mais blinda-

dos no derivado S do que no R. Consequentemente, os hidrogênios do grupo etílico 

estariam mais blindados no derivado R, o que está de acordo com os valores de Δδ 

(δR – δS) descritos para os derivados do ácido (3R)-metil-pentanóico (figura 135, p. 

172).163 

Depois de validar o método PGME por meio de cálculos químico-quânticos, es-

te foi aplicado para a determinação da configuração em C-13 de 1. Neste sentido, duas 

porções do diterpeno ácido (−)-ent-8β-hidroxi-labdan-15-óico foram individualmente 

derivatizadas com os sais dos ésteres metílicos de R- e S-fenilglicina rendendo, após 

purificação por CLAE, as substâncias amídicas 1c e 1d, respectivamente. 

  
Figura 139 -  Espectro de massas de 1c (IES, +10 V, infusão direta). 

 

[M+H-H2O]+

[M+NH4]+

[M+Na]+

[M+K]+

[M+H]+

 

 
As obtenções 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 íons 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 detecções dos íons [M−H2O+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, infusão direta). 

  

[M+H-H2O]+
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[M+Na]+
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Os espectros de RMN de 1H e de 13C de 1c e 1d (figuras 141 a 146, p. 178 a 

180) foram bem parecidos. Além dos sinais atribuíveis a subestrutura diterpênica, ob-

servaram-se, nesses espectros, sinais de hidrogênios [1c: δ 3,73 (s) e 1d: 3,72 (s)] e 

carbonos metoxílicos alifáticos (1c: δ 52,7 e 1d: 52,8) e dois dubletos em δ 6,40 (1c, 

J= 7,2 Hz, NH) e 6,37 (1d, J = 7,1 Hz, NH), atribuídos a hidrogênios amídicos. Foram 

ainda observados sinais para carbonos e hidrogênios de dois grupos fenílicos (tabe-

la 8, p. 181), dois sinais de dois hidrogênios benzílicos em δ 5,59 (1c, J=7,2 Hz, H-1') 

e 5,58 (1d, J=7,1 Hz, H-1'), como evidenciado pelas correlações a longa distância (J3) 

destes com os Cs-4',8', além de sinais para quatro carbonos carboxílicos. Esses dados 

foram compatíveis com os das cadeias dos reagentes quirálicos anisotrópicos. Em am-

bos os casos, confirmou-se a formação da ligação amídica pela proteção observada 

para o C-15 (6,7 ppm), pelo acoplamento escalar entre os hidrogênios NH e H-1' e pe-

las seguintes correlações a longa distância (J2 e J3) observadas no mapa de contor-

nos gHMBC: i) C-15 x H-14a, H-14b e NH e ii) C-2' x H-1'. As atribuições dos desloca-

mentos químicos dos carbonos e hidrogênios de 1c e 1d foram efetuadas por meio de 

análises dos seus espectros de RMN 1D e 2D (tabela 8, p. 181).  
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Figura 141 -  Espectro de RMN de 1H de 1c (CDCl3, 600 MHz). 

 
 

Figura 142 -  Espectro de RMN de 13C de 1c (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 143 -  Espectro de RMN de 1H de 1d (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 144 -  Espectro de RMN de 13C de 1d (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 145 -  Espectros (expansões) de RMN de 1H de 1c e 1d (CDCl3, 600 MHz). 

OH

N CO2Me

O

H

H

R

OH

N CO2Me

O

H

H

S

 
 

Figura 146 -  Valores calculados de Δδ(δR−δS) entre os dados de RMN dos derivados 1c e 1d.   
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Tabela 8 -  Dados de RMN de 1H e de 13C de 1c (R-PGME) e 1d (S-PGME) (14,1 T, 
δ, W1/2 ou J em Hz, CDCl3). 

 
Posição  1c 1d 

 δC δH δC δH 
1eq 
1ax 

39,2 1,62 dtd ap, W1/2 13,0, 3,2 e 1,3 
0,82 comp 

39,1 1,63 dtd ap, W1/2 12,6, 3,0 e 1,8 
0,83 comp 

2eq 
2ax 

18,1 1,36 m 
1,57 qt ap, W1/2 13,9 e 3,3 

18,1 1,37 m 
1,58 qt ap, W1/2 13,8 e 3,0 

3eq 
3ax 

42,0 1,37 m 
1,11 td ap, W1/2 14,3 e 4,5 

42,0 1,37 m 
1,12 td ap, W1/2 13,8 e 4,2 

4 33,2 − 33,2 − 
5ax 55,9 0,81 comp 55,9 0,82 comp 
6 18,3 1,48 m (2Hs) 18,3 1,49 (2Hs) 

7eq 
7ax 

42,2 1,72 dt ap, W1/2 13,3 e 2,8 
1,42 m 

42,1 1,73 dt ap, W1/2 13,2 e 2,4 
1,42 m 

8 73,1 − 73,1 − 
9ax 59,3 0,69 tl, W1/2 3,4 59,3 0,72 tl, W1/2 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 

1,20 m 
41,0 1,37 m 

1,23 m 
13 31,6 1,96 oct ap, W1/2 6,5 31,6 1,97 oct ap, W1/2 6,6 
14 43,8 2,27 dd, 13,9 e 5,8 

2,03 dd, 13,9 e 8,4 
43,8 2,27 dd, 13,9 e 6,0 

2,03 dd, 13,9 e 8,0 
15 171,8 − 171,8 − 
16 19,7 0,96 d, 6,5 19,9 0,92 d, 6,5 

17eq 30,5 1,04 s 30,6 1,08 s 
18eq 33,4 0,86 s 33,4 0,86 s 
19ax 21,6 0,81 s 21,6 0,81 s 
20ax 15,1 0,93 s 15,1 0,94 s 

NCHPh 56,2 5,59 d, 7,2 56,3 5,58 d, 7,1 
CO2Me 171,5 − 171,5 − 
OMe 52,7 3,73 s 52,8 3,72 s 
C-1'' 136,6  

 
7,29-7,38 m (5Hs, AA'BB'C) 

136,4  
C-2'',6'' 127,3 127,3  
C-3'',5'' 128,9 129,0 7,29-7,38 m (5Hs, AA'BB'C) 

C-4'' 128,5 128,5  
NH − 6,40 d, 7,2 − 6,37 d, 7,1 

comp=Sinal complexo de difícil interpretação devido a sua multiplicidade e/ou sobreposição deste com 
um ou vários outros sinais; ap=aparente. Multiplicidade em itálico. Sistema de spin entre parênteses. 
 

Como mostrado na figura 146, p. 180, e pode ser constatado por meio de uma 

análise dos espectros de 1c e 1d (figura 145, p. 180), quando se subtraiu os desloca-

mentos químicos de 1c com os de 1d, observou-se uma distribuição consistente dos 

sinais positivo (+) e negativo (−). Destacaram-se os valores de Δδ(δR-δS) calculados 

para o H-9 (−0,04) e para os hidrogênios da Me-16 (+0,04) e Me-17 (−0,04). Além dis-

to, é importante salientar que os sinais calculados de Δδ(δR-δS) para os demais hidro-

gênios do sistema bicíclio também foram negativos. Por conseguinte, como previsto 

pelo modelo proposto por Yabuuchi & Kusumi (2000) e aperfeiçoado neste trabalho, 
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o C-13 de 1 deve ter uma configuração R. Essa conclusão foi corroborada pelo traba-

lho publicado por Mambu et al. (2006)279, quem determinaram a configuração de diter-

penos labdânico e clerodânico com configuração S em C-13, bem como pelo trabalho 

publicado por Chaio et al. (2013) sobre a determinação da configuração em C-24 do 

estereóide ácido paraminábico B.280 

 Como a configuração estabelecida para o C-13 de 1 diferiu daquela proposta 

anteriormente59, afim de checar a confiabilidade dos resultados obtidos, efetuaram-se 

análises conformacionais dos derivados 1c (R-PGME) e 1d (S-PGME). Foram tam-

bém efetuados estudos teóricos dos respectivos epímeros C-13 de 1c e 1d, nomea-

damente 1c-epi  e 1d-epi . De modo similar ao observado para os derivados do ácido 

(R)-2-metilpentanóico, verificou-se que os equílibrios conformacionais desses deriva-

dos amídicos eram bastante complexos, como uma consequência 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 cônforme-

ros para os derivados 1c, 1d, 1c-epi  e 1d-epi , respectivamente (tabela 9, p. 182). 

Desses confôrmeros, os quatro de menor energia de 1c, os 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 populações na distribuição de Bolztman, respectiva-

mente (tabela 9, p. 182).  

 

Tabela 9 -  Confôrmeros 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 5,9 clust -8 1,4 4,0 
clust-30 1,0 6,0 clust -2 0,41 8,4 clust -38 1,2 5,6 clust -11 1,4 3,7 
clust-19 1,3 3,9 clust-36 0,87 3,8 clust-44 1,5 3,1 clust -13 1,5 3,3 
clust-20 1,7 2,0 clust-50 0,88 3,8 clust-26 1,7 2,6 clust-4 1,5 3,0 
clust-1 1,9 1,4 clust-12 0,92 3,5 clust-25 1,7 2,4 clust-36 1,7 2,4 
clust-8 2,0 1,1 clust-42 0,95 3,3 clust-42 1,9 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 clust-41 2,2 1,0 clust-46 1,8 1,8 
   clust-40 1,0 2,9    clust-42 1,9 1,7 
   clust-49 1,1 2,7    clust-69 2,0 1,4 
   clust-51 1,2 2,3    clust-58 2,1 1,1 
   clust-1 1,2 2,3    clust-72 2,1 1,1 
   clust-7 1,2 2,2    clust-5 2,1 1,1 
   clust-17 1,3 1,9    clust-59 2,1 1,1 
         clust-10 2,1 1,0 

*Er=Energia relativa. %=População segundo a distribuição de Bolztmann.  
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Figura 147 - Confôrmeros (RHF/6-31G) de menor energia de 1c. 
 

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

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

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

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

 
Figura 148 - Confôrmeros (RHF/6-31G) de menor energia de 1d. 
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Figura 149 - Confôrmeros (RHF/6-31G) de menor energia de 1c-epi . 

 

Clust-52 (43,0 %)    
+0,00 kcal/mol

Clust-51 (15,0 %)    
+0,63 kcal/mol

Clust-53 (12,0 %)    
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Clust-49 (5,9 %)    
+1,20 kcal/mol

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

 

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

 

Clust-19 (39,0 %)    
+0,00 kcal/mol

Clust-71 (9,1 %)    
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Clust-8 (4,0 %)    
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Clust-11 (3,7 %)    
+1,40 kcal/mol

Clust-13 (3,3 %)    
+1,50 kcal/mol  
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Os estudos teóricos efetuados com 1c e 1d mostraram que os comportamen-

tos conformacionais destes foram similares aos dos derivados do ácido (3R)-metil-pen-

tanóico (figuras 147-150, p. 182-184). Isso demonstrou que a aplicação do método 

PGME para a determinação da configuração em C-13 do epímero R de 1 resultaria 

em conclusões confiáveis, visto que uma distribuição consistente e compatível dos si-

nais + e – deveria ser observada. Os comportamentos dinâmicos de 1c-epi  e 1d-epi , 

por outro lado, se diferenciaram significativamente dos observados para os derivados 

do ácido (3R)-metil-pentanóico, bem como do proposto por Yabucchi e Kusumi (2000). 

Portanto, não se pôde descartar a possibilidade que a configuração em C-13 de 1 

fosse S. Por isso, cálculos DFT de deslocamentos químicos de RMN de 1H e de 13C 

foram efetuados para as quatro amidas diastereoisoméricas, o que visou assegurar 

uma interpretação correta dos valores de Δδ(δR-δS) obtidos experimentalmente.  

Cálculos teóricos de RMN têm sido utilizados com sucesso para predição de 

deslocamentos químicos em geral, para a determinação de configurações relativas, 

para a diferenciação de diastereoisômeros, inclusive para distinguir epímeros de di-

terpenos labdânicos, entre outras aplicações.281-287 Para a diferenciação de epímeros, 

os parâmetros comumentes empregados são os coeficientes de correlação (R) e a 

comparação dos erros médios absolutos (MAE). Os MAE são calculados a partir dos 

valores de deslocamentos químicos preditos e observados, mediante a utilização da 

equação 1, p. 185.  

 

MAE = ∑
=

N

iN 1

1
│δi

computado − δi
observado│ eq. 1. 

 

Quando se compararam os coeficientes de correlação linear (R) calculados a 

partir dos dados espectrométricos de 1c, 1d, 1c-epi  e 1d-epi , observou-se que estes 

se diferiram no terceiro dígito após a vírgula para RMN de 13C e no terceiro ou segun-

do dígitos para RMN de 1H. Portanto, o parâmetro R foi inconclusivo acerca das con-

figurações em C-13 de 1c e 1d. Em contrapartida, uma comparação entre os MAE 

dos quatro diastereoisômeros revelou que as configurações em C-13 de 1c e 1d eram 

R. Enquanto os MAE calculados a partir de dados de RMN de 13C foram de 47 ou 49 

para os derivados amídicos 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 1H, 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 evidências, aliadas 

as demais obtidas neste trabalho, mostraram inequivocamente que a configuração em 

C-13 de 1 era R, ao invés de S, como previamente relatado na literatura.59  

  

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.) 
 

RMN de 1H 
R 1c (exp.) 0,998 0,999 0,999 0,999 

1d (exp.) 0,998 0,999 0,999 0,999 
MAE 1c (exp.) 49 47 54 55 

1d (exp.) 49 47 53 54 
       
 

RMN de 13C 
R 1c (exp.) 0,9918 0,9937 0,9847 0,9938 

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 

A4=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 3º instar da mariposa Spodoptera frugiperda. Somente o diterpeno 1 e o 

extrato de folhas exibiram atividades biológicas 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 labdânico 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 substâncias que agem como barreiras químicas à 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.80 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 
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4.4.2.1 Ácido (−)-ent-8β-hidroxi-labdan-15,18-dióico (4)  
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A substância 4 foi isolado dos extratos E-Fc e L2, conforme descrito nos itens 

3.8.1.4 e 3.9.1. Sua fórmula molecular foi determinada, por espectrometria de massas 

com ionização por eletrospray, como sendo C20H34O5. 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 íon Cl−, [M+Cl]− (m/z 389,2075), entre 

outros (figura 152, p. 188). 

 

Figura 152 - Espectro de massas de alta resolução de 4. 
 

 

 
 

          Os espectros de RMN de 1H 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 substância de nature- 

za terpênica. No espectro de RMN de 1H (figuras 153 e 154, p. 189) de 4, destacaram- 

-se três singletos em δ 1,17, 1,13 e 0,98, os quais foram atribuídos a três grupos 

metílicos alifáticos, além de um dubleto de metila alifática em δ 1,00 (J = 6,7 Hz), to-

talizando sinais para quatro grupos metílicos, ao invés de cinco sinais. Nesse espec-

tro, destacaram-se ainda dois duplos dubletos de hidrogênios metilênicos diastereo-

tópicos α-carboxílicos em δ 2,34 (W1/2 = 15,1 e 6,8 Hz) e 2,21 (W1/2= 15,1 e 7,4 Hz) e 

vários multipletos entre δ 0,80 e 1,95. 
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Figura 153 -  Espectro de RMN de 1H de 4 (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 154 -  Espectro de RMN de 13C de 4 (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 155 -  Espectro de RMN de 13C de 4 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 156 -  Espectro de RMN de 13C de 4 (CDCl3, 151 MHz). 

HO2C

OH

H

CO2H

 



191 
Resultados e discussão_____________________________ _____________________  
 

      
     

Figura 157 -  Espectro de DEPT 135º de 4 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 158 -  Mapa de contornos gCOSY de 4 (CDCl3, 14,1 T). 
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Figura 159 -  Mapa de contornos gHSQC de 4 (CDCl3, 14,1 T). 

 

 

Figura 160 -  Mapa de contornos (expansão) gHSQC de 4 (CDCl3, 14,1 T). 
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Figura 161 -  Mapa de contornos (expansão) gHSQC de 4 (CDCl3, 14,1 T). 

 

 

 A maioria (13 sinais) dos deslocamentos químicos de RMN de 13C de 4 diferiu 

pouco [Δδ≤1,00 ppm (todos os sinais); Δδ≤0,5 ppm (11 sinais)] daqueles do diterpe-

no 1. Entretanto, diferenças significativas foram também observadas entre os dois es-

pectros. Com o auxílio dos espectros de DEPT 90º e 135º, APT com 1/(2J), gHSQC, 

bem como do espectro de RMN de 1H, verificou-se no espectro de RMN de 13C de 4 

a presença de apenas quatro sinais referentes a grupos metílicos alifáticos e de um 

sinal em δ 185,0, inexistente no de 1. Essas informações, associadas com os dados 

espectrométricos obtidos por EM, sugeriram que um dos grupos metílicos de 1 fora 

substituído por um grupo carboxílico.  

Mediante uma análise sistemática dos dados espectrométricos de RMN de 1H 

e de 13C uni- e bidimensionais, demonstrou-se que a substância 4 era um diterpeno 

labdânico contendo um grupo hidroxílico (ligado ao C-8) e dois grupos carboxílicos, 

bem como se efetuaram as atribuições dos deslocamentos químicos dos carbonos e 

dos hidrogênios de 4 (tabela 11, p. 194). Assim, concluiu-se, por exemplo, que os 

deslocamentos químicos dos C-5, C-8, C-9, C-16, C-17 e C-20 eram δ 49,9, 73,4,
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Tabela 11 -  Dados de RMN de 1H e de 13C de 4, 4a (R,R-PGME) e 4b (S,S-PGME) (14,1 T, δ, W1/2 ou J em Hz). 
Posição  4 4a 4b 

 δC δH δC δH δC δH 
1eq 
1ax 

38,2 1,70 m 
0,98 comp 

38,1 1,64 m 
0,94 comp 

38,0 1,65 comp 
0,96 comp 

2eq 17,2 1,52 m 17,3 1,50 m 17,3 1,48 m 
2ax  1,62 m  1,58 m  1,58 m 
3eq 
3ax 

36,9 1,61 m 
1,74 td ap, W1/2 12,6 e 4,2 

37,1 1,50 m 
1,74 td ap, W1/2 13,2 e 4,2 

37,2 1,43 m 
1,71 td ap, W1/2 13,0 e 4,1 

4 47,3 − 47,1 − 47,1 − 
5ax 49,9 1,71 m 50,7 1,61 m 50,6 1,65 m 
6 21,1 1,70 m 

1,13 m 
20,3 1,54 m (equatorial) 

0,91 m (axial) 
20,4 1,60 m (equatorial) 

1,14 m (axial) 
7eq 41,7 1,70 m 41,5 1,53 m 41,6 1,65 m 
7ax  1,55 td ap, W1/2 13,3 e 5,6*  1,38 td ap, W1/2 13,8 e 3,6  1,48 comp 
8 73,4 − 73,2 − 73,2 − 

9ax 59,2 0,86 tl, W1/2 3,6 59,3 0,77 tl, W1/2 3,0 59,3 0,83 dd, 4,7 e 2,6 
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 1,45 m; 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, W1/2 6,7 31,6 1,94 oct ap, W1/2 6,6 31,5 1,98 oct ap, W1/2 6,4 
14 41,2 2,34 dd, W1/2 15,1 e 6,8                              

2,21 dd, W1/2 15,1 e 7,4 
43,8 2,26 dd, 14,4 e 5,4                              

2,02 dd, 14,4 e 8,4 
43,8 2,27 dd, 14,0 e 6,1                              

2,03 dd, 14,0 e 7,8 
15 178,5 − 171,8 − 171,9 − 
16 19,7 1,00 d, 6,7 19,7 0,95 d, 7,2 20,0 0,92 d, 6,5 

17eq 30,5 1,13 s 30,5 0,99 s 30,5 1,08 s 
18eq 184,6 − 178,3 − 178,5 − 
19ax 16,2 1,17 s 16,5 1,22 s 16,2 1,22 s 
20ax 15,4 0,98 s 15,6 0,95 s 15,6 0,97 s 
2' − − 56,3 5,59 d, 7,2 56,3 5,57 d, 7,1 
2'' − − 56,7 5,52 d, 6,6 56,8 5,50 d, 6,5 

3',3'' − − 171,6, 171,5 − 2x171,5 − 
4',4'' − − 136,6 − 136,4§, 136,6§ − 

5',9',5'',9'' − − 127,2, 127,3  
7,28-7,43 m (10Hs, 2xAA'BB'C) 

127,3§, 127,2§  
7,29-7,40 m (10Hs, 2xAA'BB'C) 6',8',6'',8'' − − 128,9, 129,0 128,9, 129,0 

7',7'' − − 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' − − − 6,42 d, 7,2 − 6,38 d, 7,1 
NH-1'' − − − 6,71 d, 6,6 − 6,71 d, 6,5 

comp=Sinal complexo de difícil interpretação devido a sua multiplicidade e/ou sobreposição deste com um ou vários outros sinais; ap=aparente; *JResolved; 
§=respectivamente. Multiplicidade em itálico. Sistema de spin entre parênteses.

194 
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59,3, 16,2, 30,5 e 15,4, respectivamente. O valor do deslocamento químico do C-10, 

o qual foi idêntico ao do C-1, foi confirmado por meio de experimento de APT com 

1/(2J) (figura 162, p. 195) e pela correlação a longa distância entre o C-10 e os hidro-

gênios quimicamente equivalentes ligados ao C-11. As seguintes correlações a lon-

ga distância observadas no mapa de contornos gHMBC: i) δ 184,6 (C-18) x δ 1,74 

(H-3ax), 1,71 (H-5) e 1,17 (Hs-19), ii) δ 49,9 (C-5) x 0,98 (Hs-20) e 1,17 (Hs-19) e iii) δ 

59,2 (Hs-19) x 1,35 (Hs-11) e 1,13 (Hs-17), juntamente com a desblindagem observa-

da para o C-4 (│Δδ│= 14,1 ppm), evidenciaram que um dos grupos metílicos ligados 

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

 

Figura 162 -  Espectro de APT com 1/(2J) de 4 (CDCl3, 14,1 T). 
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Figura 163 -  Correlações à longa distância e interações espaciais selecionadas. 
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Considerando-se a discussão apresentada para 1, o valor de deslocamento 

químico observado para o C-5 (δ 49,9) de 4 poderia levar a supor que a configura-

ção 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. Contrário a isso, o valor de desloca-

mento químico observado para o C-20 (Me-20) foi de δ 15,4, o que não condiz com 

a inversão da configuração em C-9, desde que isso resultaria numa desproteção do 

C-20, devido à anulação da interação γ-gauche dessa metila com a cadeia lateral 

ligada a C-9. No entanto, apesar de ser sugestivo de uma relação anti entre os subs-

tituintes em C-9 e C-10, o valor de deslocamento observado para o C-20 não foi to-

talmente decisivo sobre a configuração em C-9, visto que a oxidação do C-19 colo-

caria um grupo carboxílico em axial. Isso intensificaria uma das interações butano γ-

gauche e protegeria o C-20, compensando, assim, a anulação da interação γ-gau-

che decorrente da inversão da configuração em C-9. A partir dos dados espectromé-

tricos do ácido hidroxilabda-8(17),14-dien-18-óico e do diterpeno fokihodgina E, por 

exemplo, calculou-se um efeito de proteção sobre o C-20 de ~3 ppm.85,288,  

Embora foram observados, por experimento de NOESY 1D e 2D, acoplamen-

tos dipolares entre o hidrogênio em δ 0,86 (H-9) com o hidrogênio em δ 1,70 (H-1) 

ou 1,71 (H-5) e entre os hidrogênios em δ 1,35 (Hs-11) e 0,98 (H-1ax ou Hs-20), es-

tes também não foram decisivos sobre a configuração em C-9, já que, diante da in-

versão da configuração desse carbono, as interações espaciais supracitadas pode-

riam ser interpretadas como sendo provenientes dos acoplamentos dipolares do H-9 

com o H-1eq e do H-1ax com os Hs-11, respectivamente. 

 

Figura 164 -  Alguns dados de RMN de 13C de Lit-26 , Lit-27 , Lit-28  e Lit-29 . 
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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 químico do carbono da metila (δ 16,2) ligada ao C-4, não fo-

ram compatíveis com os de um grupo carboxílico ocupando uma posição axial. Con-

forme dados de modelos disponibilizados na literatura85,289,290, a oxidação de um dos 

grupos metílicos ligados a C-4 de 1 resultaria, devido ao efeito de compressão este-

rica, numa proteção de 4-5 ppm do outro grupo metílico (figura 164, p. 196). No diter-

peno 1, os carbonos das Me-18 (axial) e Me-19 (equatorial) apresentaram desloca-

mentos químicos de δ 21,6 e 33,4, respectivamente. Sendo assim, o valor de deslo-

camento químico observado para o carbono do grupo metílico ligado ao C-4 de 4 foi 

compatível apenas com o de um grupo metílico ocupando uma posição axial, e, con-

sequentemente, a carboxila estaria em equatorial.  

Definida a posição equatorial do grupo carboxílico (C-18), o valor de desloca-

mento químico do C-20 passou a ser decisivo sobre a configuração relativa em C-9, 

e, desse modo, mostrou-se que o diterpeno dicarboxílico 4 também pertencia a série 

estereoquímica anti-anti, cuja junção dos anéis de seis membros é trans e a relação 

estereoquímica entre a Me-20 e o H-9 é anti. Como discutido para 1, o sinal em δ 

30,5, atribúido ao C-17, bem como os deslocamentos químicos dos C-7 (δ 41,7) e C-

-9 (δ 59,3), demonstraram que o grupo hidroxílico em C-8 de 4 estava em axial. 

Portanto, a blindagem observada para o C-5 de 4 foi atribuída ao efeito γ-gau-

che exercido pela “carboxila” sobre o C-5, e não à inversão da configuração 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 carboxílico estaria em equatorial, uma vez que 

uma carboxila em axial manteria uma relação estereoquímica antiperiplanar com o H-

-5 e, portanto, não afetaria significativamente o deslocamento químico do C-5 (figura 

164, p. 196).85,289,290 

As similaridades entre os valores dos deslocamentos químicos de alguns dos 

hidrogênios do sistema bicíclico, aliadas aos padrões complexos de acoplamento ob-

servados para esses hidrogênios, dificultaram as atribuições de quais hidrogênios es-

tavam em axiais e em equatoriais. Todavia, confirmou-se, por experimento de JRe-

solved (figura 165, p. 198), que os hidrogênios em δ 1,55 (ligado a C-7) e 1,62 (liga-

do ao C-2) estavam em axial. Além disto, destaca-se que os parâmetros espectrais 

extraídos da análise do sinal em δ 1,74 (td ap, W1/2 12,6 e 4,2 Hz), juntamente com 

os acoplamentos dipolares observados entre os H-9 e H-5 e entre o hidrogênio em δ 
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1,52 (H-2eq) com o hidrogênio em δ 0,98 (H-1ax), demonstraram que os hidrogênios 

em δ 1,74 (H-3ax), 1,71 (H-5), 0,98 (H-1ax) e 0,87 (H-9) também ocupavam posições 

axiais.  

Assim, a substância 4 foi caracterizada como sendo o ácido 8-hidroxi-labdan- 

-15,18-dióico, ainda não descrito na literatura. Esse diterpeno, cuja a configuração 

absoluta foi determinada pelo método PGME, apresentou uma rotação óptica espe-

cífica de
 

[ ]22
546α  −24 deg/[dm(g.cm-3)] (c. 0,22; CHCl3). As obtenções dos derivados amí-

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 íons NH4+ (m/z 666,4), Na+ (m/z 

671,4) e K+ (m/z 687,3 ou 687,4), além dos picos referentes as detecções dos íons 

[M−H2O+H]+ (m/z 631,3) (figuras 166 e 167, p. 199).  

 

 

Figura 165 -  Expansão do mapa de contornos de JResolved de 4 (CDCl3, 14,1 T). 

 

1,55 td ap , 
W1/2 13,3 e 5,6
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Figura 166 -  Espectro de massas de 4a (IES, +10 V, infusão direta). 
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Figura 167 -  Espectro de massas de 4b (IES, +10 V, infusão direta). 
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Figura 168 -  Espectro de RMN de 1H de 4a (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 169 -  Espectro de RMN de 13C de 4a (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 170 -  Espectro de RMN de 1H de 4b (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 171 -  Espectro de RMN de 13C de 4b (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 172 -  Expansões dos espectros de RMN de 1H de a) 4a e b) 4b (CDCl3, 600 MHz). 
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Os espectros de RMN de 1H e de 13C (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 1H, destacaram-se os sinais atribuídos aos hidrogênios amídi-

cos [4a: δ 6,42 (d, J= 7,2 Hz) e 6,71 (d, J = 6,6 Hz) e 4b: δ 6,38 (d, J = 7,1 Hz) e 6,71 
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(d, J= 6,5 Hz)], enquanto que nos espectros de RMN 13C se destacaram os sinais re-

ferentes aos carbonos carboxílicos [4a: δ 178,3, 171,8, 171,6, 171,5 e 4b: δ 178,5, 

171,9, 171,5, 171,5]. As formações das ligações amídicas foram confirmadas pelas 

correlações observadas nos mapas de contornos entre os Cs-15 e Cs-18 com os hidro-

gênios amídicos, bem como pelas correlações a longa distância observadas entre es-

sas carboxilas e os respectivos hidrogênios das posições α e β (figura 173, p. 203).  

 

Figura 173 -  Correlações a longa distância (seta de uma ponta) e interações espaciais (seta de duas 
pontas) selecionadas.  
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Como mostrado na figura 174, p. 204, quando se calculou os valores de Δδ a 

partir dos dados espectrométricos de RMN de 1H de 4a e 4b, verificou-se uma distri-

buição consistente dos sinais + e −. Entretanto, é importante salientar que a esterifi-

cação da carbolixa-18 resultou na formação de um grupo amídico α,α-alquil-α-metil-   

-trissubstituído, enquanto que a reação de substituição nucleofíliica na carboxila-15 

levou a formação de um grupo amídico β,β-alquil-dissubstituído. Sendo assim, calcu-
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laram-se os valores de Δδ(δR-δS) e Δδ(δS-δR). 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 α,α-alquil-α-metil-trissubsti- 

tuído, os quais não foram estudados por Yabucchi e Kusumi (2000).163 Neste trabalho, 

constatou-se que o equilíbrio conformacional em derivados α,α-alquil-α-metil-trissubs-

tituído foi muito similar ao previamente proposto para derivados de ácidos carboxíli-

cos α,α-substituídos, já que somente diferenças mínimas foram observadas, quando 

se comparou entre si os arranjos geométricos dos confôrmeros de menor energia (fi-

gura 174, p. 204).   

 

Figura 174 - Valores de Δδ(δR-δS), calculados a partir dos dados de RMN de 1H de 4a e 4b. 
Confôrmeros de menor energia de 4a (R) e 4b (S).  
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Segundo um levantamento bibliográfico realizado nas bases de dados Scopus, 

Web of Science e Chemical Abstracts, este está sendo o primeiro relato da aplicação 

do método PGME para a determinação da configuração absoluta de um ácido dicar-

boxílico. Portanto, torna-se necessário discutir alguns pontos. Primeiramente, desta-

ca-se que os sítios de reação se encontravam distantes um do outro, o que atenuou 

o efeito que uma fenila exerceu sobre os hidrogênios próximos da outra fenila. Essa 

conjectura foi ratificada por meio de uma comparação dos valores de Δδ(1c-1d) com 

os Δδ(4a-4b). Ressalta-se ainda que, na etapa de determinação da configuração em 

C-13 de 1, já havia sido constatado que a fenila exercera pouco efeito sobre os des-
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locamentos químicos dos Hs-1, Hs-2, Hs-3, Hs-6, Hs-7, Hs-18, Hs-19 e Hs-20. Portanto, 

os efeitos anisotrópicos exercidos sobre esses hidrogênios nos derivados 4a e 4b 

foram, basicamente, provenientes do efeito anisotrópico do anel benzênico ligado ao 

C-2''. De modo similar, observou-se que o efeito do grupo fenílico ligado ao C-2'' so-

bre os hidrogênios 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 Δδ(δR-δS) negativos para os Hs-12 e positivo para os hidrogênios da Me-    

-17. Por conseguinte, as configurações em C-4 e C-13 de 4 foram inequivocamente 

estabelecidas como sendo S e R, respectivamente.291 Por fim, destaca-se que a confi-

guração absoluta estabelecida para o diterpeno 4 está intimamente relacionada a do 

diterpeno 1, porquanto foi mostrado que o ácido dicarboxílico 4 também pertencia a 

série ent e apresentava uma configuração R em C-13. Tal resultado, exatamente co-

mo a atividade inseticida observada para 1 sugeriu, foi uma evidência relevante a fa-

vor da suposição que 4 seja um produto da metabolização de 1 por lagartas de B. po-

lydamas.  

O diterpeno dicarboxílico 4, quando foi mantido em solução de CDCl3 até a 

completa evaporação do solvente, também sofreu reação de desidratação. Todavia, 

somente um produto de desidratação foi obtido nesta etapa, 4c. No espectro de RMN 

de 1H de 4c foram, entre outros sinais, observados três singletos em δ 1,52, 1,17 e 

0,95, um dubleto em δ 1,00 (J = 6,7 Hz) e dois duplos dubletos em δ 2,35 (J = 15,2 e 

6,5 Hz) e 2,20 (J = 15,2 e 7,6 Hz), os quais foram atribuídos a três grupos metílicos, 

a um grupo metílico ligado a carbono sp2 e a dois hidrogênios diastereotópicos α-car-

boxílicos, respectivamente. Já no espectro de RMN de 13C observaram-se vinte sinais, 

dos quais, com o auxilio dos espectros de DEPT 135º e gHSQC, dois foram atribuí-

dos a carbonos carboxílicos, dois a carbonos olefínicos de uma ligação dupla tetras-

substituída, três a carbonos metílicos alifáticos, um a carbono metílico ligado a carbo-

no sp2, dois a carbonos quaternários, dois carbonos a carbonos metínicos e oito a car-

bonos metilênicos (figuras 175-177, p. 206 e 207). 

Assim, baseando-se nessas informações e em análises dos espectros de RMN 

de 1H e de 13C uni- e bidimensionais, bem como na comparação dos dados espectro-

métricos obtidos com os de modelos disponibilizados na literatura292, a substância 4c 

foi caracterizada como sendo o ácido (4S,5S,10R,13R) labd-8(9)-en-15,19-dióico, pa-

ra o qual não se encontrou relato na literatura (tabela 12, p. 206).  
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Figura 175 -  Espectro de RMN de 1H de 4c (CDCl3, 600 MHz). 

 

CO2H

H
HO2C

 

 

Tabela 12 -  Dados de RMN de 1H e de 13C de 4c (14,1 T, δ, W1/2 ou J em Hz). 
 

Posição δC δH (J em Hz) Posição δC δH (J em Hz) 
1eq 
1ax 

36,0 1,80 dtl, W1/2 12,2 e 4,0 
1,25 m 

13 31,2 1,95 m 

2 18,2 1,60 m (2Hs) 14 41,3 2,35 dd, 15,1 e 6,5 
2,20 dd, 15,1 e 7,6 

3eq 
3ax 

36,7 1,62 m* 
1,75 m* 

15 179,2 − 

4 47,5 − 16 19,5 1,00 d, 6,7 
5ax 46,0 1,97 dd, 12,7** e 1,5** 17eq 19,4 1,52 s 
6 21,8 1,57 comp 

1,28 m 
18eq 185,1 − 

7eq 
7ax 

32,9 2,09 m 
1,90 td, W1/2 17,8 e 6,4 

19ax 16,2 1,17 s 

8 126,0 − 20ax 20,2 0,95 s 
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 difícil interpretação devido a sua multiplicidade e/ou sobreposição deste 
com um ou vários outros sinais; ap=aparente; *multiplicidade determinada com auxílio do programa 
FOMSC3. *Posição axial e equatorial defina por comparação dos valores de deslocamento químico 
com os do produto natural (4). **O valor provavelmente está aproximado devido a sobreposição com 
os sinais. Multiplicidade em itálico. Número de hidrogênios entre parênteses. 2Hs=Dois hidrogênios. 
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Figura 176 -  Espectro de RMN de 13C de 4c (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 177 -  Correlações a longa distância (selecionadas) observadas no mapa de contornos gHMBC 
de 4c (CDCl3, 14,1 T). 
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4.4.2.2 Atividade antipredatória 
 

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 5º instar armazenou aproximadamente 1 mg do diterpeno dicarboxílico 4. Is-

so sugeriu que essas micromoléculas poderiam mediar interações ecológicas. Para 

investigar essa hipótese, as substâncias 1, 2 e 4 foram testadas em bioensaios de 
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antipredação, 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 têm sido frequentemente observadas predando lagartas de lepidóp-

teros.40,293 Já os filhotes de G. gallus domesticus foram escolhidos como predadores, 

sobretudo, devido a observações anteriores em que estes rejeitaram lagartas da bor-

boleta B. polydamas.293,294  

Inesperadamente, nenhuma das substâncias testadas exibiu atividade biológi-

ca, uma vez que estas não impediram a predação de larvas liofilizadas de T. molitor 

por G. gallus domesticus e C. crassus. Portanto, as funções ecológicas desses meta-

bólitos ainda não estão claras e será, portanto, necessário avaliá-las mais minuciosa-

ente. Entretanto, os resultados obtidos sugeriram novos questionamentos e hipóte-

ses:  

� Seriam as substâncias 2, 4 e 8, as quais foram armazenadas em grande quan-

tidade por B. polydamas, responsáveis pela defesa química contra parasitói-

des ou microorganismos?  

� O fato do galináceo ser um animal generalista poderia ter mascarado o efeito 

fisiológico exercido pelas substâncias 2 e 4?  

� As especificidades das substâncias testadas as tornam inativas para organis-

mos para os quais estas não foram estocadas?   

� Como sugerido por Morais et al. (2013), a defesa química de lagartas de B. po-

lydamas é mais complexa do que se imaginou, e estas são impalatáveis devi-

do a misturas de compostos que atuam de forma sinérgica? 

Estudo anterior com AAs, os quais não evitaram a predação de larvas de T. 

molitor por filhotes de G. gallus domesticus e formigas da espécie C. crassus40, mos-

trou que estes impediram o ataque de lagartas de B. phylenor pelo parasitóide Tro-

gus pennator.155 Segundo Greeney, Dyer e Smilanich (2012)136, parasitismo é o prin-

cipal motivo da mortalidade da maioria dos insetos que se alimentam de plantas. O 

parasitóide 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 biotransformação. No en-

tanto, é importante salientar que, embora os números de vespas parasitóides e de 

lagartas não foram contabilizados com precisão, verificou-se uma taxa de parasitis-
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mo relativamente baixa, uma vez que apenas cerca de 10 vespas parasitóides emer-

giram das ~300 crisálidas obtidas durante todo o período de criação das lagartas. 

Apesar das funções ecológicas das substâncias contidas nas lagartas de B. 

polydamas não terem sido elucidadas neste trabalho, é digno de nota mencionar que 

este está sendo o primeiro relato da ocorrência das substâncias 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.80,81 Desse 

modo, seria pelo menos razoável propor que B. polydamas pode tolerá-las, porém, 

os parasitóides podem ser suceptíveis a esses dímeros C6-C3. Paradoxamente, o 

provável produto – diterpeno 4 – de bioconversão de 1 também foi armazenado pe-

las lagartas de B. polydamas. Isso apontou quão racionais, arquitetados e inteligen-

tes são os processos envolvendo interações em sistemas tritróficos, planta, inseto e 

inimigos naturais do inseto, uma vez que foi evidenciado que as lagartas de B. poly-

damas são especializadas para superar as barreiras químicas impostas pela planta 

e, ao mesmo tempo, para aproveitar parte do produto obtido em benefício próprio. 

 

4.4.3 Ácido 8β,18α-dihidroxi-labdan-15-óico (3) 
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O diterpeno 3 (33,9 mg) foi obtido na subfração Ba-1G, conforme descrito no 

item 3.7.1, p. 71. Esse diterpeno foi obtido em mistura com diversos compostos mi-

noritários, inclusive em mistura com 4 e algumas lignanas. O espectro de RMN de 1H 

da substância 3 (figuras 178-182, p. 210-212) foi similar ao do ácido dicarboxílico 4, 

e as principais diferenças foram: I) o sinal em δ 1,12 (Me-19), o qual foi observado 

no espectro de 4, foi substituído por um sinal em δ 0,70 e II) dois dubletos em δ 3,04 

e 3,36, com constante de acoplamento de J = 11 Hz, foram observados somente no 

espectro de 3. Poucas diferenças foram também verificadas comparando-se os es-
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pectros de RMN de 13C de 3 e 4. A diferença mais notável é a ausência, no espectro 

de 3, de um sinal em δ 185,0 (C-18 de 4) e o aparecimento de um sinal em δ 71,9, 

atribuível a um carbono metilênico carbinólico (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 que 3 seria um análogo de 4 contendo um grupo –

CH2OH no lugar do grupo −CO2H. Essa proposta foi confirmada mediante análise 

dos dados espectrométricos de RMN de 1H e de 13C uni- e bidimensionais (DEPT, 

gHSQC, gHMBC, gCOSY 1H−1H e gNOESY 1D) de 3 (tabela 13, p. 213). Os dados 

espectrométricos obtidos para 3 foram condizentes com os de uma configuração rela-

tiva para o seu sistema decalínico igual às dos diterpenos 1 e 4. Além disto, os des-

locamentos químicos observados para os grupos metilênico carbinólico e metílico li-

gados ao C-4 foram compatíveis com os de um grupo metílico ocupando uma posição 

axial. Logo, o outro grupo, -CH2OH, estaria em equatorial. Portanto, a blindagem ob-

servada para o C-5 foi interpretada como sendo devido ao efeito γ-gauche e não à 

inversão da configuração em C-9, exatamente como se discutiu para o diterpeno 4. 

 

Figura 178 -  Espectro de RMN de 1H de 3 (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 179 -  Espectro de RMN de 13C de 3 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 180 -  Expansão do espectro de RMN de 13C de 3 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 181 -  Expansão do espectro de RMN de 13C de 3 (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 182 -  Expansão do espectro de RMN de 13C de 3 (CDCl3, 151 MHz). 
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Tabela 13- Dados de RMN de 1H e de 13C de 3, 3b e 20 (14,1 T, δ, W1/2 ou J em Hz). 
Posição  3§                             3b§                                                                               20‡ 

 δC δH δC δH δC δH 
1eq 
1ax 

38,7 1,64 m 
0,85 comp 

38,7 1,64 m 
0,85 td ap, W1/2 13,4 e 3,7 

40,0 1,70 comp 
0,88 td ap, W1/2 12,7 e 3,2 

2eq 
2ax 

17,4 1,47 m 
1,62 m 

17,4 1,46 m 
1,63 m 

18,5 1,43 m 
1,66 qt ap, W1/2 13,4 e 3,5 

3eq 
3ax 

35,2 1,24 m 
1,39 m 

35,3 1,26 m 
1,38 m 

36,2 1,20 m 
1,54 comp 

4 37,5 − 37,6 − 38,4 − 
5ax 48,7 1,16 comp 48,8 1,16 dd, 12,1 e 1,8 49,5 1,29 dd, 12,3* e 1,9 
6eq 
6ax 

18,0 1,39 m 
1,52 m 

18,0 1,38 m 
1,54 qd ap, W1/2 12,7 e 3,2 

18,9 1,40 m 
1,59 comp 

7eq 
7ax 

41,8 1,71 m 
1,49 m 

41,8 1,72 dt ap, W1/2 13,2 e 3,0 
1,45 comp 

43,2 1,68 comp 
1,45 comp 

8 73,2 − 73,0 − 72,6 − 
9ax 59,2 0,78 comp 59,3 0,78 tl, W1/2 3,2 60,7 0,74 dd, 4,6 e 2,6 
10 38,6 − 38,6 − 39,6 − 
11 22,5 1,33 m (2Hs) 22,6 1,31 m (2Hs) 23,2 1,51 m; 1,31 m 
12 40,5 1,41 m; 1,24 m 41,0 1,37 m; 1,23 m 42,2 1,41 m; 1,21 m 
13 31,0 1,95 oct ap, W1/2 6,3 31,6 1,98 oct ap, W1/2 6,5 31,4 1,60 m 
14 41,2 2,36 dd, W1/2 15,1 e 6,1;  

2,16 dd, W1/2 15,1 e 7,8 
43,9 2,26 dd, W1/2 13,9 e 6,1;  

2,04 dd, W1/2 13,9 e 7,9 
40,8 1,62 m 

1,32 m 
15 177,9 − 171,9 − 60,7 3,53-3,63 m (2Hs) 
16 19,7 0,98 comp 20,0 0,93 d, 6,5 20,2 0,92 d, 6,7 

17eq 30,5 1,12 s 30,6 1,09 s 31,4 1,11 s 
18eq 71,8 3,42 d, 10,9; 3,10 d, 10,9 72,0 3,42 d, 10,9; 3,11 d, 10,9 71,8 3,37 dd, 10,6 e 5,5; 3,00 dd, 10,6 e 5,7 
19ax 17,5 0,76 s 17,5 0,77 s 18,2 0,75 s 
20ax 15,5 0,98 s 15,5 0,98 s 16,2 1,03 s 

NCHPh − − 56,3 5,58 d, 7,1 − − 
CO2Me − − 171,5 − − − 
OMe − − 52,8 3,72 s − − 
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 − − − 6,36 d, 7,1 − − 

OH (C-8) − − − − − 2,72 s 
OH (C-15) − − − − − 3,34 tl, W1/2 5,2 
OH (C-18) − − − − − 3,50 dd, 5,7 e 5,5 
§ CDCl3; ‡(CD3)2CO; comp=Sinal complexo de difícil interpretação devido a sua multiplicidade e/ou sobreposição deste com um ou vários outros sinais; ap=aparente; *O valor 
provavelmente está aproximado devido a sobreposição parcial com outro sinal. Multiplicidade em Itálico. Número de hidrogênios e sistema de spin entre parênteses.  
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O diterpeno 3 também foi derivatizado com os reagentes quirálicos anisotrópi-

cos R- e S-PGME, mas somente o derivado S-PGME (3b) foi isolado com pureza es-

pectroscópica, porquanto o derivado R-PGME degradou durante a evaporação no 

rota evaporador do solvente da fração coletada no CLAE. Desse modo, não foi pos-

sível determinar a configuração em C-13 de 3 pelo método PGME utilizando-se a 

abordagem tradicional baseada em valores de Δδ(δR-δS). Destaca-se, porém, que a 

obtenção do derivado 3b permitiu confirmar a estrutura proposta para 3, refinar a atri-

buição dos deslocamentos químicos feita para 3 e ratificar, por experimentos de RO-

ESY 2D e análises sistemáticas das constantes de acoplamento homonucleares 1H- 

-1H, a configuração relativa do sistema decalínico de 3 (figuras 183-188, p. 214,215). 

 
Figura 183 -  Espectro de RMN de 1H de 3b (CDCl3, 600 MHz). 

 
 

Embora os valores de Δδ(δR-δS) não puderam ser calculados, uma compara-

ção dos dados espectrométricos de RMN de 3b com os de 1c, 1d, 4a e 4b sugeriu 

que a configuração em C-13 de 3b também era R. Neste sentido, observou-se que, 

quando a configuração em C-13 era R, nos derivados S-PGME os hidrogênios das Mes-

-16 estavam mais blindados que nos derivados R-PGME, 1c: δ 0,96 versus 1d: δ 0,92 

e 4a: δ 0,95 versus 4b: δ 0,92, respectivamente. Por outro lado, constatou-se que os 

carbonos da Mes-16 eram mais desprotegidos nos derivados S-PGME do que nos R-

PGME, 1c: δ 19,7 versus 1d: δ 19,9 e 4a: δ 19,7 versus 4b: δ 20,0, respectivamente. 
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Como os deslocamentos químicos dos hidrogênios da Me-16 e do C-16 de 3b foram 

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

era R.  

 
Figura 184 -  Expansão do espectro de RMN de 1H de 3b (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 185 -  Expansão do espectro de RMN de 1H de 3b (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 186 -  Espectro de RMN de 13C de 3b (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 187 -  Expansão do espectro de RMN de 13C de 3b (CDCl3, 151 MHz). 
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Figura 188 -  Correlações a longa distância (seta de uma ponta) e interações espacias (seta de duas 
pontas) selecionadas (3b; CDCl3, 14,1 T). 
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Com o intuito de ratificar a configuração em C-13 de 3b, bem como estabelecer 

a configuração absoluta do seu sistema trans-decalínico, uma mistura de 3+4 foi sub-

metida a redução com LiAlH4. Nessa etapa, o triol 20 foi obtido em mistura com BHT. 

Em seguida, esse derivado foi purificado por CC de sílica gel obtendo-o com elevado 

grau de pureza. Considerando-se que somente sinais para uma substância diterpê-

nica foram observados nos espectros de RMN, deduziu-se que o diterpeno 3 tinha a 

mesma configuração absoluta de 4, isto é, 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 1H de 20 [(CD3)2CO, 600 MHz]. 
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Figura 190 -  Expansão do espectro de RMN de 1H de 20 [(CD3)2CO, 600 MHz]. 
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Figura 191 -  Expansão do espectro de RMN de 1H de 20 [(CD3)2CO, 600 MHz]. 
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Figura 192 -  Expansão do espectro de RMN de 1H de 20 [(CD3)2CO, 600 MHz]. 
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Figura 193 -  Espectro de RMN de 13C de 20 [(CD3)2CO, 151 MHz]. 
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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, os quais foram interpretados como sendo de moléculas proto-

nadas e cationizadas com os íons NH4+, Na+ e K+. Foram ainda observados picos pa-

ra os íons [M+H−H2O]+ e [M+H−2H2O]+ em m/z 309,3 e 291,2, respectivamente. Es-

ses dados foram condizentes com a fórmula molecular C20H38O3, esperada para o pro-

duto de redução da mistura de 3+4.  

 

Figura 194 -  Espectro de massas de 20 (IES, +10 V, infusão direta). 
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O espectro de RMN de 1H de 20 (figuras 189-192, p. 217,219) mostrou sinais pa-

ra quatro grupos metílicos alifáticos: i) três singletos em δ 1,11 (Me-17), 1,03 (Me-20) 

e 0,75 (Me-20) e ii) um dubleto em δ 0,92 (J = 6,7 Hz, Me-16), um triplo dubleto apa-

rente em δ 0,88 (W1/2 = 12,7 e 3,2 Hz, H-1ax), um duplo dubleto em δ 0,74 (J = 4,6 e 

2,6 Hz, H-9), além de vários sinais entre δ 1,16 e 3,66. Mais especificamente, foram ob-

servados entre δ 2,7 e 3,7 um singleto em δ 2,72 (−OH ligado a C-8), dois duplos du-

bletos em δ 3,37 (J = 10,6 e 5,5 Hz, H-18a) e 3,00 (J = 10,6 e 5,7 Hz, H-18b), um tri-

pleto largo em δ 3,34 (W1/2=5,2 Hz, −OH ligado a C-18) e um duplo dubleto em δ 3,50 

(J = 5,7 e 5,5 Hz, −OH ligado a C-15) (tabela 13, p. 213). 

Como os sinais em δ 3,50, 3,34 e 2,72 não mostraram correlação com carbo-

no no mapa de contornos gHSQC (figura 195, p. 221), estes foram interpretados como 
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sendo de hidrogênios de três grupos hidroxílicos. As multiplicidades e as constantes 

de acoplamento (J = 5,7 ou 5,5 Hz) extraídas a partir das análises desses sinais cor-

roboraram com essa sugestão. Constantes de acoplamento vicinal (J3) entre um hi-

drogênio hidroxílico (com lenta velocidade de troca) e um hidrogênio alifático variam 

de 4 a 10 Hz, sendo o valor típico 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 13C de 20 (figura 193, p. 219) foram observados 20 si-

nais, os quais foram, com o auxílio dos experimentos de DEPT 135º, gHSQC, gHM-

BC e do espectro de RMN de 1H, atribuídos a três carbonos carbinólicos: dois metilê-

nicos (C-15: δ 60,7 e C:18 δ 71,8:) e um terciário (C-8: δ 72,6), três carbonos metíni-

cos sp3 (Cs-5,9,13: δ 49,5, 60,7 e 31,4, respectivamente), quatro carbonos metílicos 

alifáticos (Cs-16,17,19,20: δ 20,2, 31,4, 18,2 e 16,2 respectivamente), dois carbonos 

quaternários (Cs-4,10: δ 38,4 e 39,6, respectivamente) e oito carbonos metilênicos sp3 

(Cs-1,2,3,6,7,11,12,14: δ 40,0, 18,5, 36,2, 18,9, 43,2, 23,5, 42,2 e 40,8 respectivamen-

te).  
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A configuração relativa do sistema decalínico de 20, bem como as atribuições 

das posições axiais e equatoriais dos hidrogênios que o integravam, foram confirmadas 

por experimentos de NOESY 1D e 2D (figura 196, p. 222). Irradiação em ~δ 0,75, isto 

é, na frequência do H-9 e dos hidrogênios da Me-19, resultou no aumento da inten-

sidade dos sinais em δ 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 irradiação em δ 0,88 (H-1ax) 

levou ao aumento da intensidade dos sinais em δ 1,70 (H-1eq), 1,53 (H-3ax), 1,43 (H-2eq), 

1,30 (H-5) e 0,74 (H-9). Observou ainda, quando se irradiou na frequência de absor-

ção dos hidrogênios metílicos da Me-20 (δ 1,03), aumento da intensidade dos sinais 

em δ 2,72 (−OH ligado a C-8), 1,66 (H-2ax), 1,58 (H-6ax), 1,31 (H-11b) e 0,75 (Hs-19). 

O Efeito Nuclear Overhauser observado entre os hidrogênios das Me-19 e Me-20 con-

firmou a posição equatorial do grupo hidroximetilênico ligado a C-4, enquanto que o 

acoplamento dipolar entre o hidrogênio hidroxílico em δ 2,72 e os hidrogênios da Me-

-20 (δ 1,03) definiram que o grupo hidroxílico em C-8 estava em axial.  

 

Figura 196 -  Interações espacias selecionadas. 
 

 

 
 

 

4.4.4 Ácido 7β,8β,18α-trihidroxi-labdan-15-óico (19)  
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O diterpeno 19 foi obtido em mistura com a lignana 18, a qual era a substância 

majoritária na mistura. Lavagem dessa mistura com 8,0 mL de (CH3)2CO resultou na 

purificação parcial do diterpeno 19, e este passou a ser o constituinte majoritário. An-

tes da etapa de lavagem, a subfração contendo 18+19 foi dissolvida em CD3OD e, 

então, analisada por espectroscopia de RMN de 1H e de 13C 1D e 2D, resultando na 

caracterização do composto 19. Depois do fracionamento por lavagem, a mistura de 

18+19 foi analisada por RMN em solução de (CD3)2CO (figuras 197-202, p 223-226).  

 

Figura 197 -  Espectros de RMN de 1H de 18+19 (600 MHz). 

Sinais do diterpeno 19

OH

H

CO2H

OH

OH

(CD3)2CO

CD3OD

19 – Majoritário na mistura

 



224 
Resultados e discussão_____________________________ _____________________  
 

      
     

Figura 198 -  Expansão do spectro de RMN de 1H de 18+19 [(CD3)2CO, 600 MHz]. 
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Figura 199 -  Expansão do spectro de RMN de 1H de 18+19 [(CD3)2CO, 600 MHz]. 
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Figura 200 -  Espectro de RMN de 13C de 18+19 [(CD3)2CO, 151 MHz]. 
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Figura 201 -  Expansão do espectro de RMN de 13C de 18+19 [(CD3)2CO, 151 MHz]. 
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Figura 202 -  Expansão do espectro de RMN de 13C de 18+19 [(CD3)2CO, 151 MHz]. 
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O espectro de RMN de 1H de 18+19 (figuras 197-199, p. 223), em (CD3)2CO, 

apresentou diversos sinais, dos quais se destacaram três singletos de hidrogênios 

metílicos em δ 1,17 (Hs-17), 1,00 (Hs-20) e 0,74 (Hs-19), um triplo dubleto aparente em 

0,85 (W1/2 = 12,9 e 3,5, H-1ax), três duplos dubletos em δ 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). Já no espectro de RMN de 13C, des-

tacaram-se dois sinais de carbonos metínicos em δ 59,4 e 46,0, três sinais de grupos 

metílicos alifáticos em δ 20,1, 18,2 e 16,1, um sinal de carbono acílico em δ 174,1 e 

três sinais de carbonos carbinólicos: um metínico em δ 76,6, um não hidrogenado em 

δ 75,4 e um metilênico em δ 71,5. Esses dados foram compatíveis com os de um di-

terpeno contendo um grupo carboxílico e três grupos hidroxílicos (tabela 14, p. 228).  

No mapa de contornos gHSQC (figura 203, p. 227), observaram-se correlações 

entre os hidrogênios em δ 3,38 (H-18a) e 2,99 (H-18b) com o carbono em δ 71,5 (C-

-18) e o hidrogênio em δ 3,28 (H-7) e o carbono em 76,6 (C-7). Essas correlações, 

somadas as segintes correlações 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 os grupos 

hidroxílicos estavam ligados aos C-7, C-8 e C-18. A posição da carboxila foi determi-



227 
Resultados e discussão_____________________________ _____________________  
 

      
     

nada pelas correlações a longa distância do carbono em δ 174,1 (C-15) com os hidro-

gênios em δ 2,34 (H-14a) e 2,10 (H-14b) (figura 204, p. 228).  

 

Figura 203 -  Expansão do mapa de contornos gHSQC de 18+19 [(CD3)2CO, 14,1 T]. 

 
 

 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 diferenças (│Δδ│> 1,0) foram observadas entre 

os deslocamentos químicos dos carbonos das posições 1 [Δδ(19−3)= +1,3 ppm], 5 

[Δδ(19−3)= −2,7 ppm], 6 [Δδ(19−3)= +9,9 ppm], 7 [Δδ(19−3)= +34,8 ppm], 8 [Δδ(19− 

−3)= +2,2 ppm], 17  [Δδ(19−3)= −4,1 ppm] e 15 [Δδ(19−3)= −3,8 ppm]. Essas diferen-

ças podem ser explicadas por meio do efeito exercido pelo grupo hidroxílico ligado ao 

C-7 ou pela mudança de solvente. Neste sentido, verificou-se que o grupo hidroxílico 

desprotegeu o C-7/α e os Cs-6,8/β,β' e protegeu os Cs-5,17/γ,γ'. A proteção observada 

para o C-15 foi decorrente principalmente da mudança de solvente, como pode ser 

constatado mediante uma análise comparativa dos dados espectrométricos do diter-

peno 1 obtidos em CDCl3 e (CD3)2CO. Em CDCl3, predomina o dímero cíclico centro 

simétrico de ácidos carboxílicos, enquanto que em (CD3)2CO predomina a associação 

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 configuração relativa do sistema decalínico de 19, particularmente a confi-

guração em C-7, foi determinada por experimento de NOESY 2D (figura 204, p. 228), 

pelas multiplicidades e constantes de acoplamento extraídas das análises dos sinais 

em δ 3,28 (J = 11,0 e 4,2 Hz) e 1,33 (J = 12,8 e 1,3 Hz) (tabela 14, 228) e por com-

paração dos dados espectrométricos obtidos com os de modelos disponibilizados na 

literatura (figura 205, p. 229).295-297 Considerando-se as similaridades estruturais entre 

1, 3, 4 e 19 é razoável propor que a configuração absoluta de 19 seja 4S, 5S, 7R, 8S, 

9S, 10R e 13R.  
 

Figura 204 -  Correlações a longa distância (seta de uma ponta) e interações espacias (seta de duas 
pontas) selecionadas [19; (CD3)2CO, 14,1 T]. 
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Tabela 14- Dados de RMN de 1H e de 13C de 19 (14,1 T, δ, W1/2 ou J em Hz). 
Posição  19§ 19‡ 

 δC δH δC δH 
1eq 
1ax 

40,0 1,68 m 
0,85 td ap, W1/2 12,9 e 3,5 

40,3 1,66 m** 
0,85 comp** 

2eq 
2ax 

18,4 1,42 m 
1,65 m 

18,4 1,45 m** 
1,67 m** 

3eq 
3ax 

36,1 1,20 m 
1,54 td ap, W1/2 13,3 e 3,3 

36,4 1,22 m** 
1,48 m** 

4 38,1 − 38,5 − 
5ax 46,0 1,33 dd, 12,8 e 1,3 46,8 1,26 ap, W1/2 12,0 e 1,8 
6eq 
6ax 

27,9 1,61 comp 
1,47 comp 

27,9 1,57 ddd ap, W1/2 12,6, 5,4 e 3,0 
1,53 “dl”, W1/2 12,0 

7ax 76,6 3,28 dd, 11,0* e 4,2* 77,4 3,29 comp 
8 75,4 − 76,2 − 

9ax 59,4 0,70 dd, 4,7 e 2,3 59,9 0,70 dd, 4,8 e 2,4 
10 39,3 − 39,8 − 
11 

 
23,1 1,59 m 

1,35 m 
23,4 1,51 m 

1,35 m 
12 41,5 1,48 m 

1,26 m 
41,9 1,45 m 

1,24 m 
13 31,9 1,93 oct ap, W1/2 6,9 32,6 1,92 oct ap, W1/2 6,6 
14 41,6 2,34 dd, 15,1 e 6,0 

2,10 dd, 15,1 e 8,0 
42,8 2,32 dd, 15,0 e 5,4 

2,10 comp 
15 174,1 − Δ − 
16 20,1 0,98 d, 6,8 20,2 0,98 d, 6,6 

17eq 26,4 1,17 s 26,0 1,18 s 
18 

 
71,5 3,38 d, 10,6 

2,98 d, 10,6 
71,8 3,38 d, 10,8 

3,00 d, 10,8 
19ax 18,2 0,74 s 18,2 0,76 s 
20ax 16,1 1,00 s 16,2 0,99 s 

§(CD3)2CO; ‡CD3OD; comp=Sinal complexo de difícil interpretação devido a sua multiplicidade e/ou sobreposição deste com 
um ou vários outros sinais; ap=aparente; *o valor provavelmente está aproximado devido a sobreposição com outros sinais; 
Δ=não determinado; **posições axiais e equatoriais foram propostas com base nos dados espectrométricos de 11 obtidos 

em (CD3)2CO; “dl”=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 Δδ calculados 
a partir dos dados de 19 e de cada um desses modelos.   
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Fonte : Elaborada pelo autor. Refs. 295-297. 
 

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

4.4.5.1 Kusunoquinina (2) 
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Identificou-se, por RMN de 1H e pela comparação dos seus tr e espectro de 

UV com os de uma amostra autêntica, o composto 2 no extrato E-Fl e nas frações 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 substância 2 foi isolada dos extratos E-Fz e L2 (itens 

3.8.1.1 e 3.9.1). 
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Figura 206 - Espectro de RMN de 1H de 2 (CDCl3, 600 MHz). 

 
 

 No espectro de RMN de 1H da substância 4 (figura 206, p. 230) foram obser-

vados dois dubletos em δ 5,94 (W1/2 = 1,2 Hz) e 5,93 (W1/2 = 1,2 Hz), quatro duplos 

dubletos em δ 4,15 (J= 9,0 e 7,2 Hz), 3,88 (J= 9,0 e 7,8 Hz), 2,96 (W1/2= 14,4 e 5,3 

Hz) e 2,85 (W1/2 = 14,4 e 7,2 Hz), dois singletos em δ 3,86 e 3,82, um duplo duplo 

dubleto em δ 2,56 (W1/2= 8,2, 7,2 e 5,3 Hz), um multipleto em δ 2,62, além de dois 

multipletos entre δ 2,44-2,53. Nesse espectro, foram ainda observados dois dubletos 

em δ 6,76 (J = 7,8 Hz) e 6,48 (J=2,4 Hz), um duplo dubleto em δ 6,71 (W1/2= 7,8 e 

0,6 Hz) e sinais entre δ 6,55-6,61. As integrações dos sinais do espectro de RMN de 
1H, assim como as correlações presentes no mapa de contornos gHSQC, mostraram 

que os sinais na região entre δ 6,55-6,61 eram de três hidrogênios metínicos (figuras 

206-208, p. 230,231). Com o auxílio de experimentos de JResolved e gCOSY (figuras 

211, p. 234), esses sinais foram interpretados como sendo três duplos dubletos: I) δ 

6,60 [W1/2 = 1,8 (acoplamento em meta) e 0,6 (“acoplamento virtual” – sistema ABX) 

Hz], II) δ 6,59 [J = 7,8 (acoplamento em orto) e 1,8 Hz] e III) δ 6,57 [J=7,8 e 2,4 

(acoplamento em meta) Hz). Esses dados foram condizentes com os de dois anéis 

aromáticos 1,3,4-trissubstituídos (tabela 15, p. 238).  
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Figura 207 - Expansão do espectro de RMN de 1H de 2 (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 208 - Expansão do mapa de contornos gHSQC de 2 (CDCl3, 14,1 T). 
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Figura 209 - Expansão do mapa de contornos JResolved de 2 (CDCl3, 14,1 T). 
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No mapa de contornos 1H–1H gCOSY, o sinal em δ 2,56 (H-8) mostrou correla-

ções com os sinais em δ 2,96 (H-7a) e 2,85 (H-7b). A partir dessa observação, deter-

minaram-se, por meio de simulações 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 correlações entre os hidrogênios metilênicos em δ 2,96 e 2,85, entre os 

hidrogênios oximetilênicos em δ 4,15 (H-9'a) e 3,88 (H-9'b), dos hidrogênios em δ 4,15 

e 3,88 com o hidrogênio metínico em δ 2,48 (H-8'), entre os hidrogênios metilênicos 

em δ 2,61 (H-7'a) e 2,50 (H-7'b), do hidrogênio metínico em δ 2,56 com o hidrogênio 

metínico em 2,48, do hidrogênio em δ 6,76 (H-5') com o hidrogênio em δ 6,51 (H-6') 

e do hidrogênio em δ 6,71 (H-5) com o hidrogênio em δ 6,57 (H-6) (figura 211, p. 234). 

O espectro de RMN de 13C de 2 (figura 210, p. 233) apresentou 21 sinais. Desses 

sinais, segundo o espectro de DEPT 135º, quatro eram de carbonos metilênicos e se-

te de carbonos não hidrogenados incluindo um carbono acílico. Considerando-se as 

integrações dos sinais do espectro de RMN de 1H, além das correlações observadas 
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no mapa de contornos gHSQC, inferiu-se que, dos outros dez sinais, oito eram de car-

bonos metínicos, que incluíam seis aromáticos, e dois (δ 55,9 e 55,8) eram de dois gru-

pos metoxílicos aromáticos. As correlações a longa distância dos carbonos em δ 149,1 

(C-3') e 147,9 (C-4') com os hidrogênios metoxílicos em δ 3,86 (s) e 3,82 (s), respec-

tivamente, confirmaram a presença de duas metoxilas aromáticas na estrutura de 2.  

 

Figura 210 - Espectro de RMN de 13C de 2 (CDCl3, 126 MHz). 
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Além dos valores de deslocamentos químicos, as correlações – J1 – do carbo-

no em δ 101,0 com os hidrogênios em δ 5,94 (d) e 5,93 (d), e as correlações a longa 

distância dos carbonos em δ 147,9 (C-3) e 146,4 (C-4) com esses mesmos hidrogê-

nios, indicaram que o sinal em δ 101,0 era relativo a um grupo metilenodioxílico aro-

mático. De modo similar, as correlações a longa distância do carbono em δ 111,7 (C-  

-2') com os hidrogênios em δ 2,61 (H-7'a) e 2,50 (H-7'b), juntamente com as do carbo-

no em δ 109,4 (C-2) com os hidrogênios em δ 2,94 (H-7a) e 2,86 (H-7b), mostraram 

que os sinais em δ 34,8 (C-7) e 38,7 (C-7') eram de dois grupos metilênicos benzíli-

cos (figura 211, p. 234).  
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A metilena com deslocamento químico de δ 71,2, a qual se correlacionou dire-

tamente (J1) com os hidrogênios em δ 4,15 e 3,86, mostrou correlações a longa dis-

tância com os hidrogênios em δ 2,61 e 2,50. A multiplicidade dos hidrogênios em δ 

4,15 e 3,86 e os acoplamentos escalares observados pelo experimento gCOSY (figu-

ra 211, p. 234) demonstraram que as metilenas em δ 38,7 e 71,2 estariam unidas por 

um grupo metínico, o qual, por sua vez, estaria ligado a outro grupo também metíni-

co, como evidenciado pela correlação observada no experimento gCOSY entre os hi-

drogênios em δ 2,56 (H-8) e 2,48 (H-8') (figura 211, p. 234). 

 

Figura 211 - Correlações a longa distância (gHMBC) e acoplamentos escalares homonucleares 1H/1H 
selecionados. 
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Figura 212 - Confôrmeros de menor energia298-300 de 2, interações espaciais selecionadas e HOMO. 
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Ademais, os acoplamentos escalares verificados pelo experimento gCOSY en-

tre o hidrogênio em δ 2,56 (H-8) com os hidrogênios em δ 2,94 (H-7a) e 2,86 (H-7b), 

as multiplicidades desses três hidrogênios (ddd, dd e dd, respectivamente), além das 

seguintes correlações observadas no mapa de contornos gHMBC: 1) δ 41,2 (C-8') x 

δ 2,94 e 2,86 e 2) δ 178,5 (C-9) x δ 4,15, 3,86, 2,94, 2,83, 2,56 e 2,48, demonstraram 

que o carbono metilênico com deslocamento químico de δ 34,8 estaria ligado aos car-

bonos acílico e metínico alifático (δ 41,2) por meio do carbono metínico α-carboxílico 

(δ 46,4). Com esses dados, evidenciou-se também que o grupo acílico era, mais espe-

cificamente, um grupo lactônico, o que condiz com o fato que a substância 2 não pô-

de ser extraída de uma solução clorofórmica por uma solução básica de KOH.  

 No espectro de massas da substância 2, com ionização por eletrospray, obser-

varam-se quatro picos com razões 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 íons NH4+, Na+ e K+, respectivamente (figura 213, p. 235). Essas informações, so-

madas àquelas obtidas por espectroscopia de RMN, levaram a propor para 2 a fórmu-

la molecular C21H22O6, bem como mostraram que esta era uma lignana dibenzilbutiro-

lactônica contendo um grupo piperonílico e um grupo veratrílico.  

 

Figura 213 -  Espectro de massas de 2 (IES, +10 V, infusão direta). 
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 Pelas correlações a longa distância observadas no mapa de contornos gHMBC 

entre os carbonos aromáticos não hidrogenados (C-1, C-3, C-4, C-1', C-3' e/ou C-4') 

e/ou os hidrogênios metilenodioxílicos, hidrogênios metoxílicos, hidrogênios metíni-
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cos aromáticos, hidrogênios metilênicos diastereotópicos benzílicos, além das corre-

lações dos carbonos metilênico carbinólico (C-9') e acílico (C-9) com os hidrogênios 

benzílicos (figura 211), comprovou-se que a piperonila estaria ligada a C-7 e a vera-

trila a C-7'. Por espectrometria de massas com ionização por impacto eletrônico, rati-

ficou-se isso pelo padrão de fragmentação observado para a lignana 2, em especial 

pelo fragmento de m/z 218 (figuras 214 e 215, p. 236 e 237).193 

 
Figura 214 -  Proposta de fragmentação da lignana 2. 
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Figura 215 -  Espectro de massas por impacto eletrônico de 2. 

 

 

 

 

Em ambos os estereoisômeros, cis e trans, a constante de acoplamento entre 

os H-8 e H-8' é de 8-9 Hz, o que torna o seu valor pouco prático para distingui-los.194  

No entanto, as configurações relativas de 2,3-dibenzilbutirolactonas podem ser deter-

minadas por RMN de 1H, particularmente pelos parâmetros espectrais extraídos das 

análises dos sinais dos hidrogênios ligados ao –CH2OR (C-9'). Segundo Corrie et al. 

(1969), a equivalência dos deslocamentos químicos desses hidrogênios (diastereotó-

picos) indica a configuração cis, enquanto a não equivalência corresponde a configu-

ração trans.193,194 Neste sentido, eles observaram que na hinoquinina (isômero cis) to-

dos os hidrogênios benzílicos eram não equivalentes, ao mesmo tempo que os oxi-

metilênicos eram equivalentes e geravam apenas um sinal em δ 4,02; um dubleto apa-

rente de 3 Hz, que, na verdade, era um multipleto de um sistema AA'X. Porém, para 

a isohinoquinina, onde os substituintes estão em trans, a situação foi totalmente inver-

sa a da hinoquinina.193,194 Já que no espectro de RMN de 1H da lignana 2 (figura 206, 

p. 230) foram observados dois duplos dubletos em δ 4,15 e 3,86, a configuração rela-

tiva de 2 foi estabelecida como sendo trans. Isso foi confirmado por comparação dos 

dados espectrométricos obtidos para 2 com os publicados para os estereoisômeros 

cis e trans, bem como por experimentos de NOESY (figura 212, p. 234).193  

 Baseando-se na magnitude e no sinal da rotação óptica específica observados 

para 2, [ [ ]25
Dα −34,2 (CHCl3, c. 0,16)] e [ ]23

546α  −40 deg/[dm(g.cm-3)] (c. 0,13; CHCl3), 

estabeleceu-se que as configurações em C-8 e C-8' de 2 eram R e S, respectivamen-

te. A configuração absoluta da lignana dibenzilbutirolactônica kusunoquinina (2) foi 

previamente estabelecida por estudos de dicroísmo circular eletrônico, por medidas 

de dispersão rotatória óptica e por sínteses estereocontroladas.193,301-307  
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Tabela 15 -  Dados de RMN de 1H e de 13C de 2 (CDCl3, 14,1 T, δ, W1/2 ou J em Hz). 
 
 

Posição  2 2 Posição  2 2 
 δH δc  δH δc 
1 − 131,3 8' 2,48 m 41,2 
2 6,60 d, W1/2 1,8 e 0,6 109,4 9'a 4,15 dd, 9,0 e 7,2 71,2 
3 − 147,9 9'b 3,88 dd, 9,0 e 7,8  
4 − 146,4 OMe-3' 3,83 s 55,8 
5 6,71 dd, W1/2 7,8 e 0,6 108,2 OMe-4' 3,86 s  55,9 
6 6,59 dd, W1/2 7,8 e 1,8 122,2 OCH2O 5,94 d, W1/2 1,2 e  

5,93 d, W1/2 1,2 
101,1 

7a 
7b 

2,96 dd, 14,4 e 5,3 
2,85 dd, 14,4 e 7,2 

34,8    

8 2,56 ddd, 8,2, 7,2 e 5,3  46,4    
9 − 178,5    
1' − 130,4    
2' 6,48 d, 2,4 11,7    
3' − 149,1    
4' − 147,9    
5' 6,76 d, 7,8 111,3    
6' 6,58 dd, 7,8 e 2,4 120,6    
7'a 2,62 m 38,7    
7'b 2,50 m     

  

 

 

4.4.5.2 Ácido (−)-(8S,8'R)-(3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-β-glucopiranil-lignan-
-9-óico (17) 
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A substância 17 foi obtida após fracionamento por CLAE da fração C2-F, con-

forme descrito no item 3.8.1.5. A substância 17 é pouco solúvel em CHCl3, parcial-

mente solúvel em (CH3)2CO e muito solúvel em CH3OH e (CH3)2SO. 

 Assim como fora observado no espectro da lignana 2, o espectro de RMN de 1H 

da substância 17 (figura 216, p. 239) também mostrou sinais atribuíveis a um grupo pi-
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peronílico e um grupo veratrílico: dois singletos de hidrogênios metoxílicos em δ 3,81 

e 3,77, dois dubletos de hidrogênios diastereotópicos de um grupo metilenodioxílico 

em δ 5,88 (W1/2 = 1,2 Hz) e 5,87 (W1/2 = 1,2 Hz), dois dubletos em δ 6,65 (W1/2 = 7,8 

Hz) e 6,56 (J = 1,8 Hz), dois duplos dubletos em δ 6,74 (W1/2 = 7,8 e 1,8 Hz) e 6,59 

(W1/2 = 7,8 e 1,8 Hz), um dubleto largo em δ 6,84 (W1/2 = 7,8 Hz) e um singleto largo 

em δ 6,74 (figuras 216 e 217, p. 240). As multiplicidades desses dois últimos 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 

análises dos sinais, a manifestação desse fenômeno forneceu informações valiosas. 

Primeiramente, este indicou que os três sinais mais desblindados do espectro perten-

ciam aos hidrogênios de um dos anéis aromáticos. Consequentemente, este mostrou 

também que os demais sinais, “na região de absorção de hidrogênios aromáticos”, per-

tenciam aos hidrogênios do outro anel aromático, o que foi confirmado pelo experimen-

to de gCOSY (figuras 217-220, p. 240-242).  

 

Figura 216 - Espectro de RMN de 1H de 17 (CD3OD, 600 MHz). 
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Figura 217 - Expansão do espectro de RMN de 1H de 17 (CD3OD, 600 MHz). 
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Figura 218 - Expansão do mapa de gCOSY de 17 (CD3OD, 14,1 T). 
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No espectro de RMN de 1H de 17 (figura 217, p. 239) foram ainda observados 

dois duplos dubletos em δ 2,78 e 2,70, dois multipletos em δ 2,84 e 2,83, três duplos 

dubletos em δ 3,23, 3,64 e 3,67, um duplo duplo dubleto em δ 3,24, um tripleto em δ 

3,35, um dubleto em δ 4,21, um sinal em δ 3,30, além de dois dubletos em δ 3,84 e 

3,85, parcialmente sobrepostos. Análises sistemáticas e conjuntas dos espectros de 

gCOSY, gHSQC e gHSQC-TOCSY revelaram que estes sinais compunham dois sis-

temas de spin. O primeiro era constituído pelos hidrogênios com deslocamentos quí-

micos de δ 2,21 (H-8'), 2,70 (H-7'a), 2,78 (H-7'b), 2,84 (2Hs-7), 2,83 (H-8), 3,84 (H-9'a) 

e 3,86 (H-9'b) e o segundo pelos hidrogênios com deslocamentos químicos de δ 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''b) e 4,22 (H-1''). 

Irradiando-se em δ 4,22, confirmou-se isso por experimento de TOCSY 1D (figura 

221, p. 242). 

 

 

Figura 219 - Expansão do mapa de gHSQC-TOCSY de 17 (CD3OD, 14,1 T). 
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Figura 220 - Expansão do mapa de gHSQC-TOCSY de 17 (CD3OD, 14,1 T). 

 
  

Figura 221 - Experimento de TOCSY 1D de 17 (CD3OD, 600 MHz). 
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No espectro de APT da substância 17 (figuras 222-224, p. 243 e 244) oberva-

ram-se 26 sinais, os quais, mediante uma análise conjunta desse espectro com os 

mapas de contornos gHSQC e gHMBC e com o espectro de RMN de 1H, foram atri-

buídos a dois carbonos metoxílicos aromáticos, a cinco carbonos metilênicos: dois 

benzílicos, dois carbinólicos e um metilenodioxílico, a sete carbonos não hidrogena-

dos, dos quais um era acílico e quatro eram de carbonos aromáticos oxigenados, e a 

doze carbonos metínicos, que incluíam seis aromatícos e cinco carbinólicos. Além des-

ses 26 sinais, mostrou-se que havia um sinal junto com o do solvente deuterado, co-

mo evidenciado pela correlação direta – 1J – do hidrogênio em δ 2,83 (H-8) com o 

carbono em δ 48,8 (C-8) e pelas correlações a longa distância desse carbono com os 

hidrogênios em δ 3,84 (H-9'a), 3,64 (H-9'b), 2,84 (2Hs-7), 2,78 (H-7'a), 2,70 (H-7'b) e 

2,21 (H-8').  

 

 

Figura 222 - Espectro de APT de 17 (CD3OD, 151 MHz). 
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Figura 223 - Expansão do espectro de APT de 17 (CD3OD, 151 MHz). 

 
 

Figura 224 - Expansão do espectro de APT de 17 (CD3OD, 151 MHz). 
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Os valores dos deslocamentos químicos dos carbonos (δ 104,5, 78,1, 77,9, 

75,1, 71,6 e 62,7) que compunham o sistema de spin do qual o hidrogênio em δ 4,20 

(H-1'') fazia parte, aliados aos parâmetros espectrais – deslocamentos químicos, mul-

tiplicidades e constantes de acoplamento – extraídos das análises dos sinais dos hi-

drogênios que o [sistema de spin] integravam, foram sugestivos da presença de uma 

unidade glicosídica na estrutura molecular de 17. Mais especificamente, esses dados 

sugeriram-na como sendo uma β-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 frequência de absorção do hi-

drogênio anomérico (H-1'') houve aumento da intensidade dos sinais dos H-3'' e H-5'', 

o que corroborou com a natureza proposta para a unidade glicosídica. A posição da 

glucosila foi estabelecida pela correlação a longa distância 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 compatíveis 

com os de um dímero C6-C3. Análises detalhadas dos espectros uni- e bidimensionais, 

sobretudo, dos mapas de contornos gHMBC e gCOSY, revelaram que i) as unidades 

C6-C3 estavam unidas, via dois carbonos metínicos, por uma ligação C8-C8', que ii) 

o grupo 3,4-metilenodioxibenzílico e o carbono acílico estavam ligados ao mesmo car-

bono metínico e que iii) o grupo 3,4-dimetoxibenzilíco e o carbono metilênico em δ 

70,7 estavam unidos pelo outro carbono metínico (figura 225, p. 245).  

 
Figura 225 – Correlações a longa distâncias, acoplamentos escalares homonucleares 1H/1H e 

interações 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 vários picos incluindo aqueles de íons 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 íons Na+ e K+, o que, consequente-
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mente, evidenciou que o pico em m/z 549,1966 era das moléculas desprotonadas. 

Partindo-se dessas premissas, foi proposto que o íon 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 compatíveis com os de um glicosídeo de um dímero C6-C3 com fórmula mole-

cular C27H34O12 (figura 227, p. 246).  
 

Figura 226 - Espectro de massas de alta resolução de 17. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 227 - Proposta de fragmentação da lignana 17. 
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 A ausência, no mapa de contornos gHMBC, de correlações entre o –CO2R e os 

H-9'a e H-9'b, as correlações a longa distância 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−C6H5O6]+, sugeriram que a lignana 17 continha um grupamento de áci-

do carboxílico, o que foi confirmada por metilação de 17 com CH2N2 rendendo o res-

pectivo éster metílico 17a. A formação de 17a foi confirmada pela blindagem de 1,6 

ppm observada para o carbono carboxílico (C-9) e pelos sinais adicionais de carbono 

(δ 52,0) e hidrogênios (δ 3,62) metoxílicos presentes nos espectros de RMN de 13C 

e de 1H, respectivamente (figuras 228 e 229, p. 247 e 249).  

 

Figura 228 - Espectro de RMN de 1H de 17a (CD3OD, 600 MHz). 

 
 

 
Assim, a substância 17 foi caracterizada como sendo a lignana dibenzilbutâni-

ca glicosilada ácido (3,4-metilenodioxi)-(3',4'-dimetoxi)-9'-O-β-glucopiranil-lignan-9-ói-

co (ácido 9'-O-β-glucopiranil-battusóico A). As atribuições dos deslocamentos dos car-

bonos e hidrogênios de 17 e 17a foram efetuadas por meio de análises sistemáticas 

dos espectros uni- e bidimensionais, bem como por comparação dos dados obtidos 

com os disponibilizados na literatura.308 
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Tabela 16 -  Dados de RMN de 1H e de 13C de 17, 17a, 18 e 18a (14,1 T, δ, W1/2 ou J em Hz). 
Posição  17 17 17a 18 18 18a 

 δC δH δC δC δH δC 
1 134,9 – 134,7 135,0 – 134,7 
2 110,2 6,56 d, 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 – 147,4 
5 108,8 6,65 d, W1/2 = 7,9 108,8 108,9 6,66 m 108,9 
6 123,1 6,59 dd, W1/2 = 7,9 e 1,4 123,1 123,1 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' 114,1 6,75 d, W1/2 = 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, W1/2 = 7,9 112,9 118,9 6,70 m 118,9 
6' 122,7 6,74 d, W1/2 = 7,9 e 1,8 122,7 123,4 6,66 m 123,4 
7' 35,5 2,78 dd, W1/2 = 13,7 e 7,5 

2,70 dd, W1/2 = 13,7 e 7,2 
35,7 35,7 2,73 dd, W1/2 = 14,4 e 7,8 

2,69 dd, W1/2 = 14,4 e 7,2 
37,7 

8' 43,6 2,21 quind ap, W1/2 6,6 e 3,0 43,8 43,8 2,20 quinl ap, W1/2 6,6 43,9 
9' 70,7 3,84 comp 

3,63 dd, 10,2 e 6,0 
70,5 70,7 3,83 dd, 10,2 e 5,5 

3,63 dd, 10,2 e 6,0 
70,4 

1'' 104,5 4,21 d, 7,8 104,5 104,5 4,21 d, 7,8 104,5 
2'' 75,1 3,24 dd, W1/2 = 8,9 e 7,8 75,2 75,2 3,22 dd, W1/2 = 8,7 e 8,4 75,2 
3'' 78,1 3,36 t, W1/2 = 8,9 78,1 78,1 3,36 t, W1/2 = 9,0 78,1 
4'' 71,5 3,31 dd, W1/2 = 9,4 e 8,9 71,6 71,6 3,31 t ap, W1/2 = 9,0 71,6 
5'' 77,9 3,25 ddd, W1/2 = 9,4, 5,5 e 2,3 77,9 77,9 3,25 ddd, W1/2 = 9,0, 5,4 e 2,4 77,9 
6'' 62,7 3,85 dd, 12,0 e 2,3 

3,68 dd, 12,0 e 5,5 
62,8 62,7 3,85 dd, 12,0 e 2,4 

3,68 dd, 12,0 e 5,4 
62,7 

OMe-3' 56,4 3,77 s 56,4 – – – 
OMe-4' 56,5 3,81 s 56,5 – – – 

OCH2O-3,4 
OCH2O-3',4' 

102,1 5,88 d, 1,5 e 5,87 d, 1,5 102,1 102,1* 
102,0* 

5,88* 
5,87* 

102,1 
102,1 

CO2Me  – 52,0 – – 52,0 
comp=complexo devido a sobreposição com um ou vários sinais. *Atribuições na mesma coluna que podem estar trocados.
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Figura 229 - Espectro de RMN de 13C de 17a (CD3OD, 151 MHz). 
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4.4.5.2 Determinação da configuração absoluta de 17  

  
Figura 230 - Rota proposta para a síntese de 17 a partir de 2. 
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Com base na similarides estruturais existentes entre as lignanas 2 e 17, pro-

pôs-se a síntese de 17 partindo-se de 2 (figura 230, p. 249). A rota proposta para a he-

missíntese de 17 consistia em três etapas: i) reação de transesterificação em meio 

ácido, ii) reação de glucosilação (Koenigs-Knorr) e iii) hidrólise em pH neutro, suces-

sivamente.308-317 Entretanto, todas as tentativas de abertura do anel lactônico de 2 

resultaram somente na obtenção de traços do respectivo éster metílico γ-hidroxílico. 

Essas observações estavam de acordo com as evidências disponíveis na literatura, 

as quais mostram que, em reações de transesterificação de anéis butirolactônicos, o 

equílibro geralmente está deslocado em sentido a lactonização, devido à variável en-

trópica.308-317 É importante salientar que a escolha em se efetuar a reação em meio 

ácido não foi abirtrária, mas foi feita visando evitar a epimerização do centro estereo-

gênio α ao grupo carboxílico.310,311  

Alternativamente, tentou efetuar-se a abertura do anel lactônico de 2 utilizan-

do-se uma amina como nucleofilo. Segundo Foley e Jamison (2010), as constantes 

de equílibrio (Keq) em reações de aminólise de butirolactonas são de aproximadamen-

te 1,5.315 Neste sentido, avaliou-se duas condições para a aminólise de 2, inclusive 

experimentou-se uma condição drástica que envolveu a reação desta com etilamina 

a alta temperatura por 38 horas. Todavia, destaca-se que mesmo sob essas condi-

ções extremas, não se observou a formação do produto desejado, sendo constatada 

apenas a isomerização do carbono α-carboxílico.  

Por causa das dificuldades encontradas na abertura do anel lactônico de 2, pro-

pôs-se então o caminho inverso, isto é, a obtenção de 2 a partir de 17, visando a de-

terminação da configuração absoluta de 17. Para isso, uma porção de 17 foi subme-

tida a hidrólise ácida a 88 ºC por 8 horas. Sob essas condições, verificou-se que o 

produto inicial da hidrólise, o ácido γ-hidroxílico, sofreu lactonização espontânea ren-

dendo a lignana 2. Obteve-se ainda um mistura contendo o sal de bário de 17 (17b) 

e os anômeros, α e β, da glucopiranose (21 e 21-epi ). A identidade da unidade glico-

sídica foi confirmada por RMN de 1H (figuras 232 e 233, p. 252) e de 13C, por expe-

rimento de TOCSY 1D irradiando-se na frequência de absorção do hidrogênio anomé-

rico da β-glucopiranose (figura 233, p. 252) e por comparação com dados da literatu-

ra.223 Já a confirmação da obtenção de 2 foi efetuada por RMN de 1H e de 13C e por 

medida polarimétrica. Como a rotação óptica específica observada para o produto de 

lactonização da aglicona de 17 foi praticamente idêntica a da lignana kusunoquinina 



251 
Resultados e discussão_____________________________ _____________________  
 

      
     

(2) isolada do extrato de fezes: [ ]23
546α  −40 deg/[dm(g.cm-3)] versus [ ]20

546α  −39 deg/[dm 

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

tivamente (figura 231, p. 251).  

 

Figura 231 - Espectros de RMN de 1H de 2 (natural) e do produto de lactonização da aglicona de 17 
(sintética) (CDCl3, 600 MHz). 
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Figura 232 - Espectro de RMN de 1H de 17b+21+21-epi (D2O, 600 MHz). 

Anômero β: 
68 %

Anômero α: 
32 %

OH O

OH
OHOH

OH

OH

O

OH
OHOH

OH

 
 

Figura 233 - Experimento de TOCSY 1D irradiando na frequência do H-1 da β-glucose (D2O, 600 
MHz). 
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4.4.5.3 Ácido (8R,8S')-[3,4:3',4'-bis(metilenodioxi)]-9'-O-β-glucopiranil-lignan-9-óico 
(18) 
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Os espectros de RMN (figuras 234-238, p. 254-258) e UV de 18 foram muito 

semelhantes aos de 17. As principais diferenças entre os espectros de RMN de 18 e 

17 foram: i) a ausência dos sinais dos dois grupos metoxílicos no espectro de 18 e ii) 

a duplicação no especto de 18 das intensidades dos sinais com deslocamentos quí-

micos típicos de grupos metilenodioxílicos (figura 235, p. 254). Constatou-se ainda que 

as espécies iônicas detectadas na análise de 18 por EM foram 16 u menores dos que 

as de 17. Logo, a substância 18 foi caracterizado como sendo o ácido [3,4:3',4'-bis- 

(metilenodioxi)]-9'-O-β-glucopiranil-lignan-9-óico (ácido β-glucopiranosil-battusóico B), 

cuja a natureza do grupo acílico foi igualmente ratificada por metilação com diazo-

metano.  

O ácido 9'-O-β-glucopiranosil-battusóico B (18) apresentou uma rotação óptica 

bem proxima daquela observada para 17; 17: [ ]23
Dα  −24 deg/[dm(g.cm-3)] e 18: [ ]21

546α  

−24 deg/[dm(g.cm-3)]. Destaca-se ainda que não foram verificadas diferenças signifi-

cativas entre as curvas de dicroismo circular eletrônico de 17 e 18 (figura 239, p. 258). 

Como mostrado pela figura 239, p. 259, as curvas de 17 e 18 foram praticamente so-

breponíveis, sendo observados efeitos Cottons de mesmos sinais. Além disto, a simi-

laridade entre a feição do sinal do H-8' de 17 com o do H-8' de 18 sugeriu que a lig-

nana 17 seria um estereoisômero treo. Sendo assim, sugeriu-se que as configurações 

em C-8 e C-8' de 18 seriam idênticas àquelas de 17, o que foi corroborado pelo fato 

que as configurações em C-8 e C-8' da kusunoquinina (2) são as mesmas das ligna-

nas hinoquinina (8) e cubebina (6+6epi ), as quais foram os prováveis substratos me-

tabolizados pelas lagartas para dar 18.  
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 Figura 234 - Espectro de RMN de 1H de 18 (CD3OD, 600 MHz). 
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Figura 235 - Expansão do espectro de RMN de 1H de 18 (CD3OD, 600 MHz). 
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Figura 236 - Expansão do espectro de RMN de 1H de 18 (CD3OD, 600 MHz). 

 

 

Figura 237 - Expansão do espectro de RMN de 1H de 18 (CD3OD, 600 MHz). 
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Figura 238 - Espectro de APT de 18 (CD3OD, 600 MHz). 

 

 

 

 

Figura 239 – Curvas de dicroísmo circular eletrônico (DCE) de 17 (curva a) e 18 (curva b) obtidas em 
CH3OH. 
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5 CONCLUSÕES 
 

 Neste estudo, constatou-se, biologica- e quimicamente, que as lagartas do inse-

to fitófago especialista B. polydamas polydamas bioconverteram as micromoléculas 

majoritárias das folhas de A. giberti. Verificou-se ainda que o extrato de folhas e o di-

terpeno ácido (5R,8R,9S,10R,13R)-8-hidroxi-labdan-15-óico (1), cuja a configuração 

absoluta está 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 concentrações testadas.  

É 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 sínteses estereosseletivas e em estudos de modificação estrutu-

ral visando potencializar a atividade inseticida de 1.  

Diversas diferenças foram observadas entre as composições químicas dos ex-

tratos de folhas e fezes, sendo isoladas do extrato de excrementos de lagartas cinco 

substâncias inéditas, duas lignanas dibenzilbutânicas glucosiladas (17 e 18) e três di-

terpenos labdânicos (3, 4 e 19), os quais não foram detectados no extrato metanólico 

de folhas da planta hospedeira do inseto, A. giberti. Portanto, estes devem ser produ-

tos da metabolização dos constituintes químicos de A. giberti ou metabólitos sinteti-

zados de novo pelo inseto fitófago.  

Entretanto, considerando-se as similaridades estruturais existentes entre os 

metabólitos excretados pelas lagartas e os principais constituintes das folhas de A. 

giberti, inclusive estereoquimicamente, sugeriu-se que 3, 4 e 19 seriam produtos de 

oxidações sequenciais de 1 e que 17 e 18 seriam produtos da metabolização de 2, 

6, 6-epi  ou 8. Essas propostas foram corroboradas pelas atividades biológicas deter-

minada ou relatadas para esses metabólitos secundários. Assim, concluiu-se que as 

lagartas de B. polydamas possuem suas próprias estratégias para superar as barrei-

ras químicas impostas por A. giberti, as quais consistem nas biotransformações dos 

constituintes dessa planta convertendo-os para substâncias mais polares, provavel-

mente menos tóxicas para insetos.  
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Embora as substâncias 1, 2 e 4 foram inativas nos bioensaios de antipreda-

ção com formigas e pintinhos, é importante salientar que os sequestros das substân-

cias 2, 4 e 8 apontaram para uma nova direção em sentido a compreender a defesa 

química de B. polydamas contra inimigos naturais, visto que essas substâncias per-

tencem a classes de metabólitos secundários diferentes daquelas tradicionalmente 

discutidas na literatura como sendo as responsáveis por essas interações ecológicas. 

Interessantemente, o sequestro de 4 evidenciou que as lagartas de B. polydamas são 

especializadas tanto para detoxificar 1 como para aproveitar parte do produto obtido 

(4) em benefício próprio.  

Por fim, destaca-se ainda que os resultados obtidos neste trabalho mostraram 

que os insetos da tribo Troidini podem metabolizar outras substâncias além dos deri-

vados nitrofenântrenicos, o que contribuiu para renovar as perpectivas sobre estudos 

com plantas da família Aristolochiaceae.    
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