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RESUMO 

 
As lactonas sesquiterpênicas (LS), composto característicos da família Asteraceae, destacam-
se por suas propriedades anti-inflamatória, citotóxica e antiparasitária. Derivados 
semissintéticos de LS têm demonstrado propriedades farmacológicas melhoradas em relação 
ao produto de partida. Diante da necessidade do desenvolvimento de alternativas terapêuticas 
para o tratamento de neoplasias, leishmanioses e doença de Chagas, o objetivo deste trabalho 
foi isolar LS a partir de espécies selecionadas de Vernonieae (Asteraceae) para a modificação 
estrutural por semissíntese visando o desenvolvimento de derivados bioativos. A otimização do 
processo de extração por lavagem foliar em desenho experimental fatorial 4x4 a partir da 
espécie Vernonanthura tweedieana indicou como condições ideais de extração das LS a acetona 
como líquido extrator durante 10 minutos. Foi estabelecida uma estratégia de diferenciação por 
ESI-EM e EM/EM entre as LS do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo com base nas diferenças 
entre seus respectivos perfis de ionização, formação de adutos e fragmentação, sendo a primeira 
vez que o mecanismo de fragmentação para as LS do tipo glaucolídeo é detalhadamente 
discutido. A análise de desreplicação por CLUE-EM do extrato bruto de lavagem foliar (ELF) 
de V. tweedieana permitiu a identificação de 14 compostos (7 LS e 7 flavonoides). A partir dos 
ELF das espécies Lepidaploa chamissonis e Cyrtocymura scorpioides e da espécie 
Vernonanthura condensata, foram isoladas em grande quantidade por cromatografia de 
partição centrífuga (CPC) as LS glaucolídeo B e vernodalina, respectivamente. A extração por 
lavagem foliar mostrou-se um método seletivo para a extração de LS, enquanto que a técnica 
CPC foi uma ferramenta simples e eficiente para o isolamento desses constituintes com alto 
rendimento. Considerando que as condições ácido-base do meio extrativo/cromatográfico vêm 
sendo relacionadas à conversão estrutural e à formação de diferentes subtipos de LS, a estratégia 
baseada na ciclização transanular empregando catalizadores com variadas propriedades ácido-
base, associada à condições reacionais complementares, mostrou-se uma abordagem eficiente 
para a produção de quatorze derivados semissintéticos de LS, sendo dez destes compostos 
relatados pela primeira vez. Na investigação in vitro da atividade biológica as LS piptocarfina 
A, diacetilpiptocarfol e vernodalina apresentaram moderada a fraca atividade leishmanicida 
(IC50=18,83 a 26,58 µM) frente à Leishmania amazonensis, e moderada atividade tripanocida 
(IC50=10,62 a 20,57 µM) frente à Trypanosoma cruzi, enquanto que as LS glaucolídeo A e 
glaucolídeo B não foram ativas para ambos os parasitas na forma amastigota intracelular. Na 
avaliação da atividade citotóxica em método de MTT, a LS piptocarfina A apresentou 
promissora atividade frente às células leucêmicas Nalm-6 e K-562 (CC50=2,8 µM e CC50=3,0 
µM, respectivamente), enquanto que o glaucolídeo A mostrou moderada atividade frente às 
linhagens de células tumorais K-562, HL-60, REH, JURKAT, PC3, OVCAR, NCI-1299 e HOS 
(CC50=8,5 a 27,2 µM). As LS piptocarfina A, diacetilpiptocarfol e vernodalina (CC50=6,7 
µM/IS=1,9, CC50=3,8 µM/IS=3,3, CC50=2,6 µM/IS=4,6, respectivamente), bem como dois 
derivados semissintéticos análogos de hirsutinolídeos e um análogo diepoxigermacranolídeo 
(CC50=11,2 µM/IS=2,5, CC50=5,0 µM/IS=3,0 e CC50=3,1 µM/IS=3,0, respectivamente) 
apresentaram ótima e seletiva atividade citotóxica frente à linhagem de células de melanoma 
humano (SK-MEL-28). Ainda, o glaucolídeo B apresentou promissora atividade anti-
inflamatória nas doses de 1, 3 e 10 µM em células RAW 264.7 estimuladas por 
lipopolissacarídeos, cujo efeito inibitório sobre a produção de metabólitos NOx e da secreção 
de interleucina 6 foi similar à dexametasona (7 µM). 
 
Palavras-chave: Lactonas sesquiterpênicas. Vernonieae. Cromatografia de partição centrífuga. 
Semissíntese. Ciclização transanular. Anti-inflamatório. Citotóxico. Antiparasitário. 



  



 

ABSTRACT 
 

Sesquiterpene lactones from selected species of Vernonieae (Asteraceae): 
semisynthesis and evaluation of the biological potential (in vitro) 

 
The sesquiterpene lactones (SL), widespread in the Asteraceae family, are endowed with anti-
inflammatory, cytotoxic and antiparasitic properties. Semisynthetic SL derivatives have shown 
improved pharmacological properties relative to the starting product. Because of high demand 
in developing therapeutic alternatives for the treatment of neoplasms and antiparasitic disease, 
the objective of this work was to isolate SL from selected Vernonieae (Asteraceae) species for 
structural modification by semisynthesis in order to develop bioactive derivatives. The 
optimization of the extraction process by leaves washing in experimental design 4x4 from the 
Vernonanthura tweedieana species turned to be an ideal condition for SL extraction using 
acetone as extractive solvent during 10 minutes. A strategy of differentiation between 
hirsutinolide and glaucolide-type SL by ESI-MS and MS/MS was established based on the 
differences observed in their respective MS spectra and related to their ionization, adduct 
formation and fragmentation profiles, wherein it is the first time that the fragmentation 
mechanism for glaucolide-type SL is discussed in detail. The UPLC-MS dereplication analysis 
of V. tweedieana leaves washing crude extract (LWE) allowed the identification of 14 
compounds (7 SL and 7 flavonoids). Glaucolide B and vernodalin were respectively isolated in 
large quantities from the LWE of Lepidaploa chamissonis and Cyrtocymura scorpioides and 
from Vernonanthura condensata by centrifugation partition chromatography (CPC). Leaves 
washing process was a selective method for the SL extraction, whereas the CPC technique was 
a simple and efficient tool for the isolation of these constituents with high yield. Whereas the 
acid-base conditions of the extractive/chromatographic medium have been related to structural 
conversion and the formation of different SL subtypes, the strategy based on transannular 
cyclization employing catalysts with varying acid-base properties, associated with other 
reaction conditions, proved to be an efficient approach to produce fourteen semisynthetic SL 
derivatives, ten of which are reported for the first time. In the in vitro biological investigation, 
piptocarphin A, diacetylpiptocarphol and vernodalin presented from moderate to weak 
leishmanicidal activity (IC50=18.83 to 26.58 μM) against Leishmania amazonensis, and 
moderate trypanocidal activity (IC50=10.62 to 20.57 μM) against Trypanosoma cruzi, whereas 
glaucolide A and glaucolide B were not active against the intracellular amastigote form of both 
parasites. In the cytotoxicity activity evaluation by MTT method, piptocarphin A presented 
promising activity against Nalm-6 and K-562 leukemic cell lines (CC50=2.8 μM and CC50=3.0 
μM, respectively) whereas the glaucolide A showed moderate activity against the cell lines K-
562, HL-60, REH, JURKAT, PC3, OVCAR, NCI-1299 and HOS (CC50=8.5 to 27.2 μM). 
Piptocarphin A, diacetylpiptocarphol and vernodalin (CC50=6.7 µM/SI=1.9, CC50=3.8 
µM/SI=3.3, CC50=2.6 µM/SI=4.6, respectively) as well as two semisynthetic hirsutinolide 
analogues and one diepoxygermacranolide analogue (CC50=11.2 µM/SI =2.5, CC50=5.0 
µM/SI=3.0 and CC50=3.1 µM/SI=3,0, respectively) showed promissing and selective cytotoxic 
activity against the human melanoma cell line (SK-MEL-28). Furthermore, glaucolide B 
showed promising anti-inflammatory activity at 1, 3 and 10 µM doses in lipopolysaccharide-
stimulated RAW 264.7 cells, whose inhibitory effect on NOx metabolite production and 
interleukin 6 secretion was similar to dexamethasone (7 µM). 
 
 
Keywords: Sesquiterpene lactones. Vernonieae. Centrifugal partition chromatography. 
Semisynthesis. Transannular cyclization. Anti-inflammatory. Cytotoxic. Antiparasitic. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

 Os produtos naturais vêm contribuindo substancialmente ao longo dos anos para a 

descoberta de novos agentes terapeuticamente ativos, tendo as plantas medicinais e os seus 

derivados uma importância preponderante neste processo (CRAGG; NEWMAN, 2013; 

JANTAN et al., 2015; NEWMAN; CRAGG, 2016b). 

 Pertencente à família Asteraceae, a tribo Vernonieae é distribuída principalmente nas 

Américas e África (LOEUILLE, 2011; NAKAJIMA et al., 2015), sendo considerada um dos 

grupos mais complexos taxonomicamente (MENDONÇA et al., 2009; SOARES, 2012). Nesta 

tribo, os gêneros Vernonanthura, Cyrtocymura e Lepidaploa destacam-se pela produção de 

lactonas sesquiterpênicas (LS) (KOTOWICZ et al., 1998; BORKOSKY et al., 2003; 

MARTUCCI et al., 2014; GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018).  

 Consideradas como características na família Asteraceae, as LS são metabólitos 

secundários formados por uma cadeia de 15 carbonos, organizada em três unidades isoprênicas, 

contendo um anel lactônico fundido, sendo altamente promissoras principalmente devido às 

suas propriedades citotóxica, antiproliferativa e antitumoral (GHANTOUS et al., 2010; 

TOYANG et al., 2013; ITO et al., 2016; FRONZA et al., 2017), anti-inflamatória 

(CHADWICK et al., 2013; HOHMANN et al., 2016; WU et al., 2017) e antiprotozoária (NI 

LOO et al., 2017; ULLOA et al., 2017). 

 Nesse âmbito, a técnica de lavagem foliar tem se mostrado um método bastante seletivo 

para a obtenção das LS a partir da extração do conteúdo dos tricomas glandulares das folhas 

(IGUAL et al., 2013; LUSA; DA COSTA; APPEZZATO-DA-GLÓRIA, 2016). Ainda assim, 

a fim de se acelerar o isolamento de uma classe de substâncias, tal qual as LS, estratégias de 

otimização tecnológica do processo extrativo podem ser aplicadas, podendo ser empregadas 

técnicas de planejamento experimental e análise estatística a partir de delineamentos fatoriais 

(MIGLIATO et al., 2011; BARBOSA et al., 2014).  

 Diversos análogos sintéticos e semissintéticos de produtos naturais vêm sendo 

desenvolvidos e avaliados nos últimos 50 anos para o tratamento de diferentes tipos câncer 

(alguns em fase clínica) (NEWMAN; CRAGG, 2014; JANTAN et al., 2015; NEWMAN; 

CRAGG, 2016a), sendo grande parte desses compostos derivados de LS, muito devido à sua 

seletividade por células tumorais (CHATURVEDI; DWIVEDI; MISHRA, 2015; REN; YU; 

KINGHORN, 2016; JANA et al., 2017). 

 Da mesma forma, as LS também possuem uma proeminente propriedade 

antiprotozoária, como as atividades leishmanicida e tripanocida (SAEIDNIA; GOHARI; 
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HADDADI, 2013; BRANQUINHO et al., 2014; JIMENEZ et al., 2014; KIMANI et al., 2018). 

Igualmente, diferentes derivados semissintéticos de LS vem demonstrando melhoradas 

propriedades leishmanicida e tripanocida quando comparadas ao produto de partida 

(FUCHINO et al., 2001; ZIMMERMANN et al., 2014). 

 No que tange o desenvolvimento de novos fármacos ou protótipos, a abordagem 

semissintética a partir de produtos naturais mostra-se uma estratégia bastante valida podendo 

promover a produção de derivados análogos com propriedades farmacológicas melhoradas em 

relação aos compostos precursores (LANG et al., 2012; RAHIER et al., 2015). Estudos recentes 

apresentam diferentes estratégias de modificação molecular de LS para produção e avaliação 

da atividade biológica de seus derivados semissintéticos (TURCONI et al., 2014; DOAN et al., 

2015; VILLAGOMEZ et al., 2015; CHEN et al., 2017; ZAKI; AKSSIRA; BERTEINA-

RABOIN, 2017; TANG et al., 2018). 

 Neste contexto, a produção de derivados semissintéticos de LS, visando o 

desenvolvimento de novo compostos com promissoras atividades citotóxica, anti-inflamatória 

e antiparasitária, permitirá um progresso relevante no futuro dos produtos naturais e fornecerá 

mais subsídios para o potencial desenvolvimento de um agente terapêutico e/ou protótipo para 

o tratamento destas doenças. 
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2  REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 PLANTAS MEDICINAIS 

 

 A natureza auxilia a humanidade em suas necessidades básicas e fornece matéria-prima 

para o desenvolvimento de medicamentos para um amplo espectro de doenças. Os produtos 

naturais de origem vegetal e seus derivados têm contribuído, e continuarão fundamentais para 

o processo de descoberta e desenvolvimento de novos fármacos, servindo como fonte de 

padrões moleculares inovadores (NEWMAN; CRAGG, 2014; JANTAN et al., 2015). Diversos 

são os compostos de origem natural ou baseados nestes que resultaram em medicamentos 

utilizados na clínica, sendo alguns exemplos ilustrados na Figura 1. 

 

Figura 1 – Exemplos de fármacos de origem natural. 

 
Fonte: adaptado de Kingston (2011), Atanasov e colaboradores (2015) e Katz e Baltz (2016). 

 

 Acredita-se que cerca de 30% dos medicamentos disponíveis são derivados de fontes 

naturais, principalmente de plantas e microrganismos, sendo muitos desses princípios ativos 

isolados de plantas brasileiras. Embora o Brasil seja o maior detentor de biodiversidade vegetal 

mundial, com mais de 45 mil espécies de plantas superiores representando de 20-22% do total 
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existente no planeta, o mercado de produtos derivados de plantas no Brasil é muito pequeno, 

correspondendo a menos de 5% de todos os medicamentos comercializados (HARVEY; 

EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; DUTRA et al., 2016). 

 Entretanto, apesar da escassez de informações relacionadas à vegetação nativa brasileira 

e às propriedades medicinais dessas plantas, essa ampla diversidade da flora nacional torna as 

plantas medicinais brasileiras altamente promissoras. O Brasil, neste contexto, pode deixar de 

ser um fornecedor de matéria-prima passando a fornecer substâncias e produtos de valor 

tecnológico agregado ao mercado farmacêutico (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008; 

DUTRA et al., 2016). 

 

2.2 FAMÍLIA ASTERACEAE 

 

 A família Asteraceae é uma das mais importantes fontes de espécies vegetais com valor 

medicinal (BESSADA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2015). Compreende 12 subfamílias, 43 

tribos, cerca de 1.500 gêneros e aproximadamente 25.000 espécies, distribuídas por quase todo 

o planeta (com exceção da Antártida), mas principalmente encontrada na região das Américas 

(GURIB-FAKIM, 2006; HEINRICH et al., 2012). 

 No Brasil, as asteráceas compreendem 28 tribos, 290 gêneros e cerca de 2.100 espécies, 

especialmente encontradas no cerrado, em campos rupestres, campos de altitude e restinga 

(OGASAWARA; ROQUE, 2015; REFLORA, 2019a). Os metabolitos secundários na família 

Asteraceae são bastante diversificados, sendo mais de 5.000 espécies quimicamente estudadas, 

com cerca de 7.000 compostos já isolados (ALVARENGA et al., 2001). 

 As asteráceas são caracterizadas principalmente pela presença de lactonas 

sesquiterpênicas (LS) que, quando presentes, são responsáveis em grande parte pela atividade 

biológica observada para a espécie em questão (GURIB-FAKIM, 2006; PADILLA-

GONZALEZ; DOS SANTOS; DA COSTA, 2016). Todavia, a família também se destaca pela 

presença de flavonoides, ácidos fenólicos, terpenoides, cumarinas e poliacetilenos 

(WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008; ACHIKA et al., 2014; 

KONOVALOV, 2014). 

 

2.2.1 Tribo Vernonieae Cass. 

 

 A tribo Vernonieae é considerada taxonomicamente um dos grupos mais complexos da 

família Asteraceae, sendo atualmente subdividida em 21 subtribos, com aproximadamente 100 
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gêneros e cerca de 1.500 espécies. A tribo é amplamente distribuída pelo Paraguai, Uruguai, 

Bolívia, Argentina e Brasil, sendo neste último representada por 15 subtribos, cerca de 52 

gêneros e aproximadamente 458 espécies, com maior incidência no sudeste brasileiro 

(MARINHO, 2014; NAKAJIMA et al., 2015; REFLORA, 2019g). 

 Devido à complexidade taxonômica, diversos estudos genéticos recentes vem sendo 

desenvolvidos para a melhor compreensão e classificação dos membros da tribo (LOEUILLE; 

KEELEY; PIRANI, 2015; MARINHO et al., 2016; VEGA; DEMATTEIS, 2016). Os membros 

da tribo são anuais ou perenes, de hábitos variando desde ervas, arbustos, lianas e, raramente, 

árvores de grande porte. Entre os compostos já obtidos para tribo, destacam-se as LS, 

flavonoides, poliacetilenos e fenilpropanoides (MENDONÇA; ESTEVES; GONÇALVES-

ESTEVES, 2007; OGASAWARA; ROQUE, 2015; LUSA et al., 2016; GALLON et al., 2018). 

 Entre as diferentes subtribos de Vernonieae destacam-se a subtribo Vernoniinae, 

representada principalmente pelos gêneros Cyrtocymura H. Rob. e Vernonanthura H. Rob.; e 

a subtribo Lepidaploinae, com ênfase nos gêneros Lepidaploa H. Rob., Chrysolaena H. Rob., 

Echinocoryne H. Rob., Lessingianthus H. Rob. e Stenocephalum Sch. Bip. (KEELEY; 

ROBINSON, 2009). 

 
2.2.1.1 Gênero Cyrtocymura H. Rob. 

 

 O gênero Cyrtocymura H. Rob. foi estabelecido por Robinson (1987), sendo 

reclassificado a partir do grupo Vernonia, e compreende seis espécies distribuídas pelo México, 

Índias Ocidentais e Américas Central e do Sul (ROBINSON, 1987; KEELEY; ROBINSON, 

2009). No Brasil, o gênero é representado por quatro espécies (C. harleyi, C. lanuginosa, C. 

mattos-silvae e C. scorpioides) com destaque para a espécie C. scorpioides como a mais 

incidente (ROBINSON, 1987; OGASAWARA; ROQUE, 2015; REFLORA, 2019b). 

 Entre os constituintes químicos já reportados para o gênero destacam-se as LS, em 

especial os subtipos glaucolídeo e hirsutinolídeo, além de mono e sesquiterpenos, flavonoides 

e ácidos fenólicos (BORKOSKY et al., 1996; BORKOSKY et al., 2009; GALLON; 

JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018). 

 Valdés e colaboradores (2001) demonstraram o efeito alelopático de frações oriundas 

do extrato hexânico das raízes de C. cincta sobre monocotiledôneas. Além disso, os efeitos 

antiproliferativo, antitumoral e antibacteriano foram descritos para a espécie C. scorpioides, 
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mas sob a denominação da sinonímia Vernonia scorpioides (PAGNO et al., 2006; ZANDONAI 

et al., 2010; SOBRINHO; DE SOUZA; DOS SANTOS FONTENELLE, 2015). 

 

2.2.1.1.1 Considerações sobre a espécie Cyrtocymura scorpioides (Lam.) H. Rob. 

 

 A espécie Cyrtocymura scorpioides (Figura 2) (denominação botânica mais atualizada 

adotada neste estudo), reclassificada por Robinson (1987), tem como basiônimo Conyza 

scorpioides Lam. (TROPICOS.ORG, 2019a) – apesar de ser frequentemente reconhecida pela 

sinonímia botânica Vernonia scorpioides (Lam.) Pers. 

 

Figura 2 – Ilustração de espécimes de Cyrtocymura scorpioides (Lam.) H. Rob. 

 
Fonte: autor. 

 

 Distribuída pelas Américas Central e do Sul e considerada uma espécie endêmica do 

Brasil, a C. scorpioides é conhecida popularmente como “erva-São-Simão”, "enxuga" e "erva-

preá" e encontrada em todas as regiões do país, com significativa dispersão no estado de Santa 

Catarina, sendo usada na medicina popular para o tratamento de hemorroidas e disenteria 

(CABRERA; KLEIN, 1980b; HATTORI; NAKAJIMA, 2008; REFLORA, 2019c).  

 Em termos botânicos, a espécie C. scorpioides apresenta-se na forma de arbusto, com 

talos ramosos, lanuginoso, foliosos até o ápice, com face adaxial setosa e face abaxial estrigosa. 

As folhas são alternadas, pecioladas, ovadas, medindo de seis a dez centímetros de 

comprimento e dois a quatro de largura, sendo agudas no ápice e atenuadas na base, 

remotamente serreado-dentadas nos bordos. Ainda, possui capítulos florais numerosos, sésseis, 

dispostos em cincínios curtos e densos, dispostos no extremo dos ramos, formando uma 

pseudopanícula contraída. As flores, cerca de 20 a 30, apresentam coloração de lilás à roxa, 
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cujo período de florescência acontecendo durante o inverno e primavera entre os meses de julho 

a dezembro/janeiro. Os aquênios são veludosos e de papus branco (CABRERA; KLEIN, 1980b; 

OGASAWARA; ROQUE, 2015). 

 No que diz respeito às atividades biológicas reportadas para preparações a partir de C. 

scorpioides já foram demonstrados os efeitos citotóxico, observado para o extrato etanólico das 

folhas após aplicação tópica em camundongos (DALAZEN et al., 2005), e antitumoral, 

observado para a fração diclorometano em camundongos portadores do tumor de Ehrlich 

(PAGNO et al., 2006) e para uma subfração de porção diclorometano em camundongos 

portadores do tumor ascítico Sarcoma 180 (KREUGER et al., 2009). Além disso, do extrato 

etanólico de C. scorpioides também apresentou os efeitos antiedematogênico (PEREIRA; 

COGO; ZAMUNER, 2012) e anti-inflamatório (RAUH et al., 2011b). Ainda, Kreuger e 

colaboradores (2012a) demonstraram a atividade antibacteriana in vitro da fração acetato de 

etila obtida do extrato etanólico de C. scorpioides. 

 Em relação à composição química de C. scorpioides, a partir da análise de desreplicação 

por cromatografia líquida de ultra performance em hifenização à espectrometria de massas 

(CLUE-EM) do extrato 70% metanólico da espécie foram identificados flavonoides aglicônicos 

(apigenina, luteolina, crisoeriol, kaempferol e genkwanina) e glicosilados (acacetina-7-O-

rutinosídeo, quercetina-3-O-rutinosídeo, quercetina-3-O-glicosídeo, luteolina-7-O-

glicuronídeo, kaempferol-3-O-rutinosídeo, crisoeriol-7-O-neohesperidosídeo), bem como 

diferentes ácidos fenólicos (isômeros 3- e 5- do ácido cafeoilquínico, ácido 5-p-

coumaroilquínico, e os isômeros 3,4-, 3,5- e 4,5- do ácido dicafeoilquínico) (GALLON; 

JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018; GALLON et al., 2018).  

 Já a análise por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas permitiu 

identificar 45 sesquiterpenos no óleo essencial de C. scorpioides, cujos componentes 

majoritários foram o β-cariofileno (37,0%), óxido de cariofileno (12,5%), (E)-nerolidol 

(10,4%), α-humuleno (6,0%), e espatulenol (4,7%) (PINTO et al., 2016). 

 Ainda no contexto da investigação fitoquímica para C. scorpioides, entre os compostos 

já isolados a partir da espécie (Figura 3) estão LS do tipo glaucolídeo e hirsutinolídeo 

(BUSKUHL et al., 2010), triterpenos e esteroides (MACHADO et al., 2013), poliacetilenos 

(POLLO et al., 2013), flavonoides (luteolina e apigenina), além de um derivado do ácido 

cafeico, o cafeato de etila (KREUGER et al., 2012a). 
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Figura 3 – Constituintes químicos isolados de Cyrtocymura scorpioides (Lam.) H. Rob. 

 
Fonte: adaptado de Buskuhl e colaboradores (2010), Kreuger e colaboradores (2012a), Machado de 
colaboradores (2013) e Pollo e colaboradores (2013). 
 

2.2.1.2 Gênero Lepidaploa H. Rob. 

 

 Reiterado por Robinson (1990) o gênero Lepidaploa H. Rob. compreende cerca de 140 

espécies, distribuídas nos Andes, Índias Ocidentais e América Central e do Sul (TELES; 

SOBRAL; NAKAJIMA, 2010). No Brasil são encontradas aproximadamente 52 espécies, 

predominantemente nas regiões nordeste e sudeste (REFLORA, 2019d). 
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 Diferentes LS foram encontradas nas flores e folhas de L. remotiflora (VALDÉS et al., 

1998) e de L. myriocephala (BORKOSKY et al., 2003). Dos Santos e colaboradores (2012) 

identificaram duas novas ceramidas, além dos conhecidos germanicol, β-sitosterol, 

estigmasterol, 3β-O-β-D-glicopiranosil-sitosterol, lupeol, acetato de lupeol e tilirosida a partir 

das partes aéreas de L. cotoneaster. Já Morales-Escobar e colaboradores (2007) isolaram quatro 

flavonoides glicosilados e dois benzofuranos glicosilados das partes aéreas de L. mapirensi. 

 Maia e colaboradores (2010) descreveram a atividade antibacteriana moderada para o 

óleo essencial (rico em E-cariofileno e biciclogermacreno) da espécie L. remotiflora frente à P. 

aeruginosa (ATCC25619), E. aerogenes (ATCC12472), S. choleraeasuis (ATCC10708), K. 

pneumoniae (ATCC10031), S. aureus (ATCC25923) e B. subtilis (ATCC6633). 

 

2.2.1.2.1 Considerações sobre a espécie Lepidaploa chamissonis (Less.) H. Rob. 

 

 A espécie Lepidaploa chamissonis (Figura 4), cujo basiônimo Vernonia chamissonis 

Less. (TROPICOS.ORG, 2019b), é conhecida popularmente no Brasil como “cambarazinho” e 

é encontrada nas regiões sul e sudeste (CABRERA; KLEIN, 1980a; REFLORA, 2019e). 
 

Figura 4 – Ilustração de espécimes de Lepidaploa chamissonis (Less.) H. Rob. 

 
Fonte: autor 

 

 Quanto aos aspectos botânicos, a espécie apresenta-se como um arbusto pequeno de 

aproximadamente um metro de altura, ramoso, com ramos foleosos até o ápice. Suas folhas são 
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alternas, pecioladas, herbáceas, acuminadas no ápice e arredondadas na base com nervuras 

altamente marcadas, podendo medir de cinco a dez centímetros de comprimento e dois a quatro 

centímetros de largura. Os capítulos florais costumam ser numerosos e dispostos em panículas 

de longos cincínios, com coloração violácea, cujo período florescente acontece entre os meses 

de dezembro a abril. Os aquênios são veludosos e de papus branco (CABRERA; KLEIN, 

1980a). 

 Em estudos recentes avaliando a composição química de diferentes espécies brasileiras 

de Vernonieae (GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018; GALLON et al., 2018) foram 

descritos para a espécie L. chamissonis, a partir da análise de desreplicação por CLUE-EM do 

extrato 70% metanólico, a presença de flavonoides aglicônicos (vicenina-2 e quercetina) e 

glicosilados (quercetina-3-O-rutinosídeo, quercetina-3-O-glicosídeo, quercetina-3-O-[6-

cafeoil]-glicosídeo, luteolina-7-O-glicuronídeo, kaempferol-3-O-rutinosídeo), de diferentes 

ácidos fenólicos (isômeros 3-, 4- e 5- do ácido cafeoilquínico, ácido 5-p-coumaroilquínico, 

ácido 5-O-ferruloilquínico, e os isômeros 3,4-, 3,5- e 4,5- do ácido dicafeoilquínico), além da 

LS 8-metacriloil-hirsutinolídeo (análogo desidratado em C-1 da piptocarfina A). Apesar disso, 

não foram encontrados trabalhos descrevendo o isolamento de compostos a partir da espécie 

 Ainda, embora existam estudos envolvendo o gênero Lepidaploa, não foram 

encontradas informações na literatura referente à investigação da atividade biológica para a 

espécie L. chamissonis. 

 

2.2.1.3 Gênero Vernonanthura H. Rob. 

 

 O gênero Vernonanthura H. Rob., instituído por Robinson (1992) para designar um 

grupo de espécies antes pertencentes anteriormente ao gênero Vernonia Schreb, compreende 

cerca de 70 espécies, distribuídas no México, Índias Ocidentais e América Central e do Sul. 

 No Brasil, existem aproximadamente 42 espécies, predominantemente encontradas nas 

regiões sul e sudeste (MENDONÇA et al., 2009; VEGA; DEMATTEIS, 2011; REFLORA, 

2019f). Entretanto, a nomenclatura para esse novo gênero ainda não é totalmente consolidada 

na literatura, sendo empregado muitas vezes o basiônimo Vernonia das espécies em estudo. 

 As espécies de Vernonanthura representam as chamadas "assapeixes", que no Brasil 

são utilizadas popularmente na preparação de xaropes para o tratamento de gripes e resfriados. 

Apresentam-se como arbustos ou árvores pequenas, sendo comumente encontrados nas 

vegetações que cercam as cidades, facilitando assim sua coleta (LEITÃO et al., 2014).  
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 Entre as atividades descritas para preparações e/ou substâncias obtidas a partir do gênero 

estão as atividades antifúngica (SANTANA et al., 2012), antiprotozoária (SANTANA et al., 

2014), antibacteriana (ROCHA-GRACIA et al., 2013), fagoinibidora (DEL CORRAL et al., 

2014) e antiulcerogênica (OLIVEIRA et al., 2011). 

 Das classes de compostos que já foram identificadas para o gênero estão ácidos graxos, 

ácidos fenólicos e flavonoides (IGUAL et al., 2013), terpenoides (MANZANO et al., 2014), e 

principalmente LS (SANTANA et al., 2013; MARTUCCI et al., 2014). 

 Se considerada a busca na literatura pelo basiônimos (Vernonia) das respectivas 

espécies de Vernonanthura, mais estudos são descritos quanto à identificação de metabólitos 

secundários, entre os quais poliacetilenos, além de outros ácidos fenólicos, terpenoides, 

flavonoides e lactonas sesquiterpênicas (MABRY et al., 1975a; BOHLMANN et al., 1983; 

ABEGAZ et al., 1994; CARVALHO; COSTA; SANTOS ABREU, 1999; PÉREZ-AMADOR 

et al., 2008; MAIA et al., 2010; TOYANG; VERPOORTE, 2013). Em relação à investigação 

biológica, são apresentadas ainda as atividades anti-inflamatória, antibacteriana, analgésica, 

reguladora de pressão arterial, citotóxica, antifúngica, leishmanicida, antiulcerogênica e 

antinociceptiva (VALVERDE et al., 2001; SILVEIRA; FOGLIO; GONTIJO, 2003; 

BARBASTEFANO et al., 2007; BRAGA et al., 2007; RISSO; SCARMINIO; MOREIRA, 

2010; SANTOS JÚNIOR et al., 2010; TOYANG; VERPOORTE, 2013; SOBRINHO; DE 

SOUZA; DOS SANTOS FONTENELLE, 2015). 

 

2.2.1.3.1 Considerações sobre a espécie Vernonanthura condensata (Baker) H. Rob. 

 

 A Vernonanthura condensata (Baker) H. Rob. (Figura 5) – basiônimo Vernonia 

condensata Baker (TROPICOS.ORG, 2019c), é encontrada principalmente no Brasil e Nigéria.  

 A espécie, chamada de “boldo” e “alumã”, tem sido empregada popularmente no Brasil 

para o tratamento de problemas digestivos, intestinais, hepáticos e como analgésico para dores 

de cabeça e musculares (TOYANG; VERPOORTE, 2013; LEITÃO et al., 2014). 

 Em relação aos aspectos botânicos, a espécie é encontrada na forma de arbusto de altura 

variável entre dois a cinco metros. As folhas são alternas, pecioladas, pilosas (principalmente 

na face dorsal), com ápice agudo e base atenuada, podendo medir onze centímetros de 

comprimento e quatro centímetros de largura, sendo caracterizadas por bordas serrilhadas de 

textura fina. Os capítulos florais estão dispostos nos ápices dos ramos, formados por flores 

tubulosas, iguais e com papilos formados por pequenas cerdas (FIGUEIREDO; FRUTUOSO, 

2005). 
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Figura 5 – Ilustração de espécimes de Vernonanthura condensata (Baker) H. Rob. 

 
Fonte: autor 

 

 Entre as atividades biológicas já verificadas para a espécie estão as atividades 

antinociceptiva e anti-inflamatória, demonstrada para extratos etanólicos das folhas (DA 

SILVA et al., 2011). As atividades anti-inflamatória e analgésica foram também demonstradas 

in vivo para o esteroide vernoniosídeo B2 (VALVERDE et al., 2001).  

 Da Silva e colaboradores (2013) demonstraram efeito antioxidante do extrato etanol e 

das frações hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol, obtidas a partir de folhas de V. 

condensata. Assim como Boeing e colaboradores (2016) identificaram as propriedades 

gastroprotetivas para extrato etanólico da folhas de V. condensata. Os efeito antinociceptivo 

(ED50 entre 2,7 e 281,8 mg/kg) e toxicidade aguda (LD50 entre 300 e >2000 mg/kg) foram 

demonstrados para diferentes extratos preparados a partir das folhas da espécie (RISSO; 

SCARMINIO; MOREIRA, 2010). 

 Monteiro e colaboradores (2001) não encontraram riscos teratogênicos ou mutagênicos 

(sem efeito em dose de 5000 µg/mL), em modelos in vivo em camundongos, mas observaram 

baixa toxicidade oral aguda do extrato aquoso de folhas da espécie (observado letargia dos 

animais em doses superiores a 2000 mg/kg/dia). Por outro lado, Thomas e colaboradores (2016) 

demonstraram as atividades citotóxicas (frente às linhagens celulares tumorais REH, Nalm6, 

K-562 Molt4, MCF7 e HEK293T, com IC50 variando entre 9,0 e 26,0 mg/mL) e antitumoral 
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contra carcinoma de pulmão em ratos para o sobrenadante de centrifugação do extrato aquoso 

de V. condensata. 

 Quanto aos constituintes químicos já isolados para V. condensata (Figura 6) estão LS 

do tipo elemanolídeo e vernolídeo (JAKUPOVIC et al., 1987), o esteroide glicosilado 

vernoniosídeo B2 (VALVERDE et al., 2001) e o ácido fenólico ácido 1,5-di-O-cafeoilquínico 

(DA SILVA et al., 2017). 

 

Figura 6 – Constituintes químicos isolados de Vernonanthura condensata (Baker) H. Rob. 

 
Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987), Valverde e colaboradores (2001) e Da Silva e 
colaboradores (2017). 
 

 A partir da avaliação por CLAE-DAD do extrato alcoólico de V. condensata foi possível 

detectar a presença do ácido clorogênico e dos flavonoides luteolina, apigenina (DA SILVA et 

al., 2017) rutina e quercetina-3β-D-glicosídeo (RODRIGUES et al., 2019); e pela análise por 

CLUE-EM a presença dos esteroides vernoniosídeos A2, A3, B1, B2, D e E (AFONSO et al., 

2015). 

 

2.2.1.3.2 Considerações sobre a espécie Vernonanthura tweedieana (Baker) H. Rob. 

 

 A espécie Vernonanthura tweedieana (Baker) H. Rob. (Figura 7), cujo basiônimo 

Vernonia tweedieana Baker (TROPICOS.ORG, 2019d), tem ocorrência no Brasil, Argentina e 

Paraguai. No Brasil é conhecida popularmente como “assapeixe” e “mata-pasto”, encontrada 

principalmente na região sul, ocorrendo também nos estados de São Paulo, Mato Grosso do Sul 

e Minas Gerais. No estado de Santa Catarina é predominante na região do meio oeste e vale do 
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Itajaí, e constitui uma das principais plantas invasoras de pastagens (CABRERA; KLEIN, 

1980c; GASPER et al., 2013). 

 

Figura 7 – Ilustração de espécimes de Vernonanthura tweedieana (Baker) H. Rob. 

 
Fonte: adaptado de Da Silva (2015). 

 

 A espécie V. tweedieana compreende subarbustos eretos com aproximadamente 2 

metros de altura com caule ramificado. As folhas são alternadas, levemente pecioladas (com 

pecíolo de 0,7 a 1,3 cm de contorno plano-convexo), com bordos serreados, sendo agudas no 

ápice e atenuadas na base, medindo de 5 a 12 centímetros de comprimento e de 1,3 a 2,5 

centímetros de largura. Apresenta nervura central mais pronunciada na face abaxial. Possui 

capítulos numerosos, pedicelados, em número de 2 a 3. Os aquênios são pubescentes de 2 

milímetros de comprimento e com papus alvo. As flores são brancas ou roxas, de corola lilás, 

florescendo no verão entre os meses de fevereiro e abril, predominantemente em março 

(CABRERA; KLEIN, 1980c; SOARES, 2012; DUARTE; CHELLA, 2014). 

 Na medicina popular, a espécie V. tweedieana é utilizada para o tratamento de doenças 

respiratórias, como alternativa terapêutica para gripes, bronquites e tosses (ZANON, 2006).  

 Ensaios realizados com extratos da espécie demonstraram atividade antibacteriana 

contra Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, 

Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens (DÍAZ et al., 2008). Petri e colaboradores 

(2008) demonstraram atividade imunomoduladora em camundongos para o extrato 

hidroetanólico da espécie, o qual também apresentou atividade antioxidante em modelo de 

DPPH (ZANON, 2006). Trevisan e colaboradores (2012) confirmaram atividade 
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antinociceptiva e antiedematogênica do esteroide α-espinasterol obtido da espécie. O 

sesquiterpeno 6-cinamoil-1-hidroxieudesm-4-en-3-ona, purificado a partir de raízes da espécie 

apresentou atividade antifúngica contra Candida albicans (ATCC10231), Cryptococcus 

neoformans (CECT1075), Microsporum gypseum (CECT2908), Saccharomyces cerevisiae 

(CECT1324) e principalmente Trichophyton mentagrophytes (CECT2795) (PORTILLO et al., 

2005). Os óleos essenciais das flores e folhas de V. tweedieana não apresentaram atividade 

antimicrobiana frente a Enterococus faecalis (ATCC29212) e S. aureus (ATCC 25923) 

(LOQUETE et al., 2008), enquanto que os extratos aquoso e hidroetanólico da espécie também 

não foram ativos contra cepas virais HSV-1 (MONTANHA et al., 2004). 

 Entre os constituintes químicos já obtidos da espécie V. tweedieana estão, triterpenos 

(ZANON et al., 2008; TREVISAN et al., 2012), flavonoides, ácidos fenólicos, e a LS 

glaucolídeo A (PORTILLO et al., 2005; DA SILVA, 2015), conforme descrito na Figura 8. 
 

Figura 8 – Constituintes químicos isolados de Vernonanthura tweedieana (Baker) H. Rob. 

 
Fonte: adaptado de Portillo e colaboradores (2005), Díaz e colaboradores (2008), Zanon e colaboradores 
(2008), Trevisan e colaboradores (2012), Da Silva (2015) e Da Silva e colaboradores (2015). 
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 Adicionalmente, a análise de desreplicação por CLUE-EM do extrato 70% metanólico 

de V. tweedieana, além de confirmar a presença dos constituintes luteolina, crisoeriol, apigenina 

e glaucolídeo A – isolados a partir da espécie, também possibilitou identificar a presença de 

flavonoides aglicônicos (vicenina-2, genkwanina e 3',4'-dimetoxiluteolina) e glicosilados 

(quercetina-3-O-glicosídeo, luteolina-7-O-glicuronídeo, apigenina-7-O-glicuronídeo, 

kaempferol-3-O-rutinosídeo e 7,3',5'-trihidroxi-4'metoxi-3-O-glicosídeo), de diferentes ácidos 

fenólicos (ácido 5-cafeoilquínico e os isômeros 3,5- e 4,5- do ácido dicafeoilquínico), além da 

LS 8-tigloiloxiglaucolídeo A (GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018; GALLON et al., 

2018). 

 

2.3 LACTONAS SESQUITEPÊNICAS E SUAS PROPRIEDADES 

 

 Reconhecidas como um classe química característica da família Asteraceae, uma vez 

que cerca de 90% do total desses metabólitos secundários são obtidos de espécies da família, 

as LS pertencem ao subgrupo dos sesquiterpenos, ou seja, hidrocarbonetos formados por 

cadeias de 15 carbonos organizadas por 3 unidades isoprênicas, que se destacam pela presença 

de um anel lactônico fundido à esta cadeia carbônica (KREUGER et al., 2012b; PADILLA-

GONZALEZ; DOS SANTOS; DA COSTA, 2016). 

 As LS são substâncias relativamente estáveis e de caráter lipofílico. São sintetizadas a 

partir do trans,trans-farnesilpirofosfato (formado pela condensação de três moléculas de 

difosfato de isopentenila, oriundo da condensação de unidades de acetil-CoA pela via do ácido 

mevalônico), que passa por uma ciclização inicial para obtenção do cátion germacrano. Por 

meio de subsequentes modificações oxidativas, este cátion serve de precursor para formação 

dos diferentes esqueletos das LS. A oxidação da cadeia lateral isopropila do esqueleto 

sesquiterpênico, seguida da adição de oxigênio em C-6 ou C-8 possibilita o fechamento do anel 

lactônico (RODRIGUEZ; TOWERS; MITCHELL, 1976; EMERENCIANO, 1983; 

SCHMIDT, 2006; CHADWICK et al., 2013). 

 As LS assumem importante papel de proteção, atuando como fitoalexinas, sendo 

responsáveis pela defesa do vegetal contra ataques microbianos, contra herbivoria, como 

repelente de insetos e alérgenos à animais predadores, como aleloquímicos e na proteção UV 

(CHADWICK et al., 2013; PADILLA-GONZALEZ; DOS SANTOS; DA COSTA, 2016).  

 Esses metabólitos, caracterizados pelo “princípio amargo”, ocorrem principalmente em 

tricomas glandulares nas folhas, flores ou de sementes, podendo variar quantitativamente entre 

as espécies entre 0,001% a 8% de peso seco (STRAPASSON, 2010; CHATURVEDI, 2011b). 
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2.3.1 Classificação 

 

 Estipula-se a existência de cerca de 30 tipos de núcleos carbocíclicos diferentes para as 

LS, resultando em mais de 4.000 estruturas para essa subclasse já descritas para as Asteraceae 

(CHADWICK et al., 2013; PADILLA-GONZALEZ; DOS SANTOS; DA COSTA, 2016), 

sendo divididas em quatro grupos principais: germacranolídeos, guaianolídeos, 

pseudoguaianolídeos e eudesmanolídeos (Figura 9) (CHATURVEDI; DWIVEDI; MISHRA, 

2015). 
 

Figura 9 – Principais núcleos carbocíclicos para as lactonas sesquiterpênicas. 

 
Fonte: adaptado de e Chaturvedi e colaboradores (2015). 

 

 Determinados subtipos de LS tendem a ser exclusivas em certos grupos de plantas, como 

observado para os hirsutinolídeos e glaucolídeos (Figura 10) que presumivelmente são restritas 

à tribo Vernonieae (Asteraceae). Estes subtipos de LS são derivados dos germacranolídeos e 

correspondem à estruturas altamente oxigenadas, sendo caracterizadas pela presença de uma 

insaturação endocíclica entre C-7 e C-11, um grupamento acetoxi em C-13 e uma função éster 

em C-8 (DA COSTA; TERFLOTH; GASTEIGER, 2005; BORKOSKY et al., 2009). 
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Figura 10 – Núcleos carbocíclicos das LS do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo. 

 
Fonte: adaptado de Da Costa e colaboradores (2005) e Padilla-Gonzalez e colaboradores (2016). 

 

 As LS do tipo glaucolídeo têm sido associadas à formação de diferentes subtipos de LS, 

como exemplos os hirsutinolídeos e cadinanolídeos, considerados artefatos oriundos do 

processo de extração e/ou purificação de extratos brutos em condições que envolvem 

usualmente a utilização de adsorventes sólidos com caráter ácido (como sílica gel, terra 

bentonita) e solventes próticos (i.e. metanol, etanol) (BARDÓN et al., 1993; JIMENEZ et al., 

1995; BAZON et al., 1997; BORKOSKY et al., 1997). Por outro lado, alguns autores propõem 

a presença desses subtipos de LS em extratos brutos que não foram expostos às condições acima 

mencionadas, seja durante a extração ou na purificação, sugerindo que estes sejam de fato 

metabólitos secundários produzidos pelo vegetal (PILLAY et al., 2007; APPEZZATO-DA-

GLORIA et al., 2012). 

 

2.3.2 Propriedades biológicas 
 

 Acredita-se que a bioatividade das LS seja principalmente relacionada à habilidade de 

alquilação de nucleófilos pelas α,β- ou α,β,γ-insaturações, presentes nas porções ciclopentenonas 

α,β-insaturadas ou α-metileno-γ-lactonas, que atuam como um aceptores de Michael, reagindo 

com nucleófilos, como grupos de sulfidrila (R-SH) em enzimas e outras proteínas levando à 

interrupção das funções macromoleculares (SCHMIDT, 2006; CHATURVEDI, 2011b; 

AMORIM et al., 2013; QUINTANA; ESTÉVEZ, 2018). A atividade das LS pode também ser 

exercida por outros elementos estruturais aceptores eletrofílicos, como grupos epóxi, aldeídos, 

peróxidos e radicais ésteres, tais como acetato, metacrilato e tiglato (SCHMIDT, 2006; 

CHATURVEDI, 2011b; AMORIM et al., 2013; QUINTANA; ESTÉVEZ, 2018). 

 Além do potencial como digestivos amargos, as LS apresentam diversas propriedades 

biológicas, como antibacteriana, antimalárica, antiviral, antifúngicas, antiplasmódica, anti-

inflamatórias, moluscicida, leishmanicida, tripanocida, gastroprotetora, analgésica, genotóxica, 

citotóxicas, alergênica e antitumoral (MATEJIĆ; ŠARAC; RANĐELOVIĆ, 2010; 
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STRAPASSON, 2010; ODONNE et al., 2011; AMORIM et al., 2013; JIMENEZ et al., 2014; 

FORMISANO et al., 2017; WULSTEN et al., 2017). 

 

2.3.3 Caracterização e purificação 

 

 Apesar do aprimoramento dos espectrômetros, as análises de confirmação estrutural por 

ressonância magnética nuclear de algumas LS, como aquelas do tipo hirsutinolídeo e 

glaucolídeo, podem exigir condições peculiares de experimentação, tais como o uso de 

temperatura aumentada ou reduzida (COSTA et al., 2000; BUSKUHL et al., 2010), acarretando 

em dificuldades operacionais no processo. Entretanto, diversos métodos analíticos podem ser 

empregados para a caracterização das LS, e as técnicas hifenadas assumem um papel relevante 

para este propósito, combinando abordagens de separação e elucidação estrutural (MERFORT, 

2002; DIAS; DE MELO; CROTTI, 2012). 

 Nesse contexto, a cromatografia líquida de ultra performance em hifenização à 

espectrometria de massas (CLUE-EM), amplamente utilizada na triagem de extratos de 

produtos naturais (LE; MCCOOEYE; WINDUST, 2014; ZHANG; SUN; WANG, 2016), 

mostra-se uma excelente opção no processo de caracterização das LS. Devido à alta 

sensibilidade, proporcionando uma detecção rápida de compostos em nível de traço, a 

espectrometria de massas em tandem de alta resolução com ionização por eletronebulização 

(EMAR-EM/EM) oferece uma caracterização estrutural facilitada por meio da medição precisa 

de massa (DE VIJLDER et al., 2017; HUBERT; NUZILLARD; RENAULT, 2017). 

 Diferentes métodos cromatográficos preparativos podem ser empregados para o 

isolamento de LS, com destaque para a cromatografia de partição centrífuga (CPC), utilizada 

na purificação desses compostos em larga escala em uma ou poucas etapas, com redução do 

consumo de solventes orgânicos (tecnologia verde), conciliando economia de tempo e recursos 

(MERFORT, 2002; OLLIVIER et al., 2013; SKALICKA-WOŹNIAK; GARRARD, 2014). 

 A cromatografia de partição centrífuga é um tipo de cromatografia em contracorrente, 

a qual se baseia na separação por partição de uma amostra entre duas fases não miscíveis, 

utilizando um equipamento com um eixo de rotação e assim, tendo equilíbrio hidrostático das 

duas fases (BECERRA et al., 2015; BOJCZUK; ŻYŻELEWICZ; HODUREK, 2017).  

 Quando comparada à outros sistemas líquidos preparativos, a CPC oferece muitas 

vantagens, tais como não usar fase sólida como suporte e, consequentemente, nenhuma perda 

de amostra devido à adsorção irreversível, uma quantidade acessível alta de fase estacionária e 

uma alta capacidade de preenchimento de amostra. Além disso, usando baixo consumo de 



66 

solventes e um curto tempo de separação, sugerindo um caráter de química verde, as análises 

de CPC proporcionam alta seletividade e pureza de compostos isolados, bem como alta 

recuperação de amostras via etapa de extrusão (MICHEL; DESTANDAU; ELFAKIR, 2014; 

BOJCZUK; ŻYŻELEWICZ; HODUREK, 2017; ISSAADI et al., 2017). 

 Recentemente, tem se mostrado cada vez mais crescente o uso bem sucedido da técnica 

de CPC para a purificação de LS em larga escala (PINEL et al., 2007; OLLIVIER et al., 2013; 

ADEKENOVA et al., 2016). Nesse âmbito, Skalicka-Woźniak e Garrard (2014) compilaram 

150 sistemas de solventes empregados na separação de terpenoides, entre os quais a LS, de 

modo a favorecer a aplicação dessa técnica. 

 

2.3.4 Semissíntese  

 

 A busca por novos candidatos a fármacos pode ser baseada na modificação 

semissintética de um composto natural (NEWMAN, 2016). Nesse contexto, o uso dos 

conhecimentos relativos à química medicinal na abordagem semissintética no desenvolvimento 

de compostos ou protótipos de produtos naturais pode gerar análogos a partir da modificação 

de grupos funcionais existentes que forneçam propriedades melhoradas em relação aos 

compostos de partida, como o aumento da atividade e/ou seletividade e a redução dos efeitos 

secundários ou toxicidade (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; CHEN et al., 2015; 

RAHIER et al., 2015). 

 Pesquisas recentes têm sido desenvolvidas com a modificação molecular de LS, 

aplicando-se diferentes estratégias semissintéticas, tais como i) reações de funcionalização 

envolvendo a substituição, adição, oxidação, arilação e/ou esterificação, e ii) reações de 

transformação, por meio de rearranjos estruturais e da ciclização transanular (DOAN et al., 

2015; SANTANA; MOLINILLO; MACIAS, 2015; VILLAGOMEZ et al., 2015; CANO‐

FLORES; DELGADO, 2017; ARHA et al., 2018). A utilização de variados catalisadores e 

condições experimentais diversas em reações de transformação de LS têm permitido a 

exploração da sua diversidade estrutural, obtendo-se análogos com diferenciados esqueletos 

carbocíclicos (NEUKIRCH; GUERRIERO; D’AMBROSIO, 2003; DE MIERI et al., 2017b; 

ÁLVAREZ-CALERO et al., 2018; WANG et al., 2019). 

 Neste âmbito, Nakagawa-Goto e colaboradores (2016) demonstraram diferentes 

estratégias de modificação de um análogo dilactonizado da LS deoxielefantopina, sendo 

produzidos 58 derivados esterificados, dos quais a maioria apresentou atividade citotóxica 

superior ao composto de partida (análogo dilactonizado) contra células de câncer de mama 
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MDA-MB-231. Similarmente, Vadaparthi e colaboradores (2015) obtiveram 12 aril-derivados 

semissintéticos da LS costunolida, a maioria dos quais apresentando atividade citotóxica 

aumentada quando comparadas ao composto de partida (costunolida) frente à cinco linhagens 

de células tumorais (B-16; DU-145; Hela; A549; MCF-7). Além disso, Miklossy e 

colaboradores (2015) demonstraram estratégias para a obtenção de 12 análogos éster de três LS 

do tipo hirsutinolídeo, sendo dez destes análogos com atividade inibitória do fator de transcrição 

STAT3 in vitro. 

 Ni Loo e colaboradores (2017) revisaram as propriedades antiprotozoárias da LS 

artemisinina e seus derivados contra o gênero Leishmania e Trypanosoma, mostrando em 

muitos casos uma atividade melhorada dos derivados semissintéticos em relação ao composto 

de partida. O mesmo foi observado por De Mieri e colaboradores (2015) para derivados de 

ciclização transanular da nobilina, em que alguns derivados foram mais ativos que o seu 

precursor contra T. brucei rhodesiense, cujos valores de IC50 estão entre 0,46-50,53 μM. 

 Considerando o exposto, a produção de derivados semissintéticos de LS visa à melhoria 

das atividades citotóxica e antiprotozoárias, leishmanicida e tripanocida, fornecendo protótipos 

potenciais para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos para doenças neoplásicas e 

aquelas causadas por protozoários. 

 

2.4 CONSIDERAÇÕES SOBRE O CÂNCER 

 

 O câncer é uma das principais causa de morte no mundo. A estimativa mundial de câncer 

passou de 12,7 milhões de novos casos em 2008, para 22,2 milhões em 2030. O aumento 

previsto de casos de câncer se deve ao aumento e envelhecimento da população, somada 

incidência, prevalência e distribuição de fatores de risco - tais como tabaco, obesidade, estilo 

de vida, agentes infecciosos. Em 2012, estima-se ter havido 14,1 milhões de novos casos e 8,2 

milhões de mortes por câncer no mundo. Nos países em desenvolvimento, o câncer de pulmão 

e o câncer de mama foram os mais frequentemente diagnosticados e as principais causas de 

morte por câncer em homens e mulheres, respectivamente (SIEGEL et al., 2014; VINEIS; 

WILD, 2014; TORRE et al., 2015). 

 Segundo dados divulgados pelo Instituto Nacional do Câncer (2017) a estimativa para 

o Brasil no biênio 2018-2019 apontam a ocorrência de cerca de 600 mil casos novos de câncer. 

Com exceção dos casos de câncer de pele não melanoma, os tipos mais frequentes em homens 

são próstata (31,7%), pulmão (8,7%), intestino (8,1%), estômago (6,3%) e cavidade oral 

(5,2%). Nas mulheres, os cânceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do útero (8,1%), 
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pulmão (6,2%) e tireoide (4,0%) figuram entre os principais. No que se refere ao estado de 

Santa Catarina, estimativas para 2018 apontaram 15.970 novos casos de neoplasias em homens 

e 11.380 para as mulheres, sendo o câncer de próstata o tipo com maior número de casos (2.600) 

para os homens, e o câncer de mama aquele com maior número (2.190) para as mulheres 

(BRASIL, 2017). 

 Neste contexto, diante da problemática que essa enfermidade traz para a população, 

novas alternativas terapêutica podem ser extremamente favoráveis para o tratamentos dessa 

doenças. As LS mostram-se promissoras principalmente, devido às suas atividades citotóxicas 

frente a diferentes linhagens de células tumorais, como demonstrado por Toyang e 

colaboradores (2013) para as LS vernopicrina e vernomelitensina que exibiram atividade contra 

10 linhagens celulares (MDA-MB-231, MCF-7, HCT-116, HL-60, A549, A375, OVCAR3, 

Mia-paca, PC-3, DU-145) com valores de IC50 variando entre 0,35-2,04 µM e entre 0,13-1,56 

µM, respectivamente.  

 Testes in vivo também demonstram atividade antitumoral das LS (BURIM et al., 2001; 

ZHANGABYLOV et al., 2004). Já em fase de estudo clínico, destacam-se as LS artemisinina 

(e seus derivados, artesunato e artemeter), dimetilamino-partenolideo e tapsigargina (sendo as 

duas últimas em estudo clínico de fase I) apresentando promissora atividade anticancerígena 

sobre diferentes tipos de câncer (GHANTOUS et al., 2010; LOURENCO; FERREIRA; 

BRANCO, 2012; CHADWICK et al., 2013; REN; YU; KINGHORN, 2016). 

 É conhecido o conceito de que inflamação é um componente crítico na progressão de 

um tumor e que alguns tumores apresentam grande quantidade de células do sistema imune que 

geram um processo inflamatório no ambiente tumoral. Nessa perspectiva, ainda que sejam 

necessários estudos mais aprofundados, uma abordagem terapêutica anti-inflamatória vem 

sendo cada vez mais considerada para o tratamento do câncer (COUSSENS; WERB, 2002; 

CRUSZ; BALKWILL, 2015; TODORIC; ANTONUCCI; KARIN, 2016; RITTER; GRETEN, 

2019). 

 Neste contexto, as LS vêm sendo consideradas em muitos estudos como promissores 

agentes anti-inflamatórios (CHATURVEDI, 2011a; MERFORT, 2011; QUINTANA; 

ESTÉVEZ, 2018). Diferentes análogos isolados e semissintéticos de LS são descritos na 

literatura com atividades anti-inflamatórias com efeito inibitório sobre a secreção de 

mediadores pró-inflamatórios como óxido nítrico (NO), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) em macrófagos RAW 264.7 murinos estimulados por lipopolissacarídeos 

(LPS) (CHEN et al., 2017; WU et al., 2017; CHOODEJ; PUDHOM; MITSUNAGA, 2018; 

WANG et al., 2018). Assim, LS do tipo hirsutinolídeo contendo anel -lactônico com uma 
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função ,ß-insaturada endocíclica apresentaram o mesmo efeito inibitório na produção de NO 

e contra a atividade do fator nuclear kappa B (NF-κB) induzida por TNF-α em células RAW 

264.7 estimulada por LPS (YOUN et al., 2012; KUO et al., 2018). 

 

2.5 CONSIDERAÇÕES SOBRE AS DOENÇAS PARASITÁRIAS: leishmanioses e doença 

de Chagas 

 

 As doenças tropicais que são consideradas negligenciadas pela Organização Mundial de 

Saúde (WHO, 2015) consistem em um grupo de 17 doenças virais, fúngicas, bacterianas, 

protozoárias e parasitárias com efeitos crônicos, debilitantes, incapacitantes e desfigurantes, 

sendo endêmica em 149 países e atingindo cerca de 1,4 bilhão de pessoas, principalmente em 

países de baixa renda (FEASEY et al., 2010; GYAPONG et al., 2010; WHO, 2015). 

 Com status de negligenciadas as leishmanioses são doenças parasitárias causadas por 

protozoários intracelulares obrigatórios do gênero Leishmania, podendo apresentar uma 

variedade de sintomas clínicos, sendo divididas em cutâneas, mucocutâneas e viscerais 

(HOTEZ et al., 2007; WHO, 2007; AGUIAR; RODRIGUES, 2017). O ciclo do parasita é 

heteroxênico, com uma fase de multiplicação intracelular no hospedeiro vertebrado (homem e 

mamíferos) – (forma amastigota, sendo alvo em estudos de novos fármacos); e outra 

extracelular no inseto vetor (flebotomíneos fêmeas do gênero Lutzomyia) – (forma 

promastigotas) (GENARO; REIS, 2005; MICHALICK; GENARO, 2005). O tratamento é 

complexo, realizado com antimoniais e antibióticos, como antimoniato de N-metil glucamina e 

anfotericina B (FEASEY et al., 2010; PELISSARI et al., 2011). 

 A tripanossomíase americana ou doença de Chagas é também uma doença parasitária 

negligenciada causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, cujas manifestações 

clínicas podem ser agudas ou crônicas. No ciclo heteroxênico do T. cruzi, no hospedeiro 

vertebrado são encontradas as formas tripomastigotas e amastigotas intracelulares e no inseto 

vetor (triatomíneos, barbeiro), são encontradas as formas esferomastigotas, epimastigotas e 

tripomastigotas (LANA; TAFURI, 2005; FEASEY et al., 2010). O tratamento pode incluir uso 

de nifurtimox e benznidazol, ambos eficazes apenas na fase aguda da doença (BARRETT et 

al., 2003; HOTEZ et al., 2007). 

 Desta forma, há a necessidade da pesquisa e desenvolvimento de novos agentes 

terapêuticos para o tratamento dessas enfermidades e diferentes produtos naturais têm 

apresentado atividade leishmanicida e tripanocida in vitro (ROCHA et al., 2005; GONZÁLEZ-

COLOMA et al., 2012; BECERRA et al., 2015) com ênfase às LS (ODONNE et al., 2011; 
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BRANQUINHO et al., 2014; JIMENEZ et al., 2014; ULLOA et al., 2017; HERRERA-

ACEVEDO; SCOTTI; SCOTTI, 2018). 

 Nesse contexto, De Toledo e colaboradores (2014) demonstraram a atividade in vitro 

de oito LS diferentes contra formas promastigotas de Leishmania braziliensis com valores de 

DL50 entre 9,2 a > 50 μM. Além disso, Sosa e colaboradores (2016) mostraram atividade in 

vitro de 17 LS contra formas promastigotas de L. braziliensis e L. amazonensis, com valores de 

DL50 entre 1,3-31,8 μM e entre 1,6-47,8 μM, respectivamente. Adicionalmente, Schmidt e 

colaboradores (2014) demonstraram atividade tripanocida de diferentes LS contra 

Trypanosoma brucei rhodesiense e T. cruzi, cujos valores de DL50 estavam entre 0,015-234,5 

μM e 1,08-254,7 μM, respectivamente. Kimani e colaboradores (2017) demostraram a atividade 

tripanocida de seis LS elemanolídeo frente à T. brucei rhodesiense, cujos valores de IC50 

variando entre 0,051 a 0,779 µg/mL, e índices de seletividade entre 4,5 e 14,5.  
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Isolar lactonas sesquiterpênicas a partir de espécies selecionadas de Vernonieae 

(Asteraceae) para a modificação estrutural por semissíntese visando o desenvolvimento de 

compostos derivados biologicamente ativos (in vitro). 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Otimizar o processo extrativo de lavagem foliar monitorado pela composição química 

em função do perfil semiquantitativo de LS; 

 

 Purificar as LS de extratos específicos otimizados de lavagem foliar preparados a partir 

das quatro espécies selecionadas de Vernonieae, Cyrtocymura scorpioides, Lepidaploa 

chamissonis, Vernonanthura condensata e Vernonanthura tweedieana. 

 

 Caracterizar as LS purificadas por meio de técnicas espectroscópicas como Ressonância 

Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas; 

 

 Preparar, purificar e caracterizar derivados semissintéticos a partir das LS previamente 

obtidas das espécies de Vernonieae; 

 

 Avaliar, em modelos biológicos in vitro (em parceria), as LS e seus derivados 

semissintéticos frente às atividades antiparasitárias (leishmanicida e tripanocida), citotóxica e 

anti-inflamatória; 
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4  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL VEGETAL 

 

4.1.1 Coleta e identificação das espécies 

 

 O material vegetal foi coletado no município de Florianópolis, estado de Santa Catarina, 

Brasil, sendo as espécies Vernonanthura tweedieana e Lepidaploa chamissonis coletadas na 

região da Costa da Lagoa da Conceição (27º34'50"S, 48º27'47"W) em 02/03/2016, a espécie 

Vernonanthura condensata coletada no Horto Didático Medicinal da Universidade Federal de 

Santa Catarina – UFSC (27º35'49"S, 48º31'00"W) em 24/11/2016, e a espécie Cyrtocymura 

scorpioides coletada em 20/10/2017 no entorno do Centro de Ciências da Saúde da UFSC – 

Campus Universitário Reitor João David Ferreira Lima, Trindade (27°35'59"S, 48°30'56"W). 

 A identidade botânica foi confirmada por meio da comparação com exsicatas 

representativas de cada espécie com o auxílio dos professores Dr. Ademir Reis, Dr. Marcos 

Sobral e César P. Simionato, respectivamente na confirmação das espécies V, tweedieana (RB 

612274), L. chamissonis (RB 650076) e espécies V. condensata (RB 650083) e C. scorpioides 

(RB 537994), cujo material herborizado foi depositado no Herbário RB do Jardim Botânico do 

Rio de Janeiro, município do Rio de Janeiro/RJ. 

 Para este estudo foram coletadas somente as folhas de cada espécie, as quais foram 

manuseadas de modo a evitar rasuras, sendo secadas à temperatura ambiente e ao abrigo de luz 

solar, revolvendo-se cuidadosamente duas vezes ao dia, durante cerca de 10 dias. 

 

4.1.2 Controle de qualidade farmacognóstico 

 

4.1.2.1. Avaliação microscópica para pesquisa de tricomas glandulares 

 

 Uma alíquota das folhas ainda frescas de cada espécie foi submetida a avaliação 

microscópica, em microscópio óptico Studar Lab®, para investigar a presença de tricomas 

glandulares. 

 Para tanto, as folhas foram seccionadas transversalmente a mão-livre, clarificadas em 

hipoclorito de sódio a 2% e observadas em microscópio com aumento de 100 e 400 vezes. 
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4.1.2.2 Determinação do teor de umidade 

 

 O material vegetal seco teve seu teor de umidade estabelecido, em triplicata (exatamente 

cerca de 0,5 g por réplica), com o auxílio de analisador de umidade por infravermelho Ohaus® 

modelo MB45, cujos parâmetros incluíram a temperatura de determinação de 105 °C e peso 

constante identificado com a variação de peso menor que 1 mg durante 60 s. 

 

4.2 OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO EXTRATIVO A PARTIR DA ESPÉCIE Vernonanthura 

tweedieana 

 

 A técnica de extração por lavagem foliar vem sendo reportada sob diferentes condições 

extrativas, principalmente no que tange o líquido extrator e tempo de extração empregados 

(ARAKAWA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013a; FALEIRO, 2014). Entretanto, 

considerando a falta de padronização desse processo extrativo, e com o intuito de se avaliar a 

influência desses dois fatores sobre a extração por lavagem foliar de LS de Vernonieae (aqui 

analisado a partir da espécie V. tweedieana), diferentes preparações foram comparadas por 

análise de variância (ANOVA) de duas vias e post teste de Holm-Sidak (teste com grande poder 

indicado para múltiplas comparações) com auxílio do software GraphPad Prism 6.01 (Inc®). 

 Para isso, selecionou-se como fatores o líquido extrator (A) e tempo de extração (B), 

investigados em quatro níveis cada, nomeadamente diclorometano (DCM), acetato de etila 

(AcOEt), acetona e etanol (EtOH) para o fator A; e 1 (um), 5 (cinco), 10 (dez) e 20 (vinte) 

minutos para o fator B.  

 Empregando-se os dois fatores em quatro níveis, compreendendo um plano de 

experimentação fatorial 42 (4x4), obtiveram-se 16 combinações extrativas diferentes entre si, 

que foram casualizadas e preparadas em triplicata. Para a preparação dos diferentes extratos de 

lavagem foliar (ELF), foram empregados exatamente cerca de 5,0 g de folhas secas íntegras de 

V. tweedieana, extraídas em sistema rotativo adaptado de evaporador rotatório (para maiores 

detalhes vide item 4.3.1) na proporção 1:30, sob as diferentes combinações de líquido extrator 

e tempo de extração conforme descrito no Quadro 1. 

 As 16 preparações extrativas obtidas foram então avaliadas perante duas respostas, o 

rendimento de extração (expresso % de massa de extrato bruto referente a massa inicial 

corrigida de folhas secas empregadas) e o teor de lactonas sesquiterpênicas (LS), expresso em 

função de piptocarfina A (em µg/g de folha seca corrigida pelo de teor de umidade), cuja 
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determinação se deu por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de 

massas (CLUE-EM). 

 

Quadro 1 – Ordem de preparação das 16 diferentes combinações de fatores do desenho 
experimental fatorial para otimização de extração por lavagem foliar. 

Ordem de 
preparação 

Fator A: 
Líquido extrator 

Fator B: 
Tempo de extração (min) 

1 EtOH 1 
2 AcOEt 20 
3 DCM 1 
4 Acetona 5 
5 AcOEt 1 
6 AcOEt 5 
7 Acetona 10 
8 EtOH 20 
9 EtOH 10 
10 DCM 20 
11 DCM 5 
12 AcOEt 10 
13 DCM 10 
14 Acetona 20 
15 Acetona 1 
16 EtOH 5 

AcOEt, acetato de etila; DCM, diclorometano; EtOH, etanol. 
 

4.2.1 Determinação do teor de lactonas sesquiterpênicas por cromatografia líquida de 

ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLUE-EM) 

 

4.2.1.1 Desenvolvimento de método analítico por cromatografia líquida de ultra eficiência 

acoplada à espectrometria de massas (CLUE-EM) 

 

 O método analítico empregado na avaliação comparativa das diferentes preparações 

obtidas na etapa de otimização extrativa a partir da espécie V. tweedieana foi desenvolvido em 

cromatógrafo Waters® modelo Acquity H-Class UPLC equipado com sistema quaternário de 

distribuição de solventes, amostrador automático e forno de coluna, acoplado a um 

espectrômetro de massas híbrido Xevo® G2-S QTof equipado com fonte de ionização por 

eletronebulização (ESI) ZprayTM e analisadores do tipo quadrupolo acoplado a tempo de voo 

(QTof). As preparações extrativas a serem investigadas foram levadas à secura em evaporador 

rotatório, posteriormente, ressuspendidas em acetonitrila (grau HPLC) na concentração de 1,5 

mg/g de solvente e filtradas com filtro de seringa (0,22 μm) antes da análise. A separação dos 

constituintes dos extratos foi realizada em coluna Waters® Acquity UPLC BEH C18 (100 mm x 
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2.1 mm i.d, 1.7 μm) a 40 ºC, cujo volume de injeção de amostra foi de 2 µL. A fase móvel 

consistiu um sistema gradiente de 13 min combinando água acidificada com ácido fórmico 

0,1% (pH: 3,0) (A) e acetonitrila (B), mantida a um fluxo constante de 0,5 mL/min, nas 

seguintes condições: 0-0,5 min, 80-60% de A (curva 9); 0,5-5,5 min, 60% de A (curva 6); 5,5-

6,0 min, 60-0% de A (curva 8); 6,0-7,5 min, 0% de A (curva 6); 7,5-8,0 min, 0-80% de A (curva 

4); 8,0-13,0 min, mantido a 80% de A para reequilíbrio da coluna na condição inicial. A 

acetonitrila (grau HPLC) e a água ultrapura (obtida por osmose reversa em sistema Milli-Q) 

empregados foram filtrados por membrana de porosidade de 0,22 µm antes de sua utilização. 

 A ionização por ESI, aplicada em modo positivo, teve as condições instrumentais 

configuradas com a voltagem do capilar de 0,3 kV, voltagem do cone de 40 V, voltagem offset 

da fonte de 80 V, temperatura da fonte de 150 ºC, temperatura de dessolvatação de 400 ºC, 

fluxo de gás do cone de 200 L/h e fluxo do gás de dessolvatação de 900 L/h. O nitrogênio foi 

usado como gás nebulizador e argônio como gás de colisão. Os dados de EM foram adquiridos 

em modo contínuo e corrigidos pela amostra de referência Leucine Enkephalin em 

LocksprayTM, com lock-mass de m/z 556,2771. As análises foram desenvolvidas em full-scan 

na faixa entre 100 e 1200 Da, com tempo de varredura de 1,0 s. A aquisição e tratamento dos 

dados foram realizados com auxílio do software MassLynx 4.1 (Waters®). 
 

4.2.1.2 Determinação do teor de piptocarfina A nas preparações obtidas na etapa de otimização 

do processo extrativo 
 

 Para a determinação do teor de LS nas preparações obtidas na etapa de otimização 

extrativa, a piptocarfina A foi empregada como marcador, cuja quantificação foi realizada a 

partir de curva de calibração com padrão (para maiores detalhes da obtenção do padrão de 

piptocarfina A vide item 4.2.2.1.1 a seguir). 

 Para a construção da curva de calibração, preparou-se uma solução-mãe do marcador 

piptocarfina A na concentração de 2.000 µg/g de acetonitrila (p/p), a partir da qual foram 

realizadas sucessivas diluições para obtenção de soluções de padrão em nove níveis de 

concentração, sendo 30, 75, 150, 300, 750, 1.500, 3.000, 7.500 e 15.000 ng/g. As soluções 

foram avaliadas por CLUE-EM segundo método descrito no item 4.2.1.1, e partir dos valores 

de área sob a curva obtidos nos cromatogramas para o pico correspondente ao marcador, foi 

possível estabelecer a equação da reta e coeficiente de correlação (r) e de determinação (R2) da 

curva analítica com auxílio do software Microsoft Excel 2010 (Windows®). 



77 

 Os cromatogramas obtidos das análise das diferentes soluções extrativas foram 

extraídos em função do valor de m/z relativo ao íon adutado de sódio para a piptocarfina A (m/z 

445.1469 [M+Na]+), e a área sob a curva do pico correspondente foi utilizada na determinação 

da concentração de piptocarfina por meio da equação de reta. 
 

4.2.2 Caracterização do extrato de lavagem foliar de Vernonanthura tweedieana por 

cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLUE-

EM) e desreplicação 

 

 A fim de se caracterizar o perfil fitoquímico do ELF de V. tweedieana preparado sob as 

condições otimizadas de extração, a análise de desreplicação foi realizada em associação aos 

experimentos de CLUE-EM. Porém, devido à escassez de informações relativas às LS do tipo 

hirsutinolídeo e glaucolídeo (membros característicos da tribo Vernonieae – vide revisão da 

literatura), fez-se necessário a investigação prévia do perfil por espectrometria de alta resolução 

(EMAR) desses dois subtipos de LS, tendo concomitantemente o suporte de ensaios 

complementares de simulação computacional. 
 

4.2.2.1 Caracterização espectrométrica e estudo computacional das lactonas sesquiterpênicas 

do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo 
 

4.2.2.1.1 Obtenção dos padrões de lactonas sesquiterpênicas do tipo hirsutinolídeo e 

glaucolídeo 
 

  As LS utilizadas como padrões nas análises de EMAR foram previamente isoladas a 

esta etapa, sendo a piptocarfina A (1) e o glaucolídeo A (2) obtidos a partir de ELF em acetona 

de V. tweedieana, enquanto que o diacetilpiptocarfol (3) e o glaucolídeo B (4) foram obtidos a 

partir de extrato de maceração com etanol de hastes e flores de Lepidaploa chamissonis. 

 
 A partir de amostras remanescentes do processo de fracionamento cromatográfico do 

ELF em acetona de V. tweedieana, desenvolvido durante a etapa de mestrado (DA SILVA, 
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2015), obtido em escala piloto e abordando uma estratégia de extração similar à empregada 

neste estudo, cujas frações apresentaram perfis em cromatografia em camada delgada (CCD) 

indicativos da presença de LS. Foram selecionadas três destas frações para purificação 

complementar, as quais foram separadamente filtradas por Sephadex-LH20 (Sigma-Aldrich®) 

tendo acetona como eluente, resultando na obtenção de subfrações, posteriormente reunidas, 

correspondendo à piptocarfina A (1, 68,6 mg) (Fluxograma 1). Além desta, o padrão de LS 

glaucolídeo A (2, 16,5 m,g) já havia sido previamente purificado também durante a mesma 

etapa de mestrado (DA SILVA, 2015). 

 

Fluxograma 1 – Obtenção dos padrões piptocarfina A (1) e glaucolídeo A (2) a partir do extrato bruto de lavagem 
foliar (ELF) de Vernonanthura tweedieana. 

 
Fonte: Adaptado de Da Silva (2015). 

 

 Adicionalmente, a partir da maceração com etanol 92% à temperatura ambiente, durante 

14 dias, das hastes e flores frescas de Lepidaploa chamissonis (665,7 g), obteve-se, após a 

remoção do solvente, o extrato bruto macerado (16,5 g). O mesmo foi particionado com 

solventes de polaridade crescente, produzindo as frações de n-hexano (6,3 g), DCM (0,8 g), 

AcOEt (1,0 g) bem como a solução aquosa residual (8,5 g). Em um instrumento Armen® modelo 

SCPC-250-L acoplado a um sistema Spot Prep II (equipado com uma bomba quaternária, 

detector de arranjo de didos e um coletor automático), cujos dados sendo processados em 

software Armen Glider CPC v.5.0, a fração de AcOEt (940,0 mg) foi submetida a CPC, 



79 

desenvolvida em modo ascendente (ASC), usando o sistema de solventes bifásico Arizona L 

(n-hexano/AcOEt/MeOH/água, 2/3/2/3, v/v/v/v). A fase inferior (FI) hidrofílica foi preenchida 

na coluna de CPC de 250 mL a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 500 rpm, durante 10 min. 

A fase superior (FS) móvel lipofílica foi bombeada através da fase estacionária durante 12 min, 

a uma taxa de fluxo de 8 mL/min, a 1600 rpm (condições analíticas de CPC), até o equilíbrio. 

A fração AcOEt foi dissolvida em 10 mL de mistura FS/ FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A 

fase móvel foi bombeada nas condições analíticas de CPC durante 40 minutos, com uma coleta 

de 10 mL/fração. Posteriormente, a FI foi bombeada a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 1600 

rpm, durante 17 min, para a etapa de extrusão, com uma coleta de 10 mL/fração. As frações 

eluídas de CPC foram monitorizadas a 287 e 330 nm, produzindo sete subfrações (MLC1-

MLC7) (Fluxograma 2). 

 

Fluxograma 2 – Obtenção dos padrões diacetilpiptocarfol (3) e glaucolídeo B (4) a partir do 
extrato bruto macerado de Lepidaploa chamissonis (MLC). 

 
DCM, diclorometano; AcOEt, acetato de etila; MeOH, metanol; CPC, cromatografia de partição centrífuga. 
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 A subfração MLC2 (177,4 mg) também foi submetida a uma separação de CPC, 

utilizando o sistema de solvente bifásico Arizona M (n-hexano/AcOEt/metanol/água, 5/6/5/6, 

v/v/v/v) em modo de eluição ASC. As condições de preenchimento, equilíbrio e de análise 

foram as mesmas às mencionadas na etapa anterior, sendo essa última mantida durante 60 

minutos e com uma coleta de 7 mL/fração. Posteriormente, o FI foi bombeado a uma taxa de 

fluxo de 30 mL/min, a 1600 rpm, agora durante 15 min, para a extrusão, com uma coleta de 10 

mL/fração. As frações eluídas de CPC foram também monitorizadas a 287 e 330 nm, 

produzindo outras sete subfrações (MLC2A-MLC2G). As subfrações MLC2B (42,5 mg) e 

MLC2D (60,8 mg) foram filtradas, separadamente, através de Sephadex-LH20 (Sigma-

Aldrich®) com acetona como eluente, produzindo sete (MLC2BI-MLC2BVII) e seis subfrações 

(MLC2DI-MLC2DVI), respectivamente. As subfrações MLC2BII (40,2 mg) e MLC2DII (52,4 

mg) foram separadamente submetidas à cromatografia em coluna de sílica e eluídas com um 

sistema de gradiente consistindo em concentrações crescentes de AcOEt em hexano (0-50%) 

seguido por AcOEt (100%) e depois por MeOH (100%), produzindo seis (MLC2BIIa-

MLC2BIIf) e quatro subfrações (MLC2DIIa-MLC2DIId), respectivamente. A subfração 

MLC2DIIc foi caracterizada como o hirsutinolídeo diacetilpiptocarfol (3, 27,2 mg), enquanto a 

subfração MLC2BIIe foi identificada como glaucolídeo B (4, 39,0 mg). 

 Todas as estruturas foram caracterizadas por ressonância magnética nuclear (RMN) de 

1D e 2D desenvolvida em Bruker® modelo Avance (400 MHz) em temperatura reduzida (263 

a 273 K) e por EMAR desenvolvida em Waters® Xevo G2-S QTof, cujos resultados foram 

comparados com dados disponíveis na literatura (para maiores detalhes quanto à elucidação 

estrutural dos padrões de LS vide item 5.6). 

 A pureza dos padrões de LS (1-4) foram superiores a 90%, estabelecida com base na 

análise por CLUE-PDA (de acordo com método descrito no item 4.2.1.1) dos mesmo, 

considerando-se a porcentagem de área de pico de cada LS em relação à somatória de todas as 

áreas dos picos no cromatograma. 

 

4.2.2.1.2 Avaliação do perfil de lactonas sesquiterpênicas por espectrometria de massas de 

alta resolução (EMAR-ESI-QTof) e espectrometria de massas em tandem (EM/EM) 

 

 Soluções dos padrões de LS (1-4) foram preparadas em acetonitrila na concentração de 

6 μg/mL, filtradas (0,22 μm) e submetidas à análises de EMAR-ESI-QTof, realizadas em 

espectrômetro de massas híbrido Xevo® G2-S QTof equipado com fonte de ionização ESI 

ZprayTM e analisadores do tipo quadrupolo acoplado a tempo de voo (QTof). 
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 A análises de ESI-QTof EM e EM/EM das LS (1-4) se deu por injeção direta em modos 

simples e em combinação com sistema de CLUE (Waters® modelo Acquity H-Class UPLC). A 

análise de injeção combinada foi desenvolvida empregando uma eluição isocrática por CLUE 

de uma mistura de solução aquosa de ácido fórmico a 0,1% e acetonitrila (95/5, v/v) a um fluxo 

de 0,4 mL/min, simultaneamente a coinjeção por infusão direta de 20 μL/min da solução de 

cada LS. A acetonitrila (grau HPLC) e a água ultrapura (por osmose reversa em sistema Milli-

Q) empregados foram filtrados por membrana de porosidade de 0,22 µm antes de sua utilização. 

 Os dados de EM foram obtidos com a sonda de ESI operando em modo positivo, com 

aquisição de massas na faixa entre 100 e 1200 Da, com tempo de varredura de 1,0 s. As 

condições instrumentais foram configuradas com a voltagem do capilar de 3,0 kV, voltagem do 

cone de 40 V, voltagem offset da fonte de 80 V, temperatura da fonte de 150 ºC, temperatura 

de dessolvatação de 400 ºC, fluxo de gás do cone de 200 L/h e fluxo do gás de dessolvatação 

de 900 L/h. O nitrogênio foi usado como gás nebulizador e argônio como gás de colisão. Os 

dados de EM foram adquiridos em modo contínuo e corrigidos pela amostra de referência 

Leucine Enkephalin em LocksprayTM, com lock-mass de m/z 556,2771. Os íons precursores 

selecionados para cada LS a partir da varredura geral do espectro EM foram submetidos aos 

experimentos de EM/EM, adquiridos também em modo contínuo, empregando-se as energias 

de colisão de 30 eV (para os íons de LS adutados com sódio, Na+) e 18 eV (para os íons de LS 

adutados com hidrogênio, H+). Os dados de EM/EM foram utilizados para estabelecer o perfil 

de fragmentação das LS do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo estudadas. A aquisição e 

tratamento dos dados foram realizados com auxílio do software MassLynx 4.1 (Waters®). 

 

4.2.2.1.3 Estudo computacional do processo de ionização e formação de adutos das lactonas 

sesquiterpênicas do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo  

 

 Estudos computacionais complementares foram realizados em colaboração com o 

Grupo de Estrutura Eletrônica Molecular, sob supervisão professor Dr. Giovanni Finoto 

Caramori, vinculado ao Programa de Pós-Graduação em Química do Departamento de Química 

da Universidade Federal de Santa Catarina –UFSC, no intuito de se avaliar o nível de interação 

e afinidade do cátion Na+ com as LS do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo, para melhor 

compreensão dos perfis de ionização e interação molecular na formação de adutos. Ainda, tais 

estudos auxiliaram para sustentar a proposta de mecanismo de fragmentação estabelecida para 

ambos os subtipos de LS. 

 Para tanto, a piptocarfina A (1, modelo de hirsutinolídeo) e glaucolídeo A (2, modelo 
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de glaucolídeo) foram otimizadas por meio da teoria do funcional da densidade através da troca 

de Becke (BECKE, 1988) e da correlação funcional de Perdew (PERDEW, 1986), BP86, com 

o conjunto de base gaussiana Ahlrichs de tripla qualidade ζ (zeta), def2-TZVP (AHLRICHS; 

MAY, 2000; WEIGEND; AHLRICHS, 2005). As estruturas foram verificadas como mínimos 

por ausência de autovalores negativos na matriz de Hessian. As otimizações da geometria, as 

frequências vibratórias e as energias de ponto único foram realizadas no programa ORCA 

(NEESE, 2012), usando o mesmo nível de teoria, BP86/def2-TZVP. A pesquisa 

conformacional foi realizada no programa Avogadro (HANWELL et al., 2012) usando 

mecânica molecular (campo de força MMFF94) e protocolo sistemático de pesquisa de rotor. 

 Adicionalmente, simulações de dinâmica molecular atômica foram realizadas 

considerando uma caixa de simulação contendo uma molécula única de 1, 121 de acetonitrila, 

1012 moléculas de água (H2O), 10 íons de sódio (Na+) e 10 íons cloreto (Cl-). De forma 

semelhante, uma segunda caixa de simulação foi considerada contendo uma molécula única de 

2, 128 moléculas de acetonitrila, 1068 de H2O, 10 íons Na+ e 10 íons Cl-. As proporções de H2O 

e acetonitrila obedecem a proporções experimentais em EMAR-ESI-QTof. Ambos os sistemas 

foram simulados a 298 K e 473 K e 1 atm de pressão.  

 Todas as simulações foram realizadas utilizando o pacote GROMACS 5.1.2 

(ABRAHAM et al., 2015). Foram aplicadas configurações iniciais e condições de fronteira 

periódicas aleatórias. Os arquivos de topologia foram obtidos no servidor ATB (Automated 

Topology Builder) (MALDE et al., 2011), empregando o campo de força GROMOS 54A7 

(SCHMID et al., 2011) e o modelo SPC (Simple Point Charge) para a água (BERENDSEN; 

GRIGERA; STRAATSMA, 1987). Os sistemas foram minimizados energeticamente e 

equilibrados em conjuntos (ensembles) NVT (Número de partículas, Volume e Temperatura 

constantes) e NPT (Número de partículas, Pressão e Temperatura constantes) por 200 ps. O 

termostato e o barostato de Berendsen foram empregados com uma constante de acoplamento 

de 1,0 ps. As condições de temperatura e pressão usadas nas etapas de equilíbrio foram mantidas 

para uma simulação dinâmica molecular de 100 ns (com o passo de integração de 1,0 ps). Uma 

faixa curta de corte de 1,0 nm foi utilizada para calcular as interações de van der Waals, e o 

método SHIFT de 1,6 nm foi utilizado para interações eletrostáticas. Todos os comprimentos 

de ligação foram restringidos por meio do algoritmo LINCS (Linear Constraint Solver) (HESS 

et al., 1997). 

 O pacote VMD (Visual Molecular Dynamics) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 

1996) foi utilizado para visualização e para a ferramenta de traçado Grace. 
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4.2.2.2 Análise de desreplicação do extrato de Vernonanthura tweedieana por cromatografia 

líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLUE-EM) 

 

 A caracterização do perfil fitoquímico do ELF de V. tweedieana, preparado sob as 

condições otimizadas de extração (5,0 g de folhas secas extraídas com acetona [1:30, p/v] 

durante dez minutos, conforme descrito no item 4.2), foi estabelecido pela análise de 

desreplicação a partir dos resultados de experimentos de CLUE-EM/EM realizados em 

cromatógrafo Waters® modelo Acquity H-Class UPLC acoplado a espectrômetro de massas 

híbrido Xevo® G2-S QTof. O ELF foi ressuspendido em acetonitrila (grau HPLC) na 

concentração de 500 µg/mL, e filtradas (0,22 μm) antes da análise. 

 Por motivos alheios a este estudo, tornou-se impossibilitada a utilização da coluna 

Waters® Acquity UPLC BEH C18 (100 mm x 2.1 mm i.d, 1.7 μm), empregada no 

desenvolvimento do método de quantificação de piptocarfina A (1) por CLUE-EM (item 

4.2.1.1), sendo necessária a substituição da coluna cromatográfica bem como os devidos ajustes 

nas condições analíticas. 

 Sendo assim, a separação dos constituintes do extrato foi realizada em coluna Waters® 

Acquity UPLC BEH C18 (50 mm x 2.1 mm i.d, 1.7 μm) mantida a 40 ºC, com volume de injeção 

de amostra de 3,0 µL. A fase móvel consistiu um sistema gradiente de 11 min combinando água 

acidificada com ácido fórmico 0,1% (pH: 3,0) (A) e acetonitrila (B), mantida a um fluxo 

constante de 0,5 mL/min, nas seguintes condições: 0-0,5 min, 80-65% de A (curva 9); 0,5-5,5 

min, 65% de A (curva 6); 5,5-6,0 min, 65-2% de A (curva 8); 6,0-7,5 min, 2% de A (curva 6); 

7,5-8,0 min, 2-80% de A (curva 4); 8,0-11,0 min, mantido a 80% de A para reequilíbrio da 

coluna na condição inicial. A acetonitrila (grau HPLC) e a água ultrapura (por osmose reversa 

em sistema Milli-Q) empregados foram filtrados por membrana de porosidade de 0,22 µm antes 

de sua utilização. 

 A ionização por ESI foi aplicada em modo positivo e as condições instrumentais 

configuradas para a voltagem do capilar de 3,0 kV, voltagem do cone de 40 V, voltagem offset 

da fonte de 80 V, temperatura da fonte de 80 ºC, temperatura de dessolvatação de 200 ºC, fluxo 

de gás do cone de 200 L/h e fluxo do gás de dessolvatação de 900 L/h. O nitrogênio foi usado 

como gás nebulizador e argônio como gás de colisão. Os dados de AREM e EM/EM foram 

adquiridos em modo contínuo e corrigidos pela amostra de referência Leucine Enkephalin em 

LocksprayTM, com lock-mass de m/z 556,2771. As análises foram desenvolvidas em full-scan 

na faixa entre 50 e 1200 m/z, com tempo de varredura de 1,0 s. Para a fragmentação dos íons 
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precursores selecionados empregou-se as energias de colisão de 30 e 18 eV. A aquisição e 

tratamento dos dados foram realizados com auxílio do software MassLynx 4.1 (Waters®). 

 A identificação dos principais picos no cromatograma ESI em modo positivo foi 

estabelecida pela comparação dos dados de m/z obtidos nas análises de EMAR e EM/EM com 

a fórmula molecular proposta para a massa teórica exata correspondente, e pelo perfil de 

fragmentação em tandem observado para cada composto, sempre em comparação com os dados 

reportados na literatura. 

 

4.3 PREPARAÇÃO DAS SOLUÇÕES EXTRATIVAS 

 

4.3.1 Obtenção dos extratos brutos otimizados de lavagem foliar 

 

 Para a preparação dos extratos de lavagem foliar foram empregadas as folhas secas e 

íntegras de cada espécie sob as condições extrativas otimizadas usando acetona (1:50 m/v) 

durante 10 minutos. Para tanto, as folhas e o solvente foram transferidos para um balão de fundo 

redondo de 2 L (ocupando cerca de dois terços do volume interno), sendo submetido à um 

sistema rotativo adaptado girando a 15 rpm durante 10 min, conforme ilustrado no Fluxograma 

3. O sistema de rotação utilizado foi adequadamente adaptado de um evaporador rotatório 

(Heidolph Instruments, Schwabach, Alemanha), sem banho-maria, permitindo que todo o 

processo de lavagem fosse realizado em temperatura ambiente durante o tempo estabelecido. 

Esse processo foi repetido até extração de todo o material vegetal. 

 

Fluxograma 3 – Ilustração do procedimento extrativo pela técnica de lavagem foliar. 

 
Fonte: autor. 

 

 Os extratos da lavagem foliar de cada espécie foram filtrados por papel filtro e o solvente 

removido em evaporador rotatório sob pressão reduzida, resultando nos extratos brutos de 

lavagem foliar (ELF), o qual foi levado à secura e armazenado em temperatura reduzida (8 ºC) 

para posteriores análise e fracionamento cromatográfico. 



85 

4.4 TRATAMENTO PRELIMINAR E MONITORAMENTO CROMATOGRÁFICO 

 

 A fim de se facilitar o isolamento de LS a partir dos ELF previamente obtidos para 

diferentes espécies, uma etapa preliminar de desengorduramento foi realizada por meio do 

particionamento dos extratos brutos. 

 

4.4.1 Particionamento dos extratos brutos 

 

 A etapa de particionamento dos ELF foi realizado, separadamente para cada espécie, 

em funil de separação e utilizando solventes de ordem crescente de polaridade. Portanto, os 

ELF obtidos e anteriormente levados à secura foram ressuspendidos em água destilada e 

submetidos a uma partição líquido/líquido, sob agitação manual, de forma exaustiva e 

sucessiva, utilizando hexano e AcOEt, respectivamente. 

 As frações orgânicas tiveram o solvente removido em evaporador rotatório e sob pressão 

reduzida para a obtenção das frações hexano e AcOEt, respectivamente. A fração aquosa 

residual resultante teve seu volume reduzido também em evaporador rotatório, sendo 

posteriormente liofilizada e armazenada em temperatura reduzida (8 ºC). 

 As frações orgânicas foram então monitoradas por CCD e CLUE-EM, juntamente com 

o ELF inicial para a pesquisa de LS. 

 

4.4.2 Monitoramento por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia 

líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLUE-EM) 

 

 Para monitorar a presença das substâncias de interesse nas frações obtidas da etapa de 

partição, bem como da própria extração empregou-se análises de CCD, utilizando-se 

cromatofolhas de sílica gel 60 com indicador de fluorescência (F254) em suporte de alumínio 

(SiliCycle®). Para frações mais polares foram utilizadas cromatofolhas de sílica de fase reversa 

(C18), com indicador de fluorescência (F254), também em suporte de alumínio (Macherey-

Nagel®). 

 Foram selecionados o solvente ou a mistura de solventes para compor o eluente levando-

se em consideração o perfil em CCD das amostras analisadas, para obtenção de sistema 

cromatográfico que proporcionasse a melhor separação dos constituintes. O perfil 

cromatográfico das frações e/ou amostras foi estabelecido após análise sob luz visível, luz UV, 
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nos comprimentos de onda de 254 (extinção) e 366 nm (fluorescência), antes e após revelação 

com solução de anisaldeído sulfúrico 10% e aquecimento (WAGNER; BLADT, 2001). 

 Para auxiliar na caracterização do perfil fitoquímico das frações/extratos, as amostras 

foram, a partir do perfil em CCD, avaliadas também por CLUE-EM. 

 

4.5 PURIFICAÇÃO E ISOLAMENTO DE LACTONAS SESQUITERPÊNICAS DE 

ESPÉCIES DE VERNONIEAE 

 

4.5.1 Método geral de cromatografia de partição centrífuga (CPC) 

 

 Visando a obtenção e isolamento de grandes quantidades de LS no menor número 

possível de etapas, as frações oriundas do particionamento preliminar contendo os prováveis 

constituintes de interesse foram submetidas ao fracionamento por cromatografia de partição 

centrífuga (CPC). 

 As análises de CPC foram desenvolvidas em instrumento Armen® modelo SCPC-250-

L equipado com rotor de 250 mL de capacidade acoplado a um sistema Spot Prep II (equipado 

com uma bomba quaternária, detector de arranjo de diodos e um coletor automático). Os dados 

foram processados em software Armen Glider CPC v.5.0 (Armen®). 

 As condições analíticas empregadas (fluxo, frequência de rotação da coluna, sistema 

eluente bifásico e modo de eluição – ascendente ou descendente) foram estabelecidas com o 

desenvolvimento analítico do método para cada amostra. Para acompanhar e monitorar o 

fracionamento cromatográfico e purificação de LS foram empregadas análises por CCD e 

CLUE-EM, em condições definidas conforme cada amostra. 

 

4.5.1.1 Seleção do sistema bifásico pela análise de coeficiente de partição (KD) 

 

 Diferentes combinações de solventes podem ser usadas para compor o sistema bifásico 

mais apropriado para a purificação de compostos por CPC. Nesse sentido, Skalicka-Woźniak e 

Garrard (2014) compilaram 150 sistemas de solventes aplicados na separação de terpenoides. 

O sistema ARIZONA (ou sua variante HEMWat), consistindo da mistura em diferentes 

proporções (denominada A-Z) de heptano (ou n-hexano), acetato de etila, metanol e água 

(HOPMANN; ARLT; MINCEVA, 2011; BOJCZUK; ŻYŻELEWICZ; HODUREK, 2017), é o 

sistema mais amplamente usado em CPC para a purificação de sesquiterpenos, incluindo os 

lactonizados (SKALICKA-WOŹNIAK; GARRARD, 2014). Diante disso, diferentes 
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combinações do sistema HEMWat foram utilizadas no isolamento das LS das espécies de 

Vernonieae, cuja proporção dos solventes mais apropriada foi determinada com base no perfil 

de cada amostra. 

 A escolha do sistema HEMWat ideal foi baseada no valor do coeficiente de partição 

(KD) dos constituintes de interesse, o qual foi determinado de forma preliminar por meio do 

método de shake-flask (BERTHOD; CARDA-BROCH, 2004).  

 Para tanto, uma alíquota da amostra (cerca de 1 mg) foi particionada em tudo de ensaio 

entre as duas fases líquidas (1 mL de cada fase) da mistura de solventes do sistema eluente a 

ser testado. Após o equilíbrio, as fases foram separadas e o perfil cromatográfico de cada uma 

foi avaliado preliminarmente por CCD. Posteriormente, para a determinação da concentração 

relativa do composto de interesse em cada uma das fase, estas foram separadamente levadas a 

secura em concentrador de frações a vácuo speedvac (SPD1010 e SPD2010 Integrated 

SpeedVac Systems, Thermo Scientific®), retomadas em 1 mL de acetonitrila (grau HPLC), 

filtradas (0,22 µm) para vials individuais e analisadas por CLUE-EM (cujas condições 

analíticas foram definidas e descritas respectivamente para cada amostra). 

 O valor de KD foi estabelecido em função da razão entre a área de pico do composto no 

cromatograma da fase estacionária (FE) e a área na fase móvel (FM) (Equação 1) (BERTHOD, 

2017) – para o modo de eluição ascendente a fase inferior corresponde à FE enquanto que a 

fase superior representa a FM; já no modo descendente, essa determinação foi inversa. 

 

KD = área do picofase estacionária / área do picofase móvel  (Eq. 1) 

 

 Além destes, outros parâmetros foram estabelecidos afim de se identificar um sistema 

de solventes ideal para a purificação dos constituintes de interesse. Entre eles, a porcentagem 

de retenção de fase estacionária (Sf) foi calculada de acordo com Berthod (2017), usando a 

Equação 2 definida pela razão entre o volume retido da fase estacionária (VS) na coluna após o 

equilíbrio sobre o volume da coluna (VC): 

 

Sf = VS / VC  (Eq. 2) 

 

 De modo a prever um provável tempo de eluição do constituinte de interesse durante 

análise de CPC para a consequente definição do início da etapa de extrusão, o volume de 

retenção teórico (Vr) e tempo de retenção (tR) para esses compostos foram calculados com base 

no seu respectivo valor de KD e na taxa de fluxo de fase móvel (F) nas condições analíticas 



88 

correspondentes, conforme as Equações 3 e 4 (DE FOLTER; SUTHERLAND, 2009; 

BERTHOD, 2017): 

 

Vr = VC + (KD – 1)VS (Eq. 3) 

tR = Vr / F (Eq. 4) 

 

4.5.2 Purificação de lactona sesquiterpênica de Lepidaploa chamissonis 

 

 Ao apresentar um perfil cromatográfico em CCD indicativo da presença de LS (Figura 

11), com manchas de coloração marrom a castanho após revelação com anisaldeído sulfúrico 

(KOCH; BASAR; RICHTER, 2008), a fração AcOEt do ELF de L. chamissonis foi selecionada 

para a purificação dos compostos de interesse da espécie. 

 

Figura 11 – Cromatoplaca da fração AcOEt da partição dos extrato bruto de lavagem foliar de 
Lepidaploa chamissonis. 

 
Cromatogramas revelados com anisaldeído sulfúrico e aquecimento. FM, fase móvel; Ace, acetona; F. 
AcOEt: fração acetato de etila. 
 

4.5.2.1 Purificação da fração AcOEt de ELF de L. chamissonis por CPC: composto 4 

 

4.5.2.1.1 Seleção do sistema bifásico pela análise de coeficiente de partição (KD) 

 

 A fração AcOEt de ELF de L. chamissonis foi testada frente aos sistemas HEMWat M, 

N e P, preparados a partir de diferentes proporções da mistura de n-hexano/AcOEt/MeOH/água, 

conforme descrito no Quadro 2. 

 As diferentes combinações foram submetidas ao método de shake-flask (conforme 

descrito item 4.5.1.1) e avaliadas por CCD e CLUE-EM para a determinação do KD (tanto para 

modo ascendente quanto descendente) do composto 4. 
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Quadro 2 – Composição dos sistemas HEMWat testados para o fracionamento da fração AcOEt 
de ELF de L. chamissonis. 

HEMWat Proporção v/v/v/v 
n-hexano Acetato de etila Metanol Água 

M 5 6 5 6 
N 1 1 1 1 
P 6 5 6 5 

v, volume. Adaptado de Berthod e colaboradores (2005). 
 

 As análises CLUE-EM foram desenvolvidas em um sistema Waters® Acquity H-Class 

UPLC equipado com um gerenciador de solvente quaternário, um amostrador automático e 

forno de coluna acoplado a um espectrômetro de massas Xevo® G2-S QTof equipado com uma 

fonte de ionização por eletronebulização ZprayTM e um analisador do tipo quadrupolo-tempo 

de voo (QTof) (Waters Co., Manchester). As separações foram realizadas em uma coluna C18 

da Thermo Scientific® Hypersil GOLD (100 × 3 mm, 1,9 µm) mantida a 40 ºC enquanto o 

volume de injeção foi de 2,0 µL. A fase móvel consistiu em um tempo de análise de 9 min de 

um sistema gradiente combinando solução aquosa de ácido fórmico a 0,1% (A) e acetonitrila 

(B), mantido a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min, como segue: 0-0.5 min, 80-52% de A (curva 

9); 0.5-6.0 min, 52% de A (curva 6); 6.0-6.5 min, 52-1% de A (curva 8); 6.5-8.5 min, 1% de A 

(curva 6); 8.5-9.0 min, 1-80% de A (curva 4); e mais 5 minutos a 80% de A para 

recondicionamento da coluna. Os dados de massa foram medidos com uma fonte ESI operando 

no modo positivo de ionização (ESI+), com intervalo de massas de aquisição entre 50-1200 Da 

e um tempo de varredura de 1,0 s. A configuração do instrumento incluiu a voltagem do capilar 

de 3,5 kV, voltagem do cone 40 V, voltagem offset da fonte de 80 V, temperatura da fonte de 

80 ºC, temperatura de dessolvatação de 300 ºC, fluxo de gás do cone de 200 L/h e fluxo de gás 

de dessolvatação de 900 L/h O nitrogênio foi usado como gás nebulizador e argônio como gás 

de colisão. A Leucine Enkephalin foi usada como amostra de referência em LocksprayTM 

(Lockmass m/z 556,2771) para a medição precisa de massas. Os dados foram processados com 

o software MassLynx v. 4.1 (Waters®). 

 

4.5.2.1.2 Fracionamento da fração AcOEt de ELF por CPC: CPC de L. chamissonis 

 

 A partir da análise de KD para o composto 4 de interesse, o sistema HEMWat M foi 

selecionado como sistema eluente a para a separação da LS da espécie L. chamissonis. 

 Para tanto, a fração AcOEt enriquecida em LS (2,00 g) foi purificada por CPC, 

desenvolvido em modo de eluição DSC usando o sistema de solvente bifásico HEMWat M (n-
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hexano/AcOEt/MeOH/água 5/6/5/6, v/v/v/v) – preparado previamente em funil de separação 

para obtenção das fases superior (FS) e inferior (FI). A FS (lipofílica), utilizada como fase 

estacionária, foi preenchida na coluna de CPC de 250 mL a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, 

com velocidade de rotação de 500 rpm, durante 10 min. A FI (hidrófila), utilizada como fase 

móvel, foi bombeada através da fase estacionária durante 10 min, com fluxo de 8 mL/min, na 

rotação de 1600 rpm (condições analíticas), até o equilíbrio do sistema com 83% da retenção 

da fase estacionária e 32 bar de pressão. Em seguida, a amostra foi dissolvida em 10 mL de 

mistura de FS/FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase móvel foi bombeada nas condições 

analíticas durante 70 min, com a coleta de 7 mL/fração. Posteriormente, a FS foi bombeada a 

uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 1600 rpm, durante 15 minutos, para o passo de extrusão, 

com a coleta de 10 mL/fração, totalizando 85 min de análise. 

 As frações eluídas do CPC foram monitorizadas em 287 e 330 nm, sendo avaliadas e 

reunidas de acordo com o perfil cromatográfico por CPC-UV e CCD, produzindo nove 

subfrações, nomeadas LcA-I. 

 A subfração LcG proporcionou 1,04 g do composto 4, o qual correspondeu a 25% do 

ELF de L. chamissonis (ou 50% da fração AcOEt). 

 

4.5.3 Purificação de lactona sesquiterpênica de Cyrtocymura scorpioides 

 

 A investigação do perfil cromatográfico por CLUE-EM do ELF de C. scorpioides 

revelou um extrato enriquecido também na LS glaucolídeo B (4) (para maiores detalhes vide 

item 5.4.2), assim como observado para o ELF de L. chamissonis. 

 Dessa forma, foram empregadas as mesmas condições analíticas do fracionamento da 

espécie L. chamissonis por CPC para a purificação da LS 4 a partir fração enriquecida em LS 

AcOEt de C. scorpioides, sem que fosse necessário a repetição do teste de KD. 

 

4.5.3.1 Purificação da fração AcOEt de ELF de C. scorpioides por CPC: composto 4 

 

4.5.3.1.1 Fracionamento da fração AcOEt de ELF por CPC: CPC de C. scorpioides 

 

 A fração AcOEt (2,55 g) de C. scorpioides enriquecida em LS foi purificada por CPC, 

também empregando o sistema de solvente bifásico HEMWat M (n-

hexano/AcOEt/MeOH/água 5/6/5/6, v/v/v/v) – preparado previamente em funil de separação 

para obtenção das fases superior (FS) e inferior (FI). A FS foi preenchida na a coluna de CPC 
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de 250 mL em modo eluição DSC, a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, com velocidade de 

rotação de 500 rpm, durante 10 min. A FI foi bombeada através da fase estacionária durante 8 

min, a um de fluxo de 8 mL/min, na rotação de 1600 rpm (condições analíticas), até o equilíbrio 

do sistema com 74% da retenção da fase estacionária e 32 bar de pressão. A amostra foi 

dissolvida em 10 mL de mistura de FS/FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase móvel foi 

bombeada nas condições analíticas durante 100 min, coletando 7 mL/fração. Posteriormente, 

para o passo de extrusão, a FS foi bombeada a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 1600 rpm, 

durante 12 minutos, com a coleta 9 mL/fração.  

 As frações eluídas de CPC também foram monitorizadas em 287 e 330 nm e reunidas 

conforme com o seu perfil cromatográfico por CPC-UV e CCD, resultando em nove subfrações, 

nomeadas CsA-I. 

 A subfração CsE proporcionou 0,98 g do composto 4, correspondendo a 19% do ELF 

de C. scorpioides de partida (ou 38% da fração AcOEt). 

 

4.5.4 Purificação de lactonas sesquiterpênicas de Vernonanthura condensata 

 

 Da mesma forma como observado anteriormente para a espécie L. chamissonis e C. 

scorpioides, a fração AcOEt oriunda do tratamento preliminar do ELF de V. condensata foi 

selecionada para a purificação dos compostos de interesse da espécie, por apresentar um perfil 

cromatográfico em CCD característico de LS (Figura 12), apresentando três conjuntos de 

manchas de coloração marrom a castanho após a revelação com anisaldeído sulfúrico 

 

Figura 12 – Cromatoplaca da fração AcOEt da partição do extrato bruto de lavagem foliar de 
Vernonanthura condensata. 

 
Cromatogramas revelados com anisaldeído sulfúrico e aquecimento. FM, fase móvel; CHCl3, 
clorofórmio; Ace, acetona; F. AcOEt: fração acetato de etila. 
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4.5.4.1 Purificação da fração AcOEt de ELF de V. condensata por CPC: composto 5 

 

4.5.4.1.1 Seleção do sistema bifásico pela análise de coeficiente de partição (KD) 

 

 O Quadro 3 descreve as proporções referentes aos sistemas HEMWat J, K, L, M e N, 

preparados a partir da mistura de n-hexano/AcOEt/MeOH/água, os quais foram testados 

avaliados para serem utilizados na separação dos constituintes de interesse a partir da fração 

AcOEt de ELF de V. condensata 

 

Quadro 3 – Composição dos sistemas HEMWat testados para o fracionamento da fração AcOEt 
de ELF de V. condensata.  

HEMWat Proporção v/v/v/v 
n-hexano Acetato de etila Metanol Água 

J 2 5 2 5 
K 1 2 1 2 
L 2 3 2 3 
M 5 6 5 6 
N 1 1 1 1 

v, volume. Adaptado de Berthod e colaboradores (2005). 
 

 O valor de KD (tanto para modo ascendente quanto descendente) para o composto 5 de 

interesse foi determinado nos diferentes sistemas pelo método de shake-flask (conforme 

descrito item 4.5.1.1) a partir das análises por CCD e CLUE-EM (para detalhes vide item 

4.5.2.1.1). 

 

4.5.4.1.2 Fracionamento da fração AcOEt de ELF por CPC: 1º CPC de V. condensata 

 

 Uma alíquota de 1.60 g da fração AcOEt de ELF de V. condensata foi submetida à 

purificação por CPC, desenvolvida em modo de eluição ASC, usando o sistema de solventes 

bifásico HEMWat L (n-hexano/AcOEt/MeOH/água, 2/3/2/3, v/v/v/v) – preparado previamente 

em funil de separação para obtenção das fases superior (FS) e inferior (FI). A FI foi preenchida 

na coluna de CPC de 250 mL a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, com velocidade de rotação de 

500 rpm, durante 10 min. A FS móvel foi bombeada através da fase estacionária durante 12 

min, a uma taxa de fluxo de 5 mL/min, a 1600 rpm (condições analíticas de CPC), até o 

equilíbrio do sistema com 83% da retenção da fase estacionária e 32 bar de pressão. A amostra 

foi dissolvida em 10 mL de mistura FS/ FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase móvel foi 
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bombeada nas condições analíticas de CPC durante 90 min, coletando-se 5 mL/fração. 

Posteriormente, o FI foi bombeada a uma taxa de fluxo de 5 mL/min, a 1600 rpm, durante 60 

min, para a etapa de extrusão, com a coleta de 5 mL/fração. 

 As frações eluídas de CPC foram monitorizadas em 215, 287 e 330 nm, avaliadas e 

reunidas conforme o perfil cromatográfico por CPC-UV e CCD, produzindo dez subfrações, 

denominadas VcA-J. A subfração VcE proporcionou 639,0 mg do composto 5, correspondendo 

a 43% da fração AcOEt de partida (1,60 g) de ELF de C. scorpioides.  

 Além desta, as subfrações VcC (152,8 mg) e VcJ (323,3 mg) também apresentaram 

perfil por CLUE-EM (para detalhes vide item 5.4.3) sugestivo de LS, ainda que em mistura, 

sendo encaminhadas para etapa de purificação adicional por CPC. 

 

4.5.4.2 Purificação da subfração VcC de ELF de V. condensata por CPC: compostos 6-8 

 

 Apresentando um perfil em CLUE-EM indicativo da presença de LS de interesse (para 

maiores detalhes vide item 5.4.3) a subfração VcC proveniente da primeira etapa de 

fracionamento por CPC da porção AcOEt do ELF de V. condensata foi também selecionada 

para a purificação de LS a partir da espécie. 

 

4.5.4.2.1 Seleção do sistema bifásico pela análise de coeficiente de partição (KD) 

 

 Os sistemas HEMWat M, N, P, Q e R foram preparados a partir da mistura de n-

hexano/AcOEt/MeOH/água nas proporções descritas no Quadro 4 e testados para a purificação 

de LS de interesse a partir da subfração VcC proveniente da etapa e purificação da fração AcOEt 

de ELF de V. condensata  

 

Quadro 4 – Composição dos sistemas HEMWat testados para o fracionamento da subfração 
VcC de CPC da fração AcOEt de ELF de V. condensata.  

HEMWat Proporção v/v/v/v 
n-hexano Acetato de etila Metanol Água 

M 5 6 5 6 
N 1 1 1 1 
P 6 5 6 5 
Q 3 2 3 2 
R 2 1 2 1 

v, volume. Adaptado de Berthod e colaboradores (2005). 
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 Os valores de KD (tanto para modo ascendente quanto descendente) para os compostos 

6-8 de interesse também foram estabelecidos utilizando o método de shake-flask (conforme 

descrito item 4.5.1.1), em função das análises por CCD e CLUE-EM (para detalhes vide item 

4.5.2.1.1) para os diferentes sistemas de solventes testados. 

 

4.5.4.2.2 Fracionamento da subfração VcC por CPC: 2° CPC de V. condensata 

 

 A subfração VcC (152,8 mg) foi também sujeita ao fracionamento por CPC usando o 

sistema de solventes bifásico HEMWat N (n-hexano/AcOEt/MeOH/água, 1/1/1/1, v/v/v/v) – 

preparado previamente em funil de separação para obtenção das fases superior (FS) e inferior 

(FI). A FI foi preenchida na coluna de CPC de 250 mL em modo de eluição ASC a uma taxa 

de fluxo de 30 mL/min, com velocidade de rotação de 500 rpm, durante 10 min. A FS móvel 

foi bombeada através da fase estacionária durante 7 min, a uma taxa de fluxo de 10 mL/min, a 

1600 rpm (condições analíticas de CPC), até o equilíbrio do sistema com 74% da retenção da 

fase estacionária e 36 bar de pressão. A amostra foi dissolvida em 10 mL de mistura FS/ FI 

(1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase móvel foi bombeada nas condições analíticas de CPC 

durante 70 min, coletando 6 mL/fração. Posteriormente, para a etapa de extrusão o FI foi 

bombeado a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 1600 rpm, durante 10 min, com a coleta de 10 

mL/fração. 

 As frações eluídas de CPC foram monitorizadas em 215, 287 e 330 nm, avaliadas e 

reunidas conforme o perfil cromatográfico por CPC-UV e CCD, produzindo oito subfrações, 

denominadas VcCa-h. As subfrações VcCb, VcCd e VcCf corresponderam respectivamente aos 

compostos 6 (15,7 mg), 7 (17,9 mg) e 8 (18,8 mg). 

 

4.5.4.3 Purificação da subfração VcJ de ELF de V. condensata por CPC: compostos 9-10 

 

 Assim como observado na subfração VcC, a subfração VcJ (oriunda do fracionamento 

por CPC da porção AcOEt do ELF de V. condensata) também indicou a presença de LS de 

interesse a partir da análise do perfil em CLUE-EM (para maiores detalhes vide item 5.4.3), 

sendo igualmente escolhida para a purificação de LS a partir da espécie. 

 

4.5.4.3.1 Seleção do sistema bifásico pela análise de coeficiente de partição (KD) 
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 Para o isolamento das LS de interesse a partir a subfração VcJ, também proveniente da 

etapa e purificação por CPC da fração AcOEt de ELF de V. condensata foram testados os 

sistemas HEMWat G, H, J e K, conforme descrito no Quadro 5. 

 

Quadro 5 – Composição dos sistemas HEMWat testados para o fracionamento da subfração 
VcJ de CPC da fração AcOEt de ELF de V. condensata.  

HEMWat Proporção v/v/v/v 
n-hexano Acetato de etila Metanol Água 

G 1 4 1 4 
H 1 3 1 3 
J 2 5 2 5 
K 1 2 1 2 

v, volume. Adaptado de Berthod e colaboradores (2005). 
 

 Os valores de KD (tanto para modo ascendente quanto descendente) para os compostos 

9 e 10 de interesse também foram definidos em função das análises por CCD e CLUE-EM (para 

detalhes vide item 4.5.2.1.1) a partir do método de shake-flask (conforme descrito item 4.5.1.1). 

 

4.5.4.3.2 Fracionamento da subfração VcJ por CPC: 3° CPC de V. condensata 

 

 Uma alíquota de 212,5 mg da subfração VcJ também foi sujeita ao fracionamento por 

CPC empregando o sistema de solventes bifásico HEMWat J (n-hexano/AcOEt/MeOH/água, 

2/5/2/5, v/v/v/v) – preparado previamente em funil de separação para obtenção das fases 

superior (FS) e inferior (FI). A FI foi preenchida na coluna de CPC de 250 mL em modo de 

eluição ASC a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, com velocidade de rotação de 500 rpm, durante 

10 min. A FS móvel foi bombeada através da fase estacionária durante 8 min, a uma taxa de 

fluxo de 10 mL/min, a 1600 rpm (condições analíticas de CPC), até o equilíbrio do sistema com 

74% da retenção da fase estacionária e 28 bar de pressão. A amostra foi dissolvida em 10 mL 

de mistura FS/ FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase móvel foi bombeada nas condições 

analíticas de CPC durante 65 min, com a coleta de 6 mL/fração. Posteriormente, para a etapa 

de extrusão o FI foi bombeado a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 1600 rpm, durante 10 min, 

com a coleta de 10 mL/fração. 

 As frações eluídas de CPC foram monitorizadas em 215, 287 e 330 nm, avaliadas e 

reunidas conforme o perfil cromatográfico por CPC-UV e CCD, produzindo cinco subfrações, 

denominadas VcJa-e. As subfrações VcJb e VcCd corresponderam respectivamente aos 

compostos 9 (21,4 mg) e 10 (26,5 mg). 
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4.6 OBTENÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS DERIVADOS SEMISSINTÉTICOS DE 

LACTONAS SESQUITERPÊNICAS 

 

 A fim de se investigar a influência das modificações estruturais de LS, obtida de 

espécies de Vernonieae, sobre seu potencial biológico e seletividade, diferentes condições 

reacionais foram consideradas para a obtenção de um conjunto diversificado de derivados 

semissintéticos. Para tal, empregou-se como material de partida a LS glaucolídeo B (4), obtida 

em grande quantidade a partir da prospecção fitoquímica por CPC dos ELF das espécies C. 

scorpioides e L. chamissonis (vide itens 4.5.2 e 4.5.3). 

 

4.6.1 Avaliação do potencial de conversão de glaucolídeo B (4) em outros subtipos de LS 

sob condições usuais de purificação de LS 

 

 Frente à divergência de informações relacionadas à origem de algumas subclasses de 

LS, tais como hirsutinolídeos e cadinanolídeos, ora consideradas como produtos do 

metabolismo vegetal, ora como artefatos oriundos de purificação de extratos brutos vegetais 

contendo esqueletos glaucolídeos (BAZON et al., 1997; BORKOSKY et al., 1997; PILLAY et 

al., 2007; APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2012), um experimento teste foi desenvolvido em 

duas etapas para melhor compreender as possibilidades de modificação do glaucolídeo B (4). 

Assim, o ELF de L. chamissonis (rico em glaucolídeo B, 4 – vide item 5.4.1) foi submetido à 

condições que mimetizam o processo mais frequentemente empregado na purificação de LS, 

ou seja, em presença de sílica gel e solvente prótico (EtOH) (MARTÍNEZ-VÁZQUEZ et al., 

1992). 

 Para a primeira etapa, 20 mg de ELF de L. chamissonis foram retomados em 2 mL de 

EtOH, em balão de 15 mL, seguido da adição de 300 mg de sílica gel 60 (230-400 mesh; 0,04-

0,063 mm) (na proporção de 1:30, p/p). Essa mistura foi mantida sob agitação magnética, em 

temperatura ambiente de 25 ºC, durante 24 h. Após este período, a mistura foi levada à secura 

em evaporador rotatório, transferida para cartucho de SPE e eluído com acetona. Uma alíquota 

da fração obtida foi avaliada por CLUE-EM conforme método descrito no item 4.5.2.1.1. 

 A fim de se reproduzir condições mais extremas de temperatura em que a purificação 

de um extrato bruto vegetal pode estar sujeita, uma segunda fase foi desenvolvida em que a 

mistura remanescente da etapa inicial foi novamente submetida às mesmas condições (2 mL de 

EtOH e 300 mg de sílica gel), entretanto, mantendo-se sob agitação magnética e em refluxo à 

35 ºC, durante mais 24 h. A reação foi finalizada da mesma maneira como na primeira etapa, e 
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a nova fração obtida foi também avaliada por CLUE-EM (vide item 4.5.2.1.1 para maiores 

detalhes das condições analíticas). 

 

4.6.2 Métodos gerais para purificação dos derivados semissintéticos 

 

4.6.2.1 Cromatografia em coluna clássica (CC) 

 

 As frações contendo os derivados semissintéticos de LS foram submetidas à 

cromatografia em coluna clássica (CC) para a purificação dos compostos de interesse, 

utilizando como fase estacionária sílica gel 60 (240-400 mesh; 0,04-0,063 mm) (SiliCycle®).  

 Como fase móvel foram empregados sistemas isocrático ou gradiente, constituídos por 

misturas de solventes, cuja composição dos eluentes foi definida com baseada no perfil em 

CCD das amostras analisadas, de forma a obter um sistema cromatográfico que proporcionasse 

a melhor separação dos constituintes. Entre os solventes utilizados estão hexano, diclorometano 

(DCM), clorofórmio (CHCl3) e acetona. 

 

4.6.2.2 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) 

 

 As frações indicativas da presença dos derivados semissintéticos de interesse foram, 

quando pertinente, purificados por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). 

Nesses caso, as amostras foram aplicadas com capilar de vidro em placas de sílica gel 60 com 

indicador de fluorescência (F254) em suporte de alumínio (SiliCycle®), sendo a CCD 

desenvolvida em sistema eluente composto por misturas de hexano e acetona (em proporções 

definidas conforme o perfil de cada fração). 

 A mancha correspondente ao composto de interesse foi raspada com auxílio de espátula, 

solubilizada em acetona e filtrada por funil com placa de vidro sinterizado de granulometria 

G3, sob vácuo. 

 

4.6.3 Obtenção dos derivados semissintéticos de lactonas sesquiterpênicas 

 

 Visando à produção da maior diversidades estrutural possível de derivados 

semissintéticos de LS, definiu-se como estratégia principal o desenvolvimento de diferentes 

condições de reação de ciclização transanular a partir do glaucolídeo B (4), conforme ilustrado 

no Esquema 1, por meio da utilização de agentes catalíticos com características variadas. 
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Esquema 1 – Esquema geral de reações de ciclização transanular a partir do glaucolídeo B (4). 

 
Condições reacionais: (a) (i) DMAP, MeOH, refluxo a 60 °C, 3 h ou (ii) DMAP, DCM, rt, 0,5 h; (b) 
BiCl3, Ac2O, DCM, Ar, rt, 2 h; (c) (i) BiCl3, DCM, Ar, rt, 3 h ou (ii) TFA-H2O, DCM, -2 ºC-rt, 24 h; 
(d) K2CO3 (aq.), THF, refluxo a 45 °C, 2 h; (e) BiCl3, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h. 
 

4.6.3.1 Reações de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de reagente 

catalítico básico (condição a) 

 

4.6.3.1.1 Reação de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de N,N-dimetil-

4-aminopiridina (DMAP): condição a(i) 

 

 Em balão de 10 mL foram retomados 30,1 mg de glaucolídeo B (4; 0,07 mmol) em 1 

mL de MeOH. Em seguida, foram adicionados 1,5 mg de DMAP (0,01 mmol; 0,2 eq), e a 

mistura mantida sob refluxo a 60 ºC com agitação magnética, durante 3 h (Esquema 2). 

 

Esquema 2 – Esquema reacional de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de 
N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP): condição a(i). 

 
Fundamentado em Miklossy e colaboradores (2015). 
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 A reação, monitorada por CCD, foi finalizada levando-se a mistura à secura sob pressão 

reduzida em evaporador rotatório. O resíduo obtido (32,2 mg) foi submetido à CC de sílica gel 

utilizando eluente gradiente composto por acetona em hexano (20-50%), obtendo-se 19 frações 

(DS1a-s) (para maiores detalhes vide item 5.5 – Fluxograma 8). 

 Embora a mistura tenha se mostrado bastante complexa, foi possível o isolamento em 

baixo rendimento dos derivados semissintéticos 11 (1,6 mg; 4,9%) e 12 (1,1 mg; 2,6%), 

respectivamente correspondendo às frações DS1l e DS1o. 

 

4.6.3.1.2 Reação de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de N,N-dimetil-

4-aminopiridina (DMAP): condição a(ii) 

 

 Na tentativa de se otimizar as condições reacionais para a reação com DMAP, um 

segunda condição foi ensaiada, sendo retomados 30,3 mg de glaucolídeo B (4; 0,07 mmol) em 

1 mL de DCM seco e mantendo-se sob agitação magnética em temperatura ambiente (rt) até 

completa solubilização. Posteriormente, adicionou-se à mistura 1,8 mg de DMAP (0,01 mmol; 

0,2 eq), sendo mantido sob agitação magnética em rt durante 30 min (Esquema 3). 

 

Esquema 3 – Esquema reacional de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de 
N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP): condição a(ii). 

 
Fundamentado em Miklossy e colaboradores (2015). 

 

 A reação, também monitorada por CCD, foi finalizada levando-se a mistura à secura 

sob pressão reduzida em evaporador rotatório. O resíduo obtido (33,8 mg) foi submetido à CC 

de sílica gel utilizando eluente gradiente constituído de acetona em hexano (20-100%), 

obtendo-se 11 frações (DS2a-k) (para maiores detalhes vide item 5.5 – Fluxograma 8). Destas, 

a fração DS2g correspondeu ao derivado semissintético 12 (10,5 mg; 30,3%), isolado em maior 

rendimento. 
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4.6.3.2 Reações de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de reagentes 

catalíticos ácidos (condições b e c) 

 

4.6.3.2.1 Reação de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de cloreto de 

bismuto III (BiCl3) e de anidrido acético (Ac2O): condição b 

 

 Em balão de 10 mL foram retomados 50,0 mg de glaucolídeo B (4; 0,11 mmol) em 1 

mL de DCM seco, sendo mantido sob agitação magnética em rt e em atmosfera de argônio (Ar) 

até completa solubilização. Posteriormente, adicionou-se à mistura 108 µL de Ac2O (1,14 

mmol; 10,0 eq) e 161,8 mg de BiCl3 (0,51 mmol; 4,5 eq). A mistura foi mantida sob as mesmas 

condições durante 2 h (Esquema 4). 

 

Esquema 4 – Esquema reacional de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de 
cloreto de bismuto III (BiCl3) e de anidrido acético (Ac2O): condição b. 

 
Fundamentado em Rodríguez-Hahn e colaboradores (1988). 

 

 A reação foi monitorada por CCD e finalizada sendo mistura transferida para funil de 

separação (tendo o balão sido consecutivamente lavado com DCM e água destilada) e extraída 

por partição líquido-líquido com DCM (3x 15 mL). A fração orgânica obtida foi seca com 

sulfato de sódio (Na2SO4) anidro, filtrada e concentrada sob pressão reduzida em evaporador 

rotatório. 

 O resíduo obtido (48,7 mg) foi submetido à CC de sílica gel utilizando eluente gradiente 

constituído de acetona em CHCl3 (10-30%), obtendo-se 13 frações (DS3a-m) (para maiores 

detalhes vide item 5.5 – Fluxograma 8). As frações DS3d, DS3j e DS3l corresponderam aos 

derivados semissintéticos 13 (3,4 mg; 6,8%), 14 (13,9 mg; 27,8%) e 15 (11,1 mg; 24,6%), 

respectivamente. 
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4.6.3.2.2 Reação de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de cloreto de 

bismuto III (BiCl3) sem anidrido acético: condição c(i) 

 

 Em balão de 10 mL, 100,1 mg de glaucolídeo B (4; 0,23 mmol) foram retomados em 1 

mL de DCM seco, sendo a mistura mantida sob agitação magnética em rt e em atmosfera de 

argônio (Ar) até completa solubilização. Após, adicionou-se à mistura 323,5 mg de BiCl3 (10,3 

mmol; 4,5 eq), mantendo as mesmas condições durante 3 h (Esquema 5). 

 

Esquema 5 – Esquema reacional de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de 
cloreto de bismuto III (BiCl3) sem anidrido acético: condição c(i). 

 
Fundamentado em Rodríguez-Hahn e colaboradores (1988). 

 

 A partir do monitoramento por CCD, a reação foi finalizada sendo mistura transferida 

para funil de separação (sendo o balão consecutivamente lavado com DCM e água destilada) e 

extraída por partição líquido-líquido com DCM (3x 15 mL). A fração orgânica obtida foi seca 

com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressão reduzida em evaporador rotatório, 

correspondendo ao derivado semissintético 16 (80,5 mg; 77,4%). 

 

4.6.3.2.3 Reação de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de ácido 

trifluoracético (TFA): condição c(ii) 

 

 À uma solução de glaucolídeo B (4) (39,7 mg; 0,09 mmol) em 1 mL de DCM seco, 

mantida sob agitação magnética e em temperatura reduzida (-2 ºC) de banho de gelo e sal, 

adicionou 10 µL de ácido trifluoroacético (TFA) contendo traços de água (0,13 mmol; 1,4 eq). 

A mistura foi mantida sob agitação durante 24 h, cuja temperatura inicial de -2 ºC passou à 

temperatura ambiente (rt) (Esquema 6). 

 A reação, monitorada por CCD, foi finalizada sendo diluída em 5 mL de solução aquosa 

saturada de bicarbonato de sódio (NaHCO3) e funil de separação, sendo extraída por partição 

líquido-líquido com CHCl3 (6x 5 mL).  
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Esquema 6 – Esquema reacional de ciclização transanular do glaucolídeo B (4) em presença de 
ácido trifluoroacético: condição c(ii). 

 
Fundamentado em Barbosa e colaboradores (2004). 

 

 A fração orgânica obtida foi seca com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressão 

reduzida em evaporador rotatório. O resíduo obtido (37,6 mg) foi purificado por CC de sílica 

gel utilizando eluente isocrático hexano/acetona (70/30, v/v), obtendo-se quatro frações (DS4a-

d) (para maiores detalhes vide item 5.5 – Fluxograma 8). A fração DS4b correspondeu 

novamente ao derivado semissintético 16 (15,5 mg; 37,5%), porém em menor rendimento. 

 Considerando o bom rendimento reacional observado na produção do derivado 

semissintético 16, este também foi submetido à reações de ciclização transanular de modo a 

explorá-lo como fonte na obtenção de diferentes esqueletos carbocíclicos de LS. 

 

4.6.3.3 Reações de ciclização via rearranjo alílico do derivado semissintético 16 em presença 

de reagente catalítico básico (condição d) 

 

4.6.3.3.1 Reação de ciclização via rearranjo alílico do derivado semissintético 16 em presença 

de carbonato de potássio (K2CO3): condição d 

 

 Em balão de 10 mL foram retomados 30,0 mg do derivado semissintético 16 (0,07 

mmol) em 1,5 mL de tetrahidrofurano (THF) seco. Após, adicionou-se 725 µL de solução 

aquosa 1 N de K2CO3; (0,36 mmol; 5,5 eq). A mistura foi então mantida sob agitação magnética 

e refluxo a 45 ºC durante 2 h (Esquema 7). 

 A reação, monitorada por CCD, foi finalizada a partir da adição de 10 mL de DCM, 

sendo a mistura transferida para funil de separação e extraída por partição líquido-líquido com 

DCM (3x 15 mL). 

 A fração orgânica obtida foi seca com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressão 

reduzida em evaporador rotatório, correspondendo ao derivado semissintético 17 (8,8 mg; 

33,7%). 
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Esquema 7 – Esquema reacional de ciclização via rearranjo alílico do derivado semissintético 
16 em presença de carbonato de potássio (K2CO3): condição d. 

 
Fundamentado em Jakupovic e colaboradores (1986b). 

 

4.6.3.4 Reações de ciclização transanular do derivado semissintético 16 em presença de 

reagente catalítico ácido (condição e) 

 

4.6.3.4.1 Reação de ciclização transanular do derivado semissintético 16 em presença de 

cloreto de bismuto III (BiCl3): condição e 

 

 À uma solução do derivado semissintético 16 (28,0 mg; 0,06 mmol) em 2 mL de DCM 

seco foram adicionados 106,1 mg de BiCl3 (0,34 mmol; 5,5 eq). A mistura foi então mantida 

sob agitação magnética e refluxo a 50 ºC durante 15 h (Esquema 8). 

 

Esquema 8 – Esquema reacional de ciclização transanular do derivado semissintético 16 em 
presença de cloreto de bismuto III (BiCl3): condição e. 

 
Fundamentado em Rodríguez-Hahn e colaboradores (1988). 

 

 Após término da reação, monitorada por CCD, esta foi finalizada sendo mistura 

transferida para funil de separação (com o balão de reação lavado consecutivamente com DCM 

e água destilada) e extraída por partição líquido-líquido com DCM (3x 15 mL).  

 A fração orgânica obtida foi seca com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressão 

reduzida em evaporador rotatório, correspondendo ao derivado semissintético 18 (14,6 mg; 

67,2%). 
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4.6.3.5 Reações adicionais de modificação estrutural a partir do derivado semissintético 16. 

 

 O derivado semissintético 16 foi submetido também à condições reacionais 

complementares de modificação molecular, conforme Esquema 9, com o intuito de produzir 

análogos estruturais para permitissem investigar a influência da mudança em seus diferentes 

substituintes frente às suas propriedades biológicas. 

 

Esquema 9 – Esquema geral de reações de modificação molecular a partir do derivado 
semissintético 16. 

 
Condições reacionais: (f) PCC/SiO2 (1:1), DCM, Ar, rt, 48 h; (g) SOCl2, piridina, Ar, DCM, -10 °C (0,5 
h) seguido por refluxo a 60 °C (3,5 h); (h) 1) DMAP, Et3N, Ac2O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado 16, 
DCM, rt, 0,5 h. 
 

 Para tanto, uma nova quantidade de 234,7 mg do derivado semissintético 16 foi 

produzida a partir de 320 mg de glaucolídeo B (4; 0,73 mmol) em reação de ciclização 

transanular conforme já descrito na condição c(i) (vide item 4.6.3.2.2), a ser utilizada nas etapas 

reacionais subsequentes (detalhadas a seguir).  

 

4.6.3.5.1 Reação de oxidação do derivado semissintético 16 em presença de clorocromato de 

piridínio (PCC): condição f 
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 Em balão de 10 mL foram retomados 30,0 mg do derivado semissintético 16 (0,07 

mmol) em 2 mL de DCM seco. Posteriormente, foram adicionados 226,6 mg de uma mistura 

equivalente (1:1, m/m) de PCC (0,52 mmol, 8 eq) e sílica gel 60. A mistura foi então mantida 

sob agitação magnética, em atmosfera de argônio e em rt, durante 48 h (Esquema 10). 

 

Esquema 10 – Esquema reacional de oxidação do derivado semissintético 16 em presença de 
clorocromato de piridínio (PCC): condição f. 

 
Fundamentado em Bautista e colaboradores (2014). 

 

 Sendo monitorada por CCD, a reação foi finalizada levando-se a mistura à secura sob 

pressão reduzida em evaporador rotatório. O resíduo obtido foi submetido à CC de sílica gel 

utilizando eluente isocrático constituído pela mistura de DCM/acetona (80:20, v/v), obtendo-se 

3 frações (DS5a-c) (para maiores detalhes vide item 5.5 – Fluxograma 8). A fração DS5b 

correspondeu ao derivado semissintético 19 (20,1 mg; 63,3%). 

 

4.6.3.5.2 Reação de desidroalogenação via cloração do derivado semissintético 16 em 

presença de cloreto de tionila: condição g 

 

 Em balão de 10 mL, 30,2 mg do derivado semissintético 16 (0,07 mmol) foram 

retomados em 1,5 mL de DCM seco. A solução foi mantida sob agitação magnética e atmosfera 

de argônio, em temperatura reduzida (-10 ºC) de banho de gelo e sal.  

 Em seguida, foram adicionados 8 µL de piridina (0,10 mmol, 1,5 eq). Após, adicionou-

se por gotejamento 300 µL de uma solução de 35 µL de SOCl2 (0,48 mmol; 7,3 eq) e DCM. A 

mistura foi mantida nas mesmas condições durante 30 min, sendo monitorada por CCD.  

 Após esse período, não se observando mudanças no perfil cromatográfico da mistura 

reacional, esta foi então submetida à refluxo a 60 ºC, em atmosfera de argônio, durante 3,5 h 

(Esquema 11). 
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Esquema 11 – Esquema reacional de desidroalogenação do derivado semissintético 16 em 
presença de cloreto de tionila (SOCl2): condição g. 

 
Fundamentado em Alves (2011). 

 

 A reação foi finalizada levando-se a mistura à secura sob pressão reduzida em 

evaporador rotatório. O resíduo obtido foi filtrado por cartucho de SPE contendo sílica gel, 

utilizando DCM como eluente (para maiores detalhes vide item 5.5 – Fluxograma 8). A fração 

obtida correspondeu ao derivado semissintético 20 (11,1 mg; 40,1%). 

 

4.6.3.5.3 Reação de acetilação do derivado semissintético 16 em presença de N,N-dimetil-4-

aminopiridina, trietilamina (Et3N) e de anidrido acético: condição h 

 

 A reação de acetilação do derivado 16 foi do tipo one-pot em duas etapas, conforme 

Esquema 12. Para o primeiro passo reacional, foram adicionados 0,4 mg de DMAP (0,003 

mmol, 0,05 eq) à um balão de 10 mL contendo uma suspenção de Ac2O (6 µL, 0,07 mmol, 1 

eq) e Et3N (14 µL, 0,10 mmol, 1,5 eq) em 1 mL de DCM seco. A mistura foi mantida sob 

agitação magnética e em temperatura reduzida (-10 ºC) de banho de gelo e sal, durante 30 min. 

Após esse período, para a segunda etapa de reação foram adicionados 30,0 mg do derivado 16 

(0,07 mmol) à mistura, sendo mantida sob agitação magnética por mais 30 min, agora em rt. 

 

Esquema 12 – Esquema reacional de acetilação do derivado semissintético 16 em presença de 
N,N-dimetil-4-aminopiridina, trietilamina (Et3N) e de anidrido acético: condição h. 

 
Fundamentado em Chen e colaboradores (2017). 

 

 A reação foi finalizada diluindo-se a mistura em 3 mL de água destilada, mantido sob 

agitação magnética durante 30 min, sendo posteriormente transferida para funil de separação e 
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extraída por partição líquido-líquido com DCM (3x 15 mL). A fração orgânica obtida foi seca 

com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressão reduzida em evaporador rotatório. 

 O resíduo obtido (24,0 mg) foi submetido à CC de sílica gel utilizando eluente gradiente 

constituído de acetona em hexano (30-50%), obtendo-se 4 frações (DS6a-d) (para maiores 

detalhes vide item 5.5 – Fluxograma 8). A fração DS6c correspondeu ao derivado 

semissintético 21 (12,4 mg; 37,8%). 

 

4.6.3.6 Reação de acetilação dos derivados semissintéticos 17 e 18. 

 

 Assim como para o derivado 16, os derivados 17 e 18 também foram submetidos à 

reação de acetilação conforme condição h (vide item 4.6.3.5.3), a fim de se avaliar a influência 

da modificação de grupos funcionais em ambas estrutura perante suas propriedades biológicas. 

 

4.6.3.6.1 Reação de acetilação do derivado semissintético 17 em presença de N,N-dimetil-4-

aminopiridina, trietilamina e de anidrido acético: condição h 

 

 Para a primeira etapa da reação de acetilação do derivado semissintético 17 (Esquema 

13) foram utilizados 2 µL de Ac2O (0,02 mmol, 1 eq), 4 µL de Et3N (0,03 mmol, 1,5 eq) e 0,1 

mg de DMAP (0,001 mmol, 0,05 eq), retomados em 1 mL de DCM seco em balão de 10 mL. 

Para a segunda etapa, foram adicionados 7,7 mg do derivado 17 (0,02 mmol) à mistura,  

 

Esquema 13 – Esquema reacional de acetilação do derivado semissintético 17 em presença de 
N,N-dimetil-4-aminopiridina, trietilamina (Et3N) e de anidrido acético: condição h. 

 
Fundamentado em Chen e colaboradores (2017). 

 

 O resíduo obtido (5,1 mg) foi purificado por CCDP utilizando como eluente a mistura 

de hexano/acetona (70:30, v/v), com a coleta da mancha de Rf≅0,40, levando ao isolamento do 

derivado semissintético 22 (1,6 mg; 18,8%). 
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4.6.3.6.2 Reação de acetilação do derivado semissintético 18 em presença de N,N-dimetil-4-

aminopiridina, trietilamina e de anidrido acético: condição h 

 

 Por sua vez, na reação de acetilação do derivado semissintético 18 (Esquema 14) foram 

utilizados 10 µL de Ac2O (0,10 mmol, 3 eq), 16 µL de Et3N (0,12 mmol, 3,5 eq) e 0,2 mg de 

DMAP (0,002 mmol, 0,05 eq), retomados em 1 mL de DCM seco em balão de 10 mL. Para a 

segunda etapa, foram adicionados 12,0 mg do derivado 18 (0,03 mmol) à mistura, cuja reação 

foi desenvolvida conforme descrito no item 4.6.3.5.3. 

 

Esquema 14 – Esquema reacional de acetilação do derivado semissintético 18 em presença de 
N,N-dimetil-4-aminopiridina, trietilamina (Et3N) e de anidrido acético: condição h. 

 
Fundamentado em Chen e colaboradores (2017). 

 

 Após a finalização da reação e extração por partição líquido-líquido com DCM (detalhes 

vide item 4.6.3.5.3), a fração orgânica obtida correspondeu ao derivado semissintético 23 (8,8 

mg; 65,7%). 

 

4.6.3.7 Reações de eliminação via rearranjo e ataque nucleofílico do derivado semissintético 19 

em presença de reagente catalítico ácido (condição e) 

 

4.6.3.7.1 Reação de eliminação via rearranjo e ataque nucleofílico do derivado semissintético 

19 em presença de cloreto de bismuto III (BiCl3): condição e 

 

 De forma complementar, o derivado semissintético 19 foi também submetido à reação 

de eliminação conforme descrito na condição e (vide item 4.6.3.4.1). Para tanto, em um balão 
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de 10 mL foram retomados 20,0 mg do derivado semissintético 19 (0,04 mmol) em 2 mL de 

DCM seco. Posteriormente, foram adicionados 76,3 mg de BiCl3 (0,24 mmol; 5,5 eq) à mistura, 

que foi mantida sob agitação magnética e em refluxo a 50 ºC durante 15 h (Esquema 15). 

 

Esquema 15 – Esquema reacional de eliminação do derivado semissintético 19 em presença de 
cloreto de bismuto III (BiCl3): condição e. 

 
Fundamentado em Rodríguez-Hahn e colaboradores (1988). 

 

 A reação foi finalizada sendo mistura transferida para funil de separação (com o balão 

de reação lavado consecutivamente com DCM e água destilada) e extraída por partição líquido-

líquido com DCM (3x 15 mL). A fração orgânica obtida foi seca com Na2SO4 anidro, filtrada 

e concentrada sob pressão reduzida em evaporador rotatório. 

 O resíduo obtido (10,9 mg) foi purificado por CCDP utilizando como eluente a mistura 

de hexano/acetona (60:40, v/v), sendo coletada a mancha de Rf≅0,46, o que levou ao 

isolamento do derivado semissintético 24 (2,3 mg; 13,2%). 

 

4.7 ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL 

 

 As amostras derivadas do fracionamento cromatográfico para isolamento das LS e seus 

derivados, ao apresentar apenas uma mancha em CCD e/ou cristalização espontânea, foram 

submetidas à análises espectroscópicas de ressonância magnética nuclear e espectrometria de 

massas para a elucidação estrutural e caracterização das substâncias. 
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4.7.1 Ressonância magnética nuclear (RMN) 

 

 As substancias isoladas foram submetidas a análises de RMN de hidrogênio (RMN 1H) 

e experimentos bidimensionais (HSQC, HMBC). Os deslocamentos químicos referentes aos 

carbonos (13C) foram atribuídos em função de análises de RMN de carbono-13 e/ou a partir dos 

experimentos bidimensionais de HSQC e HMBC. 

 Os experimentos foram desenvolvidos em equipamento Bruker® modelo Fourier 300 

(1H a 300 MHz, 13C a 75 MHz). Para amostras que necessitaram análises de RMN em baixa 

temperatura, os experimentos foram desenvolvidos em espectrômetros Bruker® modelo Avance 

400 (1H a 400 MHz, 13C a 100 MHz) e Bruker® modelo AVANCE III 600 (1H a 600 MHz, 13C 

a 150 MHz), respectivamente vinculados ao Departamento de Química e Departamento de 

Bioquímica da UFPR, Curitiba/PR. 

 Os dados adquiridos (FID) foram processados em software TopSpin 3.2 (Bruker®), e os 

resultados comparados com dados disponíveis na literatura. 

 

4.7.2 Espectrometria de massas (EM) 

 

 As substâncias isoladas foram também caracterizadas por EM, cujos experimentos 

foram desenvolvidos em espectrômetro de massas híbrido Waters® modelo Xevo G2-S QTof 

equipado com fonte de ionização por eletronebulização (ESI) ZprayTM e analisadores do tipo 

quadrupolo acoplado a tempo de voo (QTof). 

 Os dados adquiridos foram processados em software MassLynx 4.1 (Waters®). 

 

4.8 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA in vitro 

 

4.8.1 Análise de pureza dos compostos por cromatografia líquida de ultra eficiência 

acoplada à detector de arranjo de fotodiodos e espectrometria de massas (CLUE-PDA-

EM) 

 

 As substância purificadas a serem ensaiadas biologicamente foram submetidas à análise 

de pureza por CLUE-PDA. Os experimentos foram realizados em cromatógrafo Waters® 

modelo Acquity H-Class UPLC acoplado a espectrômetro de massas híbrido Xevo® G2-S QTof. 
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 Na avaliação de pureza da substância, esta foi estabelecida em função da porcentagem 

de área de pico de cada substância em relação à somatória de todas as áreas dos picos no 

cromatograma. 

 

4.8.2 Avaliação das atividades leishmanicida e tripanocida 

 

 A investigação in vitro das atividades leishmanicida e tripanocida para algumas das LS 

isoladas das espécies de Vernonieae foi realizada em parceria com o Laboratório de 

Protozoologia, sob supervisão do professor Dr. Mário Steindel, vinculado ao Departamento de 

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 

 Para tanto, empregou-se a linhagem celular THP-1 (ATCC TIB202) de monócitos 

humanos que foi cultivada em meio RPMI-1640 sem vermelho de fenol, suplementado com 

10% (v/v) de soro fetal bovino inativo (SBF), tampão HEPES (ácido N-[2-hidroxietil]-

piperazina-N’-2-etanosulfônico) a 12,5 mM, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 

µg/mL) e Glutamax® (2 mM), em incubação a 37 ºC em atmosfera umidificada com 5% de 

CO2. As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) 

utilizadas, expressando β-galactosidase, foram cultivadas a 26 ºC em meio Schneider´s insect 

medium (Sigma-Aldrich Co, St. Louis) suplementado com 5% (v/v) de SBF inativado por calor 

e 2% (v/v) de urina humana. 

 Para a triagem leishmanicida contra formas amastigotas intracelulares as células THP-

1 (4,0x104 células/poço) foram cultivadas em placas de 96 poços em meio RPMI-1640 e 

tratadas com 100 ng/mL de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) durante 72 horas a 37 ºC em 

5% de CO2, para permitir a diferenciação das células THP-1 em macrófagos que não se dividem 

(SCHWENDE et al., 1996). Após quatro dias de cultivo a cultura de promastigotas ajustada 

para 4,0x106 parasitos/mL foi lavada com solução salina tamponada com fosfato, pH 7,4 (PBS) 

e incubada em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro humano AB+ inativado por 

calor durante uma hora a 34 ºC para a opsonização do parasito. As células THP-1 aderentes 

foram incubadas com a solução de promastigotas opsonizadas na proporção parasitos: célula de 

10:1, durante quatro horas a 34 ºC e 5% de CO2. Após este período os parasitas não aderentes 

foram removidos por lavagem com PBS. As células infectadas foram incubadas com 180 μL 

de meio RPMI-1640 completo nas mesmas condições de opsonização durante 24 horas, para 

permitir a transformação de promastigotas em amastigotas intracelulares. 

 Para triagem tripanocida, as cepas de Trypanosoma cruzi β-galactosidase positivas 

(Tulahuen) foram fornecidas pelo Laboratório de Parasitologia Celular e Molecular, Centro de 
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Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ, Belo Horizonte. Tripomastigotas derivados de culturas 

obtidas a partir de linhagem celular L929 infectadas foram usadas para infectar células THP-1 

diferenciadas (4,0x104 células/poço) em microplacas de 96 poços, numa proporção de parasito: 

célula de 3:1 e incubados durante a noite a 37 ºC com 5% de CO2. O meio contendo parasitos 

não internalizados foi removido e substituído por 180 µL de meio fresco. 

 As LS a serem ensaiadas (1-5) foram solubilizadas em dimetilsulfóxido (DMSO) e 

diluídas em série (de 50 µM a 1,56 µM). As células infectadas foram tratadas com 20 µL de 

cada amostra, em triplicata, seguida de incubação durante 48 horas a 34 ºC ou 37 ºC e 5% de 

CO2. Após o tratamento, as células foram cuidadosamente lavadas com PBS e incubadas 

durante 16 horas a 37 ºC com 250 µL de clorofenol-vermelho-β-D-galactopiranosídeo a 100 

µM e Nonidet P-40 a 0,1%. A densidade óptica foi determinada a 570 e 630 nm em 

espectrofotômetro Tecan® modelo Infinite M200.  A anfotericina B e o benznidazol foram 

utilizados como controle positivo para as atividades leishmanicida e tripanocida, 

respectivamente. DMSO 1% foi empregado como controle negativo. 

 A concentração (µM) de cada amostra que reduziu a viabilidade do parasito em 50% 

quando comparado ao controle não tratado (IC50) foi calculada por regressão não linear das 

curvas de concentração-resposta. 

 Para os ensaios de toxicidade celular, as células THP-1 foram semeadas (6,0 x104 por 

poço) em microplacas de 96 poços e diferenciadas com 100 ng/mL de PMA durante 72 horas a 

37 ºC e 5% de CO2. Para os ensaios de toxicidade celular, as amostras em concentrações 

variando entre 15,6 a 500 µM ou 1% de DMSO (controle negativo) foram adicionados e as 

células foram e cultivadas a 37 ºC e 5% de CO2 durante 72 horas. A viabilidade celular foi 

determinada pelo método colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difenil-tetrazólio), e a densidade óptica foi determinada a 540 nm em leitor de microplacas 

TECAN® modelo Infinito M200. 

 A concentração (µM) de cada amostra que reduziu o crescimento celular em 50% 

comparada ao controle (CC50) foi calculada plotando-se as curvas concentração-resposta em 

um modelo de regressão não linear. A partir dos dados de CC50 foram determinados os índices 

de seletividade (IS). 

 

4.8.3 Avaliação da atividade citotóxica 

 

 A avaliação da atividade citotóxica foi realizada em dois momentos diferentes e com 

grupos parceiros distintos, sendo a primeira etapa correspondente à investigação preliminar 
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apenas para os compostos 1 (piptocarfina A) e 2 (glaucolídeo a) afim de se conhecer melhor o 

efeito desses compostos e de modo a direcionar a pesquisa perante a atividade citotóxica. Já a 

segunda etapa, esta foi desenvolvida envolvendo não somente as LS isoladas de Vernonieae (1-

10), mas os produtos de semissíntese (11-24).  

 Desse modo, a investigação inicial in vitro da atividade citotóxica foi realizada em 

parceria com o Laboratório de Imunologia Celular, sob supervisão do Dr. Gilberto Carlos 

Franchi Junior, vinculado ao Centro Integrado de Pesquisas Oncohematológicas da Infância 

(CIPOI) da Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP. 

 Para tanto, as LS 1 e 2 foram avaliadas em um triagem quanto à sua atividade citotóxica 

frente às linhagens celulares de leucemias mieloide aguda (K-562) e linfoide B (Nalm-6) (para 

a LS 1), leucemias pró-mielocítica (HL-60), linfocítica aguda (REH) e linfoide T (JURKAT), 

além das linhagens de células tumorais de adenocarcinoma de próstata (PC3), carcinoma de 

ovário (OVCAR), carcinoma de pulmão (NCI-H1299) e osteosarcoma (HOS) (para a LS 2). 

 As células, cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SBF, 1% de 

penicilina (10.000 UI/mL) e estreptomicina (10 mg/mL) (SOUZA et al., 2017), foram 

distribuídas em microplacas de cultura de 96 poços (1 x 104 células/poço) e incubadas com as 

amostras em concentrações variando entre 0,1 e 100 μM em DMSO (0,1%), sendo mantidas a 

37 °C em 95% de atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2. Após 24 h de exposição a 37 

°C, a viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico de MTT (MOSMANN, 

1983), sendo a absorbância medida a 570 nm em espectrofotômetro PowerWave XS (Bio-Tek®). 

A doxorrubicina e vincristina foram usados como controle positivo e o DMSO (0,1%) como 

controle negativo. 

 Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em CC50 

(µM), calculado como a concentração da amostra que diminuiu 50% das células viáveis em 

relação ao controle negativo. 

 A segunda etapa da investigação in vitro da atividade citotóxica das LS envolveu 

também a avaliação dos produtos de semissíntese. Para essa etapa, os experimentos foram 

realizados em parceria junto ao Grupo de Estudos de Interações entre Micro e Macromoléculas 

(GEIMM), sob supervisão da professora Dra. Tânia Beatriz Creczynski Pasa, vinculado ao 

Departamento de Ciências Farmacêuticas da UFSC. 

 Para tanto, os compostos (1-24) foram quanto à sua atividade citotóxica frente às 

linhagens de células tumorais humanas de carcinoma de pulmão (NCI-H460) glioblastoma 

(SF295) e melanoma (SK-MEL-28), e comparados com a linhagem não tumoral HUVEC 

(células endoteliais da veia umbilical humana). 
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 As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 ou meio de Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM), contendo 1,5 g/L de bicarbonato de sódio, 10 mM de HEPES, 100 U/mL 

de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina e suplementado com 10% de SBF, em estufa a 37 

°C em atmosfera umidificada com 5% de CO2 (ASSUNÇÃO et al., 2019). O número de células 

viáveis foi determinado pelo método de exclusão com corante azul de trypan (FRESHNEY, 

1987), com as contagens realizadas em uma câmara de Neubauer. Em seguida, para a triagem 

dos compostos 1-24, as células foram plaqueadas em microplacas de cultura de 96 poços (1 x 

104 células/poço) e incubadas com as amostras na concentração de 50 µM em DMSO (0,1%) e 

mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2, durante 24 h de exposição, 

sendo a viabilidade celular determinada pelo método colorimétrico de MTT (MOSMANN, 

1983). Após período de incubação o meio foi substituído por uma solução de MTT (0,25µg/µL) 

por 2 horas a 37°C., sendo posteriormente substituída por DMSO para solubilização dos cristais 

de formazan com a absorbância medida em 570 nm. Os compostos mais promissores (1-3, 5, 

20-22) foram selecionados para a determinação de CC50 frente às linhagens celulares SK-MEL-

28 e HUVEC, sendo estas expostas às amostras em concentrações variando entre 1 e 75 μM em 

DMSO (0,1%) e mantidas durante 24 h a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. 

A viabilidade celular foi novamente determinada pelo método colorimétrico de MTT com a 

densidade óptica determinada a 540 nm. A densidade óptica obtida no grupo controle (células 

sem tratamento) foi considerada como equivalente a 100% de células viáveis e a viabilidade 

celular nos demais tratamentos foi calculada por regressão linear. 

 Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em 

porcentagem da viabilidade celular e em CC50 (µM) – para os compostos mais ativos, calculado 

por meio da curva de concentração-resposta de Hill usando o software GraphPad Prism 6.0 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Os valores do IS para os compostos foram definidos 

pela razão entre o CC50 das linhagens não-tumoral e tumoral, para cada composto. 

 

4.8.4 Avaliação da atividade anti-inflamatória 

 

 Afim de se conhecer as propriedades anti-inflamatórias da LS do tipo glaucolídeo, a 

avaliação in vitro da atividade anti-inflamatória para o glaucolídeo B (4), tomado como material 

de partida nas reações de semissíntese, foi realizada em com o Laboratório de Pesquisa em 

Imunofarmacologia – LAPI, sob supervisão do professor Dr. Eduardo Monguilhott Dalmarco, 

vinculado ao Departamento de Análises Clínicas da UFSC. 
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 Para tanto, o glaucolídeo B (4) foi avaliado quanto à sua citotoxicidade em células RAW 

264.7 e a viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT (MOSMANN, 1983). As células 

foram cultivadas em frascos plásticos apropriados com o meio DMEM, suplementado com 10% 

de SBF, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina, em incubadora umidificada a 

37 ºC com 5% de emissões de CO2. Antes dos experimentos, o número de células viáveis foi 

determinado pelo método de exclusão com corante azul de trypan, com as contagens realizadas 

em uma câmara de Neubauer. As células foram distribuídas em microplacas de cultura de 96 

poços (1 x 104 células/poço) e incubadas com o composto 4 em diferentes concentrações (1, 3, 

10, 30, 100, 300 e 1000 μM), que foram adicionadas aos poços em triplicata. O DMSO foi 

usado para a solubilização da substância testada em uma concentração máxima de 1% do 

poço/tratamento – concentração na qual não há citotoxicidade para as células. Após o período 

de tratamento (24 h), o meio foi removido e 100 µL de uma solução de MTT foram adicionados 

a 500 µg/mL em meio de cultura e incubados durante 2 h. Após este período, o meio foi 

removido, o precipitado de formazano foi dissolvido em 100 µL de DMSO/poço e a absorbância 

foi medida a 540 nm. A densidade óptica obtida no grupo controle – células não tratadas 

(incubadas apenas com meio de crescimento) – foi considerada como 100% de células viáveis. 

A concentração citotóxica (CC10), que significa a concentração necessária para manter a 

viabilidade celular acima de 90%, foi calculada por meio de uma curva de concentração-

resposta de Hill usando o software GraphPad Prism 6.0. 

 Em relação ao ensaio de inflamação celular, para induzir os macrófagos RAW 264.7 a 

uma condição inflamatória, as células foram cultivadas em uma microplaca de 96 poços (2 x 

105 células/poço) por 48 h para completar a aderência e confluência de macrófagos (a 37 ºC em 

atmosfera umidificada com 5% de CO2). Quando a aderência foi adequada, as células foram 

então designadas para diferentes grupos (n=3/grupo) consistindo de a) controle branco (BLK, 

células não inflamadas) – células pré-tratadas com veículo; b) controle negativo (LPS, células 

inflamadas) – também células pré-tratadas com veículo; c) controle positivo (DEX, tratamento 

padrão) – células pré-tratadas com dexametasona (7 µM); e d) grupos experimentais 

(tratamento com composto 4) – células pré-tratadas com glaucolide B (1, 3 e 10 µM). Após 1 

h, as células foram estimuladas com lipopolissacarídeo (LPS, 1 µg/mL) por 24 h, então os 

sobrenadantes foram coletados para investigações adicionais referentes à produção de 

metabólitos nitrito/nitrato (NOx) e a secreção de citocina pró-inflamatória (IL-6). 

 Para a determinação da produção de espécies de NOx, o acúmulo de nitrito nos 

sobrenadantes das culturas foi medido como um indicador da produção de óxido nítrico (NO) 

com base na reação de Griess (GREEN et al., 1982). Resumidamente, 100 μL do meio de 
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cultura celular foram coletados 24 h após a estimulação por LPS (1 µg/mL), misturados com 

um volume igual de reagente Griess, e incubados à temperatura ambiente por 10 min. A 

absorbância a 540 nm foi medida com interpolação de curva padrão de nitrito (0-100 μM), e a 

produção de nitrito foi determinada, sendo os resultados expressos em μM. 

 Ainda, os níveis de IL-6 nos sobrenadantes das culturas foram quantificados a partir dos 

macrófagos RAW 264.7. Após a estimulação com LPS (1 µg/mL), o sobrenadante foi removido 

e submetido à determinação da concentração da citocina pró-inflamatória IL-6 (Peprotech, 

Rocky Hill, New Jersey, EUA) utilizando o kit de ensaio de imunoabsorção enzimático 

comercialmente disponível, de acordo com as instruções do fabricante. Os níveis de citocinas 

no sobrenadante da cultura celular foram estimados a partir da interpolação da curva padrão de 

IL-6, sendo os resultados expressos em pg/mL. 

 Os dados obtidos nos experimentos in vitro foram descritos como a média ± erro padrão 

da média, e as comparações de parâmetros entre os grupos foram realizadas por análise de 

variância unidirecional (ANOVA) seguida do pós teste de Dunnett. Estas análises foram 

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0. 

  



117 

5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 OBTENÇÃO E CONTROLE DE QUALIDADE DO MATERIAL VEGETAL 

 

5.1.1 Coleta, processamento e determinação do teor de umidade 

 

 Após coleta e secagem, as folhas secas de cada espécie foram pesadas e avaliadas quanto 

ao teor de umidade, cujos dados estão descrito na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Parâmetros avaliados para folhas secas obtidas para as espécies de Vernonieae. 

Espécie Parâmetros 
Quantidade (peso) Teor de umidade 

Cyrtocymura scorpioides 541,0 g 11,2 ± 0,5% 
Lepidaploa chamissonis 278,4 g 12,3 ± 0,4 % 
Vernonanthura condensata 770,0 g   8,9 ± 0,2 % 
Vernonanthura tweedieana 276,1 g 13,9 ± 0,1 % 

 

 É importante ressaltar que mesmo não existindo valores de referência estabelecidos para 

o teor de umidade nestas espécies estudadas, os valores encontrados estão de acordo com os 

limites (8-14%) usualmente indicados para drogas vegetais processadas (FARIAS, 2007; 

BRASIL, 2010). 

 

5.1.2 Análise microscópica 

 

 A análise microscópica realizada a partir da secção transversal das folhas frescas das 

diferentes espécies de Vernonieae para a pesquisa de tricomas revelou a presença de ambos os 

tipos, tanto tricomas glandulares quanto tectores (Figura 13). 

 Para a espécie V. tweedieana foram observados anexos epidérmicos representativos de 

tricomas glandulares (Figura 13B-D) da espécie, além de tricomas tectores característicos em 

formato de “T” (Figura 13A). Duarte e Chella (2014) descrevem para a espécie V. tweedieana 

a presença de tricomas glandulares capitados, com cabeça bicelular e pedicelo curto, inseridos 

em pequena depressão na epiderme, além de tricomas tectores pluricelulares, unisseriados, 

exibindo uma célula apical alongada e perpendicularmente inclinada em formato em “T” – estes 

também reportados em outras espécies do gênero (REDONDA-MARTÍNEZ; VILLASEÑOR; 

TERRAZAS, 2012; DE MORAIS et al., 2015). 
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Figura 13 – Análise microscópica das folhas das diferentes espécies de Vernonieae para 
pesquisa de tricomas glandulares. 

 
Secções transversais de folhas de V. tweedieana (A-D), V. condensata (E-H), L. chamissonis (I-L) e de 
C. scorpioides (M-P) observadas com aumento de 100 (A,B,E,F,G,I,J,M,N,O) e 400 (C,D,H,K,L,P) 
vezes; tt, tricoma tector; ttT, tricoma tector em formato de “T”; tg, tricoma glandular; ad, face adaxial; 
ab, face abaxial. 
 

 Nas secções transversais das folhas de V. condensata foram identificados tricomas 

glandulares com pedúnculo curto e cabeça arredonda (Figura 13F-H), além de tricomas tectores 

simples pluricelulares (Figura 13E). Em estudos morfo-anatômicos realizados a partir das 

folhas de V. condensata foram indicados dois tipos diferentes de tricomas glandulares para a 

espécie, apresentando-se i) com pedúnculo uni ou bisseriado (pequenas células), com aparência 

séssil, e com cabeça arredondada glandular bicelular, ou ii) unisseriado com um número variado 

de células pedunculares e célula terminal em formato de semiesférico a alongado, sendo mais 
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usualmente observado na face adaxial (LOLIS; MILANEZE-GUTIERRE, 2003; MILAN; 

HAYASHI; APPEZZATO-DA-GLÓRIA, 2006). 

 Na investigação das folhas de L. chamissonis, além de tricomas unicelulares simples em 

ambas as faces adaxial e abaxial (Figura 13I-K), foram observado tricomas glandulares 

lobulares de pedicelo curto (Figura 13I-L), similares aos observados nas demais espécies desse 

estudo, inseridos na epiderme abaxial. Embora não tenham sido encontrados relatos morfo-

anatômicos das folhas de L. chamissonis na literatura, estudos realizados com outras espécies 

de gênero indicam a presença de tricomas tectores simples além de tricomas glandulares 

bilobulados sésseis (inseridos diretamente na epiderme), encontrados em ambas as faces da 

folha, sendo os glandulares ligeiramente mais observados na face abaxial (TELES; SOBRAL; 

NAKAJIMA, 2010; REDONDA-MARTÍNEZ; VILLASEÑOR, 2011; PRUSKI, 2017). 

 Já as folhas de C. scorpioides apresentaram tricomas tectores pluricelulares unisseriados 

predominantemente dispostos na face abaxial, geralmente com uma célula basal e terminados 

por uma célula longa (Figura 13M-O). Ainda, foram observados tricomas glandulares restritos 

a face abaxial (Figura 13M-O), inseridos na epiderme, apresentando pedúnculo curto e cabeça 

arredonda. Estes achados mostraram-se de acordo com o descrito para a espécie que relata a 

presença nas folhas de tricomas tectores pluricelulares unisseriados formados por 4 a 20 células 

e célula flagilifonne terminal, bem como tricomas glandulares inseridos em depressões na 

epiderme (TOIGO et al., 2004). 

 Diferentes autores têm demonstrado a presença de LS como constituinte preponderante 

do conteúdo de tricomas glandulares em espécies de Vernonieae (FAVI et al., 2008; 

APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2012; IGUAL et al., 2013), e a presença destes anexos 

epidérmicos nas folhas das espécies investigadas nesse estudo corrobora a possibilidade do 

isolamento desses constituintes de interesse. 

 

5.2 OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO EXTRATIVO A PARTIR DA ESPÉCIE Vernonanthura 

tweedieana 

 

 O estudo de otimização do processo extrativo por lavagem foliar foi desenvolvido a 

partir das folhas secas da espécie V. tweedieana. A escolha da espécie em questão como ponto 

de partida para o aprimoramento do processo de extração se deu em função dos dados 

preliminares obtido durante a realização da etapa de mestrado (DA SILVA, 2015). 

 Foram preparadas, em triplicata, 16 combinações extrativas diferentes (conforme item 

4.2) pelo método de lavagem foliar (para mais detalhes vide item 4.3.1), variando-se o líquido 
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extrator e o tempo de extração. Os extratos de lavagem foliar (ELF) obtidos foram concentrados 

e os rendimentos de extração (expressos em porcentagem referente a massa de folhas secas) 

calculados, cujos valores estão apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Rendimento de extração das diferentes preparações derivadas da otimização do 
processo extrativo por lavagem foliar a partir da espécie V. tweedieana. 

Tempo de 
extração (min) 

Líquido extrator 
DCM AcOEt Acetona EtOH 

1 1,12 ± 0,09% 0,28 ± 0,01% 0,50 ± 0,08% 0,09 ± 0,02% 
5 1,26 ± 0,05% 0,89 ± 0,05% 0,93 ± 0,04% 0,19 ± 0,04% 

10 1,31 ± 0,09% 1,04 ± 0,05% 1,09 ± 0,03% 0,25 ± 0,01% 
20 1,38 ± 0,09% 1,05 ± 0,09% 1,30 ± 0,08% 0,41 ± 0,04% 

Os valores foram expressos como a média ± desvio padrão (n=3) da porcentagem de extrato bruto (ELF) 
referente a massa inicial corrigida pelo teor de umidade de folhas secas empregadas. DCM, 
diclorometano; AcOEt, acetato de etila; EtOH, etanol. 
 

 A análise de variância (ANOVA) de duas vias para os valores de rendimento de 

extração, com intervalo de confiança de 95%, indicou que tanto o líquido extrator 

(Fcalculado(3;8)=286,90 [p<0,0001] maior que Fcrítico=4,07) como o tempo de extração 

(Fcalculado(3;24)=137,80 [p<0,0001] maior que Fcrítico=3,01), influenciam o rendimento extrativo, 

cujas contribuições para a variância total foram de 71,58% e 20,45%, respectivamente. 

 A partir dos dados de rendimento extrativo (Figura 14) é possível observar que quanto 

maior o tempo de extração, maiores são os rendimentos obtidos. Esse perfil se reproduziu para 

todos os líquidos extratores avaliados, sendo os maiores valores brutos de rendimento foram 

obtidos com o líquido extrator DCM. 

 

Figura 14 – Análise comparativa do rendimento de extração entre os diferentes extratos de 
lavagem foliar de V. tweedieana, obtidos da otimização do processo extrativo. 

 
Os valores foram expressos como a média ± desvio padrão (n=3) da porcentagem de extrato bruto (ELF) 
referente a massa inicial corrigida pelo teor de umidade de folhas secas empregadas. DCM, 
diclorometano; AcOEt, acetato de etila; EtOH, etanol. 
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 A partir da análise de ANOVA de duas vias com post teste de Holm-Sidak foi possível 

observar que houve diferença significativa no rendimento de extração em praticamente todas 

as comparações pareada entre os diferentes líquidos extratores, para todos os tempos de 

extração. A exceção se deu na comparação entre os extratos de AcOEt e acetona nos tempos de 

5 minutos (p=0,4778) e 10 minutos (p=0,4778), e na comparação entre os ELF de DCM e 

acetona no tempo de 20 minutos (p=0,2331), em que não existiu diferença significativa. 

 Quando a diferença no rendimento de extração foi avaliada em função do tempo de 

extração, identificou-se que as diferenças nas comparações pareadas foram variadas para cada 

líquido extrator. Para os ELF preparados por DCM, houveram diferenças somete na 

comparação entre os tempos de 1 e 10 minutos (p=0,0086) e os tempos 1 e 20 minutos 

(p=0,0006). Por outro lado, para os extratos de AcOEt, só não foi observada diferença 

significativa para a comparação entre os tempos de 10 e 20 minutos (p=0,8592). De forma 

similar, os extratos de acetona foram significativamente diferentes em todas as comparações 

pareadas entre os diferentes tempos (valores de significância entre p=0,0097 e p<0,0001). Já 

nos ELF preparados com EtOH, não houve diferença significativa para as comparações entre 

os tempos de 1 e 5 minutos (p=0,2250) e entre os tempos 5 e 10 minutos (p=0,2674). 

 Os perfis cromatográficos das 16 diferentes preparações foram avaliados por CLUE-

EM (conforme descrito no item 4.2.1.1). A identificação inicial do padrão de piptocarfina A (1) 

(padrão de referência a ser utilizado na determinação do teor de LS) nos ELF foi realizada a 

partir da estratégia de coinjeção do padrão isolado, com a comparação do tempo de retenção e 

perfil em espectro EM. A Figura 15 apresenta, de forma representativa as análises dos ELF por 

CLUE-EM, os cromatogramas obtidos a partir dos extratos preparados com tempo de extração 

de 10 minutos, utilizando os quatro líquidos extratores testados (DCM, AcOEt, acetona e 

EtOH). Conforme demonstrado nos cromatogramas, o perfil cromatográfico dos extratos é 

muito similar para todos os líquidos extratores, havendo, no entanto, variação quanto a 

intensidade de cada pico quando da comparação entre os cromatogramas. Além disso, é possível 

perceber que o método de separação desenvolvido proporcionou uma boa resolução entre a 

maioria dos picos. Neste contexto, a piptocarfina A (1) foi identificada com tempo de retenção 

(tR) de 2,77 min, cujo espectro de EM (em ampliação na Figura 15) mostra um íon molecular 

m/z 445,1466 [C21H26O9+Na]+ (calc. m/z 445,1475) (a caracterização completa do perfil 

cromatográfico do ELF de V tweedieana está descrita no item 5.3.2). 

 A análise quantitativa para a determinação do teor de piptocarfina A (1) nas diferentes 

preparações foi realizada a partir de curva analítica construída em nove níveis de concentração, 

entre 30 e 15.000 ng/g de solução, sob mesmo método descrito no item 4.2.1.1. 
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Figura 15 – Análise comparativa por CLUE-EM entre os extratos de lavagem foliar de V. tweedieana, obtidos da etapa de otimização do processo 
extrativo, preparados com diferentes líquidos extratores durante 10 minutos de extração. 

 
Cromatogramas de pico base obtidos por CLUE-EM (em modo positivo de ionização – condições cromatográficas vide item 4.2.1.1) dos diferentes extratos de lavagem 
foliar de V. tweedieana extraídos durante 10 minutos empregando como líquido extrator (A) diclorometano, (B) acetato de etila, (C) acetona, e (D) etanol. (1) piptocarfina 
A (tR: 2,77 min; m/z 445,1466 [C21H26O9+Na]+), cujo espectro de massas full scan em ampliação. 
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 A curva de calibração obtida para a piptocarfina A (1) (Figura 16) é representada pela 

equação y=9,1823x+4093,9, em que o coeficiente de correlação (r) de 0,9958 e coeficiente de 

determinação (R2) de 0,9910 confirma a linearidade dentro da faixa de 30–15.000 ng/g. 

 
Figura 16 – Curva de calibração para piptocarfina A (1) em função de Área vs Concentração. 

 
 

 A partir da equação de reta foi possível calcular o teor de piptocarfina A (1) (expresso 

em µg/g de folha seca) nas diferentes preparações, cujos valores são apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Teor de piptocarfina A (1) nas diferentes preparações derivadas da otimização do 
processo extrativo por lavagem foliar a partir da espécie V. tweedieana. 

Tempo de 
extração (min) 

Líquido extrator 
DCM AcOEt Acetona EtOH 

1 42,17 ± 2,77 11,08 ± 1,26 13,42 ± 2,74   4,65 ± 0,43 
5 36,29 ± 0,87 33,41 ± 6,65 33,81 ± 1,96   8,34 ± 1,45 
10 79,75 ± 3,74 65,28 ± 4,42   68,51 ± 10,82 12,77 ± 0,72 
20   59,50 ± 23,67 52,56 ± 3,86 51,69 ± 5,16 12,68 ± 1,61 

Os valores foram expressos como a média ± desvio padrão (n=3) de µg de piptocarfina A/g de folhas 
secas (corrigida pelo teor de umidade). DCM, diclorometano; AcOEt, acetato de etila; EtOH, etanol. 
 

 A partir da análise de variância (ANOVA) de duas vias dos valores de teor de 

piptocarfina A (1), empregando intervalo de confiança de 95%, foi possível observar que o 

líquido extrator (Fcalculado (3;8)=87,23 [p<0,0001] maior que Fcrítico=4,07) bem como o tempo de 

extração (Fcalculado(3;24)=64,18 [p<0,0001] maior que Fcrítico=3,01), ambos tiveram influência sob 

a concentração de piptocarfina A (1), cujas contribuições para a variância total foram de 45,98% 

e 37.23%, respectivamente. 

 Conforme demonstrado na Figura 17, os maiores valores absolutos de concentração de 

LS são observados para o tempo de 10 minutos de extração. Este perfil que se reproduz em 

todos os líquidos extratores testados, sendo as extrações com DCM, AcOEt e acetona aquelas 

que apresentaram os maiores teores de piptocarfina A (1). 

y = 9,1823x + 4093,9
R² = 0,9910;  r = 0,9958
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Figura 17 – Análise comparativa da concentração de piptocarfina A (1) entre os diferentes 
extratos de lavagem foliar de V. tweedieana, obtidos da otimização do processo extrativo. 

 
Os valores foram expressos como a média ± desvio padrão (n=3) de µg de piptocarfina A/g de folhas 
secas (corrigida pelo teor de umidade). DCM, diclorometano; AcOEt, acetato de etila; EtOH, etanol. 
 

 A análise de ANOVA de duas vias com post teste de Holm-Sidak mostrou que houve 

diferença significativa na concentração de piptocarfina A (1) entre os quatro tempos de extração 

diferentes para os líquidos extratores DCM, AcOEt e acetona. Ou seja, para os extratos 

preparados com DCM, apenas a comparação entre os tempos de extração de 1 e 5 minutos não 

mostrou diferença estatística (p=0,3412), sendo que as demais comparações pareadas entre os 

outros tempos de extração variaram entre si (valores entre p=0,0171 a p>0,0001). Para os ELF 

preparados com AcOEt e acetona, houveram diferenças significativas em todas as comparações 

pareadas entre os diferentes tempos de extração, cujos valores de significância variaram entre 

p=0,0463 e p<0,0001 para os extratos de AcOEt, e entre p=0,0138 e p<0,0001 para os extratos 

de acetona. Por outro lado, não foram observadas diferenças significativas (valores de p entre 

0,9883 e 0,7230) no teor de piptocarfina A (1) entre os tempos de extração quando o EtOH foi 

empregado como líquido extrator. 

 Em relação a comparação entre os diferentes líquidos extratores utilizados para cada 

tempo de extração, com exceção do tempo de 1 minuto, para os demais tempos de extração (5, 

10 e 20 minutos) houveram diferenças significativas apenas nas comparações pareada entre o 

EtOH com os outros líquidos extratores (p<0,001). Considerando, por exemplo, somente os 

dados de concentração de piptocarfina A (1) para o tempo de extração de 10 minutos, por serem 

os maiores valores observados, a ANOVA de duas vias com post teste de Holm-Sidak mostrou 

não haver diferença significativa na comparação pareada entre os extratos preparados com 

DCM, AcOEt e acetona (valores de significância entre p=0,5932 e p=0,0629). 

 Embora os maiores rendimentos tenham sido observados para o maior tempo de 

extração (20 minutos), o aumento no rendimento de extração observado para o tempo 20 
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minutos em comparação ao tempo 10 minutos, sem o correspondente aumento na concentração 

da LS marcador, pode representar uma redução na seletividade de extração dos constituintes de 

interesse. Nesse caso, com o tempo de extração de 20 minutos e maior exposição/contato com 

o solvente deve estar favorecendo a solvatação de metabólitos contidos nos tecidos vegetais 

mais internos das folhas (OLIVEIRA et al., 2016) ou ainda uma extração mais ampla de outros 

metabólitos presentes na superfície foliar, tais como triterpenos, flavonoides, compostos 

fenólicos e ceras epicuticulares (LUSA; DA COSTA; APPEZZATO-DA-GLÓRIA, 2016). 

 Portanto, considerando-se a avaliação combinada dos dados de rendimento de extração 

e de concentração de LS em função da piptocarfina A (1), somado ao fato da acetona apresentar 

uma menor toxicidade como solvente em relação à DCM e AcOEt (TEAF, 2000; VELLASCO 

JUNIOR, 2011; CHAZIN, 2012), selecionou-se como condições ótimas para a extração de LS 

pela técnica de lavagem foliar o uso da acetona como líquido extrato durante um tempo de 

extração de 10 (dez) minutos. 

 

5.3 CARACTERIZAÇÃO DE LACTONAS SESQUITERPÊNICAS POR 

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUÇÃO E ANÁLISE DE 

RESPREPLICAÇÃO DO EXTRATO OTIMIZADO DE Vernonanthura tweedieana 

 

5.3.1 Caracterização das lactonas sesquiterpênicas do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo por 

espectrometria de massa de alta resolução (EMAR) 
 

 
 Assim como observado na Figura 18 e descrito na Tabela 4, as análises de injeção direta 

por ESI-QTof EM indicaram que as LS 1-4 forneceram os íons de pico base nos espectros EM 

com m/z 445,1473 (1), m/z 487,1570 (2), m/z 419,1327 (3) e m/z 461,1422 (4), correspondendo 

ao [M+Na]+ e sugeriram uma forte afinidade com Na+. Além disso, os íons protonados [M+H]+ 

não foram detectados para LS do tipo hirsutinolídeo (compostos 1 e 3), enquanto que os íons 

[M+H]+ foram observados com uma abundância extremamente baixa para os glaucolídeo 2 (m/z 

465,1740; 15%) e 4 (m/z 439,1620; 2%).  
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Figura 18 – Espectros de ESI-QTof EM por injeção direta dos padrões de lactonas sesquiterpênicas (1-4). 

 
Espectros ESI-EM de A, piptocarfina A (1); B, glaucolídeo A (2); C, diacetilpiptocarfol (3); D, glaucolídeo B (4). Condições analíticas vide item 4.2.2.1.2 
 
Tabela 4 – Dados de ESI-QTof EM por injeção direta e combinada dos padrões (1-4) de lactonas sesquiterpênicas.  

Padrão Fórmula 
molecular 

Modo de 
injeção 

Aduto [M+H]+ Aduto [M+Na]+ Íons m/z relevantes observados 
no espectro EM 
(abundância relativa, %) 

m/z experimental 
(abundância relativa, %) 

Erro 
(ppm) 

m/z experimental 
(abundância relativa, %) 

Erro 
(ppm) 

Piptocarfina A (1)a C21H26O9 Direto n.d. - 445.1473 (pb) -0.4 461.1249 (1) [M+K]+ 
Combinado 423.1667 (4)   2.8 445.1462 (52) -2.9 405.1560 (pb) [M+H-H2O]+; 

461.1275 (60) [M+K]+ 
Glaucolídeo A (2)b C23H28O10 Direto 465.1740 (15) -4.5 487.1570 (pb) -2.1 503.1338 (12) [M+K]+ 

Combinado 465.1740 (pb) -4.5 487.1570 (39) -2.1 503.1292 (29)[M+K]+ 
Diacetilpiptocarfol (3)a C19H24O9 Direto n.d. - 419.1327 (pb)   2.1 435.1076 (2)[M+K]+ 

Combinado 397.1498 (1) -0.3 419.1327 (65)   2.1 379.1410 (pb) [M+H-H2O]+; 
435.1033 (13) [M+K]+ 

Glaucolídeo B (4)b C21H26O10 Direto 439.1620 (2)   3.6 461.1422 (pb) -0.4 477.1181 (2) [M+K]+ 
Combinado 439.1620 (pb)   3.6 461.1422 (17) -0.4 477.1181 (6) [M+K]+ 

a, LS do tipo hirsutinolídeo; b, LS do tipo glaucolídeo; n.d., não detectado; pb, pico base (abundância relativa de 100%). 
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 Os adutos cationizados de sódio [M+Na]+ geralmente se formam em análises ESI-EM 

devido à presença do sódio na fase móvel (na ordem de 0,01-0,1 mM) como impurezas nos 

solventes da fase móvel (mesmo em HPLC grau) (CECH; ENKE, 2001; KOSTIAINEN; 

KAUPPILA, 2009; DIAS; DE MELO; CROTTI, 2012). A formação destes cátions usualmente 

sugere uma alta afinidade à grupos hidrofóbicos e à compostos ricos em átomos com pares não 

ligantes de elétrons (como Oxigênio e Nitrogênio) (KRUVE; KAUPMEES, 2017; 

YAMAGAKI; MAKINO, 2017). Os adutos de sódio pode levar à alguns inconvenientes 

durante as análises de EM devido à sua variação de intensidade nos espectros e a um perfil 

fragmentação pobre (mesmo com um energia de colisão maior de 40 eV) (KRUVE et al., 2013; 

HEILING et al., 2016; PAUK et al., 2017; YANG et al., 2017). De fato, usando apenas o modo 

de injeção direta, a tentativa de fragmentação dos íons [M+Na]+ das LS 1-4 foi falha, 

fornecendo um número restrito de íons fragmento em seus espectros de EM/EM. 

 Devido a esta limitação na análise de fragmentação EM/EM para os padrões LS, a 

ausência do íon protonado dos hirsutinolídeos 1 e 3, e a baixa intensidade do íon [M+H]+ para 

os glaucolídeos 2 e 4, uma abordagem diferente foi necessária. Assim, a fim de se reduzir a 

formação de adutos de sódio e promover uma melhor ionização com hidrogênio nas análises de 

EM/EM de 1-4, a estratégia de injeções combinadas foi utilizada, cujo procedimento consistiu 

na injeção simultânea da solução de LS (20 µL/min) e uma mistura isocrática (0,4 mL/min) de 

solução aquosa de ácido fórmico a 0,1% e acetonitrila (95/5, v/v) a partir do sistema CLUE. O 

uso de uma fase móvel aquosa ou tamponada (cuja concentração dos modificantes abaixo de 

10 mM) pode minimizar a formação de adutos de sódio e contribuir para a melhora na 

fragmentação, sendo os aditivos mais utilizados em ionizadores do tipo ESI os ácidos fórmico, 

acético e oxálico, bem como hidróxido, acetato e formiato de amônio (KOSTIAINEN; 

KAUPPILA, 2009; YANG et al., 2013; KRUVE; KAUPMEES, 2017). 

 Os dados da análise de ESI-QTof EM realizada por infusão combinada (Tabela 4, Figura 

19) revelaram uma diminuição da abundância relativa do íon [M+Na]+ para os glaucolídeos 2 

(m/z 487,1570, 39%) e 4 (m/z 461,1422, 17 %) e um aumento do seus íons [M+H]+ (100%) (m/z 

465,1740 e m/z 439,1620, respectivamente para 2 e 4). Por outro lado, ambos os hirsutinolídeos 

1 (m/z 445,1473, 52%) e 3 (m/z 419,1327, 65%) mantiveram permanentemente o íon [M+Na]+ 

mais intenso que a entidade protonada [M+H]+ para 1 (m/z 423,1667, 4%) e para 3 (m/z 

397,1498, 1%) (Tabela 4). Além disso, para melhor compreender a origem dos íons de pico de 

base em m/z 405,1560 para 1 e m/z 379,1410 para 3, diferentes condições experimentais foram 

testadas. Os parâmetros incluindo a tensão capilar de 2 kv, temperatura de dessolvatação de 120 

°C e temperatura do cone de 70 °C, levaram a uma detecção fraca de íons [hirsutinolídeos+H]+. 
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Figura 19 – Espectros de ESI-QTof EM por injeção combinada dos padrões de lactonas sesquiterpênicas (1-4). 

 
Espectros ESI-EM de A, piptocarfina A (1); B, glaucolídeo A (2); C, diacetilpiptocarfol (3); D, glaucolídeo B (4). Condições analíticas vide item 4.2.2.1.2. 
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 Estes achados sugerem que os íons produtos m/z 405,1560 (a partir de 1) e m/z 379,1410 

(a partir de 3) foram produzidos a partir da perda de H2O (18 Da) do aduto protonado 

[hirsutinolídeos+H-H2O]+ e são mais estáveis que seus íons precursores. Esta característica de 

massa em tandem é comumente encontrada e representa um dos íons fragmento mais 

abundantes em experimentos de ESI-EM, o qual  gerado a partir da perda de água por 

fragmentação na fonte de ionização [M+H-H2O]+ (VARGHESE et al., 2012; XU; LU; 

RABINOWITZ, 2015; GIRARDI et al., 2016; KIND et al., 2017). 

 Diante dessas observações, afim de se conhecer melhor o perfil de massas de ambos os 

subtipos hirsutinolídeo e glaucolídeo, as LS isoladas (1-4) foram submetidas à análise ESI-

QTof EM/EM (Tabela 5) e o comportamento de massa em tandem foi utilizado para propor o 

padrão de fragmentação de ambos os esqueletos, o qual pode ser empregado como fingerprint 

para a caracterização por EMn de hirsutinolídeos e glaucolídeos.  

 

Tabela 5 – Dados de ESI(+)-QTof EM/EM para os padrões de lactonas sesquiterpênicas (1-4). 
Padrão Íon precursor m/z Fragmentos m/z de EM/EM (abundância relativa, %) 
1 445,14 [C21H26O9+Na]+ a 359,1028 (pb); 317,0971 (20); 299,0870 (48); 277,1104 (9); 259,0880 (20); 

241,0866 (32); 231,1097 (32); 217,0970 (41); 213,1005 (48); 199,0902 (35); 
189,0984 (20); 185,1107 (39); 173,0716 (23); 171,0937 (28); 161,1073 (16); 
143,1027 (12) 

2 465,17 [C23H28O10+H]+ 405,1563 (6); 379,1387(6); 363,1421 (5); 345,1337 (8); 337,1233 (3); 
319,1185 (3); 277,1104 (15); 259,0945 (pb); 241,0866 (14); 231,1035 (30); 
217,0850 (7); 213,0945 (18); 203,1083 (7); 199,0787 (4); 189,0590 (39); 
185,0968 (8); 173,0635 (7); 171,0830 (3); 161,0605 (4); 155,0704 (3) 

487,15 [C23H28O10+Na]+ 427,1398 (14); 401,1144 (8); 359,1067 (27); 341,1016 (20); 299,0834 (21); 
277,1138 (51); 259,0945 (67); 241,0898 (24); 231,1035 (pb); 217,0880 (69); 
213,0945 (74); 203,0995 (54);199,0845 (29); 189,0956 (68); 185,0968 (61); 
173,0662 (78); 171,0857 (24); 161,0995 (34); 143,0904 (12) 

3 419,13 [C19H24O9+Na]+ a 359,0999 (pb); 317,0962 (17); 299,0920 (44); 277,1113 (15); 259,0977 (27); 
241,0952 (29); 231,1040 (41); 217,0963 (59); 213,1003 (56); 199,0832 (38); 
189,1097 (31); 185,1114 (39); 173,0738 (31); 171,1015 (34); 161,1110 (23); 
143,1085 (17) 

4 439,16 [C21H26O10+H]+ 397,1253 (5); 379,1091 (7); 337,1234 (21); 319,1137 (7); 309,1260 (12); 
277,1079 (27); 259,1010 (pb); 241,0920 (13); 231,1071 (22); 217,1023 (6); 
213,1033 (17); 203,1211 (6); 199,0919 (5); 189,0704 (43); 185,1114 (7); 
173,0792 (8); 171,0988 (4); 161,0798 (5); 155,0876 (5) 

461,14 [C21H26O10+Na]+ 401,1220 (19); 359,1270 (18); 341,1125 (18); 299,1097 (23); 277,1283 (42); 
259,1373 (49); 241,1175 (23); 231,1226 (pb); 217,1144 (53); 213,1272 (67); 
203,1415 (67);199,1034 (25); 189,1322 (61); 185,1336 (62); 173,0899 (74); 
171,1122 (25); 161,1317 (37); 143,1232 (24) 

a, Apenas o aduto de Na+ foi selecionado para a fragmentação EM/EM uma vez que respectivo aduto de H+ 
apresentou uma intensidade muito baixa; pb, pico base (abundância relativa de 100%). 
 

 Assim, a piptocarfina A (1, hirsutinolídeo) e o glaucolídeo A (2, glaucolídeo) foram 

selecionados como modelos para propor o perfil de fragmentação dos dois subtipos de LS, 
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enquanto que os dados de EM/EM do diacetilpiptocarfol (3, hirsutinolídeo) e do glaucolídeo B 

(4, glaucolídeo) foram usados posteriormente para sustentar a proposta do perfil já mencionado. 

 A via de fragmentação proposta para a piptocarfina A (1, m/z 445,14 [M+Na]+) a partir 

está proposta no Esquema 16. Baseado na fragmentação com retenção da carga, os fragmentos 

m/z 359,1028 [C17H20O7+Na]+, m/z 317,0971 [C15H18O6+Na]+ e m/z 299,0890 [C15H16O5+Na]+ 

foram respectivamente gerados a partir da perda de ácido metacrílico (MeacrOH, 86 Da), 

seguido pela sucessiva eliminação da ceteno (42 Da) e H2O (18 Da). Sob as condições 

analíticas, o fragmento m/z 359 foi identificado como sendo o pico base. 

 

Esquema 16 – Mecanismo de fragmentação proposto para o íon adutado com sódio [M+Na]+ 
da piptocarfina A (1). 

 
Valores de energia eletrônica (expressa em hartree) para as espécies isoméricas do fragmento m/z 277 
(itálico). 
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 A fim de definir a possível localização da interação Na+ com a piptocarfina A (1), 

realizou-se uma simulação de dinâmica molecular atomística. As funções de distribuição radial 

(FDR) do Na+ em relação aos átomos de oxigênio em 1 (Figura 20) foram calculadas. 

 

Figura 20 – Representação esquemática das estruturas 2D para piptocarfina A (1) e glaucolídeo 
A (2) com oxigênios numerados, usado nas simulações de dinâmica molecular atomística  

 
 

 As funções de distribuição radial (FDR), representadas como g(r), descrevem a 

probabilidade de encontrar uma dada partícula, nesse caso o Na+, a uma determinada distância 

de uma partícula de referência, aqui medidos em relação ao átomos de oxigênio das LS. Os 

perfis FDR de obtidos de Na+ em relação aos diferentes átomos de oxigênio da piptocarfina A 

(1), avaliados em duas temperaturas diferentes 298 K e 473 K e a pressão de 1 atm, mostraram 

apenas um pico amplo com máximos de distribuição (r) localizado em torno de 1,53 a 1,82 nm 

(r) e os correspondentes valores de g(r) variaram em torno de 1,20-1,30. 

 Ao aumentar a temperatura de 298 K para 473 K, esse pico foi ligeiramente desviado 

para a direita com os valores máximos de desvio, revelando o efeito direto da temperatura na 

distribuição de Na+ em torno dos átomos de oxigênio de 1. As médias dos valores mais altos de 

g(r) e máximos (r) correspondentes para o composto 1 são apresentados na Tabela 6. 

 Vale ressaltar que foi observado um pico acentuado muito alto para a g(r) de Na+ em 

relação ao O-9 do composto 1, que estava ocupando um grupo muito flexível na molécula que 

provavelmente se aproximou do Na+ durante a simulação, embora essa interação não tenha 

durado muito. O pico acentuado localizado a 1,20 nm forneceu um grande valor de g(r) 1,14 e 

correspondeu g(r) da relação entre Na+ e O-9. 

 O valor do raio entre Na+ e O-9 indica que este oxigênio que está mais próximo do Na+ 

em relação aos outros oxigênios presentes no composto 1. 
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Tabela 6 – Valores máximos médios de distribuição e de função de distribuição radial do Na+ em 
relação aos átomos de oxigênio da piptocarfina A (1) e glaucolídeo A (2). 

N° 
Piptocarfina A (1) Glaucolídeo A (2) 

Em 298 K Em 473 K Em 298 K Em 473 K 
r (nm) g(r) r (nm) g(r) r (nm) g(r) r (nm) g(r) 

O-1 1,65±0,06 1,22±0,01 1,68±0,11 1,27±0,02 1,49±0,19 1,33±0,02 1,61±0,17 1,33±0,01 
O-2 1,55±0,09 1,20±0,01 1,72±0,08 1,26±0,01 1,54±0,18 1,33±0,03 1,59±0,24 1,32±0,01 
O-3 1,53±0,11 1,26±0,01 1,82±0,04 1,24±0,02 1,52±0,13 1,31±0,01 1,64±0,25 1,38±0,03 
O-4 1,69±0,05 1,26±0,01 1,61±0,11 1,26±0,01 1,59±0,05 1,40±0,04 1,69±0,02 1,34±0,01 
O-5 1,65±0,12 1,28±0,03 1,57±0,18 1,22±0,01 1,75±0,02 1,34±0,02 1,52±0,13 1,41±0,03 
O-6 1,55±0,04 1,25±0,02 1,62±0,10 1,25±0,04 1,45±0,04 1,41±0,07 1,66±0,16 1,30±0,01 
O-7 1,65±0,04 1,30±0,02 1,69±0,14 1,27±0,01 1,62±0,10 1,32±0,02 1,42±0,24 1,36±0,05 
O-8 1,65±0,02 1,25±0,01 1,74±0,06 1,23±0,01 1,58±0,15 1,36±0,02 1,81±0,05 1,37±0,03 
O-9 1,20±0,68 1,14±0,16 1,26±0,71 1,18±0,10 0,25±0,01 2,20±0,17 0,25±0,01 1,76±0,37 
O-10 - - - - 1,60±0,03 1,35±0,04 1,46±0,16 1,37±0,04 

Os valores foram expressos pela média ± desvio padrão (n=3) para os máximos de distribuição (r) em 
nanômetros, e para função distribuição radial g(r). 

 
 Guiado pelos dados computacionais da simulação de dinâmica molecular que 

permitiram assumir a localização do íon de sódio no grupo acetoxi C-13 e com base em uma 

fragmentação de migração de carga, uma perda neutra de acetato de sódio (82 Da, H3CCOONa) 

por simples clivagem indutiva do fragmento m/z 359 foi observada, produzindo o íon m/z 

277,1104 [C15H17O5]+. Embora incomum, a perda neutra de moléculas de sódio na 

fragmentação de íons [M+Na]+ já foi recentemente demonstrada em ESI-EM (CHAI et al., 

2017). Essa perda de H3CCOONa também corroborou as simulações de dinâmica molecular, 

que mostraram uma forte proximidade entre Na+ e O-9. 

 Diferentes isômeros foram propostos para o fragmento m/z 277 (formado a partir de 

uma perda neutra de acetato de sódio), os quais foram investigados quanto a sua estabilidade 

em termos de energia eletrônica (Esquema 16). Todos os isômeros propostos foram obtidos 

pela migração de carga com consequentemente deslocamento da ligação π, e por vezes também 

pelo deslocamento-1,3 de hidrogênio (a partir da hidroxila em C-1), com rearranjo de ligação 

σ para a abertura do anel de tetrahidrofurano. 

 A distribuição da energia eletrônica de Boltzmann foi definida para os isômeros 1.4a-

1.4g do fragmento m/z 277, apresentados no Esquema 16, nas diferentes temperaturas de 25, 

50, 400 e 800 ºC. Uma vez que todos são isômeros, fica claro que a espécie 1.4g tem a menor 

energia eletrônica (-958.081328724717 hartree), sendo predominante em todas as temperaturas. 

 Posteriormente, a partir do isômero mais estável (1.4g) do íon m/z 277 foi proposto um 

padrão de fragmentação adicional de piptocarfina A (1) (Esquema 17). 
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Esquema 17 – Mecanismo de fragmentação adicional proposto para a piptocarfina A (1) a partir do 
isômero mais estável (1.4g) para o fragmento m/z 277. 

 

 Os íons fragmentos detectados em m/z 259,0880 [C15H15O4]+, m/z 241,0866 

[C15H13O3]+, m/z 231,1097 [C14H15O3]+ e m/z 213,1005 [C14H13O2]+ foram formados quando o 

precursor m/z 277 perdeu, respectivamente, H2O (18 Da), 2H2O (36 Da), H2O (18 Da) mais CO 

(28 Da) e 2H2O (36 Da) mais CO (28 Da). 

 Além disso, a abertura do anel a partir de m/z 231 e a quebra das ligações levaram aos 

fragmentos m/z 189,0984 [C12H13O2]+, m/z 185,1107 [C13H13O]+, m/z 161,1073 [C11H13O]+ e 

m/z 143,1027 [C11H11]+, resultante de perdas de ceteno (42 Da), uma molécula de ácido fórmico 

(46 Da), um dióxido de carbono (CO2, 44 Da) mais uma molécula de etino (C2H2, 26 Da) e um 

CO2 (44 Da) mais um C2H2 (26 Da) mais um H2O (18 Da), respectivamente (Esquema 18A-C). 

Além disso, o íon m/z 217,0970 [C13H13O3]+ foi formado pela perda de ceteno (42 Da) a partir 

de m/z 259.  

 Este mecanismo foi elucidado com base na reação de clivagem induzida por migração 

da carga, tendo como consequência o deslocamento da ligação π e a abertura do anel (Esquema 

18D). Enquanto isso, a partir de m/z 217 os fragmentos m/z 199,0902 [C13H11O2]+, m/z 173,0716 

[C12H13O]+ e m/z 171,0937 [C12H11O]+ foram identificados pela subtração de uma H2O (18 Da), 

um CO2 (44 Da) e uma molécula de ácido fórmico (46 Da), respectivamente. 
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Esquema 18 – Mecanismo de fragmentação complementar proposto para a piptocarfina A (1). 

 
A partir de m/z 231, (A) perda de CO2 e abertura de anel seguida de perda de C2H2 por rearranjo-1,3 de 
hidrogênio; (B) perda de ácido fórmico [HCOOH] seguida de rearranjo-1,3 de hidrogênio e abertura de 
anel; (C) perda de ceteno [H2CCO] por dois rearranjos-1,3 de hidrogênio sucessivos com abertura de 
anel; e a partir de m/z 259, (D) perda de ceteno por reação de deslocamento com migração de carga e 
abertura de anel, seguida por rearranjo-1,3 de hidrogênio com perda de CO2. 
 

 O Esquema 19 mostrou o mecanismo de fragmentação proposto para o glaucolídeo A 

(2) a partir dos íons precursores m/z 487,15 [M+Na]+ e m/z 465,17 [M+H]+. 

 Assim, o íon m/z 487,15 [M+Na]+ forneceu, a partir de rearranjos de hidrogênio na 

fragmentação com retenção da carga, os fragmentos m/z 427,1398 [C21H24O8+Na]+, m/z 

401,1144 [C19H22O8+Na]+, m/z 359,1067 [C17H20O7+Na]+, m/z 341,1016 [C17H18O6+Na]+ e m/z 

299,0834 [C15H16O5+Na]+. Esses íons fragmentos foram formados respectivamente, pela perda 

de AcOH (60 Da), MeacrOH (86 Da), MeacrOH (86 Da) mais ceteno (42 Da), AcOH (60 Da) 

mais MeacrOH (86 Da) e AcOH (60 Da) mais MeacrOH (86 Da) e AcOH (60 Da) mais 

MeacrOH (86 Da) mais ceteno (42 Da). 

 Como ocorreu com a LS do tipo hirsutinolídeo, a perda neutra de acetato de sódio (82 

Da) a partir do fragmento m/z 359 foi observada por meio da clivagem indutiva simples na 

fragmentação com migração da carga, produzindo o fragmento m/z 277,1104 [C15H17O5]+. 

 Assim como para o composto 1, as interações entre glaucolídeo A (2) e o Na+ foram 

estudadas por simulações de dinâmica molecular atomística e também revelaram um pico agudo 

muito alto relacionado à forte proximidade de Na+ e o O-9, com o valor do raio de 0,25 nm em 
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ambas as temperaturas de 298 K e 473 K, conforme ilustrado na Figura 21 e Tabela 6. Logo, 

para ambas as estruturas (1 e 2), o O-9 mostrou a interação mais forte com Na+, suportando a 

perda de acetato de sódio localizado em C-13 do anel lactônico. 

 

Esquema 19 – Mecanismo de fragmentação proposto para os íons adutados com sódio m/z 487,15 [M+Na]+ 
e com hidrogênio m/z 465,17 [M+H]+ do glaucolídeo A (2). 

 

 A partir do íon m/z 465,17 [M+H]+ do composto 2, as mesmas perdas de AcOH (60 Da), 

MeacrOH (86 Da), MeacrOH (86 Da) mais ceteno (42 Da) e AcOH (60 Da) mais MeacrOH (86 

Da) foram observadas, gerando m/z 405,1563 [C21H24O8+H]+, m/z 379,1387 [C19H22O8+H]+, 

m/z 337,1233 [C17H20O7+H]+ e m/z 319,1185 [C17H18O6+H]+, respectivamente. Além disso, a 

partir de m/z 405 os fragmentos m/z 363,1421 [C19H22O7+H]+ e m/z 345,1337 [C19H21O6]+ 

foram produzidos, respectivamente, pela eliminação de ceteno (42 Da) e por ceteno (42 Da) 

mais H2O (18Da) por rearranjo de hidrogênio com a abertura do anel epóxido. Adicionalmente, 

m/z 337 eliminou AcOH (60 Da) por meio da clivagem indutiva simples na fragmentação com 

migração da carga, resultando no fragmento m/z 277,1104 [C15H17O5]+. 

 É importante mencionar que a estrutura do fragmento m/z 277,1104 observada para o 

glaucolídeo A (2) é praticamente a mesma identificada para a LS do tipo hirsutinolídeo , cuja 

única diferença é a presença de um anel epóxido em C-4/C-5. Este anel oxirano pode ser 

facilmente aberto pelo rearranjo de hidrogênio em C-6 com consequente formação da função 

hidroxila em C-4 e de uma ligação π em C-5/C-6 para gerar o mesmo fragmento 1.4g de m/z 

277 (Esquema 19). Assim, sugere-se a estrutura m/z 277 como um fragmento comum no 

processo de fragmentação tanto das LS do tipo hirsutinolídeo quanto do tipo glaucolídeo. 
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Figura 21 – Representação ilustrativa das simulações de dinâmica molecular atomística na 
avalição da interação entre o Na+ e as LS piptocarfina A (1) e glaucolídeo A (2). 

 
(A) Registro instantâneo da simulação em 100 ns com a piptocarfina A (1) a 298K (esquerda) e 473 K 
(direita), ambos em 1 atm de pressão; (B) Registro instantâneo da simulação em 100 ns com o 
glaucolídeo A (2) a 298 K (esquerda) e 473K (direita), ambos em 1 atm de pressão. Os íons Na+ e Cl– 
são representados por esferas azuis e verdes, respectivamente; (C) Integral das funções de distribuição 
radial para O-9–Na+ na piptocarfina A (1) (esquerda) e O-9–Na+ no glaucolídeo A (2) (direita) 
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 O Esquema 20 mostrou uma via de fragmentação adicional para o glaucolídeo A (2), 

cujo perfil de fragmentação de m/z 277 foi quase idêntico ao observado para a piptocarfina A 

(1), em que foram detectados os fragmentos m/z 259, m/z 241, m/z 231, m/z 217, m/z 213, m/z 

199, m/z 189, m/z 185, m/z 173, m/z 171, m/z 161 e m/z 143.  

 

Esquema 20 – Mecanismo de fragmentação adicional proposto para o glaucolídeo A (2) a partir do fragmento 
m/z 277. 

 

 Além dos identificados na fragmentação do subtipo de LS hirsutinolídeo, o fragmento 

m/z 203,0995 [C13H15O2]+ foi identificado a partir de m/z 277 após perda de CO (28 Da) mais 

ácido fórmico (46 Da) com abertura de anel, onde o fragmento m/z 155,0704 [C12H11]+ foi 

obtido após m/z 217 eliminar CO2 (44 Da) mais H2O (18 Da) (Esquema 21). 

 Características semelhantes àquelas observadas nas análise EM/EM com a piptocarfina 

A (1) foram também observadas para o íon precursor m/z 419,13 [M+Na]+ para o 

diacetilpiptocarfol (3, hirsutinolídeo) (Tabela 5), cuja única diferença em relação à piptocarfina 

A (1) foi a perda de ácido acético (AcOH, 60 Da) (a partir do grupo acetoxi em C-8) em vez de 

MeacrOH (86 Da) para gerar o fragmento m/z 359 – também foi identificado como pico base 

no espectro EM/EM de 3. 

 



138 

Esquema 21 – Mecanismo de fragmentação complementar proposto para o glaucolídeo A (2). 

 
A partir de m/z 217, (A) perda de CO2 seguida de perda de H2O; e a partir de m/z 277, (B) perda de CO 
seguida de perda de ácido fórmico [HCOOH] e abertura de anel por rearranjo-1,3 de hidrogênio. 

 

 O glaucolídeo B (4, glaucolídeo) apresentou quase o mesmo comportamento de massas 

em tandem ao observado para ambas as espécies iônicas [M+H]+ e [M+Na]+ a partir do 

glaucolídeo A (2) (Tabela 5). As diferenças se deram pela presença em C-8 de um grupo acetoxi 

em 4 em vez de um grupo metacriloiloxi em 2. Além dos íons fragmentos já mencionados para 

2, o espectro de EM/EM do composto 4 indicou que m/z 439,16 [M+H]+ proporcionou m/z 

397,1253 [C19H24O9+H]+ pela perda de ceteno (42 Da), e o fragmento m/z 309,1260 

[C16H20O6+H]+ pela perda de AcOH (60 Da) mais ceteno (42 Da) mais CO (28 Da). Ainda, o 

íon m/z 461,14 [M+H]+ eliminou AcOH (60 Da) para gerar o fragmento m/z 401,1220 

[C19H22O8+Na]+. 

 Sob as condições analíticas, o fragmento m/z 259 foi identificado como pico base na 

fragmentação de massas em tandem do íon protonado [M+H]+ dos glaucolídeos 2 e 4, enquanto 

que para o íon adutado de sódio [M+Na]+  dos mesmos compostos forneceu o fragmento m/z 

231 como pico base. 

 O conjunto dos fragmentos m/z 277, m/z 259, m/z 241 e m/z 231 foi detectado no padrões 

de fragmentação de ambos os subtipos de LS, hirsutinolídeo e glaucolídeo, independentemente 

do íon precursor ([M+H]+ ou [M+Na]+). Resultados semelhantes foram relatados anteriormente 

(APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2012; MARTUCCI et al., 2014; GIRARDI et al., 2016), 

sugerindo estes como íons diagnósticos para a caracterização desses subtipos LS. De fato, estes 

achados corroboraram parcialmente com os resultados de Girardi e colaboradores (2016) que 

propuseram os íons m/z 299 e m/z 259 como íons diagnósticos ao núcleo de hirsutinolídeo, 

baseado em uma via de fragmentação diferente da proposta no presente estudo. 
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 Apesar das semelhanças entre o padrão de fragmentação de hirsutinolídeos e 

glaucolídeos, a intensidade de seus íons no espectro de EM/EM (Tabela 5) pode ser usada como 

base para sua diferenciação. Diferenças foram observadas entre estes dois subtipos de LS em 

relação à abundância relativa dos fragmentos formados com a mesma energia de colisão a partir 

do íon precursor [M+Na]+ de ambos os esqueletos. Assim, o hirsutinolídeos apresentaram 

maiores valores de abundância relativa para os íons com maiores valores de m/z (por exemplo, 

m/z 359 foi o pico base para 1 e 3). Por outro lado, os glaucolídeos produziram íons com maiores 

valores de abundância relativa para aqueles com valores mais baixos de m/z (por exemplo, m/z 

231 foi pico base para 2 e 4). Vale ressaltar que a abundância relativa dos íons pode depender 

não apenas das complexas energias de interação, mas também da concentração de cátions na 

solução e do comportamento de fragmentação dos adutos na fonte de ionização (KRUVE et al., 

2013; SUGIMURA et al., 2017) 

 Embora as diferenças acima mencionadas tenham sido observadas nos espectros de 

EM/EM entre os núcleos hirsutinolídeo e glaucolídeo, uma estratégia de diferenciação destes 

esqueletos é necessária, especialmente considerando uma desreplicação por CLUE-EM de seus 

isômeros. 

 Modelos computacionais vêm sendo utilizados para investigar as interações físico-

químicas do Na+ com compostos orgânicos, bem como sua influência na caracterização e 

fragmentação dos compostos (RABUS et al., 2017; SUGIMURA et al., 2017; YANG et al., 

2017). Nesse sentido, para melhor compreender as interações e afinidades do Na+ com as LS 

do tipo hirsutinolídeo e o glaucolídeo, foi realizado um estudo adicional de cálculos 

computacionais empregando a piptocarfina A (1, hirsutinolídeo) e glaucolídeo A (2, 

glaucolídeo), os quais foram otimizados para sua geometria com o nível de teoria descrito no 

item 4.2.2.1.3. Depois de obtidas as estruturas mínimas, foram realizadas buscas 

conformacionais para cada composto de referência, sendo selecionados os confôrmeros (1a), 

(1b), (2a) e (2b) (Figura 22). 

 Os confôrmeros mais estáveis 1a e 2a foram empregados como estruturas modelo para 

avaliar a magnitude das interações Molécula–Na+. As geometrias de Guess para os complexos 

[piptocarfina A (1)–Na]+ e [glaucolídeo A (2)–Na]+ foram configuradas com base em mapas de 

potenciais eletrostáticos moleculares, conforme apresentado na Figura 23. 

 O mapa de potencial eletrostático de uma molécula representa as regiões onde a 

distribuição de cargas elétricas é intensa. Esta topografia de potencial eletrostático é 

particularmente usada para indicar a parte de uma molécula onde espécies eletrofílicas podem 

ser inicialmente atraídas. 
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Figure 22 – Diferenças de energia entre os dois confôrmeros mais estáveis (1a e 1b) para a 
piptocarfina A e (2a e 2b) para o glaucolídeo A, obtidos com BP86/def2-TZVP. 

 
 

Figura 23 – Mapas de potencial eletrostático molecular dos confôrmeros 1a e 2a (isovalor 0,05 
a.u.) a partir da piptocarfina A e glaucolídeo A, respectivamente 

 
Faixa de dados da escala de cores, azul = +0,05 a.u., vermelho = -0,05 a.u. 

 

 Em ambas os confôrmeros (1a e 2a, respectivamente para hirsutinolídeo e glaucolídeo), 

o Na+ foi colocado próximo aos átomos de oxigênio, particularmente perto de grupos com os 

valores de potencial eletrostático mais negativos (grupos éster e -butirolactona). As geometrias 

dos complexos foram otimizadas sem restrições de simetria. Esta etapa forneceu um conjunto 

de complexos (1a1-1a4) e (2a1-2a4), respectivamente, para o tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo. 

As estruturas otimizadas de dois desses complexos (um para cada subtipo de LS) são 
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apresentadas de forma ilustrativa na Figura 24, indicando em que as distâncias entre oxigênio 

e o sódio são ligeiramente mais curtas para o complexo glaucolídeo A–Na+ (2a3) do que para 

o complexo de piptocarfina A–Na+ (1a1). 
 

Figura 24 – Estruturas otimizadas de complexos selecionados de sódio com piptocarfina A 
(1a1) e glaucolídeo A (2a3). 

 
As distâncias selecionadas são relatadas em Å. 

 

 As interações nos complexos de sódio para os dois compostos avaliados (1a1-2a4) 

ocorreram principalmente com o grupamento acetoxi em C-13 e/ou com o oxigênio da carbonila 

no anel -butirolactona (como observado anteriormente nas simulações de dinâmica molecular 

atomística), como demonstrado na Figura 24, mostrando mais uma vez que é a região da 

estrutura com maior quelação de oxigênio. Uma das propriedades mais significativas na 

eficiência de ionização de bases de oxigênio para a formação de adutos de Na+ está relacionada 

à capacidade de quelação dessas bases, o que indica uma interação eletrostática no íon adutado 

de sódio (KRUVE et al., 2013; SUGIMURA et al., 2017). 

 A magnitude da interação metal-ligante nos complexos 1a1-2a4 (Tabela 7) foi 

estabelecida por meio da interação instantânea (ܧ߂௜௡௧) entre o Na+ e os ligantes, bem como 

considerando a energia de preparação (ܧ߂௣௥௘௣) – que é uma energia necessária para distorcer 

os ligantes isolados de sua geometria do estado fundamental para a geometria que eles adquirem 

para formar os complexos. 

 A energia de interação total (ܧ߂௧௢௧) foi então calculada, estando diretamente 

relacionada com o negativo da energia de ligação-dissociação (Equação 5). 

 

=)௧௢௧ܧ߂ (௘ܦ− = ௣௥௘௣ܧ߂ +  ௜௡௧           (Eq. 5)ܧ߂
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Tabela 7 – Dados de energia de interação para os complexos de sódio 1a1-1a4 a partir da 
piptocarfina A (1) e para os complexos 2a1-2a4 a partir do glaucolídeo A (2). 

Complexo ܧ߂௣௥௘௣ ܧ߂௜௡௧ ܧ߂௧௢௧ 

1a1 11,38 -53,05 -41,67 

1a2 5,68 -60,67 -54,99 

1a3 6,60 -41,87 -35,27 

1a4 3,80 -53,46 -49,66 

2a1 19,06 -63,78 -44,72 

2a2 7,65 -62,01 -54,36 

2a3 12,43 -50,95 -38,52 

2a4 7,26 -51,40 -44,14 
Todas as energias são expressas em kcal.mol-1. 

 

 O cálculo da estrutura eletrônica revelou que ambos os compostos 1 e 2 foram capazes 

de interagir com o Na+, sendo a magnitude da interação dependente do local e da deformação 

na estrutura do ligante, que foi traduzida pelos valores de energia de preparação (ܧ߂௣௥௘௣) 

(Tabela 7).  

 Os resultados revelaram ainda que os valores de ܧ߂௣௥௘௣ para 2 foram muito mais 

notáveis, variando de 7,26 a 19,06 kcal.mol-1, enquanto que para 1 os valores de ܧ߂௣௥௘௣ 

variaram de 3,80 a 11,38 kcal.mol-1. Esses achados sugerem que a atração entre 1 e Na+ ocorre 

com uma baixa energia, enquanto que esta energia é cerca de 1,9 vezes maior para a atração 2-

Na+. Portanto, a aproximação de 1 e Na+ ocorre por meio de um processo dependente de baixa 

energia quando comparado ao de 2-Na+. Em contraste, os valores de energia de interação 

instantânea (ܧ߂௜௡௧) de 1 com o Na+ foram ligeiramente maiores quando comparados aos valores 

de ܧ߂௜௡௧ para 2, cujos valores variaram de -41,87 e -60,67 kcal.mol-1 e de -50,95 a -63,78 

kcal.mol-1), respectivamente. Considerando o comportamento observado nos complexos, a 

energia de interação total (ܧ߂௧௢௧) mostrou-se similar para ambos (1 e 2) LS (Tabela 7), 

sugerindo o porquê ambos os complexos 1-Na+ e 2-Na+ podem ser formados e detectados como 

picos base durante a injeção direta nas análises de ESI-EM. 

 A partir dos dados acima, as energias de preparação definiram os resultados obtidos a 

partir da injeção combinada da amostra e fase móvel aquosa. Como os complexos são formados 

via interação cátion-dipolo, que é uma interação não-covalente reversível, a baixa energia de 

preparação obtida (3,8 kcal.mol-1) para atração de 1-Na+ pode impedir a formação do complexo 

(1-H+) durante a injeção combinada de amostra de fase aquosa. Por outro lado, por causa da 
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alta energia de preparação para 2-Na+, a presença de H2O também poderia fornecer o aduto (2-

H+), embora (2-Na+) fosse o complexo mais estável (-63,78 a -50,95 kcal.mol-1). 

 Sob as condições experimentais usadas para a análise de injeção combinada de 1-4, 

foram observadas fortes diferenças no perfil de ionização de EM e formação de adutos entre os 

subtipos de LS hirsutinolídeo e glaucolídeo. De fato, um íon protonado [M+H]+ foi detectado 

como pico base para o glaucolídeo enquanto o íon com a perda de água na fonte [M+H-H2O]+ 

foi obtido para o hirsutinolídeo.  

 Embora as estruturas dos glaucolídeos estudados (2 e 4) não contenham grupos hidroxila 

livres como os hirsutinolídeos (1 e 3) capazes de eliminar a H2O por fragmentação na fonte, 

uma análise anterior por ESI(+)-EMAR do análogo de glaucolídeo, 10,4-dihidroxi-5,6-

isoglaucolídeo B, contendo grupos hidroxila livres deram íons sem perda de água pela 

fragmentação na fonte (BUSKUHL et al., 2010). A característica EM do 10,4-dihidroxi-

5,6-isoglaucolídeo B revelou padrões semelhantes aos observados para os glaucolídeos 2 e 

4 (i.e. [M+H]+ como pico de base), sugerindo que o íon com a perda de água na fonte [M+H-

H2O]+ parece não se formar com glaucolídeos, mesmo contendo grupos hidroxilo livres. 

 Nesse contexto, tais diferenças (que podem estar relacionadas às propriedades 

intrínsecas do esqueleto de cada subtipo de LS) (SARTORI et al., 2014) poderiam ser usadas 

para a distinções desses dois subtipo de LS em mistura complexa.  

 Além das análises EM/EM, a abordagem de fragmentação na fonte pode ser empregada 

no estudo de analitos alvo, fornecendo informações da correlação entre os íons produto e íons 

de interesse. a fragmentação na fonte parece ocorrer exclusivamente com os íons protonados 

[M+H]+, uma vez que os complexos de moléculas de sódio [M+Na]+ não são facilmente 

dissociáveis e tendem a não ser profundamente afetados com o aumento da voltagem do capilar 

(ABRANKÓ; GARCÍA‐REYES; MOLINA‐DÍAZ, 2011; HEILING et al., 2016). 

 Os achados nos experimentos de ESI-EM com as LS 1-4 sugeriram uma possível 

estratégia de diferenciação rápida entre as LS do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo em análises 

de ESI-QTof EM de matrizes complexas, considerando suas diferenças no perfil de ionização 

e formação de adutos observados nos espectros completos de EM. 
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5.3.2 Análise de desreplicação do extrato de lavagem foliar (ELF) otimizado de 

Vernonanthura tweedieana por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à 

espectrometria de massas (CLUE-EM) 

 

 De modo a aplicar a estratégia de diferenciação das LS do tipo hirsutinolídeo e 

glaucolídeo em uma mistura complexa enriquecida com LS, a análise qualitativa de ESI-QTof 

EM e EM/EM foi realizada com o extrato enriquecido em LS obtido a partir da lavagem de 

folhas de acetona de V. tweedieana nas condições otimizadas de extração.  

 A identificação dos principais picos no cromatograma de pico de base de ESI em modo 

positivo (Figura 25) para o ELF de V. tweedieana foi estabelecida pela comparação dos dados 

de EMAR e EM/EM obtidos com a massa teórica da fórmula elementar proposta, com suporte 

bibliográfico. 

 

Figura 25 – Cromatograma de pico base do extrato de lavagem foliar de V. tweedieana obtido por CLUE-
EM (ESI positivo). 

 
Cromatograma de pico base obtido por CLUE-EM em modo positivo de ionização (condições cromatográficas 
vide item 4.2.2.2) de extrato de lavagem foliar de V. tweedieana extraído com acetona durante 10 minutos. 

 

 A Tabela 8 traz os dados compilados dos compostos caracterizados no extrato de V. 

tweedieana, incluindo o tempo de retenção (tR), a fórmula molecular, a relação massa-carga 

experimental (m/z) e os principais fragmentos de EM/EM. 

 Oito dos 14 picos identificados no cromatograma de V. tweedieana (Figura 25) 

corresponderam a LS cuja caracterização foi baseada no diagnóstico de íons relevantes. Os 

picos V (tR: 2,29 min, m/z 445,1448 [C21H26O9+Na]+) e XI (tR: 3,98 min, m/z 465,1723 

[C23H28O10+H]+) correspondem aos padrões LS piptocarfina A (1) e glaucolídeo A (2), cujo 

padrão de fragmentação correspondeu ao descrito previamente (Esquemas 16-21). 
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Tabela 8 – Compostos identificados no extrato de lavagem foliar de V. tweedieana por CLUE-EM (ESI positivo). (continua) 

Nº do 
pico Proposta de identificação 

Tempo de 
retenção 
(min) 

Fórmula 
molecular 

m/z experimental 
(abundância relativa, %) 

Erro 
(ppm) 

Fragmentos EM/EM  
(m/z) 

Íons m/z relevantes 
observados no espectro EM 
(abundância relativa, %) 

I 

Luteolina 
e 
Eriodictiol 1,41 

C15H10O6 287,0541 (pb) [M+H]+ -5,2 269,0486; 241,0512; 153,0181; 
135,0471; 117,0363; 89,0428 

- 

C15H12O6 289,0707 (61) [M+H]+ -1,7 163,0400; 153,0206; 145,0303; 
135,0471; 117,0397; 89,0389 

- 

II Apigenina 1,63 C15H10O5 271,0616 (pb) [M+H]+ 3,7 243,0652; 225,0572; 187,0402; 
163,0400; 153,0206; 145,0328; 
119,0493; 91,0551 

- 

III Crisoeriol 1,70 C16H12O6 301,0696 (pb) [M+H]+ -5,3 286,0468; 258,0539; 229,0537; 
153,0206; 149,0623 

- 

IV Luteolina-7-metileter 2,26 C16H12O6 301,0732 (pb) [M+H]+ 6,6 286,0503; 258,0539; 241,0512; 
213,0546; 184,0569; 167,0357; 
135,0448 

- 

V Piptocarfina A 2,29 C21H26O9 445,1482 (37) [M+Na]+ a 1,6 359,1142; 317,1101; 299,0894; 
277,1046; 259,0898; 241,0925; 
231,1010; 213,0964; 199,0747; 
185,1015; 173,0568 

405,1528 (pb) [M+H-H2O]+; 
423,1635 (4) [M+H]+; 
461,1235 (25) [M+K]+ 

VI Estilpnotomentolídeo-8-O-
metilacrilato 

2,81 C21H26O8 407,1681 (pb) [M+H]+ -6,1 365,1577; 347,1519; 321,1322; 
279,1304; 261,1114; 243,1066; 
233,1229; 215,1102; 187,1157; 
175,0776 

429,1538 (23) [M+Na]+ ; 
445,1310 (12) [M+K]+ 

VII Lactona sesquiterpênica 
não identificada 

2,92 C19H22O7 363,1441 (pb) [M+H]+ -0,8 321,1212; 303,1026; 277,1115; 
259,0993; 241,0893; 231,1010; 
213,0964; 199,0776; 171,0825 

385,1302 (21) [M+Na]+; 
401,1003 (11) [M+K]+ 

VIII Genkwanina 3,14 C16H12O5 285,0757 (pb) [M+H]+ -2,1 270,0525; 242,0587; 197,0601; 
167,0357; 124,0177; 119,0515 

- 

IX 10-acetoxi-8-
metacriloiloxi-
hirsutinolídeo-13-O-
acetato 

3,25 C23H28O10 487,1568 (10) [M+Na]+ a -2,5 427,1439; 401,1208; 359,1103; 
341,1012; 299,0858; 277,1115; 
259,1029; 241,0925; 231,1041; 
217,0912; 213,0905; 199,0747; 
185,0987; 173,0649; 171,0825; 
161,0589 

447,1654 (pb) [M+H-H2O]+; 
465,1767 (2) [M+H]+; 
503,1282 (6) [M+K]+ 

X Velutina 3,40 C17H14O6 315,0851 (pb) [M+H]+ -5,7 300,0627; 272,0692; 257,0464; 
167,0357 

- 
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Tabela 8 – Compostos identificados no extrato de lavagem foliar de V. tweedieana por CLUE-EM (ESI positivo). (conclusão)  

Nº do 
pico Proposta de identificação 

Tempo de 
retenção 
(min) 

Fórmula 
molecular 

m/z experimental 
(abundância relativa, %) 

Erro 
(ppm) 

Fragmentos EM/EM  
(m/z) 

Íons m/z relevantes 
observados no espectro EM 
(abundância relativa, %) 

XI Glaucolídeo A 3,98 C23H28O10 465,1723 (pb) [M+H]+ -8,2 379,1380; 345,1354; 277,1080; 
259,0963; 241,0861; 231,1010; 
217,0882; 213,0934; 203,1084; 
189,0564; 173,0622 

487,1568 (2) [M+Na]+;  
503,1328 (1) [M+K]+ 

XII Glaucolídeo J 4,49 C23H30O10 467,1901 (pb) [M+H]+ -3,4 407,1723; 379,1420; 365,1616; 
337,1358; 319,1125; 295,1204; 
277,1115; 259,0996; 241,0893; 
231,1041; 213,0934; 189,0564; 
173,0649 

489,1719 (13) [M+Na]+ ;  
505,1484 (7) [M+K]+ 

XIII 10,13-acetoxi-8-tigliloxi-
glaucolídeo 

5,26 C24H30O10 479,1916 (pb) [M+H]+ -0,2 419,1724; 379,1420; 359,1530; 
337,1321; 319,1198; 295,1204; 
277,1080; 259,0996; 241,0893; 
231,1041; 213,0934; 189,0564; 
173,0622 

501,1714 (11) [M+Na]+ ;  
517,1505 (5) [M+K]+ 

XIV Glaucolídeo G 5,56 C24H30O10 479,1916 (pb) [M+H]+ -0,2 419,1724; 379,1420; 359,1491; 
337,1283; 319,1198; 295,1239; 
277,1115; 259,0996; 241,0893; 
231,1072; 213,0934; 189,0564; 
173,0622 

501,1714 (20) [M+Na]+ ;  
517,1459 (10) [M+K]+ 

a, O aduto de Na+ foi selecionado para a fragmentação EM/EM uma vez que o respectivo aduto de H+ apresentou uma intensidade muito baixa; pb, pico base (abundância 
relativa de 100%) 
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 O pico IX (RT: 3,25 min, m/z 487,1568 [C23H28O10+Na]+, calculado para m/z 487,1580) 

apresentou a mesma composição elementar (C23H28O10) que o glaucolídeo A (2), embora com 

um valor de tR diferente. Além do complexo molécula–Na+, o íon m/z 447,1654 [M+H-H2O]+ 

foi ainda observado como o pico de base no espectro EM completo, adicionalmente ao íon m/z 

465,1767 [M+H]+ que apresentou uma intensidade muito baixa. Essa característica é 

semelhante às característica de EM já mencionados para os hirsutinolídeos a piptocarfina A (1) 

e diacetilpiptocarfol (3), sugerindo ao pico IX um núcleo de hirsutinolídeo. 

 O espectro de massas em tandem deste composto (Tabela 8) mostrou a mesma via de 

fragmentação estudada para as LS (Esquemas 16-21), com os mesmos íons produtos observados 

para 2, indicando se tratar de um isômero estrutural. O íon precursor m/z 487 gerou m/z 

427,1439, m/z 401,1208, m/z 359,1103, m/z 341,1012 e m/z 299,0858, depois de perder AcOH 

(60 Da), MeacrOH (86 Da), MeacrOH (86 Da) mais ceteno (42 Da), AcOH (60 Da) mais 

MeacrOH (86 Da) e AcOH (60 Da) mais MeacrOH (86 Da) mais ceteno (42 Da), 

respectivamente. Além disso, o conjunto proposto de íons diagnóstico para as LS também foi 

obtido em m/z 277,1115, m/z 259,1029, m/z 241,0925 e m/z 231,1041.  

 A partir desses dados, o pico IX foi identificado como 10-acetoxi-8-metacriloiloxi-

hirsutinolídeo-13-O-acetato. Esta dedução foi apoiada pela consideração quimiotaxonômica da 

tribo Vernonieae, uma vez que um derivado 1-metoxi deste metabólito foi previamente obtido 

a partir da espécie Vernonia polyanthes (BOHLMANN et al., 1983). No entanto, a estrutura 

proposta parece corresponder a um novo composto e o isolamento e a elucidação estrutural 

usando RMN são necessários para confirmar essa proposta. Mesmo assim, esses achados 

revelam a viabilidade do uso da estratégia sugerida de diferenciação das LS do tipo 

hirsutinolídeo e glaucolídeo em misturas complexas. 

 O pico XII (tR: 4,49 min, m/z 467,1901 [C23H30O10+H]+) difere do pico XI (glaucolídeo 

A) apenas pela presença de duas unidade de massas. Seu espectro EM apresentou o íon [M+H]+ 

como pico base, indicando um derivado sesquiterpênico glaucolídeo, quando considerados os 

perfis de formação de adutos e ionização em EM. O espectro EM/EM de m/z 467 gerou m/z 

407,1723, m/z 379,1420, m/z 365,1616, m/z 337,1358, m/z 319,1125, m/z 295,1204 e m/z 

277,1115, após a eliminação de AcOH (60 Da), ácido isobutírico (iBuOH, 88 Da), AcOH (60 

Da) mais ceteno (42 Da), iBuOH (88 Da) mais ceteno (42 Da), AcOH (60 Da) mais iBuOH (88 

Da), iBuOH (88 Da) mais dois cetenos (84 Da) e AcOH (60 Da) mais iBuOH (88 Da) mais 

ceteno (42 Da). Os íons diagnósticos de LS em m/z 277,1115, m/z 259,0996, m/z 241,0893 e 

m/z 231,1041 também foram detectados, conjuntamente com íons m/z 213,0934, m/z 189,0564 
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e m/z 173,0649, todos obtidos pelo padrão de fragmentação já mencionado para as LS 

(Esquemas 16-21).  

 Considerando que o padrão de fragmentação estabelecido é semelhante à LS do tipo 

glaucolídeo, um grupamento isobutiroiloxi em C-8 foi proposto para o pico XII em vez de um 

grupo metacriloiloxi presente no glaucolídeo A (2, pico XI). Adicionalmente, e levando-se em 

conta a quimiotaxonomia da tribo Vernonieae, o pico XII foi identificado como glaucolide J, 

composto anteriormente obtido a partir de Vernonanthura squamulosa (KOTOWICZ et al., 

1998) e caraterizado em diferentes espécies do gênero Vernonanthura (GALLON; JAIYESIMI; 

GOBBO-NETO, 2018). 

 Do mesmo modo, os picos XIII (tR: 5,26 min, m/z 479,1916 [C24H30O10+H]+) e XIV 

(tR: 5,56 min, m/z 479,1916 [C24H30O10+H]+) mostraram a mesma composição elementar e 

consequentemente os mesmos fragmentos em espectros de EM/EM (Tabela 8). A estrutura 

destes dois compostos sugeriu um esqueleto de glaucolídeo, uma vez que os seus precursores 

eram íons protonados. As perdas observadas de AcOH (60 Da), ácido tigílico (TiglOH, 100 

Da), AcOH (60 Da) mais ceteno (42 Da) mais H2O (18 Da), TiglOH (100 Da) mais ceteno (42 

Da), TiglOH (100 Da) mais AcOH (60 Da), TiglOH (100 Da) mais duas moléculas de ceteno 

(84 Da) e TiglOH (100 Da) mais AcOH (60 Da) mais ceteno (42 Da) resultaram nos fragmentos 

m/z 419,1724, m/z 379,1420, m/z 359,1530, m/z 337,1321, m/z 319,1198, m/z 295,1204 e m/z 

277,1080 para o pico XIII. As mesmas perdas foram identificadas no padrão de fragmentação 

do pico XIV. Para ambos (XIII e XIV), os íons diagnósticos das LS também foram obtidos em 

m/z 277, m/z 259, m/z 241 e m/z 231, além dos fragmentos m/z 213,0934, m/z 189,0564 e m/z 

173,0622.  

 De acordo com a fragmentação de EM/EM, os picos XIII e XIV diferenciam-se do pico 

XI (glaucolídeo A, 2) também em função do substituinte em C-8. Neste caso, o grupo 

metacriloiloxi é substituído por uma porção tigloiloxi em XIII e um grupo angeloiloxi em XIV. 

Previamente, identificados em espécies de Vernonanthura (JAKUPOVIC et al., 1987; 

KOTOWICZ et al., 1998), os picos XIII e XIV foram caracterizados como 8-tigloiloxi-

glaucolídeo e glaucolídeo G, respectivamente. Além disso, o 8-tigloiloxi-glaucolídeo A já foi 

caracterizado na espécie de V. tweedieana (GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018). A 

ordem de eluição proposta, em que o 8-tigloiloxi-glaucolídeo (XIII) tem um tR menor em 

relação ao glaucolídeo G (XIV), foi baseada na literatura (DE MIERI et al., 2017a), que indica, 

em separação por CLUE, um tR maior para o isômero de angelato em relação ao de tiglato. 

 Além disso, o pico VI (tR: 2,81min) forneceu em seu espectro de EM um íon precursor 

em m/z 407,1681 [C21H26O8+H]+ sugerindo um esqueleto glaucolídeo. A fragmentação de 
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EM/EM do íon m/z 407 proporcionou m/z 365,1577, m/z 347,1519, m/z 321,1322 e m/z 

279,1304 após a perda de ceteno (42 Da), ceteno (42 Da) mais H2O (18 Da), MeacrOH (86 Da) 

e MeacrOH (86 Da) mais ceteno (42 Da). Além disso, os fragmentos m/z 261,1114, m/z 

243,1066, m/z 233,1229 e m/z 215,1102, foram estabelecidos após considerar a perda de H2O 

(18 Da), duas H2O (36 Da), H2O (18 Da) mais CO (28 Da) e duas H2O (36 Da) mais CO (28 

Da), respectivamente, a partir do íon m/z 279. O íon m/z 233 foi utilizado para determinar a 

estrutura de m/z 187,1157 pela perda de um ácido fórmico (46 Da) com abertura do anel. 

 Os íons diagnósticos das LS não foram detectados nos valores de m/z previamente 

mencionados (ou seja, m/z 277, m/z 259, m/z 241 e m/z 231). No entanto, aplicando a mesma 

via de fragmentação da LS estudadas (1-4) os íons foram observados em m/z 279, m/z 261, m/z 

243 e m/z 233. Estes achados sugerem a ausência do grupo éster C-10 na estrutura do pico VI. 

Assim, o pico VI foi caracterizado como estilpnotomentolídeo-8-O-metilacrilato (derivado 

glaucolídeo), levando-se em consideração os dados de massa em tandem e a quimiotaxonomia 

da tribo, uma vez que este metabólito foi anteriormente obtido de Vernonanthura chamaedrys 

(CATALÁN et al., 1988). 

 O pico VII foi observado em tR: 2,92 min com o íon precursor em m/z 363,1441 

[C19H22O7+H]+, sugerindo um esqueleto glaucolídeo com base nos resultados já descritos do 

glaucolídeos 2 e 4. Além disso, o precursor do pico VII mostrou a presença dos íons de 

diagnóstico em m/z 277,1115, m/z 259,0993, m/z 241,0893 e m/z 231,1010. Ainda, outros três 

íons comumente encontrados no estudo de fragmentação das LS também foram detectados em 

m/z 213,0964, m/z 199,0776 e m/z 171,0825. Dois íons produtos interessantes foram observados 

em m/z 321,1212 e m/z 303,1026, correspondendo respectivamente à perda de ceteno (42 Da) 

e AcOH (60 Da). Esta observação posterior sugeriu a presença de um grupamento acetoxi 

ligado à molécula. No entanto, a composição elementar associada ao perfil de massas em 

tandem obtido para o pico VII não corresponde a nenhum composto previamente relatado na 

literatura. Essa descoberta pode se referir a uma nova LS. Assim, o isolamento e a elucidação 

da estrutura adequada por técnicas de espectroscopia e espectrometria são obrigatórios para 

permitir a identificação desse composto. 

 Adicionalmente, três flavonoides também foram atribuídos à picos no cromatograma do 

extrato de V. tweedieana. O pico I (tR: 1,41 min) corresponderam a uma mistura de luteolina 

(m/z 287,0541 [C15H10O6+H]+) e eriodictiol (m/z 289,0707 [C15H12O6+H]+), enquanto que o 

pico II (tR: 1,63 min, m/z 271,0616 [C15H10O5+H]+) e pico III (tR: 1.70 min, m/z 301,0696 

[C16H12O6+H]+) foram identificados como apigenina e crisoeriol, respectivamente. Os dados de 

massas em tandem para esses picos (Tabela 8) estão de acordo com a literatura 
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(WOJAKOWSKA et al., 2013; BARANOWSKA; HEJNIAK; MAGIERA, 2017). Todos esses 

quatro compostos foram previamente caracterizados para a espécie V. tweedieana (DA SILVA 

et al., 2015), o que corrobora com a identificação dos mesmo. 

 Além disso, outras três flavonas metoxiladas também foram identificadas, 

nomeadamente luteolina-7-metileter (IV, tR: 2,26 min, m/z 301,0732 [C16H12O6+H]+), 

genkwanina (VIII, tR: 3,14 min, m/z 285,0757 [C16H12O5+H]+) e velutina (X, tR: 3,40 min, m/z 

315,0851 [C17H14O6+H]+), cujos dados de EM/EM e padrão de fragmentação estão de acordo 

com a literatura (STEVENS et al., 1999; PELLATI et al., 2011; WEI et al., 2016). A 

genkwanina já foi previamente caracterizada na espécie V. tweedieana (GALLON; 

JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018), além destes três compostos serem bem descritos para 

outras espécies do gênero Vernonanthura (MABRY et al., 1975b; BOHM; STUESSY, 2001), 

fato que ajudou a estabelecer a posição proposta dos grupos metil éter.  

 A partir do pico IV m/z 301,0732, por exemplo, a massa em tandem gerou íons que 

foram detectados em m/z 286,0503, m/z 258,0539, m/z 241,0512, m/z 213,0546 e m/z 184,0569, 

correspondentes às perdas de um radical metil (15 Da), um radical metil (15 Da ) mais CO (28 

Da), uma molécula de metanol (32 Da) mais CO (28 Da), um metanol (32 Da) mais dois CO 

(56 Da) e um radical metil (15 Da) mais três CO (84 Da) mais H2O (18 Da) conforme ilustrado 

no Esquema 22.  
 

Esquema 22 – Mecanismos de fragmentação propostos em modo positivo para o composto 
luteolina-7-metileter (pico IV; m/z 301,0732). 

 
RDA, reação de retro Diels-Alder. 
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 Adicionalmente, os íons produtos m/z 167,0357 e m/z 135,0448 também foram obtidos 

de IV a partir da reação de abertura do anel C por retro Diels-Alder (RDA). Mesmo 

comportamento de fragmentação observado nos espectros EM/EM para os picos VIII e X. 

 A composição fitoquímica observada para o ELF de V. tweedieana, constituído 

principalmente por LS e flavonoides, está em acordo com os resultados do estudo histoquímico 

com diferentes espécies de Vernonieae realizado por Lusa e colaboradores (2016), que reporta 

as LS como o principal componente do conteúdo dos tricomas glandulares das folhas, além da 

presença de flavonoides e outros fenólicos na epiderme foliar. 

 

5.4 PREPARAÇÃO E FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR 

(ELF) DAS ESPÉCIES DE VERNONIEAE 

 

 A utilização da técnica de lavagem foliar é um método que favorece a extração do 

conteúdo armazenado nos tricomas glandulares, constituído principalmente de LS (IGUAL et 

al., 2013; DE TOLEDO et al., 2014; LUSA; DA COSTA; APPEZZATO-DA-GLÓRIA, 2016). 

 Outras condições, incluindo diferentes tempos de extração e solvente, foram 

previamente empregadas para o mesmo procedimento de extração, com a particularidade de 

que a operação foi realizada manualmente em folha individual (SCHORR et al., 2002; 

AMBRÓSIO et al., 2008; CHAGAS-PAULA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013b; PASSONI 

et al., 2013; DE ALMEIDA et al., 2016). A utilização da acetona como solvente e um período 

de extração de 10 minutos, em uma estratégia semi-automatizada realizada em balão de fundo 

redondo e mecanicamente auxiliada por um sistema de rotação operando com giro de 15 rpm, 

permitiu melhorar o processo de extração em termos de tempo, solvente e quantidade de 

matéria-prima por extração na purificação mais seletiva e das LS a partir das espécies de 

Vernonieae estudadas. Na técnica utilizada, a baixa rotação empregada (15 rpm) favoreceu para 

que as folhas se mantivessem relativamente estáticas dentro do balão, e pelo efeito da própria 

rotação, fossem emergidas alternadamente no líquido extrator durante o período de extração. 

Dessa forma, com a lavagem das folhas foi possível a extração direcionada do conteúdo 

superficial das folhas, objetivando nesse caso, o conteúdo dos tricomas glandulares. 

 

5.4.1 Obtenção e fracionamento do ELF de Lepidaploa chamissonis 

 

 A extração por lavagem das folhas secas íntegras de L. chamissonis (278,4 g) permitiu 

a obtenção de 4,11 g do extrato bruto (ELF) enriquecido em glaucolídeo B (4), conforme 
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ilustrado na Figura 26. O processo de desengorduramento do ELF de L. chamissonis realizado 

por meio da partição líquido-líquido produziu as frações n-hexano (0,98 g), AcOEt (2,15 g) e 

aquosa (1,08 g) residual. 

 

Figura 26 – Perfil de CLUE-EM do extrato de lavagem foliar de Lepidaploa chamissonis. 

 
Cromatogramas de pico base (BPI) obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionização (condições 
cromatográficas vide item 4.5.2.1.1) do (A) extrato de lavagem foliar de Lepidaploa chamissonis 
preparado em acetonitrila a 1 mg/mL; (B) glaucolídeo B (4, tR: 3,28 min; m/z 439,1597 [C21H26O10+H]+). 
 

 Fração de AcOEt enriquecida em glaucolídeo B (4) indicou uma remoção eficiente dos 

componentes lipofílicos mais indesejados e extraídos concomitantemente da superfície das 

folhas. Os valores de KD obtidos para 4 na fração AcOEt de L. chamissonis frente aos três 

sistemas de solventes bifásicos testados (HEMWat M, N e P) são apresentados na Tabela 9, 

tanto para os modos de eluição de ASC como de DSC. 

 

Tabela 9 – Valores de coeficiente de partição (KD) obtidos para o glaucolídeo B (4) na fração 
AcOEt de L. chamissonis frente aos sistemas HEMWat M, N e P. 

Sistema bifásico de solventes 
Glaucolídeo B (4) 

Área do picoa Valor de KD
b 

FSup FInf ASC DSC 
HEMWat (5/6/5/6) M 610444 459794 0,75 1,33 
HEMWat (1/1/1/1) N 862778 837835 0,97 1,03 
HEMWat (6/5/6/5) P 286813 685251 2,39 0,42 

a, áreas do pico do glaucolídeo B (4, tR: 3,28 min) obtidas a partir das análises de CLUE-EM da fração AcOEt 
de L. chamissonis; b, valores de KD estabelecidos em modo ascendente (ASC) e descendente (DSC) 
dividindo-se a área do pico na fase estacionária pela área na fase móvel; HEMWat, combinação dos 
solventes n-hexano/AcOEt/metanol/água; FSup, fase superior; FInf, fase inferior. 
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 A Figura 27 mostra o perfil por CLUE-EM das fases superior e inferior da fração de 

AcOEt de L. chamissonis avaliadas no sistema de solvente HEMWat M (n-

hexano/AcOEt/metanol/água, 5/6/5/6, v/v/v/v) selecionado, o qual proporcionou um valor de 

KD de 1,33 para o glaucolídeo B (4) em modo de eluição DSC. 

 

Figura 27 – Perfil de CLUE-EM das fases superior (A) e inferior (B) da fração AcOEt do ELF 
de L. chamissonis após teste de shake flask com o sistema de solvente HEMWat M, em 
comparação com o glaucolídeo B isolado (4, C). 

 
Cromatogramas de pico base obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionização (condições 
cromatográficas vide item 4.5.2.1.1). (4) glaucolídeo B (tR: 3,28 min; m/z 439,1597 [C21H26O10+H]+), 
cujo espectro de massas full scan em ampliação. 
 

 Este valor de KD permitiu boa retenção para 4 e um tempo de fracionamento apropriado. 

Para uma separação eficiente por CPC, recomenda-se que o valor de KD do composto alvo 

compreenda o intervalo entre 0,5 e 2,0 (HU; PAN, 2012; KUMAR et al., 2014). Além disso, o 

valor Sf obtido de 83% está de acordo com a porcentagem de retenção de fase estacionária 

sugerida para uma análise de CPC, que deve ser superior a 60% (KUMAR et al., 2014). 

 O fracionamento cromatográfico da porção AcOEt do extrato de L. chamissonis, 

descrito no Fluxograma 4, permitiu o rápido isolamento do glaucolídeo B (4) por CPC em um 
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único passo e em grande quantidade (1,04 g), correspondendo ao rendimento de 25% do ELF 

bruto. Esses achados sugerem novamente que o processo de lavagem de folhas usado é bastante 

seletivo para essa extração desse tipo de LS. 

 

Fluxograma 4 – Fracionamento cromatográfico do extrato de lavagem foliar (ELF) de L. chamissonis. 

 
AcOEt, acetato de etila; DSC, modo de eluição descendente; CPC, cromatografia de partição centrífuga (para 
detalhes das condições cromatográficas do fracionamento vide item 4.5.2). 
 

 O método de CPC proposto para a purificação de glaucolídeo B (4) mostrou um melhor 

desempenho em comparação com os métodos previamente descritos para o isolamento de LS 

usando a mesma técnica  (PINEL et al., 2007; GRAZIOSE et al., 2011; FISCHEDICK et al., 

2012; FISCHEDICK et al., 2013; OLLIVIER et al., 2013; DESTANDAU et al., 2015; 

ADEKENOVA et al., 2016). A propósito, este método descrito foi mais rápido e forneceu maior 

pureza e/ou rendimento (relativo ao extrato bruto) do composto alvo, e/ou não exigiu 

procedimentos cromatográficos complementares. Além disso, é importante mencionar que esta 

é a primeira vez que um método de CPC é descrito para a purificação de uma LS do tipo 

glaucolídeo. 
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5.4.2 Obtenção e fracionamento do ELF de Cyrtocymura scorpioides 

 

 O processo de extração para o material vegetal de C. scorpioides por meio da técnica 

lavagem das folhas secas íntegras (541,0 g) promoveu a obtenção de 5,15 g de extrato bruto 

(ELF). A análise por CLUE-EM do ELF de C. scorpioides (Figura 28) revelou um extrato 

enriquecido na LS glaucolídeo B (4), assim como observado para o ELF de L. chamissonis. 

 

Figura 28 – Perfil de CLUE-EM do extrato de lavagem foliar de Cyrtocymura scorpioides. 

 
Cromatogramas de pico base (BPI) obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionização (condições 
cromatográficas vide item 4.2.2.2) do (A) extrato de lavagem foliar de Cyrtocymura scorpioides 
preparado em acetonitrila a 1 mg/mL; (B) glaucolídeo B (4, tR: 2,26 min; m///z 439,1578 
[C21H26O10+H]+); (C), branco (acetonitrila). 
 

 Por se tratar do mesmo constituinte de interesse, condições analíticas similares às 

empregadas no isolamento por CPC da LS 4 a partir da fração AcOEt de L. chamissonis (para 

detalhes vide item 4.5.3) foram selecionadas para a purificação deste componente majoritário a 

partir do ELF da espécie C. scorpioides, sem que fosse necessário a repetição do teste de KD. 

 O tratamento do ELF de C. scorpioides com a etapa desengorduramento por partição 

líquido-líquido rendeu as frações n-hexano (1,62 g), AcOEt (2,55 g) e aquosa (0,91 g) residual, 
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cuja fração AcOEt enriquecida com LS glaucolídeo B (4) foi submetida ao fracionamento por 

CPC conforme descrito no Fluxograma 5. 

Fluxograma 5 – Fracionamento cromatográfico do extrato de lavagem foliar (ELF) de C. scorpioides. 

 
AcOEt, acetato de etila; DSC, modo de eluição descendente; CPC, cromatografia de partição centrífuga (para 
detalhes das condições cromatográficas do fracionamento vide item 4.5.3). 

 

 Estes achados indicaram que o método por CPC desenvolvido para a purificação do 

glaucolídeo B (4) a partir da fração AcOEt de ELF de L. chamissonis também foi eficiente para 

o isolamento de 4 a partir da espécie C. scorpioides, novamente em única etapa e em grande 

quantidade (0,98 g), correspondendo à 19% da massa de ELF de C. scorpioides de partida. 

 

5.4.3 Obtenção e fracionamento do ELF de Vernonanthura condensata 

 

 As folhas secas íntegras de V. condensata (770,0 g) extraídas por lavagem renderam 

6,50 g de extrato bruto (ELF) enriquecido em vernodalina (5), conforme ilustrado na Figura 29. 

O processo de desengorduramento do ELF de V. condensata rendeu as frações n-hexano (1,84 

g), AcOEt (3,13 g) e aquosa (1,20 g) residual. Os valores de KD foram determinados para a 

vernodalina (5) a partir fração AcOEt enriquecida de V. condensata frente aos sistemas 

HEMWat J, K, L, M e N, tanto em modo ASC como DSC, e estão apresentados na Tabela 10. 
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Figura 29 – Perfil de CLUE-EM do extrato de lavagem foliar de Vernonanthura condensata. 

 
Cromatogramas de pico base (BPI) obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionização (condições 
cromatográficas vide item 4.2.2.2) do (A) extrato de lavagem foliar de Vernonanthura condensata 
preparado em acetonitrila a 1 mg/mL; (B) vernodalina (5, tR: 2,77 min; m/z 361,1277 [C19H20O7+H]+). 
 

Tabela 10 – Valores de coeficiente de partição (KD) obtidos para a vernodalina (5) na fração 
AcOEt de V condensata frente aos sistemas HEMWat J, K, L, M e N. 

Sistema bifásico de solventes 
Vernodalina (5) 

Área do picoa Valor de KD
b 

FSup FInf ASC DSC 
HEMWat (2/5/2/5) J 41092 10969 0,27 3,75 
HEMWat (1/2/1/2) K 27525 10823 0,39 2,54 
HEMWat (2/3/2/3) L 19925 29966 1,50 0,66 
HEMWat (5/6/5/6) M 11654 34874 2,99 0,33 
HEMWat (1/1/1/1) N 6042 39960 6,61 0,15 

a, áreas do pico da vernodalina (5) obtidas a partir das análises de CLUE-EM da fração AcOEt de V. 
condensata; b, valores de KD estabelecidos em modo ascendente (ASC) e descendente (DSC) dividindo-se a 
área do pico na fase estacionária pela área na fase móvel; HEMWat, combinação dos solventes n-
hexano/AcOEt/metanol/água; FSup, fase superior; FInf, fase inferior. 
 

 O valor de KD de 1,50 para vernodalina (5) indicou o sistema bifásico HEMWat L (n-

hexano/AcOEt/metanol/água, 2/3/2/3, v/v/v/v), em modo de eluição ascendente, como o mais 

apropriado para a purificação do constituinte de interesse a partir da alíquota da fração de 

AcOEt (1,60 g) de ELF de V. condensata. Da mesma forma, o valor de KD de 1,50 estando em 

acordo com o recomendado para uma análise por CPC também proporcionou um tempo de 

fracionamento apropriado para 5. Além disso, a porcentagem de retenção de fase estacionária 

de 83% também se enquadra nos valores sugeridos na literatura. O fracionamento 

cromatográfico por CPC da porção AcOEt de ELF de V. condensata, descrito no Fluxograma 
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6, permitiu a obtenção de 693 mg da LS vernodalina (5) em única etapa e em boa quantidade, 

correspondendo a 43% da alíquota (1,60 g) da fração de partida.  
 

Fluxograma 6 – Fracionamento cromatográfico do extrato de lavagem foliar (ELF) de V. condensata. 

 
AcOEt, acetato de etila; ASC, modo de eluição ascendente; CPC, cromatografia de partição centrífuga (para condições 
cromatográficas detalhas do fracionamento vide item 4.5.4). 

 

 Estipulando-se uma massa de 1,35 g de vernodalina para a quantidade total da fração 

AcOEt (3,13 g) em função da quantidade obtida a partir da alíquota purificada (693 mg de 5 a 

partir de 1,60 g de fração), e posteriormente fazendo a relação deste valor com a massa de ELF 

de C. scorpioides (6,5 g), pode-se inferir que a vernodalina (5) deve corresponder à um 

percentual aproximado de 21% do ELF. Assim como abordado na revisão da literatura para V. 

condensata (para detalhes vide item 2.2.1.3.1), estudos fitoquímicos realizados com a espécie 

reportam, além da vernodalina, a presença de LS do tipo vernolídeo, entre as quais a vernolida 

e 11,13-dihidrovernolida, e seus derivados hidroxilados 19-hidroxivernolida e 19-hidroxi-

11,13-dihidrovernolida (JAKUPOVIC et al., 1987).  

 Nesse sentido, a análise do perfil cromatográfico em CLUE-EM das subfrações VcC e 

VcJ (Figura 30A-B) provenientes do fracionamento por CPC da fração AcOEt de V. condensata 

sugeriu a presença dessas referidas LS.  
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Figura 30 – Perfil por CLUE-EM das subfrações VcC e VcJ oriundas do fracionamento da 
porção AcOEt de V. condensata. 

 
Cromatogramas de pico base obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionização (condições 
cromatográficas vide item 4.2.2.2) das subfração VcC (A) e VcJ (B) do fracionamento por CPC da fração 
AcOEt de V. condensata. Em ampliação os respectivos espectros de massas full scan para os picos entre 
1,55-1,85 min para A e entre 2,20-2,40 min para B. 
 

 Assim sendo, a fração VcC indicando uma mistura de vernolida (8, m/z 363,1440 

[C19H22O7+H]+, calculado 363,1444), da dihidrovernolida (7, m/z 365,1616 [C19H24O7+H]+, 

calculado 365,1600), além de uma terceira LS identificada como tetrahidrovernolida (6, m/z 

367,1770 [C19H26O7+H]+, calculado 367,1757), bem como a fração VcJ sugerindo a mistura de 

hidroxivernolida (10, m/z 379,1388 [C19H22O8+H]+, calculado 379,1393) e 

hidroxidihidrovernolida (9, m/z 381,1565 [C19H24O8+H]+, calculado 381,1549), foram ambas 

submetidas à uma segunda etapa de fracionamento também por CPC. 

 Para tanto, foram definidos os valores de KD para os constituintes de interesse das 

subfrações VcC (compostos 6-8) e VcJ (compostos 9-10) em ambos os modos de eluição (ASC 

e DSC) frente à sistemas de solventes HEMWat testados, sendo apresentados nas Tabelas 11 e 

12, respectivamente para os testes com as subfrações VcC e VcJ. O sistema bifásico HEMWat 

N (n-hexano/AcOEt/metanol/água, 1/1/1/1, v/v/v/v) em modo de eluição ASC, mostrou ser o 

mais apropriado para a separação com compostos 6, 7 e 8 a partir da subfração VcC em função 

dos respectivos valores de KD de 1,43; 1,72 e 2,32. Por outro lado, para a separação com 

compostos 9 e 10 a partir da subfração VcJ, os respectivo valores de KD de 1,32 e 1,46 indicaram 

que o sistema mais adequado foi HEMWat J (n-hexano/AcOEt/metanol/água, 2/5/2/5, v/v/v/v), 

também em modo de eluição ASC. O Fluxograma 7 descreve os detalhes do fracionamento 

cromatográfico para subfrações VcC e VcJ.  
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Tabela 11 – Valores de coeficiente de partição (KD) obtidos para os compostos 6, 7 e 8 na subfração VcC de V. condensata frente aos sistemas 
HEMWat M, N, P, Q e R. 

Sistema bifásico de 
solventes 

Tetrahidrovernolida (6) Dihidrovernolida (7) Vernolida (8) 
Área do picoa Valor de KD

b Área do picoa Valor de KD
b Área do picoa Valor de KD

b 
FSup FInf ASC DSC FSup FInf ASC DSC FSup FInf ASC DSC 

HEMWat (5/6/5/6) M 353 344 0,97 1,03 1009 1000 0,99 1,01 485 620 1,28 0,78 
HEMWat (1/1/1/1) N 1663 2371 1,43 0,70 3336 5754 1,72 0,58 1836 4265 2,32 0,43 
HEMWat (6/5/6/5) P 184 863 4,68 0,21 578 2102 3,63 0,28 281 1309 4,67 0,21 
HEMWat (3/2/3/2) Q 62 877 14,1 0,07 302 2023 6,69 0,15 127 1365 10,7 0,09 
HEMWat (2/1/2/1) R 13 458 35,8 0,03 94 1373 14,6 0,07 32 458 26,5 0,04 

a, áreas do pico dos compostos 6, 7 e 8 obtidas a partir das análises de CLUE-EM da subfração VcC de V. condensata; b, valores de KD estabelecidos em 
modo ascendente (ASC) e descendente (DSC) dividindo-se a área do pico na fase estacionária pela área na fase móvel; HEMWat, combinação dos 
solventes n-hexano/AcOEt/metanol/água; FSup, fase superior; FInf, fase inferior. 

 

Tabela 12 – Valores de coeficiente de partição (KD) obtidos para os compostos 9 e 10 na subfração VcJ de V. condensata frente aos sistemas 
HEMWat G, H, J e K. 

Sistema bifásico de solventes 
Hidroxidihidrovernolida (9) Hidroxivernolida (10) 

Área do picoa Valor de KD
b Área do picoa Valor de KD

b 
FSup FInf ASC DSC FSup FInf ASC DSC 

HEMWat (1/4/1/4) G 1879 1431 0,76 1,31 3064 2754 0,90 1,11 
HEMWat (1/3/1/3) H 838 1041 1,24 0,81 1729 1727 1,00 1,00 
HEMWat (2/5/2/5) J 634 839 1,32 0,75 1223 1782 1,46 0,69 
HEMWat (1/2/1/2) K 523 1031 1,97 0,51 800 2016 2,52 0,40 

a, áreas do pico dos compostos 9 e 10 obtidas a partir das análises de CLUE-EM da subfração VcJ de V. condensata; 
b, valores de KD estabelecidos em modo ascendente (ASC) e descendente (DSC) dividindo-se a área do pico na fase 
estacionária pela área na fase móvel; HEMWat, combinação dos solventes n-hexano/AcOEt/metanol/água; 
FSup, fase superior; FInf, fase inferior. 

. 
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Fluxograma 7 – Fracionamento cromatográfico complementar da fração de AcOEt do extrato de lavagem foliar (ELF) de V. condensata. 

 
AcOEt, acetato de etila; ASC, modo de eluição ascendente; CPC, cromatografia de partição centrífuga (para condições cromatográficas detalhas do fracionamento vide item 
4.5.4). 

 161 
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 O fracionamento complementar por CPC da subfração VcC forneceu, em única etapa 

adicional, 15,7 mg da tetrahidrovernolida (6), 17,9 mg da dihidrovernolida (7) e 18,8 mg da 

vernolida (8). Da mesma maneira, a partir da subfração VcJ a separação por CPC permitiu a 

obtenção de 21,4 mg da hidroxidihidrovernolida (9) e 26,5 mg da hidroxivernolida (10). 

 

5.5 PREPARAÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS DERIVADOS SEMISSINTÉTICOS DE 

LACTONAS SESQUITERPÊNICAS 

 

 Uma vez obtida em grande quantidade a partir do fracionamento por CPC dos ELF de 

C. scorpioides e L. chamissonis, a LS glaucolídeo B (4) foi selecionada para ser utilizada como 

material de partida na produção de derivados semissintéticos de LS. 

 Assim como abordado previamente na seção de Revisão de literatura (vide item 2.3.1), 

os glaucolídeos parecem estar relacionados à formação de outros subtipos de LS (tais como 

hirsutinolídeos e cadinanolídeos) em função de uma conversão estrutural desencadeada a partir 

das condições do processo de extração e/ou purificação de extratos brutos, envolvendo 

usualmente adsorventes sólidos com caráter ácido (como sílica gel, terra bentonita) e solventes 

próticos (i.e. metanol, etanol) (BARDÓN et al., 1993; JIMENEZ et al., 1995; BAZON et al., 

1997; BORKOSKY et al., 1997). No entanto, essa hipótese é questionada por alguns autores 

que sugerem que estes subtipos de LS, tidos como artefato, são, de fato metabólitos secundários 

produzidos pelo vegetal, uma vez que estão presentes em extratos brutos que não foram 

expostos às condições supracitadas (PILLAY et al., 2007; APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 

2012). 

 Diante dessa inconsistência de informações e com o intuito de melhor compreender as 

possibilidades de modificação estrutural do glaucolídeo B (4), submeteu-se o ELF de L. 

chamissonis (rico em glaucolídeo B, 4) à um teste reacional em presença de sílica gel e solvente 

prótico (vide item 4.6.1), mimetizando o processo usual de purificação de LS (MARTÍNEZ-

VÁZQUEZ et al., 1992). 

 A Figura 31A,B mostra que em comparação com o extrato bruto de partida, o perfil 

cromatográfico por CLUE-EM do ELF de L. chamissonis praticamente não foi alterado após a 

exposição à sílica e etanol em temperatura ambiente à 25 ºC, durante 24 h. A busca por LS em 

ambas as amostras revelou que, como esperado, o pico mais intenso (XVII, tR: 3,28 min) 

corresponde ao glaucolídeo B (4, m/z 439,1631 [C21H26O10+H]+, calculado para 439,1604) 

(Tabela 13), cuja determinação se deu em função da comparação do tR após coinjeção do 

composto isolado e com seu perfil ESI-EM e EM/EM previamente estabelecido (vide item 
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5.3.1). Além deste, o pico XIX (tR: 3,80 min, m/z 425,1816 [C21H28O9+H]+, calculado para 

425,1812) também sugere um derivado de LS do tipo glaucolídeo (uma vez que seu perfil MS 

mostra um pico base [M+H]+). O espectro de EM/EM do pico XIX mostra fragmentos em m/z 

365,1599 e m/z 305,1388, formados pelas perdas de AcOH (60 Da) e dois AcOH (120 Da), 

respectivamente. Adicionalmente, a perda de dois AcOH (120 Da) seguida de ceteno (42 Da) 

gerou o íon m/z 263,1281, a partir do qual foram formados os fragmentos m/z 245,1175; 

227,1069; 217,1225; 199,1119 e m/z 171,1170, respectivamente pelas perdas de H2O (18 Da), 

duas H2O (36 Da), H2O mais CO (46 Da), duas H2O mais CO (64 Da), e duas H2O mais dois 

CO (92 Da) (Tabela 13). O perfil de fragmentação similar ao apresentado pelas LS já 

investigadas neste estudo (vide item 5.3.1), juntamente com os dados quimiotaxonômicos da 

tribo Vernonieae, permitiu caracterizar o pico XIX como sendo o composto confertolídeo, já 

obtido a partir da espécie Vernonia conferta Benth. (TOUBIANA; TOUBIANA; DAS, 1972). 

 

Figura 31 – Análise comparativa por CLUE-EM do extrato bruto de lavagem foliar de L. 
chamissonis sob condições reacionais mimetizando o processo usual de isolamento de LS. 

 
Cromatogramas de pico base obtidos por CLUE-EM (em modo positivo de ionização – condições 
cromatográficas vide item 4.5.2.1.1) comparando o ELF de L. chamissonis de partida (A) com o mesmo 
extrato em presença de sílica gel 60 e etanol, em temperatura ambiente à 25 ºC (B) e sob aquecimento à 35 
ºC (C). 
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Tabela 13 – Compostos identificados na análise comparativa por CLUE-EM (ESI positivo) do extrato de lavagem foliar de L. chamissonis sob 
condições reacionais mimetizando o processo usual de isolamento de LS. 

Nº do 
pico Proposta de identificação 

Tempo de 
retenção 
(min) 

Fórmula 
molecular 

m/z experimental 
(abundância relativa, %) 

Erro 
(ppm) 

Fragmentos EM/EM  
(m/z) 

Íons m/z relevantes 
observados no espectro EM 
(abundância relativa, %) 

Condições 
reacionais com 
detecção do pico 

XV Diacetilpiptocarfol (3) 
(hirsutinolídeo) 

2,55 C19H24O9 419,1313 (29) [M+Na]+ a -1,2 359,1099; 277,1077; 
259,0984; 241,0859; 
231,1019; 217,0874; 
213,0920; 199,0763; 
189,0912; 185,0966; 
173,0610; 171,0796 

379,1395 (pb) [M+H-H2O]+ SE35 

XVI 8-acetil-13-
etoxipiptocarfol 
(hirsutinolídeo) 

2,73 C19H26O8 405,1539 (19) [M+Na]+ a 3,5 259,0985; 241,0868; 
231,1024; 217,0869; 
213,0924; 199,0751; 
189,0925; 185,0973; 
173,0607; 161,0604 

365,1595 (pb) [M+H-H2O]+ SE35 

XVII Glaucolídeo B (4) 3,28 C21H26O10 439,1631 (pb) [M+H]+ 6,1 - - EP, SE25, SE35 
XVIII 1,4-epoxi-1-etoxi-8,13-

diacetoxi-10-hidroxi-
germacra-5(11)-dien-
6(12)-olídeo 
(hirsutinolídeo) 

3,58 C21H28O9 447,1614  (5) [M+Na]+ a -3,8 387,1417; 345,1323; 
301,1063; 259,0951; 
241,0854; 231,1014; 
217,0865; 213,0921; 
199,0762; 189,0932; 
185,0965; 173,0602; 
171,0815 

407,1692 (pb) [M+H-H2O]+ SE35 

XIX Confertolídeo 
(glaucolídeo) 

3,80 C21H28O9 425,1816 (pb) [M+H]+ 0,9 365,1599; 305,1388; 
263,1281; 245,1175; 
235,1330; 227,1069; 
217,1225; 203,1070; 
199,1119; 189,1276; 
187,0757; 171,1170;  

- EP, SE25, SE35 

a, O aduto de Na+ foi selecionado para a fragmentação EM/EM uma vez que o respectivo aduto de H+ apresentou uma intensidade muito baixa; pb, pico base (abundância 
relativa de 100%); Condições reacionais: EP, ELF de L. chamissonis de partida; SE25, ELF de L. chamissonis em presença de sílica e etanol à 25 °C por 24 h; SE35, ELF de 
L. chamissonis em presença de sílica e etanol à 35 °C por 24 h. 
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 Por outro lado, a exposição à sílica e etanol sob refluxo à 35 ºC, durante 24 h, promoveu 

uma mudança mais perceptível no perfil cromatográfico por CLUE-EM do ELF de L. 

chamissonis quando comparado ao extrato bruto de partida (Figura 31A,C). A investigação de 

possíveis derivados de LS no cromatograma do ELF de L. chamissonis sujeito condição mais 

extremas de temperatura se deu a partir da busca de íons diagnósticos já propostos (vide item 

5.3.1) para os subtipos glaucolídeo e hirsutinolídeo, e indicou a presença de três picos 

sugestivos de LS. O pico XV (tR: 2,55 min, m/z 419,1313 [C19H24O9+Na]+, calculado para 

419,1318) apresentou um perfil EM correspondente com o núcleo hirsutinolídeo. A 

coincidência no perfil ESI-EM e EM/EM (Tabela 13) com as LS já estudadas (vide item 5.3.1) 

e no tR após coinjeção do composto isolado permitiu caracterizar o pico XV como sendo o 

composto diacetilpiptocarfol (3). Este composto, que foi previamente isolado do macerado 

etanólico de caules e flores de L. chamissonis (vide item 4.2.2.1.1), também já foi reportado 

para outras espécie da tribo Vernonieae em condições similares de extração/purificação 

(CATALÁN et al., 1986; BUSKUHL et al., 2010; GIRARDI et al., 2015). 

 Da mesma forma, o pico XVIII (tR: 3,58 min, m/z 447,1614 [C21H28O9+Na]+, calculado 

para 447,1631), indica se tratar de uma LS com esqueleto hirsutinolídeo, cujo espectro de EM 

apresenta o pico base m/z 407,1692 correspondendo ao aduto protonado com perda de água na 

fonte [M+H-H2O]+ (Tabela 13). O espectro EM/EM do precursor m/z 447 apresentou os 

fragmentos m/z 387,1417; 345,1323 e m/z 301,1063, formados pela perda de AcOH (60 Da), 

AcOH mais ceteno (102 Da), e etanol mais H2O mais acetato de sódio (146 Da), 

respectivamente. Além desses, os fragmentos propostos como diagnósticos de hirsutinolídeos 

também foram detectados em m/z 259,0951; 241,0854 e m/z 231,1014, bem como os demais 

íons produtos em m/z 217,0865; 213,0921; 199,0762; 189,0932; 185,0965; 173,0602 e m/z 

171.0815, oriundos do mecanismos de fragmentação de hirsutinolídeos já previamente 

abordados (vide item 4.2.2.1.1). A partir da quimiotaxonomia da tribo Vernonieae (sendo 

isolado da espécie Chrysolaena verbascifolia) e pela concordância dos dados de EM e EM/EM 

(Tabela 13) com o reportado na literatura (BARDÓN et al., 1993), o pico XVIII foi 

caracterizado como sendo 1,4-epoxi-1-etoxi-8,13-diacetoxi-10-hidroxi-germacra-5(11)-dien-

6(12)-olídeo. Assim com o pico XVIII, o pico XVI (tR: 2,73 min), com íon precursor m/z 

405,1539 [C19H26O8+Na]+ (calculado para 405,1525), também apresentou um perfil EM 

sugestivo do subtipo de LS hirsutinolídeo com pico base em m/z 365,1595 [M+H-H2O]+. Seu 

espectro de massas em tandem indicou a formação de íons fragmentos similares aos observados 

para os hirsutinolídeos já investigados (vide item 4.2.2.1.1), incluindo os íons propostos como 

diagnósticos para este esqueleto. Considerando o perfil ESI-EM e EM/EM (Tabela 13) em 
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acordo com o descrito na literatura (GIRARDI et al., 2016) e a quimiotaxonomia da tribo, já 

tendo sido isolado da espécie Cyrtocymura scorpioides (BUSKUHL et al., 2010), o pico XVI 

foi caracterizado como 8-acetil-13-etoxipiptocarfol.  

 A formação do composto XV, correspondendo ao hirsutinolídeo diacetilpiptocarfol (3), 

bem como de seus derivados etoxilados em C-13 e C-1 (XVI e XVIII, respectivamente) – estes 

muito provavelmente formados como artefatos reacionais de XV, parece estar relacionada à 

conversão a partir do componente majoritário do ELF de L. chamissonis, o glaucolídeo B (4). 

Essa proposta é fundamenta no fato de que a obtenção de hirsutinolídeos, incluído aqueles com 

substituintes etoxi, já foi demostrado anteriormente por Martínez-Vázquez e colaboradores 

(1992) em reações a partir de esqueleto glaucolídeo em presença de sílica gel e etanol. 

 A partir desses dados observados no teste de exposição do ELF de L. chamissonis às 

condições envolvendo sílica e solvente prótico, foi possível identificar que de fato há, nas 

condições ensaiadas, um potencial de conversão do esqueleto glaucolídeo em outros subtipos 

de LS. Apesar disso, essa transformação não se mostrou evidente e instantânea, tendo em vistas 

as baixas intensidades no cromatograma para os picos correspondentes a estes possíveis 

artefatos (XV, XVI e XVIII) de conversão estrutural. 

 Esses achados sugeriram a hipótese de que o meio ao qual o esqueleto glaucolídeo está 

exposto, seja em virtude do tipo de solvente utilizado na extração/purificação, do suporte 

empregado no fracionamento cromatográfico e até mesmo da influência da complexidade de 

compostos presentes na amostra, podem desencadear a transformação do esqueleto carbocíclico 

por diferentes formas/vias. 

 Nesse sentido, com o intuito de se avaliar a sensibilidade das LS ao meio ácido-básico 

e influência dessas condições reacionais perante a conversão do esqueleto de LS, a estratégia 

baseada na utilização de catalisadores com propriedades ácido-base variadas em reações de 

ciclização transanular a partir do glaucolídeo B (4) possibilitou a produção de diferentes núcleos 

carbocíclicos de LS. A escolha por agentes catalíticos com diferentes características ácido-base 

se deu em função dos variados valores de pKa dos solventes e suportes cromatográficos 

utilizados no isolamento dessa classe de compostos (que além da sílica gel e bentonita com 

propriedades ácidas, também são utilizados florisil e alumina que apresentam características 

básicas). Em paralelo, a produção de análogos de alguns dos derivados produzidos desse 

processo de conversão das LS foi também desenvolvida com sucesso, sendo obtidos compostos 

com modificados substituintes estruturais. O Esquema 23 apresenta de forma resumida as 

condições reacionais exploradas nesse estudo para a produção dos derivados semissintéticos 

11-24 de LS (para maiores detalhes das condições reacionais vide item 4.6.3). 
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Esquema 23 – Esquema reacional geral de produção dos derivados semissintéticos (11-24) de 
lactonas sesquiterpênicas. 

 
Condições reacionais: (a) (i) DMAP, MeOH, refluxo a 60 °C, 3 h ou (ii) DMAP, DCM, rt, 0,5 h; (b) 
BiCl3, Ac2O, DCM, Ar, rt, 2 h; (c) (i) BiCl3, DCM, Ar, rt, 3 h ou (ii) TFA-H2O, DCM, -2 ºC-rt, 24 h; 
(d) K2CO3 (aq.), THF, refluxo a 45 °C, 2 h; (e) BiCl3, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h; (f) PCC/SiO2 (1:1), 
DCM, Ar, rt, 48 h; (g) SOCl2, piridina, Ar, DCM, -10 °C (0,5 h) seguido por refluxo a 60 °C (3,5 h); (h) 
1)DMAP, Et3N, Ac2O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado (16, 17 ou 18), DCM, rt, 0,5 h. 
 

 A estratégia de ciclização transanular vem se mostrando uma ferramenta interessante 

para síntese de produtos naturais (CLARKE; REEDER; WINN, 2009; YANG; XUE, 2013; 

MENG; FÜRSTNER, 2019). 

 Da mesma forma, essa abordagem também tem sido empregada na produção de 

derivados semissintéticos de LS (DE MIERI et al., 2015; DE MIERI et al., 2017b; ÁLVAREZ-

CALERO et al., 2018).  

 Os detalhes do fracionamento e purificação dos derivados semissintéticos (11-24) 

produzidos estão descritos no Fluxograma 8.  
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Fluxograma 8 – Fracionamento cromatográfico para a purificação dos derivados semissintéticos (11-24) de lactonas sesquiterpênicas. 

 
Condições reacionais: (a) (i) DMAP, MeOH, refluxo a 60 °C, 3 h ou (ii) DMAP, DCM, rt, 0,5 h; (b) BiCl3, Ac2O, DCM, Ar, rt, 2 h; (c) (i) BiCl3, DCM, Ar, rt, 3 h ou (ii) TFA-H2O, DCM, 
-2 ºC-rt, 24 h; (d) K2CO3 (aq.), THF, refluxo a 45 °C, 2 h; (e) BiCl3, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h; (f) PCC/SiO2 (1:1), DCM, Ar, rt, 48 h; (g) SOCl2, piridina, Ar, DCM, -10 °C (0,5 h) seguido 
por refluxo a 60 °C (3,5 h); (h) 1)DMAP, Et3N, Ac2O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado (16, 17 ou 18), DCM, rt, 0,5 h; CC, cromatografia em coluna clássica; CCDP, cromatografia em 
camada delgada preparativa; SPE, extração em fase sólida



169 

 Os derivados (11-24) obtidos e caracterizados foram encaminhados para a avaliação 

do seu potencial biológico (em parceria). 

 

5.6 CARACTERIZAÇÃO E ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL DAS LACTONAS 

SESQUITERPÊNICAS ISOLADAS E DOS DERIVADOS SEMISSINTÉTICOS 

 

 A análise de RMN 1H em temperatura ambiente para algumas das LS investigadas 

evidenciou a presença de sinais alargados e com multiplicidade pouco definida, dificultando 

sua interpretação. Isso se deve provavelmente devido à entalpia que a temperatura ambiente 

confere a este compostos, proporcionando, em virtude da flexibilidade das estruturas (anéis 

carbocíclicos de muitos membros), a presença de vários confôrmeros do mesmo composto em 

equilíbrio (BARDÓN et al., 1990), afetando a resolução dos seus sinais no espectro.  

 Esse comportamento, já observado para diferentes LS do mesmo tipo sujeitas à mesma 

condição analítica (COSTA et al., 2000; BUSKUHL et al., 2010), foi contornado 

desenvolvendo-se as análises de RMN em temperatura reduzida, a 263 K (-10,1 ºC), 273 K (-

0,1 ºC) ou a 283 K (9,8 ºC). 

 

5.6.1 Lactonas sesquiterpênicas isoladas a partir de espécies selecionadas de Vernonieae: 

compostos 1-10 

 

5.6.1.1 Composto (1): piptocarfina A  

 

Figura 32 – Estrutura molecular da piptocarfina A (1) de Vernonanthura tweedieana. 

 
Fonte: adaptado de Cowall et al. (1981), Liao et al. (2012) e Igual et al. (2013). 

 

 Os dados espectroscópicos de RMN 1H e RMN 13C (obtidos das projeções dos 

experimentos bidimensionais) observados para o composto 1 foram comparados com dados da 

literatura, cujas informações estão apresentadas na Tabela 14. 
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Tabela 14 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para a piptocarfina A (1) de Vernonanthura tweedieana 
e dados comparativos da literatura. 

Posição (1) (COWALL et al., 1981) 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 108,5 - 108,5 
2a 1,96 ddd (12,4; 12,2; 6,6) 31,8 2,44 dt (12,5; 7,1) 32,0 2b 1,86 ddd (13,0; 12,2; 7,1) 1,8-2,2 m 
3a 2,44 ddd (13,0; 12,7; 6,6) 38,0 1,8-2,2 m 37,4 3b 2,12 ddd (12,7; 12,4; 7,1) 1,8-2,2 m 
4 - 82,3 - 82,1 
5 5,91 sl 126,9 5,91 s 126,5 
6 - 144,1 - 149,5 
7 - 149,2 - 143,9 
8 6,60 d (10,8) 66,1 6,54 dl (10,6) 66,1 
9a 2,64 dd (16,1; 10,8) 37,2 2,63 dd (10,6; 9,8) 37,9 9b 2,06 d (16,1) 1,8-2,2 m 
10 - 78,0 - 77,9 
11 - 131,2 - 130,9 
12 - 167,2 - 166,8 
13a 5,34 d (12,8) 55,7 5,30 d (12,9) 55,5 13b 4,90 d (12,8) 4,89 d (12,9) 
14 1,24 s 25,4 1,24 s 25,2 
15 1,57 s 29,2 1,57 s 29,1 
OH-1 4,15 s - 4,14 sl - 
OH-10 3,89 s - 3,82 sl - 
1’ - 165,8 - 165,7 
2’ - 136,8 - 135,6 
3’a 6,30 sl 127,4 6,28 dq (1,25; 0,8) 127,2 3’b 5,71 sl 5,68 dq (1,5; 1,25) 
4’ 1,95 s 18,0 1,94 dd (1,5; 0,8) 17,9 
1’’ - 170,7 - 170,3 
2’’ 2,09 s 20,8 2,07 s 20,6 

 (400 MHz 1H, 100 MHz 13C, 
CDCl3, 283 K) 

(360 MHz 1H, 90 MHz 13C, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

 

 As análises de RMN 1H e bidimensionais para o composto 1 foram desenvolvidas em 

temperatura reduzida, a 283 K (9,8 ºC) – experimentos de RMN 1H a 263 K (-10,1 ºC) também 

realizados para favorecer a interpretação da multiplicidade de alguns sinais. 

 A partir dos dados espectrais de RMN 1H (Figura 33) e dos mapas de correlações de 

HSQC (Figura 34) e HMBC (Figura 35) foi possível identificar a presença do grupo 

metacriloiloxi por meio das correlações dos hidrogênios olefínicos na forma de multipleto (m) 

ressonando em δ 5,71 (1H, H-3'b) e δ 6,30 (1H, H-3'a) (C-3' em 127,4 ppm) e dos hidrogênios 

da metila (CH3) em δ 1,95 (3H, H-4') na forma de simpleto (s) com a carbonila em δ 165,8 (C-

1') e com o segundo carbono olefínico em δ 136,8 (C-2') (LIAO et al., 2012). A correlação entre 

o hidrogênio oximetínico δ 6,60 (1H, H-8) na forma de dupleto (d) com a carbonila em δ 165,8 

do metacriloiloxi confirmou a posição desse substituinte em C-8 (δ 66,8).  
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Figura 33 – Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3, 283 K) para a piptocarfina A (1) de Vernonanthura tweedieana. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 34 – Mapa de correlação HSQC (400 MHz 1H e 100 MHz 13C, CDCl3, 283 K) para a piptocarfina A 
(1) de Vernonanthura tweedieana.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 35 – Mapa de correlação HMBC (400 MHz 1H e 100 MHz 13C, CDCl3, 283 K) para a piptocarfina A 
(1) de Vernonanthura tweedieana. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 A correlação entre hidrogênio diastereotópicos na forma de dupleto (d) em δ 4,90 (1H; 

J=12,8 Hz; H-13b) e δ 5,34 (1H; J=12,8 Hz; H-13a) com a carbonila em 167,2 ppm (C-12) e 

com os carbonos olefínicos α-carbono em δ 131,2 (C-11), β-carbono em δ 149,2 (C-7) e o γ-

carbono em δ 144,1 (C-6) indicaram a existência de um anel γ-lactônico com uma α,β-

insaturação endocíclica, característico para as LS da tribo Vernonieae (BORKOSKY et al., 

2009; GALLON et al., 2018). O simpleto largo (sl) em δ 5,91 (1H, H-5), com carbono sp2 δ 

144,1 (C-5) mostrou uma olefina conjugada à lactona, confirmado pela correlação deste H com 

o β-carbono do anel. Os hidrogênios do simpleto em δ 2,09, apresentando correlação com a 

carbonila em δ 170,7 (C-1"), indicou a presença de um substituinte acetoxi ligado ao carbono 

na posição alílica em C-13 (δ 55,7) devido à correlação dos hidrogênios do metileno em C-13 

(δ 4,90 d e δ 5,34 d) com a carbonila em C-1" (δ 170,7). 

 Além deste, foram identificados outros três grupos metilenos nas posições C-2 (δ 31,8), 

C-3 (δ 38,0) e C-9 (δ 37,2), com hidrogênios ressonando em δ 1,86 ddd (1H, J=10,3; 12,2; 7,1, 

H-2a) e δ 1,96 ddd (1H, J=12,4; 12,2; 6,6, H-2b), em δ 2,12 ddd (1H, J=12,7; 12,4; 7,1, H-3b) 

e δ 2,44 ddd (1H, J=13,0; 12,7; 6,6, H-3a), e em δ 2,06 d (1H, J=16,1, H-9b) e δ 2,64 dd (1H, 

J=16,1; 10,8, H-9a), respectivamente. 

 Foi possível observar também a correlação entre os hidrogênios de metilas em δ 1,24 s 

(3H, H-14) e δ 1,57 s (3H, H-15) respectivamente com carbonos oxigenados em δ 78,0 (C-10) 

e δ 108,5 (C-1), e carbono em δ 82,3 (C-4), cujos valores de descolamento químico sugeriram 

carbonos oxigenados. Além disso, o carbono em 108,5 ppm indicou a presença de uma função 

hemiacetal em C-1, que juntamente com o carbono δ 82,3 (C-4) e os carbonos metilênicos em 

δ 31,8 (C-2) e δ 38,0 (C-3), sugeriram um anel tetrahidrofurano em C-1/C-4. Estes achados 

corroboraram com um núcleo de LS do tipo hirsutinolídeo (JAKUPOVIC et al., 1986b). 

 A partir da análise de HMBC do composto 1 também foi possível corrigir as atribuições 

para os carbonos C-6 e C-7 realizadas de forma inversa por Cowall e colaboradores (1981), 

assim como as atribuições dos carbonos C-3 e C-9, também designados de maneira inversa 

apesar da indicação dessa possibilidades pelos mesmos autores. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou se tratar da piptocarfina A (1) (Figura 32), assim 

como abordado previamente na etapa de caracterização das LS do tipo hirsutinolídeo em 

presença de fase móvel aquosa acidificada, observou-se a presença do pico base na forma de 

aduto protonado com perda de água na fonte m/z 405,1547 [C21H26O9+H-H2O]+ (calculado 

405,1549), além do íon molecular na forma de aduto com sódio m/z 445,1470 [C21H26O9+Na]+ 

(calculado 445,1475) no espectro de EM full scan (Figura 36). Estes dados que estão em acordo 

ao descrito na literatura para a piptocarfina A (GIRARDI et al., 2016). 
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Figura 36 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a piptocarfina A (1) de 
Vernonanthura tweedieana. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 Sendo assim, a partir destes dados foi possível determinar que o composto 1 

correspondeu à LS do tipo hirsutinolídeo, piptocarfina A (Figura 32), cuja fórmula molecular é 

C21H26O9 (BOHLMANN; BRINDÖPKE; RASTOGI, 1978; COWALL et al., 1981; 

CATALÁN et al., 1986; ABDEL-SATTAR; MOSSA; EL-ASKARY, 2000; LIAO et al., 2012). 

 Martucci e colaboradores (2014), na investigação metabolômica de dez espécies do 

gênero Vernonanthura, identificaram a piptocarfina A nas espécies V. brasiliana e V. 

phosphorica. A piptocarfina A foi também isolada a partir de V. squamulosa, V. phosphorica e 

V. chamaedrys (CATALÁN et al., 1986; CATALÁN et al., 1988; KOTOWICZ et al., 1998; 

IGUAL et al., 2013), corroborando com a proposta de isolamento para a espécie V. tweedieana. 

 

5.6.1.2 Composto (2): glaucolídeo A 

 

Figura 37 – Estrutura molecular do glaucolídeo A (2) de Vernonanthura tweedieana. 
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Fonte: adaptado de Padolina et al. (1974) e Bohlmann e Czerson (1978). 
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 Os dados observados de RMN 1H e RMN 13C para o glaucolídeo A (2), juntamente com 

os dados comparativos da literatura, estão apresentados na Tabela 15. 

 

Tabela 15 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o glaucolídeo A (2) de Vernonanthura 
tweedieana e dados comparativos da literatura. 

Posição (2) (BARDÓN et al., 1990) 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 206,7 - 207,7 
2a 2,96 ddd (17,3; 12,7; 4,8) 32,6 2,93 ddd (17,0; 11,5; 5,0) 33,3 2b 2,25-2,36 m 2,50 m 
3a 2,63 ddd (14,0; 13,5; 4,8) 31,4 2,50 m 32,5 3b 1,61-1,72 m 1,70 ~ 
4 - 61,5 - 61,0 
5 2,84 d (9,5) 58,5 2,74 d (9,5) 59,5 
6 4,95 d (9,5) 80,7 4,89 d (9,5) 81,1 
7 - 163,6 - 162,8 
8 4,76 d (8,3) 64,3 4,93 d (7,5) 64,5 
9a 2,84 dd (16,2; 8,3) 40,0 2,82 dd (15,5; 7,5) 41,9 9b 2,28 d (16,2) 2,41 dl (15,5) 
10 - 84,4 - 84,5 
11 - 124,6 - 126,0 
12 - 169,5 - 169,4 
13a 4,81 sl 54,9 4,90 dd (13,1) 55,3 13b 4,81 sl 4,83 dd (13,1) 
14 1,55 s 18,7 1,67 s 19,1 
15 1,68 s 22,5 1,61 s 19,1 
1’ - 166,2 - 166,3 
2’ - 134,4 - 135,2 
3’a 6,16-6,18 m 128,0 6,16 tl (1,0) 127,2 3’b 5,74-5,76 m 5,69 tl (1,0) 
4’ 1,94 sl 18,1 1,96 q (1,0) 17,8 
1’’ - 170,4 - 170,6 
2’’ 2,07 s 20,8 2,07 s 20,8 
1’’’ - 169,8 - 169,9 
2’’’ 2,11 s 21,0 2,06 s 20,5 

 (400 MHz 1H, 100 MHz 13C,  
CDCl3, 263 K) 

(270 MHz 1H, 67 MHz 13C,  
CDCl3, 330 K) 

 

 As análises de RMN 1H e bidimensionais para o composto 2 também foram 

desenvolvidas em temperatura reduzida, a 263 K (-10,1 ºC). 

 A partir dos dados espectrais de RMN 1H (Figura 38) e dos mapas de correlações de 

HSQC (Figura 39) e HMBC (Figura 40) para o composto 2, foi possível observar a presença 

sinais semelhantes à LS piptocarfina A (1) (para maiores detalhes vide item 5.6.1.1), sugerindo 

a presença de um substituinte metacriloiloxi em C-8 e um anel butirolactona em C-6/C-7 

contendo um grupo acetoxi conjugado na posição alílica C-13. 
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Figura 38 – Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3, 263 K) para o glaucolídeo A (2) de Vernonanthura tweedieana. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 39 – Mapa de correlação HSQC (400 MHz 1H e 100 MHz 13C, CDCl3, 263 K) para o glaucolídeo 
A (2) de Vernonanthura tweedieana.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 40 – Mapa de correlação HMBC (400 MHz 1H e 100 MHz 13C, CDCl3, 263 K) para o glaucolídeo 
A (2) de Vernonanthura tweedieana. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 Entretanto, diferentemente ao observado para o composto 1, o composto 2 apresentou 

sinais de hidrogênio dupleto em δ 2,84 (1H, J=9,5, H-5) e δ 4,95 (1H, J=9,5, H-6), cujo valor 

de constante de acoplamento (J) entre estes sugeriu se tratarem de metinos vicinais. A 

correlação entre o hidrogênio oximetínico δ 4,95 d em C-6 (δ 80,7) com os carbonos oxigenados 

ressonando em δ 58,5 (C-5) e δ 61,5 (C-4) indicou a presença de um anel epóxido em C-4/C-5.  

 Além desta, a principal diferença em relação ao composto 1 se dá pela presença de um 

sinal de carbono carbonílico na posição C-1 ressonando em 206,7 ppm, sugerindo uma cetona 

cíclica, confirmado pela correlação a partir dos hidrogênios do CH3 em δ 1,55 (3H, H-14) do 

metileno em C-2 (δ 2,31 e δ 2,96). Ainda, observou-se a existência de um segundo substituinte 

acetoxi em C-10 (δ 84,4) formado pelo hidrogênio simpleto em δ 2,11 (3H, H-2”’) com carbono 

em δ 169,8 (C-1”’). Esses achados corroboraram com um núcleo glaucolídeo para o composto 

2 (JAKUPOVIC et al., 1986b; KOTOWICZ et al., 1998). 

 A análise de ESI-Q-Tof EM confirmou se tratar do glaucolídeo A (2), como abordado 

na etapa de caracterização das LS do tipo glaucolídeo em presença de fase móvel aquosa 

acidificada, observou-se no espectro de EM full scan (Figura 41) a presença do íon molecular 

adutado com hidrogênio m/z 465,1761 [C23H28O10+H]+ (calculado 465,1761), conforme 

descrito na literatura para o glaucolídeo A (GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018). 

 

Figura 41 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o glaucolídeo A (2) de 
Vernonanthura tweedieana. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O composto 2 correspondeu à LS do tipo glaucolídeo, glaucolídeo A (Figura 37), com 

fórmula molecular C23H28O10 (CARTAGENA et al., 2007). Incidente no gênero Vernonia 

(ABDEL-BASET et al., 1971; PADOLINA et al., 1974; MABRY et al., 1975b; JAKUPOVIC 
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et al., 1986b), o glaucolídeo A já foi identificado em espécies de Vernonanthura como em V. 

pinguis, V. chamaedrys, V. phosphorica, V. squamulosa (CATALÁN et al., 1986; CATALÁN 

et al., 1988; BORKOSKY et al., 1997; KOTOWICZ et al., 1998; IGUAL et al., 2013). 

 

5.6.1.3 Composto (3): diacetilpiptocarfol 

 

Figura 42 – Estrutura molecular do diacetilpiptocarfol (3) de Lepidaploa chamissonis. 

 
Fonte: adaptado de Borkosky e colaboradores (2003). 

 

Tabela 16 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o diacetilpiptocarfol (3) de Lepidaploa chamissonis 
e dados comparativos da literatura. 

Posição (3) (GIRARDI et al., 2015) 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 108,3 - 108,5 
2a 1,95 dd (12,3; 6,6) 31,7 1,97 m 31,9 2b 1,83 ddd (12,9; 12,3; 7,3) 1,84 m 
3a 2,43 ddd (12,9; 12,4; 6,6) 37,8 2,42 m 38,1 3b 2,09-2,16 m 2,10 m 
4 - 81,9 - 82,2 
5 5,93 s 127,4 5,94 sl 127,2 
6 - 143,7 - 144,2 
7 - 149,7 - 160,8 
8 6,50 d (11,0) 66,4 6,44 sl 66,4 
9a 2,62 dd (16,2; 11,0) 37,2 2,57 dd (15,6; 8,5) 37,6 9b 2,01 d (16,2) 2,10 m 
10 - 78,1 - 78,1 
11 - 130,9 - 129,3 
12 - 167,0 - 167,5 
13a 5,30 d (13,0) 55,7 5,20 dl 55,7 13b 4,87 d (13,0) 4,96 dl 
14 1,24 s 25,4 1,26 sl 25,2 
15 1,58 s 29,0 1,59 s 29,2 
OH-1 4,09 sl - 4,09 sl - 
OH-10 3,95 sl - 3,84 sl - 
1’ - 170,7 - 170,5 
2’ 2,10 s 20,9 2,07 s 20,8 
1’’ - 169,4 - 169,4 
2’’ 2,14 s 21,2 2,11 s 21,0 

 (600 MHz 1H, 150 MHz 13C, 
CDCl3, 263 K) 

(300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 298 K) 
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 Os dados de RMN 1H e RMN 13C (obtidos das projeções dos experimentos 

bidimensionais) observados para o composto 3 foram comparados com dados da literatura 

conforme apresentado na Tabela 16. 

 As análises de RMN 1H e bidimensionais para o composto 3 também foram 

desenvolvidas em temperatura reduzida, a 263 K (-10,1 ºC).  

 A partir da análise dos dados do espectro de RMN 1H (Figura 43) e dos mapas de 

correlações HSQC (Figura 44) e HMBC (Figura 45) para o composto 3, foi possível identificar 

um conjunto de sinais muito similares aos observados para a LS do tipo hirsutinolídeo, 

piptocarfina A (1) (para maiores detalhes vide item 5.6.1.1).  

 Além do anel γ-lactona em C-6/C-7 contendo o substituinte acetoxi na posição C-13, 

observou-se a insaturação em C-5/C-6 pela presença dos sinais do hidrogênio olefínico 

ressonando em δ 5,95 sl (1H, H-5) e o anel tetrahidrofurano em C-1/C-4 formado pelos 

carbonos oxigenados δ 82,2 (C-4) e δ 108,7 (C-1). 

 A única diferença fundamental do composto 3 em relação ao 1 se deu pela presença de 

um segundo grupamento acetoxi na posição C-8 (δ 66,5) para 3 em vez de um grupo 

metacriloiloxi em 1, sendo evidenciado pelos sinais de hidrogênio simpleto em δ 2,11 (3H, H-

2') e do carbono carbonílico ressonando em δ 170,4 (C-1'). A confirmação da posição deste 

substituinte foi definida pela correlação entre o hidrogênio oximetínico em δ 6,51 d (1H, 

J=11,0, H-8) em C-8 com a carbonila em C-1' do acetoxi. Esses dados condisseram novamente 

com o esqueleto hirsutinolídeo (KOTOWICZ et al., 1998). 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou se tratar do diacetilpiptocarfol (3), assim como 

abordado previamente na etapa de caracterização das LS do tipo hirsutinolídeo em presença de 

fase móvel aquosa acidificada, observando-se a presença do pico base na forma de aduto 

protonado com perda de água na fonte m/z 379,1387 [C19H24O9+H-H2O]+ (calculado 379,1393), 

além íon molecular na forma de aduto com sódio m/z 419,1316 [C19H24O9+Na]+ (calculado 

419,1318) no espectro de EM full scan (Figura 46), conforme reportado na literatura para o 

diacetilpiptocarfol (GIRARDI et al., 2016). 

 Esses achados permitiram determinar que o composto 3 correspondeu à LS 

hirsutinolídeo, diacetilpiptocarfol (Figura 42), cuja fórmula molecular é C19H24O9. Do ponto de 

vista quimiotaxonômico, o diacetilpiptocarfol já foi reportado previamente em outras espécies 

do gênero Lepidaploa (VALDÉS et al., 1998; BORKOSKY et al., 2003; MARTUCCI et al., 

2014), corroborando para a sua identificação a partir da espécie L. chamissonis. 
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Figura 43 – Espectro de RMN 1H (600 MHz, CDCl3, 263 K) para o diacetilpiptocarfol (3) de Lepidaploa chamissonis. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 44 – Mapa de correlação HSQC (600 MHz 1H e 150 MHz 13C, CDCl3, 263 K) para o 
diacetilpiptocarfol (3) de Lepidaploa chamissonis.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 45 – Mapa de correlação HMBC (600 MHz 1H e 150 MHz 13C, CDCl3, 263 K) para o 
diacetilpiptocarfol (3) de Lepidaploa chamissonis. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 

ppm

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

120

100

80

60

40

20

0

ppm

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0



183 

Figura 46 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o diacetilpiptocarfol (3) de 
Lepidaploa chamissonis. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

5.6.1.4 Composto (4): glaucolídeo B 

 

Figura 47 – Estrutura molecular do glaucolídeo B (4) de Lepidaploa chamissonis. 
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Fonte: adaptado de Costa e colaboradores (2000). 

 

 A Tabela 17 apresenta os dados de RMN 1H e RMN 13C observados para o composto 4, 

os quais foram comparados com dados da literatura. 

 A análise de RMN 1H e bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 4 também 

foram desenvolvidas em temperatura reduzida, a 273 K (-0,1 ºC). Os dados obtidos a partir do 

espectro de RMN 1H (Figura 48) e dos mapas de correlações HSQC (Figura 49) e HMBC 

(Figura 50) para o composto 4 permitiram identificar novamente os sinais apresentados para a 

LS do tipo glaucolídeo do composto 2 (para maiores detalhes vide item 5.6.1.2). 

 Confirmou-se a existência do anel lactônico em C-6/C-7 em função da correlação dos 

hidrogênios oximetilênicos em δ 4,86 d (1H, H-13b) e δ 4,91 d (1H, H-13a) com os carbonos 

do anel, além de se observar a presença da carbonila cetônica em δ 208,1 (C-1) a partir dos 

hidrogênios ddd (δ 3,25 e δ 2,22) do metileno em C-2 (δ 33,4) e do simpleto (δ 1,49) em C-14. 
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Tabela 17 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o glaucolídeo B (4) de Lepidaploa chamissonis 
e dados comparativos da literatura. 

Posição (4) (COSTA et al., 2000)a  
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 208,1 - 206,8 
2a 3,25 ddd (17,9; 13,8; 4,9) 33,4 2,96 ddd (17,2; 12,7 4,9) 32,5 2b 2,22 ddd (17,9; 4,8; 4,0)  2,27 ddd (17,2; 4,6; 2,9)  
3a 2,51 ddd (14,6; 13,8; 4,8) 32,4 2,60 ddd (17,8; 12,9; 4.9) 31,3 3b 1,54 ddd (14,6; 4,9; 4,0) 1,62-1,67 m 
4 - 61,7 - 61,4 
5 3,27 d (9,5) 58,8 2,83 d (9,6) 58,4 
6 4,90 d (9,5) 81,6 4,89 d (9,6) 80,6 
7 - 164,0 - 162,8 
8 4,77 d (8,6) 64,7 4,69 d (8,6) 63,8 
9a 2,84 dd (16,4; 8,6)  40,0 2,76 dd (16,2; 8,6)  39,8 9b 2,58 dd (16,4) 2,25 dd (16,2) 
10 - 85,4 - 84,3 
11 - 125,4 - 124,6 
12 - 163,8 - 169,8 
13a 4,91 d (12,7) 55,8 4,91 d (12,7) 54,9 13b 4,86 d (12,7) 4,84 d (12,7) 
14 1,49 s 18,9 1,54 s 18,6 
15 1,61 s 22,6 1,65 s 20,3 
1’ - 171,0 - 170,9 
2’ 2,13 s 20,5 2,16 s 22,2 
1’’ - 170,7 - 170,3 
2’’ 2,09 s 20,9 2,12 s 21,0 
1’’’ - 170,7 - 170,2 
2’’’ 2,08 s 20,8 2,11 s 21,0 

 (400 MHz 1H, 100 MHz 13C, 
acetona-d6, 273 K) 

(400 MHz 1H, 100 MHz 13C, 
CDCl3, 260 K) 

a. realizou-se a comparação dos dados de RMN do composto 4 com experimento desenvolvido em 
CDCl3 já que não foram encontrados na literatura relatos da análise de RMN em acetona-d6, podendo 
explicar quaisquer variações nos valores de deslocamento químico entre os dados. 
 

 Todavia, assim como observado na comparação entre os hirsutinolídeos 1 e 3, a 

diferença entre os glaucolídeos 2 e 4 correspondeu à presença do substituinte acetoxi na posição 

C-8 (δ 64,7) para 4 em vez de um metacriloiloxi em 2. Essa porção acetila foi confirmada pela 

presença do sinal de simpleto δ 2,13 (3H, H-2’) com carbono carbonílico em δ 171,0 (C-1’), o 

qual teve correlação observada a partir do hidrogênio em δ 4,77 d (1H, J=8,6, H-8) em C-8. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou se tratar do glaucolídeo B (4), assim como 

abordado previamente na etapa de caracterização das LS do tipo glaucolídeo em presença de 

fase móvel aquosa acidificada, observou-se no espectro de EM full scan (Figura 51) a presença 

do íon molecular na forma de aduto com hidrogênio m/z 439,1592 [C21H26O10+H]+ (calculado 

439,1604), em acordo ao reportado na literatura para o glaucolídeo B (GALLON; JAIYESIMI; 

GOBBO-NETO, 2018). 
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Figura 48 – Espectro de RMN 1H (400 MHz, acetona-d6, 273 K) para o glaucolídeo B (4) de Lepidaploa chamissonis. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 49 – Mapa de correlação HSQC (400 MHz 1H e 100 MHz 13C, acetona-d6, 273 K) para o glaucolídeo 
B (4) de Lepidaploa chamissonis.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 50 – Mapa de correlação HMBC (400 MHz 1H e 100 MHz 13C, acetona-d6, 273 K) para o glaucolídeo 
B (4) de Lepidaploa chamissonis. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 51 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o glaucolídeo B (4) de 
Lepidaploa chamissonis. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O composto 4 correspondeu a LS do tipo glaucolídeo, cuja estrutura foi deduzida como 

glaucolídeo B (Figura 47), a partir dos dado espectroscópicos, com fórmula molecular 

C21H26O10. Em termos quimiotaxonômicos, o glaucolídeo B já foi relatado anteriormente em 

outras espécies do gênero Lepidaploa (VALDÉS et al., 1998; COSTA et al., 2000; MARTUCCI 

et al., 2014; GALLON et al., 2018), suportando a proposta de sua obtenção a partir da espécie 

L. chamissonis. 
 

5.6.1.5 Composto (5): vernodalina 

 

Figura 52 – Estrutura molecular da vernodalina (5) de Vernonanthura condensata. 
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Fonte: adaptado Jakupovic e colaboradores (1987). 

 

 Os dados observados de RMN 1H e RMN 13C para o composto 5 foram comparados 

com dados da literatura conforme apresentado na Tabela 18. A análise de RMN 1H e 

bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 5 também foram desenvolvidas em 

temperatura reduzida, a 273 K (-0,1 ºC). 
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Tabela 18 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para a vernodalina (5) de Vernonanthura condensata 
e dados comparativos da literatura. 

Posição (5) (LOOI et al., 2013) 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 5,72 dd (17,5; 10,9) 139,3 5,71 dd (17,4; 11,0) 138,8 
2a 5,33 d (10,9) 117,2 5,32 dd (11,0; 6,8) 117,2 2b 5,30 d (17,5)  5,32 dd (11,0; 6,8) 
3 - 163,2 - 163,2 
4 - 129,4 - 129,9 
5 3,06 d (11,2) 46,3 3,03 m 46,7 
6 4,09 dd (11,2; 11,2) 77,9 4,06 t (11,0) 78,1 
7 3,03 dddd (11,2; 11,0; 3,1; 2,9) 50,3 3,03 m 50,5 
8 5,18 ddd (11,0; 10,8; 4,7) 68,7 5,13 td (10,5; 4,5) 68,8 
9a 2,24 dd (14,3; 4,7) 38,8 2,24 dd (14,2; 4,6) 39,0 9b 1,69 dd (14,3; 10,8) 1,71 dd (14,2; 10,5) 
10 - 40,9 - 41,1 
11 - 135,3 - 135,6 
12 - 168,6 - 168,4 
13a 6,24 d (3,1) 121,9 6,20 d (3,2) 121,7 13b 5,69 d (2,9) 5,64 d (3,2) 
14a 4,51 d (12,3) 70,5 4,48 d (12,3) 70,6 14b 4,31 d (12,3) 4,28 dd (12,3; 1,3) 
15a 6,78 sl 136,4 6,74 s 136,0 15b 5,99 sl 5,96 s 
16 - 165,0 - 165,1 
17 - 138,5 - 139,6 
18a 6,32 sl 127,3 6,29 s 127,2 18b 6,00 sl 5,96 s 
19a 4,38 sl 62,1 4,35 s 62,0 19b 4,37 sl 4,35 s 

 (400 MHz 1H, 100 MHz 13C, 
CDCl3, 273 K) 

(400 MHz 1H, 100 MHz 13C, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

 

 Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 1H (Figura 53) e dos mapas de correlações 

HSQC (Figura 54) e HMBC (Figura 55) para o composto 5 permitiram identificar sinais 

diferentes dos observados para as LS do tipo hirsutinolídeo (1 e 3) e glaucolídeo (2 e 4). 

 A começar, pelos sinais hidrogênios metilênicos em δ 6,24 d (1H, J=3,1, H-13a) e δ 

5,69 d (1H, J=2,9, H-13b), em carbono sp2 δ 121,9 (C-13), que correlacionaram com os 

carbonos em 168,6 ppm (C-12), 135,43 ppm (C-11) e 50,3 ppm (C-7), sugeriu a presença de 

um anel γ-lactônico α,β-insaturado mas com um metileno exocíclico. 

 A existência de um segundo éster cíclico correspondente à um anel δ-lactona lactônico 

α,β-insaturado com metileno também exocíclico foi confirmada a partir dos sinais de 

hidrogênios olefínicos ressonando em 6,78 ppm (sl, 1H, H-15a) e 5,99 ppm (sl, 1H, H-15b) na 

posição C-15 (δ 136,4), correlacionando com o segundo carbono da porção olefina em δ 129,4 

(C-4), e os carbonos metínico em δ 46,3 (C-5) e carbonílico em δ 163,2 (C-3).  
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Figura 53 – Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3, 273 K) para a vernodalina (5) de Vernonanthura condensata. 

  
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 54 – Mapa de correlação HSQC (400 MHz 1H e 100 MHz 13C, CDCl3, 273 K) para a vernodalina 
(5) de Vernonanthura condensata.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, 
expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 
Figura 55 – Mapa de correlação HMBC (400 MHz 1H e 100 MHz 13C, CDCl3, 273 K) para a vernodalina 
(5) de Vernonanthura condensata. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, 
expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 A correlação entre o hidrogênio metínico (δ 3,06 d, 1H, H-5) na posição C-5 com os 

carbonos de ambos os anéis lactônicos, bem como com os carbonos em C-9 (δ 38,8) e C-14 

(70,5) dos grupos metileno formados respectivamente pelos hidrogênios δ 2,24 dd (1H, J=14,3; 

4,7, H-9a) e δ 1,69 dd (1H, J=14,3, 10,8, H-9b), e pelos hidrogênios em δ 4,51 d (1H, J=12,3, 

H-14a) e δ 4,31 d (1H, J=12,3, H-14b), indicaram uma LS com núcleo elemanolídeo (ITO et 

al., 2016). Ainda, foi identificado um substituinte hidroximetacrilato na posição C-8 (δ 68,7) 

em função da correlação entre os hidrogênios olefínicos δ 6,32 sl (1H, H-18a) e δ 6,00 sl (1H, 

H-18b) em C-18 (δ 127,3) e oximetilênicos δ 4,38 sl (1H, H-19a) e δ 4,37 sl (1H, H-19b) em 

C-19 (δ 62,1), com os carbonos olefínico em δ 138,5 (C-17) e carbonílico em δ 165,0 (C-16). 

A substituição na posição C-8 se confirmou pela correlação entre o hidrogênio oximetínico em 

δ 5,18 ddd (1H, J=11,0, 10,8, 4,7, H-8) com a carbonila (δ 165,0) de hidroximetacrilato. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou se tratar da vernodalina (5) a partir da presença 

do íon molecular protonado m/z 361,1280 [C19H20O7+H]+ (calculado 361,1287) no espectro de 

EM full scan (Figura 56), conforme descrito na literatura para a vernodalina 

(CHUKWUJEKWU et al., 2009). 

 

Figura 56 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a vernodalina (5) de 
Vernonanthura condensata. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 Esses dados, juntamente com as informações quimiotaxonômicas para a espécie V. 

condensata indicaram que o composto 5 correspondeu à LS do tipo elemanolídeo, vernodalina 

(Figura 52), cuja fórmula molecular é C19H20O7. Reportada em espécies de Vernonieae 

(CHUKWUJEKWU et al., 2009; ITO et al., 2016; KIMANI et al., 2018), a vernodalina já foi 

previamente obtida a partir da espécie Vernonanthura condensata (JAKUPOVIC et al., 1987). 
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5.6.1.6 Composto (6): 11,13,16,17-tetrahidrovernolida 

 

Figura 57 – Estrutura molecular da 11,13,16,17-tetrahidrovernolida (6) de Vernonanthura 
condensata. 
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Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987). 

 

Tabela 19 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para a 11,13,16,17-tetrahidrovernolida (6) de 
Vernonanthura condensata e dados comparativos da literatura. 

Posição (6) (RABE; MULLHOLLAND; 
VAN STADEN, 2002)a 

δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 
1 2,74 dd (11,5; 4,3) 66,6 2,70 dd (11,5; 4,5) 66,3 
2a 2,29-2,34 m 22,6 2,29 m 22,7 2b 1,64-1,71 m 1,68 m 
3a 2,40-2,44 m 33,5 2,37 m 33,6 3b 2,40-2,44 m 2,37 m 
4 - 143,1 - 142,8 
5 5,525 d (9,4) 128,8 5,49 d (9,6) 129,2 
6 5,12 dd (9,4; 9,3) 77,4 5,12 t (9,9) 77,3 
7 2,19 ddd (11,5; 9,3; 9,3) 56,8 2,18 m 57,1 
8 5,518 ddd (10,8; 9,3; 1,0) 70,8 5,66 71,5 
9a 2,56 dl (14,7) 40,5 2,62 d (14,2) 40,8 9b 1,32 dd (14,7; 10,8) 1,30 dd (14,6; 10,6) 
10 - 58,7 - 58,9 
11 2,63 dddd (11,5; 6,9;6,9; 6,9) 40,1 2,65 m 39,9 
12 - 177,8 - 177,7 
13 1,48 d (6,9) 16,8 1,43 d (6,9) 16,7 
14 4,54 sl 99,4 4,53 d (11,0) 99,5 
15a 4,60 dd (13,7; 1,5) 64,2 4,57 d (13,7) 64,3 15b 3,70 dd (13,7; 1,1) 3,67 d (13,7) 
16 - 178,5 - 168,0 
17 2,62 sept (7,0) 34,0 - 135,6 
18a 1,20 d (7,0) 18,8 6,14 d (1,8) 127,4 18b - - 5,67 d (1,8) 
19 1,20 d (7,0) 18,8 1,96 s 18,3 
OH-14 - - 5,21 d (11,0) - 

 (600 MHz 1H, 150 MHz 13C, 
CDCl3, 263 K) 

(500 MHz 1H, 125 MHz 13C, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

a, devido ao fato de não terem sido encontrados relatos na literatura para os dados de RMN do composto 
6, este foi comparado ao análogo 11,13-dihidrovernolida (7), cuja diferença na comparação com 6 se dá 
apenas pelo substituinte éster em C-8 (com um metacriloiloxi em vez do isobutiroiloxi em 6). 
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 Os dados observados de RMN 1H e RMN 13C pra o composto 6 foram comparados com 

dados da literatura conforme apresentado na Tabela 19. A análise de RMN 1H e bidimensionais 

(HSQC e HMBC) para o composto 6 também foram desenvolvidas em temperatura reduzida, a 

263 K (-0,1 ºC). 

 Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 1H (Figura 58) e dos mapas de correlações 

HSQC (Figura 59) e HMBC (Figura 60) para o composto 6 permitiram identificar sinais 

distintos em relação aos observados para as LS abordadas anterior do tipo hirsutinolídeo (1 e 

3), glaucolídeo (2 e 4) e elemanolídeo (5). 

 As correlações entre o hidrogênio metínico ressonando em δ 2,63 dddd (1H, J=11,5; 

6,9; 6,9; 6,9 Hz, H-11) na posição C-11 (δ 40,1) e os hidrogênios da metila δ 1,48 d (3H; J=6,9 

Hz, H-13) em C-13 (δ 16,8) com os carbonos em δ 77,4 (C-6), δ 56,8 (C-7) e δ 177,8 (C-12) 

sugeriu a presença de um anel γ-lactônico sem insaturação e contendo um grupo metila na 

posição α à carbonila. 

 Observou-se também a presença de um grupo olefínico vicinal ao anel lactônico a partir 

da correlação entre o hidrogênio oximetínico em δ 5,12 dd (J=9,4; 9,3 Hz; H-6) em C-6 com o 

carbono sp2 em δ 128,8 (C-5) e do acoplamento do mesmo hidrogênio com o hidrogênio δ 5,525 

d (J=9,4 Hz, H-5). Adicionalmente, a correlação entre os hidrogênios diastereotópicos em δ 

3,70 dd (1H; J=13,1; 1,1 Hz; H-15b) e δ 4,60 dd (1H; J=13,1; 1,5 Hz; H-15a) em C-15 (δ 64,2) 

com o segundo carbono olefínico em 143,1 ppm (C-4) confirmou a posição dessa insaturação 

em C-4/C-5. 

  Além disso, a identificação de um anel oxirano em C-1/C-10 em função da correlação 

entre o hidrogênio oximetínico δ 2,74 dd (1H, J=11,5; 4,3 Hz, H-1) em C-1 (δ 66,6) e o carbono 

oxigenado ressonando em 58,7 ppm (C-10), e a confirmação de um grupamento hemiacetal em 

C-14 (δ 99,4) formado pelo hidrogênio δ 4,57 sl (1H; H-14), sugeriu um esqueleto carbônico 

bicíclico fundido entre C-4/C-10, característico de LS com núcleo vernolídeo (RABE; 

MULLHOLLAND; VAN STADEN, 2002). 

 Ainda, detectou-se um substituinte isobutiroiloxi na posição C-8 (δ 70,8) a partir da 

correlação entre os hidrogênios de metilas simétricas em δ 1,27 d (6H, J=7,0 Hz; H-18a e H-

19) em C-18 e C-19 (δ 18,8), e do hidrogênio metínico na forma de septeto (sept) δ 4,38 (1H, 

J=7,0 Hz; H-17) em C-17 (δ 34,0), com o carbono carbonílico em δ 178,5 (C-16). A posição 

do substituinte éster em C-8 foi confirmada pela correlação entre o hidrogênio oximetínico δ 

5,518 ddd (1H, J=10,8; 9,3; 1,0 Hz; H-8) em C-8 com a carbonila do isobutiroiloxi. 
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Figura 58 – Espectro de RMN 1H (600 MHz, CDCl3, 263 K) para a 11,13,16,17-tetrahidrovernolida (6) de Vernonanthura condensata. 

  
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 59 – Mapa de correlação HSQC (600 MHz 1H e 150 MHz 13C, CDCl3, 263 K) para a 11,13,16,17-
tetrahidrovernolida (6) de Vernonanthura condensata.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 60 – Mapa de correlação HMBC (600 MHz 1H e 150 MHz 13C, CDCl3, 263 K) para a 11,13,16,17-
tetrahidrovernolida (6) de Vernonanthura condensata. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para a 11,13,16,17-

tetrahidrovernolida (6) pela presença no espectro de EM full scan (Figura 61) do íon molecular 

adutado com sódio m/z 389,1555 [C19H26O7+Na]+ (calculado 389,1576), e em menor 

intensidade o aduto protonado m/z 367,1768 [C19H26O7+H]+ (calculado 367,1759), além do 

pico base correspondente ao dímero na forma de aduto de hidrogênio m/z 733,3402 [2M+H]+ 

(calculado 733,3435). 

 

Figura 61 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a 11,13,16,17-
tetrahidrovernolida (6) de Vernonanthura condensata. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 A partir desses achados espectroscópicos e espectrométricos, o composto 6 

correspondeu à LS germacranolídeo do tipo vernolídeo, 11,13,16,17-tetrahidrovernolida 

(Figura 57), com fórmula molecular C19H26O7.  

 O composto 6 já foi descrito anteriormente como produto da reação de hidrogenação a 

partir da LS vernolida (8) (TOUBIANA; GAUDEMER, 1967; KUPCHAN et al., 1969). Em 

termos quimiotaxonômicos, a 11,13,16,17-tetrahidrovernolida (6) também foi relatada em 

mistura com a LS 11,13-dihidrovernolida (7) a partir da espécie Vernonia colorata (KRAFT et 

al., 2003). 

 Apesar disso, está é a primeira vez que os dados de RMN e EM estão sendo descritos 

de forma completa para a LS 11,13,16,17-tetrahidrovernolida (6), além de ser a primeira vez 

que este composto está sendo reportado para a espécie Vernonanthura condensata. 
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5.6.1.7 Composto (7): 11,13-dihidrovernolida 

 

Figura 62 – Estrutura molecular da 11,13-dihidrovernolida (7) de Vernonanthura condensata. 

 
Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987). 

 

 Os dados de RMN 1H e RMN 13C observados para o composto 7 foram comparados 

com dados da literatura e estão apresentado na Tabela 20. 

 

Tabela 20 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para a 11,13-dihidrovernolida (7) de Vernonanthura 
condensata e dados comparativos da literatura. 

Posição (7) (RABE; MULLHOLLAND; 
VAN STADEN, 2002) 

δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 
1 2,72 dd (11,4; 4,3) 66,2 2,70 dd (11,5; 4,5) 66,3 
2a 2,22-2,35 m 22,6 2,29 m 22,7 2b 1,59-1,73 m 1,68 m 
3a 2,32-2,46 m 33,4 2,37 m 33,6 3b 2,32-2,46 m 2,37 m 
4 - 142,7 - 142,8 
5 5,51 d (9,9) 129,0 5,49 d (9,6) 129,2 
6 5,14 dd (9,9; 9,5) 77,2 5,12 t (9,9) 77,3 
7 2,20 ddd (11,2; 9,6; 9,5) 57,3 2,18 m 57,1 
8 5,66 ddd (10,8; 9,6; 1,0) 71,4 5,66 71,5 
9a 2,64 dl (14,4) 40,7 2,62 d (14,2) 40,8 9b 1,32 dd (14,4; 10,8) 1,30 dd (14,6; 10,6) 
10 - 58,5 - 58,9 
11 2,66 dddd (11,2; 6,9;6,9; 6,9) 39,9 2,65 m 39,9 
12 - 177,3 - 177,7 
13 1,45 d (6,9) 16,6 1,43 d (6,9) 16,7 
14 4,55 sl 99,3 4,53 d (11,0) 99,5 
15a 4,59 dd (13,8; 1,2) 64,2 4,57 d (13,7) 64,3 15b 3,68 dd (13,8; 1,0) 3,67 d (13,7) 
16 - 167,7 - 168,0 
17 - 135,3 - 135,6 
18a 6,16 sl 127,4 6,14 d (1,8) 127,4 18b 5,70 sl 5,67 d (1,8) 
19 1,97 sl 18,4 1,96 s 18,3 
OH-14 - - 5,21 d (11,0) - 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(500 MHz 1H, 125 MHz 13C, CDCl3, 
temperatura não indicada) 
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 A análise de RMN 1H e bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 7 foram 

desenvolvidas em temperatura ambiente de 295 K (21,8 ºC). 

 Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 1H (Figura 63) e dos mapas de correlações 

HSQC (Figura 64) e HMBC (Figura 65) para o composto 7 permitiu identificar sinais muito 

semelhantes aos apresentados para a LS do tipo vernolídeo composto 6. 

 Foram observados os sinais confirmatórios das presenças do anel γ-lactônico metilado 

na posição C-11, da ligação π entre C-4/C-5, do anel epóxido em C-1/C-10 e da função 

hemiacetálica em C-14 (Tabela 19) conforme descrito anteriormente (para maiores detalhes 

vide item 5.6.1.6). 

 Entretanto, a comparação entre o vernolídeo 6 (11,13,16,17-tetrahidrovernolida) e o 

composto 7 mostrou que a diferença fundamental correspondeu ao substituinte éster na posição 

C-8, com a presença de um metacriloiloxi para 7 em vez do isobutiroiloxi de 6. Essa porção 

metacrilato foi confirmada a partir da correlação entre os hidrogênios olefínicos em δ 5,70 sl 

(1H, H-18b) e δ 6,16 sl (1H, H-18a) em C-18 (δ 127,4), e dos hidrogênios da metila δ 1,97 sl 

(3H, H-19) em C-19 (δ 18,4) com os carbonos carbonílico em δ 167,7 (C-16) e olefínico em δ 

135,3 (C-17). A posição do substituinte em C-8 (δ 71,4) foi definida em função da correlação 

entre o hidrogênio oximetínico δ 5,66 ddd (1H; J=10,8; 9,6; 1,0; H-8) com a carbonila do 

metacriloiloxi. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a hipótese da 11,13-dihidrovernolida (7) pela 

presença no espectro de EM full scan (Figura 66) do íon molecular na forma de aduto de sódio 

m/z 387,1409 [C19H24O7+Na]+ (calculado 387,1420), e em menor intensidade o aduto protonado 

m/z 365,1613 [C19H24O7+H]+ (calculado 365,1600), conforme descrito na literatura para o 

composto 7 (RABE; MULLHOLLAND; VAN STADEN, 2002). Além deste, o pico base 

correspondente ao dímero na forma de aduto de hidrogênio m/z 729,3084 [2M+H]+ (calculado 

729,3122) também sustentou a hipótese do composto 7 se tratar da 11,13-dihidrovernolida. 

 A partir das informações oriundas dos experimentos de RMN e EM, o composto 7 

correspondeu à LS germacranolídeo do tipo vernolídeo, 11,13-dihidrovernolida (Figura 62), 

com fórmula molecular C19H24O7. Do ponto de vista quimiotaxonômico, a 11,13-

dihidrovernolida (7) já foi relatada em outras espécies de Vernonieae (RABE; 

MULLHOLLAND; VAN STADEN, 2002; SINISI et al., 2015; KIMANI et al., 2018), assim 

como já foi obtida anteriormente a partir da espécie Vernonanthura condensata (JAKUPOVIC 

et al., 1987). 
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Figura 63 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para a 11,13-dihidrovernolida (7) de Vernonanthura condensata. 

  
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 64 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para a 11,13-
dihidrovernolida (7) de Vernonanthura condensata.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 65 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para a 11,13-
dihidrovernolida (7) de Vernonanthura condensata. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 66 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a 11,13-dihidrovernolida (7) 
de Vernonanthura condensata. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

5.6.1.8 Composto (8): vernolida 

 

Figura 67 – Estrutura molecular da vernolida (8) de Vernonanthura condensata. 
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Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987). 

 

 Os dados observados de RMN 1H e RMN 13C para o composto 8 foram comparados 

com dados da literatura conforme apresentado na Tabela 21. A análise de RMN 1H e 

bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 6 foram desenvolvidas em temperatura 

reduzida, a 273 K (-0,1 ºC). 

 Assim como observado para os compostos 6 (11,13,16,17-tetrahidrovernolida) e 7 

(11,13-dihidrovernolida) (para maiores detalhes vide itens 5.6.1.6 e 5.6.1.7), os dados obtidos 

a partir do espectro de RMN 1H (Figura 68) e dos mapas de correlações HSQC (Figura 69) e 

HMBC (Figura 70) para o composto 8 também demonstraram corresponder aos sinais de LS 

com núcleo vernolídeo. 

 Foram detectados os sinais condizentes à ligação π entre C-4/C-5, ao anel epóxido em 

C-1/C-10 e à função hemiacetálica em C-14 (Tabela 19) conforme abordado anteriormente. 
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Tabela 21 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para a vernolida (8) de Vernonanthura condensata 
e dados comparativos da literatura. 

Posição (8) (RABE; MULLHOLLAND; 
VAN STADEN, 2002) 

δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 
1 2,75 dd (11,5; 4,3) 66,8 2,72 dd (11,5; 4,5) 66,4 
2a 2,30-2,35 m 22,8 2,30 m 22,8 2b 1,69 dddd (13,9; 11,9; 11,5; 7,3) 1,69 m 
3a 2,39-2,49 m 33,6 2,40 m 33,5 3b 2,39-2,49 m 2,40 m 
4 - 144,2 - 143,8 
5 5,60 d (10,2) 128,5 5,57 d (9,5) 128,7 
6 5,26 dd (10,2; 9,3) 77,6 5,25 t (10,1) 77,4 
7 3,10 dddd (9,3; 9,0; 3,1; 3,3) 52,0 3,05 m 51,9 
8 5,73 ddd (10,8; 9,0; 1,0) 70,7 5,74 70,7 
9a 2,65 dl (14,7) 41,3 2,65 d (14,6) 41,3 9b 1,44 dd (14,7; 10,8) 1,39 dd (14,2; 10,7) 
10 - 59,0 - 58,9 
11 - 134,7 - 134,8 
12 - 169,6 - 169,4 
13a 6,40 dd (3,3; 0,5) 127,0 6,35 d (2,7) 126,1 13b 6,03 dd (3,1; 0,5) 5,95 d (2,7) 
14 4,57 d (11,1) 99,4 4,55 d (10,1) 99,3 
15a 4,62 dd (13,8; 1,2) 64,4 4,59 d (13,7) 64,3 15b 3,70 dd (13,8; 1,0) 3,67 d (13,7) 
16 - 167,6 - 167,2 
17 - 135,6 - 135,8 
18a 6,18 dd (1,2; 1,0) 127,8 6,16 d (1,8) 127,2 18b 5,76 dd (1,3; 1,2) 5,71 d (1,8) 
19 1,99 dd (1,3; 1,0) 18,5 1,96 s 18,3 
OH-14 5,11 d (11,1) - 4,91 d (10,1) - 

 (600 MHz 1H, 150 MHz 13C, 
CDCl3, 273 K) 

(500 MHz 1H, 125 MHz 13C, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

 

 Contudo, duas diferenças foram observadas para o composto 8 em relação aos 

vernolídeos 6 e 7. A primeira e mais importante das variações diz respeito à presença de um 

anel butirolatônico em C-6/C-7 contendo uma α,β-insaturação exocíclica, confirmado pela 

correlação entre os sinais hidrogênios metilênicos em δ 6,40 dd (1H, J=3,3; 0,5 Hz; H-13a) e δ 

6,03 dd (1H, J=3,1; 0,5 Hz; H-13b) em carbono sp2 δ 127,0 (C-13), com os carbonos  nas 

posições C-7 (δ 52,0), C-11 (δ 134,7) e C-12 (δ 169,6). 

 Adicionalmente, diferente do observado para o composto 6, mas semelhante ao 

detectado para 7, o composto 8 apresentou na posição C-8 (δ 70,7) um substituinte 

metacriloiloxi formado pelos hidrogênios olefínicos em δ 5,76 dd (1H; J=1,3; 1,2; H-18b) e δ 

6,18 dd (1H J=1,2; 1,0; H-18a) e metílicos δ 1,99 dd (3H; J=1,3; 1,0; H-19) em C-18 (δ 127,8) 

e C-19 (δ 18,5), bem como pela carbonila em C-16 (δ 169,6) e pelo carbono olefínico em δ 

135,6 (C-17). 
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Figura 68 – Espectro de RMN 1H (600 MHz, CDCl3, 273 K) para a vernolida (8) de Vernonanthura condensata. 

  
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 69 – Mapa de correlação HSQC (600 MHz 1H e 150 MHz 13C, CDCl3, 273 K) para a vernolida (8) 
de Vernonanthura condensata.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 70 – Mapa de correlação HMBC (600 MHz 1H e 150 MHz 13C, CDCl3, 273 K) para a vernolida (8) 
de Vernonanthura condensata. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para a vernolida (8) pela 

presença no espectro de EM full scan (Figura 71) do íon molecular na forma de aduto de sódio 

m/z 385,1235 [C19H22O7+Na]+ (calculado 385,1263), e em menor intensidade o aduto protonado 

m/z 363,1436 [C19H22O7+H]+ (calculado 363,1444), em acordo ao descrito na literatura para a 

vernolida (CHUKWUJEKWU et al., 2009).  

 Além disso, o pico base correspondente ao dímero na forma de aduto de hidrogênio m/z 

725,2767 [2M+H]+ (calculado 725,2809) também foi detectado no espectro de EM full scan 

corroborando com a proposta estrutural do composto 8. 

 

Figura 71 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a vernolida (8) de 
Vernonanthura condensata. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 Considerando os dados obtidos das análises de RMN e EM, o composto 8 correspondeu 

à LS germacranolídeo do tipo vernolídeo, vernolida (Figura 67), cuja fórmula molecular é 

C19H22O7.  

 Assim como observado para o composto 7, a vernolida também já foi descrita em outras 

espécies de Vernonieae (RABE; MULLHOLLAND; VAN STADEN, 2002; SINISI et al., 

2015; KIMANI et al., 2018), além de já ter sido isolada previamente a partir da espécie 

Vernonanthura condensata (JAKUPOVIC et al., 1987). 

 

 

5.6.1.9 Composto (9): 19-hidroxi-11,13-dihidrovernolida 
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Figura 72 – Estrutura molecular da 19-hidroxi-11,13-dihidrovernolida (9) de Vernonanthura 

condensata. 

 
Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987). 

 

 Os dados observados de RMN 1H e RMN 13C para o composto 9 foram comparados 

com dados da literatura conforme apresentado na Tabela 22.  

 

Tabela 22 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para a 19-hidroxi-11,13-dihidrovernolida (9) de 
Vernonanthura condensata e dados comparativos da literatura. 

Posição (9) (JAKUPOVIC et al., 1987)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) 

1 2,72 dd (11,4; 4,3) 66,6 2,72 dd (11; 4) 
2a 2,25-2,36 m 22,9 2,31 m 
2b 1,58-1,75 m 1,67 dddd (13; 11; 7) 
3a 2,35-2,45 m 33,7 2,41 m 
3b 2,35-2,45 m 2,41 m 
4 - 143,1 - 
5 5,51 d (9,7) 129,4 5,51 dl (10; 1,3) 
6 5,16 dd (9,7; 9,6) 77,4 5,14 t (10) 
7 2,17-2,26 m 57,2 2,21 ddd (11; 10 ; 9) 
8 5,75 ddl (11,0; 10,8) 71,9 5,73 ddd (10; 9) 
9a 2,66 dl (14,4) 40,8 2,66 dl (14) 
9b 1,33 dd (14,4; 11,0) 1,34 dd (14; 10) 
10 - 58,4 - 
11 2,63-2,74 m 40,0 2,67 dq (11; 7) 
12 - 177,8 - 
13 1,43 d (7,0) 17,0 1,45 d (7) 
14 4,55 sl 99,4 4,55 dl (11) 
15a 4,59 dl (13,7) 64,6 4,59 dd (13,5; 1,3) 
15b 3,68 d (13,7) 3,68 dl (13,5) 
16 - 167,0 - 
17 - 139,3 - 
18a 6,28 sl 127,2 6,29 sl 
18b 5,99 sl 6,00 sl 
19a 4,39 sl 62,2 4,39 dl (1,5) 
19b 4,39 sl 4,33 dl (1,5) 
OH-14 - - 4,95 d (11) 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(400 MHz 1H, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

a, não foram encontrados relatos na literatura com a descrição dos dados de RMN 13C para o composto 
9, por isso realizou-se a comparação apenas em relação aos dados de RMN 1H. 
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 A análise de RMN 1H e bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 9 foram 

desenvolvidas em temperatura ambiente de 295 K (21,8 ºC).  

 Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 1H (Figura 73) e dos mapas de correlações 

HSQC (Figura 74) e HMBC (Figura 75) para o composto 9 permitiu identificar sinais bastante 

similares aos apresentados para a LS do tipo vernolídeo 7 (11,13-dihidrovernolida) (para 

maiores detalhes vide item 5.6.1.7). 

 As características indicativas do núcleo vernolídeo também foram identificadas 

considerando os sinais do anel γ-lactônico metilado na posição C-11, do anel oxirano em C-

1/C-10, da insaturação em C-4/C-5, e do hemiacetal em C-14 (Tabela 20) conforme abordado 

previamente. 

 Entretanto, novamente a diferença entre esses dois compostos (7 e 9) se deu pela 

mudança do tipo de substituinte éster ligado na posição C-8. Observou-se os sinais 

correspondentes à porção hidroximetacriloiloxi para 9 em vez do metacriloiloxi do composto 

7.  

 O grupo hidroximetacrilato foi admitido considerando os hidrogênios olefínicos em δ 

5,99 sl (1H, H-18b) e δ 6,28 sl (1H, H-18a), e oximetilênicos δ 4,39 sl (2H, H-19a e H-19b), 

bem como suas correlações com os carbonos da carbonila em δ 167,0 (C-16) e da olefina em δ 

139,3 (C-17). A correlação entre o hidrogênio oximetínico δ 5,75 ddl (1H; J=11,0; 10,8 Hz; H-

8) em C-8 (δ 71,9) e a carbonila do hidroximetacriloiloxi auxiliou para a definição da posição 

do substituinte. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para a 19-hidroxi-11,13-

dihidrovernolida (9) pela presença no espectro de EM full scan (Figura 76) do íon molecular 

protonado m/z 381,1548 [C19H24O8+H]+ (calculado 381,1549), além do pico base 

correspondente ao dímero na forma de aduto de hidrogênio m/z 761,3015 [2M+H]+ (calculado 

761,3021). 

 Considerando os dados gerados a partir dos experimento de RMN e EM, o composto 9 

correspondeu à LS germacranolídeo do tipo vernolídeo, 19-hidroxi-11,13-dihidrovernolida 

(Figura 72), com fórmula molecular C19H24O8.  

 As considerações quimiotaxonômicas mostraram que a 19-hidroxi-11,13-

dihidrovernolida (9) já foi descrita anteriormente a partir de espécies da tribo Vernonieae, 

incluindo a Vernonia amygdalina (KIMANI et al., 2018), assim como para a espécie 

Vernonanthura condensata (JAKUPOVIC et al., 1987). 

 

 



208 

Figura 73 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para a 19-hidroxi-11,13-dihidrovernolida (9) de Vernonanthura condensata. 

  
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 74 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para a 19-hidroxi-
11,13-dihidrovernolida (9) de Vernonanthura condensata.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 75 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para a 19-hidroxi-
11,13-dihidrovernolida (9) de Vernonanthura condensata. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 76 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a 19-hidroxi-11,13-
dihidrovernolida (9) de Vernonanthura condensata. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

5.6.1.10 Composto (10): 19-hidroxivernolida 

 

Figura 77 – Estrutura molecular da 19-hidroxivernolida (10) de Vernonanthura condensata. 
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Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987). 

 

 Os dados observados de RMN 1H e RMN 13C para o composto 10 foram comparados 

com dados da literatura conforme apresentado na Tabela 23. A análise de RMN 1H e 

bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 10 foram desenvolvidas em temperatura 

ambiente de 295 K (21,8 ºC).   

 Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 1H (Figura 78) e dos mapas de correlações 

HSQC (Figura 79) e HMBC (Figura 80) para o composto 10 mostrou sinais bastante parecidos 

aos observados para as demais LS vernolídeo (6-9) (para maiores detalhes vide itens 5.6.1.6 a 

5.6.1.9). 

 Quando com parado à vernolida (8) (Tabela 21), a modificação identificada no 

composto 10 se deu pela presença do substituinte hidroximetacriloiloxi na posição C-8 em vez 

do metacriloiloxi observado para o composto 8 (para maiores detalhes vide item 5.6.1.9). 
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Tabela 23 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para a 19-hidroxivernolida (10) de Vernonanthura 
condensata e dados comparativos da literatura. 

Posição (10) (RABE; MULLHOLLAND; 
VAN STADEN, 2002)a 

δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 
1 2,75 dd (11,3; 4,3) 66,1 2,72 dd (11,5; 4,5) 66,4 
2a 2,24-2,37 m 22,8 2,30 m 22,8 2b 1,60-1,77 m 1,69 m 
3a 2,35-2,48 m 33,3 2,40 m 33,5 3b 2,35-2,48 m 2,40 m 
4 - 143,4 - 143,8 
5 5,58 d (10,1) 128,8 5,57 d (9,5) 128,7 
6 5,29 dd (10,1; 9,0) 77,3 5,25 t (10,1) 77,4 
7 3,07 dddd (9,0; 8,9; 3,3; 2,9) 51,8 3,05 m 51,9 
8 5,81 ddd (10,8; 8,9; 1,3) 70,8 5,74 70,7 
9a 2,71 dd (14,1; 1,3) 40,9 2,65 d (14,6) 41,3 9b 1,41 dd (14,1; 10,8) 1,39 dd (14,2; 10,7) 
10 - 58,8 - 58,9 
11 - 134,8 - 134,8 
12 - 169,4 - 169,4 
13a 6,35 d (3,3) 126,1 6,35 d (2,7) 126,1 13b 5,92 d (2,9) 5,95 d (2,7) 
14 4,59 sl 99,1 4,55 d (10,1) 99,3 
15a 4,61 dd (13,7; 1,2) 64,3 4,59 d (13,7) 64,3 15b 3,68 dl (13,7) 3,67 d (13,7) 
16 - 165,8 - 167,2 
17 - 139,1 - 135,8 
18a 6,28 sl 126,9 6,16 d (1,8) 127,2 18b 6,00 sl 5,71 d (1,8) 
19a 4,35 sl 61,8 1,96 s 18,3 
19b 4,35 sl - - 
OH-14 - - 4,91 d (10,1) - 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(500 MHz 1H, 125 MHz 13C, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

a, uma vez que não foram encontrados relatos na literatura com a descrição dos dados de RMN do 
composto 10, este foi comparado ao análogo vernolida (8), cuja diferença na comparação com 10 se dá 
apenas pelo substituinte éster em C-8 (com um metacriloiloxi em vez do hidroximetacriloiloxi em 10). 
 

 Todavia, assim como observado na comparação entre as LS 7 e 8 (para maiores detalhes 

vide itens 5.6.1.7 e 5.6.1.7), a diferença entre os compostos 9 e 10 foi apenas a presença de uma 

α,β-insaturação exocíclica no anel γ-lactônico. A correlação entre os hidrogênios metilênicos 

em δ 6,35 d (1H, J=3,3 Hz; H-13a) e δ 5,92 d (1H, J=2,9 Hz; H-13b) com os carbonos δ 52,0 

(C-7), δ 134,7 (C-11) e δ 169,6 (C-12) sustentaram o anel lactônico α,β-insaturado para 10. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para a 19-hidroxivernolida 

(10) pela presença no espectro de EM full scan (Figura 81) do íon molecular protonado m/z 

379,1399 [C19H22O8+H]+ (calculado 379,1393), além do pico base correspondente ao dímero 

na forma aduto de hidrogênio m/z 757,2723 [2M+H]+ (calculado 757,2708). 
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Figura 78 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para a 19-hidroxivernolida (10) de Vernonanthura condensata. 

  
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 79 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para a 19-
hidroxivernolida (10) de Vernonanthura condensata.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 80 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para a 19-
hidroxivernolida (10) de Vernonanthura condensata. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 81 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a 19-hidroxivernolida (10) de 
Vernonanthura condensata. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 A partir dos dados espectrométricos e espectroscópicos, o composto 10 correspondeu à 

LS germacranolídeo do tipo vernolídeo, 19-hidroxivernolida (Figura 77), cuja fórmula 

molecular C19H22O8. 

 Descrita para outras espécies de Vernonieae (SINISI et al., 2015; KIMANI et al., 2018), 

a 19-hidroxivernolida também já foi isolada previamente a partir da espécie Vernonanthura 

condensata (JAKUPOVIC et al., 1987). 

 

 

5.6.2 Derivados semissintéticos de lactonas sesquiterpênicas: compostos 11-24 

 

5.6.2.1 Derivado (11): 1,4-dihidroxi-5,8,10-triacetoxi-13-metoxicadin-7(11)-en-6(12)-olídeo 

 

Figura 82 – Estrutura molecular do derivado semissintético (11) do glaucolídeo B (4). 

9

5

12

1'''

2'''

4 6 8

2
3

11

7

1 10

14

15

1''13

1'

2'

O

HO OH3C

OO
O

O

CH3

O

CH3
O

H3C
HO

H3C

O CH3

1''''
2''''

 
Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986b). 
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 A produção dos derivados semissintéticos 11 e 12 (sendo o composto 12 detalhado a 

seguir no item 5.6.2.2) a partir do glaucolídeo B (4) se deu a partir da utilização do catalisador 

básico DMAP, conforme mecanismo demonstrado no Esquema 24. 

 

Esquema 24 – Mecanismo de reação proposto para produção dos derivados semissintéticos 11 
e 12 com N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP): condições a(i) e a(ii). 

Condições reacionais: (a) (i) DMAP, MeOH, refluxo a 60 °C, 3 h ou (ii) DMAP, DCM, rt, 0,5 h. 
 

 Para tanto, a primeira etapa de reação foi dependente da desprotonação do hidrogênio 

metínico na posição C-6 do glaucolídeo B (4), realizada pelo DMAP. Este passo reacional 

promoveu a formação de um intermediário carbânion (4.1) na mesma posição (C-6) além do 

íon N,N-dimetilaminopiridínio. Posteriormente, em mecanismo similar ao proposto por 

Matínez-Vázquez e colaboradores (1992), a base conjugada (4.1) sofreu um rearranjo que levou 

à eliminação alílica do grupo acetoxi da posição C-13 e a obtenção do intermediário germacra-

6(7),11(13)-dien-6(12)-olídeo (4.2). O ânion acetato formado foi então estabilizado pelo N,N-

dimetilaminopiridínio com consequente regeneração do catalisador DMAP e produção de ácido 

acético, o qual promoveu uma adição nucleofílica ao grupo oxirano em C-5, com a abertura do 

anel e formação de um intermediário 5-acetilado (4.3). Por fim, a presença do metanol na 

condição reacional a(i) desencadeou uma adição de Michael ao metileno exocíclico em C-13 e 

consequente rearranjo estrutural promovido pelo deslocamento dos elétrons π para a posição  
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C-7/C-11 (reestabelecendo o anel lactônico com α,β-insaturação endocíclica) seguido da 

ciclização transanular a partir do ataque nucleofílico à carbonila em C-1, com a obtenção de um 

núcleo decalina em C-1/C-6, correspondendo ao derivado 13-metoxi-cadinanolídeo (11). 

 A partir dos dados de RMN 1H (Figura 83) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 

84 e 85) observados para o composto 11 foi possível confirmar a formação do derivado 

semissintético de interesse. Os dados de RMN 1H e RMN 13C observados para o derivado 11 

foram comparados com dados da literatura e estão apresentados na Tabela 24. 

 

Tabela 24 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (11) do glaucolídeo 
B (4) e dados comparativos da literatura. 

Posição (11) (JAKUPOVIC et al., 1986b) 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 76,8 - 89,2 
2a 2,33-2,42 m 30,9 2,38 m 30,6 2b 1,66-1,73 m 1,67 m 
3a 2,26-2,37 m 36,0 2,33 m 35,9 3b 1,81-1,92 m 1,86 m 
4 - 73,2 - 73,3 
5 5,93 s 75,9 5,92 s 76,1 
6 - 88,9 - 76,9 
7 - 157,2 - 157,1 
8 5,87 dd (4,0; 2,4) 65,0 5,87 dd (4,0; 2,0) 64,9 
9a 3,32 dd (16,0; 2,4) 34,0 3,32 dd (15,0; 2,0) 34,1 9b 2,04 dd (16,0; 4,0) 2,03 dd (15,0; 4,0) 
10 - 84,2 - 84,4 
11 - 129,5 - 129,7 
12 - 171,4 - 168,9 
13a 4,42 d (12,1) 63,1 4,41 d (11,5) 63,1 13b 4,23 d (12,1) 4,23 d (11,5) 
14 1,70 s 19,8 1,70 s 19,1 
15 1,41 s 23,3 1,40 s 23,4 
1’ - 170,5 - 171,3 
2’ 2,04 s 21,2 2,03 s 21,1 
1’’ 3,35 s 58,7 3,34 s 58,5 
1’’’ - 168,9 - 170,4 
2’’’ 2,22 s 23,0 2,21 s 22,9 
1’’’’ - 171,4 - 171,1 
2’’’’ 1,98 s 20,5 1,97 s 20,4 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(400 MHz 1H, 100 MHz 13C, 
CDCl3, temperatura não indicada) 

 

 A comparação com o material de partida (4) (para maiores detalhes vide item 5.6.1.4), 

revelou os sinais dos carbonos oxigenados nas posições C-1 (δ 76,8) e C-6 (δ 88,9) para o 

derivado 11, confirmando a proposta de formação do núcleo decalínico (MARTÍNEZ-

VÁZQUEZ et al., 1992).  
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Figura 83 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (11) do glaucolídeo B (4). 

   
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 84 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (11) do glaucolídeo B (4).  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 85 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (11) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 Nesse contexto, a partir da análise de HMBC do composto 11 foi possível corrigir as 

atribuições para os carbonos C-1 e C-6 realizadas de forma inversa por Jakupovic e 

colaboradores (1986b). 

 A presença de um anel γ-lactônico em C-6/C-7 contendo uma α,β-insaturação 

endocíclica (C-7/C-11) foi confirmada pela correlação dos sinais de hidrogênios metilênicos 

diastereotópicos em δ 4,23 d (1H, J=12,1 Hz, H-13a) e δ 4,42 d (1H, J=12,1 Hz, H-13b) com 

os carbonos em 171,4 ppm (C-12), 129,5 ppm (C-11) e 157,2 ppm (C-7). Entretanto, o 

substituinte acetoxi na posição alílica C-13 observado no material de partida (4) deu ligar ao 

grupo metoxi, confirmado pela correlação do hidrogênios em δ 3,35 s (3H, H-1") com o carbono 

oximetilênico em C-13 (δ 63,1). 

 Por outro lado, foram mantidos os grupos acetoxi formados pelos sinais de hidrogênios 

δ 2,04 s (3H, H-2') δ 2,22 s (3H, H-2''') e nas posições C-8 e C-10, respectivamente. Além 

destes, identificou-se também o substituinte acetoxi de hidrogênio δ 1,98 s (3H, H-2'''') na 

posição C-5 (δ 75,9) devido à correlação do hidrogênio oximetínico em δ 5,93 s (1H, H-5) com 

a carbonila em C-1'''' (δ 171,4) de respectiva acetila. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 11 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 86) do íon molecular 

protonado m/z 471,1859 [C22H30O11+H]+ (calculado 471,1866). 

 

Figura 86 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 11. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O derivado semissintético 11 correspondeu à LS do tipo cadinanolídeo, 1,4-dihidroxi-

5,8,10-triacetoxi-13-metoxicadin-7(11)-en-6(12)-olídeo (Figura 80), cuja fórmula molecular é 

C22H30O11. Embora não tenham sido encontrados relatos da obtenção do composto 11 utilizando 
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catalisadores básicos em uma abordagem semissintética, este já foi reportado na literatura a 

partir do esqueleto glaucolídeo, incluindo o glaucolídeo B (4) como composto de partida, em 

reações de ciclização transanular de LS com sílica e metanol sob refluxo (JAKUPOVIC et al., 

1986b; BAZON et al., 1997). 

 

5.6.2.2 Derivado (12): 1,4-dihidroxi-5,8,10,13-tetraacetoxicadin-7(11)-en-6(12)-olídeo 

 

Figura 87 – Estrutura molecular do derivado semissintético (12) do glaucolídeo B (4). 

 
Fonte: adaptado de Bardón e colaboradores (1993). 

 

 A formação do derivado semissintético 12 se deu de acordo com o mesmo mecanismo 

proposto para obtenção do derivado 11 (Esquema 24). A diferença fundamental entre ambos os 

derivados (11 e 12) diz respeito à etapa de adição de Michael com o intermediário 4.3, sendo 

desencadeada pelo próprio ácido acético proveniente do passo reacional anterior, para a 

formação do derivado semissintético 13-acetoxi-cadinanolídeo (12), o qual foi identificado 

como componente minoritário na condição a(i), mas obtido como majoritário na condição a(ii) 

em função da substituição do metanol pelo DCM como solvente. 

 A Tabela 25 apresenta os dados de RMN 1H e RMN 13C observados para o derivado 12 

juntamente com a comparação com dados reportados na literatura. As informações obtidas a 

partir dos experimentos de RMN 1H (Figura 88) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 89 

e 90) para o composto 12 permitiram confirmar a formação do derivado semissintético de 

interesse. 

 Nesse sentido, também foram detectados os sinais sugestivos da presença do núcleo 

cadinanolídeo, assim como abordado anteriormente para derivado semissintético análogo 11 

(para maiores detalhes vide item 5.6.2.1). Ainda, a comparação dos dados espectroscópicos de 

RMN entre o derivado 12 e seu análogo 11 mostrou que a única diferença estrutural refere-se à 
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presença da porção acetoxi na posição alílica C-13 para 12, em vez do substituinte metoxi 

observado na mesma posição para o derivado 11. 

 

Tabela 25 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (12) do glaucolídeo 
B (4) e dados comparativos da literatura. 

Posição (12) (BARDÓN et al., 1993)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) 

1 - 76,8 - 
2a 2,30-2,42 m 30,7 2,35 m 
2b 1,60-1,73 m 1,68 m 
3a 2,25-2,39 m 35,8 2,35 m 
3b 1,77-1,90 m 1,85 m 
4 - 73,3 - 
5 5,92 s 75,9 5,92 sl 
6 - 89,4 - 
7 - 157,4 - 
8 5,86 dd (4,1; 2,4) 65,3 5,85 dd (4,0; 2,5) 
9a 3,32 dd (16,1; 2,4) 33,8 3,31 dd (16,0;2,0) 
9b 2,06 dd (16,1; 4,1) 2,05 dd (16,0;4,0) 
10 - 84,2 - 
11 - 128,0 - 
12 - 170,4 - 
13a 5,12 d (12,9) 55,0 5,11 d (13,0) 
13b 4,79 d (12,9) 4,79 d (13,0) 
14 1,70 s 19,7 1,69 s 
15 1,41 s 23,3 1,40 s 
1’ - 170,7 - 
2’ 2,03 s 21,2 2,02 s 
1’’ - 170,5 - 
2’’ 2,05 s 20,7 2,02 s 
1’’’ - 168,9 - 
2’’’ 2,22 s 22,9 2,21 s 
1’’’’ - 171,4 - 
2’’’’ 1,98 s 20,4 1,97 s 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(500 MHz 1H, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

a, não foram encontrados relatos na literatura com a descrição dos dados de RMN 13C para o composto 
12, por isso realizou-se a comparação apenas em relação aos dados de RMN 1H. 
 

 A confirmação da função acetila na posição C-13 do derivado 12 foi determinada a 

partir da correlação dos hidrogênios em δ 2,05 s (3H, H-2'') com o carbono oximetilênico δ 55,0 

(C-13). 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 12 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 91) do íon molecular 

protonado m/z 499,1794 [C23H30O12+H]+ (calculado 499,1816), conforme reportado na 

literatura para o derivado 12 (BARDÓN et al., 1993). 
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Figura 88 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (12) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 89 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (12) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 90 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (12) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 91 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 12. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O derivado semissintético 12 correspondeu ao cadinanolídeo 1,4-dihidroxi-5,8,10,13-

tetraacetoxicadin-7(11)-en-6(12)-olídeo (Figura 87), com fórmula molecular C23H30O12. 

 Em termos quimiotaxonômicos, o derivado 12 já foi previamente relatado para a 

espécies da tribo Vernonieae (BARDÓN et al., 1993; VALDÉS et al., 1998). Além disso, a 

proposta de um núcleo cadinanolídeo está condizente com o reportado na literatura, que 

demostra a obtenção desse subtipo de LS por meio de reações de ciclização transanular a partir 

de LS do tipo glaucolídeo (MARTÍNEZ-VÁZQUEZ et al., 1992; BAZON et al., 1997). 

 

5.6.2.3 Derivado (13): 1(10)-acetonida-5,8-diacetoxi-2-epi-vernomargolídeo-1(4)-

ciclohemiacetal 

 

Figura 92 – Estrutura molecular do derivado semissintético (13) do glaucolídeo B (4). 
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Fonte: adaptado de Rodríguez-Hahn e colaboradores (1988). 
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 A obtenção dos derivados semissintéticos 13, 14 e 15 a partir do glaucolídeo B (4) foi 

possível pela reação catalisada pelo cloreto de bismuto em presença de anidrido acético 

(condição b), como demonstrado no Esquema 25. 

 

Esquema 25 – Mecanismo de reação proposto para produção dos derivados semissintéticos 13, 
14 e 15 com cloreto de bismuto III (BiCl3): condição b. 

Condição reacional: (b) BiCl3, Ac2O, DCM, Ar, rt, 2 h. 
 

 O passo reacional inicial foi dependente da abertura do anel epóxido em C-4/C-5 do 

composto de partida (4), realizada nesse caso pelo derivado catalítico denominado 

acetoxicloreto de bismuto [Bi(OAc)Cl2], em mecanismo similar ao proposto para a aberturo de 

epóxidos por espécies de bismuto (SALVADOR; SILVESTRE; PINTO, 2011; ALAM; PARK, 

2017). Para a formação paralela dessa espécie catalítica, o BiCl3 complexou-se com o Ac2O, 

promovendo a perda de HCl a partir do ataque de um dos átomos de cloro ao hidrogênio do 

anidrido. Em seguida, a condensação deste intermediário com nova molécula de Ac2O, 

seguindo um mecanismo de condensação de Claisen, proporcionou a formação do Bi(OAc)Cl2 

e de um β-ceto-éster. 

 Uma vez gerado, em função de sua acidez de Lewis em relação ao epóxido, o 

acetoxicloreto de bismuto interagiu com o oxigênio do grupo oxirano para formar um complexo 
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ativado "O-Bi(OAc)Cl2. A abertura do anel epóxido foi causada pelo ataque da porção acetoxi 

do "O-Bi(OAc)Cl2" ao carbono menos substituído do epóxido (C-5), formando um 

intermediário acetilado em C-5 (4.4), e o consequente rearranjo estrutural desencadeado pela 

adição nucleofílica à carbonila em C-1. Essa ciclização promoveu a formação de um anel 

tetrahidrofurânico em C-1/C-4 além de uma porção acetálica em C-1, estabilizada pela espécie 

de bismuto remanescente da etapa de abertura do oxirano ("O-BiCl2"). 

 Posteriormente, o BiCl3 promoveu a desprotonação do hidrogênio metilênico na posição 

C-2 do intermediário 4.4 com a perda de HCl, desencadeando a ciclização transanular a partir 

do ataque nucleofílico ao carbono olefínico em C-7, seguido do deslocamento da dupla ligação 

para a posição C-11/C-13 e a perda do grupo acetoxi ligado na posição alílica C-13 na forma 

de Bi(OAc)Cl2, originando um núcleo decalina em C-2/C-7, correspondendo ao intermediário 

4.5. A capacidade de desprotonação do BiCl3 já foi demonstrada previamente em outras 

situações reacionais (MOHAMMADPOOR-BALTORK; ALIYAN, 1999; SALVADOR; 

PINTO; SILVESTRE, 2009). O HCl oriundo do passo reacional anterior promoveu o ataque à 

porção "O-BiCl2" na posição C-1 do intermediário 4.5, com consequente regeneração com 

catalisador BiCl3 e formação de um hemiacetal na mesma posição, permitindo a obtenção do 

derivado semissintético vernomargolídeo hemiacetálico 14. 

 O derivado 14, por sua vez, sofreu uma segunda desacetilação na posição C-10 mediada 

por nova molécula de Bi(OAc)Cl2, promovendo a perda de Ac2O e formação do grupamento 

"O-BiCl2" na mesma posição (C-10) no intermediário 14.2. Em seguida, o grupo hidroxil da 

porção hemiacetal em C-1 do intermediário 14.2 atacou a molécula de acetona, a qual foi obtida 

da dissociação do β-ceto-ácido gerado a partir da desacetilação do β-ceto-éster (gerado 

anteriormente nas etapas iniciais da reação) em presença de HCl. O novo condensado 

intermediário (14.3) formado passou por mais um rearranjo com a eliminação de um molécula 

de Bi(OH)Cl2 e a formação de um grupamento acetonida em C-1/C-10, correspondendo ao 

derivado semissintético 13. A presença com do Ac2O na reação catalisada por BiCl3 

provavelmente confere à reação um pH baixo (ácido), justificando a formação deste produto 

via um processo termodinâmico. A formação do anel dimetildioxolano já foi reportado 

previamente em condições de reações similares com ácidos de Lewis em presença de acetona 

(SOLLADIÉ‐CAVALLO et al., 2006; KARAMÉ et al., 2011; DAUGEY et al., 2018). 

 Os dados de RMN 1H e RMN 13C observados para o derivado 13 foram comparados 

com dados relatados na literatura para estrutura similar, cujas informações estão compiladas na 

Tabela 26, auxiliando na confirmação da formação do derivado de LS. 
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Tabela 26 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (13) do glaucolídeo 
B (4) e dados comparativos da literatura. 

Posição (13) (RODRÍGUEZ-HAHN et al., 1988)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 111,0 - 104,8 
2 3,00 d (4,6) 43,2 2,87 d (4,0) 44,6 
3a 2,32 dd (12,8; 4,6) 35,4 2,63 dd (12,2; 4,0) 36,5 3b 1,79 d (12,8) 1,67 d (12,2) 
4 - 82,3 - 83,0 
5 4,75 d (6,0) 79,4 4,90 d (5,0) 80,3 
6 4,32 d (6,0) 81,7 4,37 d (5,0) 84,2 
7 - 49,4 - 50,8 
8 4,74 dd (4,2; 2,3) 69,4 4,82 t (3,0) 70,0 
9a 2,56 dd (17,0; 2,3) 35,5 3,30 dd (17,2; 3,0) 31,0 9b 1,97 dd (17,0; 4,2) 2,11 dd (17,2; 3,0) 
10 - 76,4 - 81,5 
11 - 136,8 - 136,8 
12 - 168,0 - 167,7 
13a 6,46 s 125,1 6,47 s 125,5 13b 5,66 s 5,68 s 
14 1,41 s 25,5 1,67 s 22,6 
15 1,29 s 21,0 1,32 s 21,9 
1’ - 169,8 - 165,5 
2’ 2,16 s 20,8 - 136,4 
3’a - - 6,07 m 126,0 3’b - 5,63 m 
4’ - - 1,92 m 18,3 
1’’ - 169,4 - 169,9 
2’’ 2,03 s 20,7 2,17 s 19,3 
1’’’ - - - 169,9 
2’’’ - 106,1 1,98 s 20,7 
3’’’ - - - - 
4’’’ 1,52 s 29,4 - - 
5’’’ 1,45 s 28,8 - - 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(80 MHz 1H, 20 MHz 13C, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

a, devido ao fato de não terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 13, este foi 
comparado ao análogo C-8 metacriloiloxi, hidroxilado em C-1 e acetilado em C-10, cujas diferenças na 
comparação com 13 se dá pelo substituinte éster em C-8 (com um metacriloiloxi em vez do acetoxi em 
13) além da ausência do grupo C-1/C-10 acetonida de 13. 
 

 Uma das variações mais contundentes observada nos dados de RMN 1H (Figura 93) e 

bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 94 e 95) do derivado 13 em comparação com o 

material de partida (4) (para maiores detalhes vide item 5.6.1.4) foi evidenciada pelas 

correlações entre o hidrogênio agora metínico δ 3,00 d (1H; J=4,6; H-2) na posição C-2 (δ 43,2) 

com os carbonos oximetínicos em C-6 (δ 81,7) e C-7 (δ 69,4) e quaternário em C-7 (δ 49,4), 

que sugeriram a formação de uma decalina em C-2/C-7.  
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Figura 93 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (13) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 94 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (13) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 95 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (13) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 Somadas à estas, as correlações entre o hidrogênio em C-2 e os hidrogênios metilênicos 

δ 2,32 dd (1H, J=12,8; 4,6 Hz, H-3a) e δ 1,79 d (1H, J=12,8 Hz, H-3b) do carbono em C-3 (δ 

35,4) com os carbonos oxigenados em δ 82,3 (C-4) e δ 111,0 (C-1) – este último indicando uma 

função acetálica, indicaram a presença de um anel tetrahidrofurano em C-1/C-4. Esses achados 

associados corroboraram com a hipótese de obtenção do núcleo de LS do tipo vernomargolídeo 

acetálico (RODRÍGUEZ-HAHN et al., 1988). 

 Adicionalmente, identificou-se a presença do anel γ-lactônico em C-6/C-7 contendo 

uma α,β-insaturação exocíclica (C-11/C-13) pela correlação entre os hidrogênios metilênicos δ 

6,46 s (1H, H-13a) e δ 5,66 (1H, H-13b) com os carbonos ressonando em 49,4 ppm (C-7), 136,8 

ppm (C-11) e 168,0 ppm (C-12). Além do substituinte acetoxi na posição C-8 (δ 69,4), 

evidenciado pelos hidrogênios simpleto δ 2,16 (3H, H-2'), observou-se um segundo grupo 

acetálico (contendo hidrogênios δ 2,03 s [3H, H-2'']) ligado à posição C-5 (δ 79,4), confirmado 

a partir da correlação do hidrogênio oximetínico δ 4,90 d (1H, J=6,0 Hz, H-5) em C-5 com o 

carbono carbonílico de C-1'' (δ 169,4). A existência do anel acetonida no derivado 13 foi 

ratificada pela correlação dos hidrogênios de metilas em δ 1,52 s (3H, H-4''') e δ 1,45 s (3H, H-

5''') com o carbono em δ 106,1 (C-2'''). A posição do grupo dimetildioxolano em C-1/C-10 foi 

estabelecida em função da correlação entre os hidrogênios da metila em C-5''' (δ 28,8) com o 

carbono acetálico em C-1. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 13 pela presença do íon molecular na forma de aduto de sódio m/z 459,1624 

[C22H28O9+Na]+ (calculado 459,1631) no espectro de EM full scan (Figura 96), além do pico 

base na forma de dímero adutado com hidrogênio m/z 873,3524 [2M+H]+ (calculado 873,3545). 
 

Figura 96 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 13. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 
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 O derivado semissintético 13 correspondeu à LS vernomargolídeo 1(10)-acetonida-5,8-

diacetoxi-2-epi-vernomargolídeo-1(4)-ciclohemiacetal (Figura 92), com fórmula molecular 

C22H28O9. A subclasse de LS do tipo vernomargolídeo contendo funções hemiacetálicas na 

posição C-1 e variados substituintes éster já foi anteriormente reportada para espécies da tribo 

Vernonieae (JAKUPOVIC et al., 1986a; ALARCON; LOPES; HERZ, 1990; LOPES, 1991). 

Ainda, a obtenção de derivados de LS com esse tipo de esqueleto carbocíclico já foi descrita a 

partir de reações de ciclização transanular com LS do tipo glaucolídeo (RODRÍGUEZ-HAHN 

et al., 1988). 

 Todavia, essa é a primeira vez que composto 13 está sendo relatado na literatura. 

 

5.6.2.4 Derivado (14): 5,8,10-triacetoxi-2-epi-vernomargolídeo-1(4)-ciclohemiacetal 

 

Figura 97 – Estrutura molecular do derivado semissintético (14) do glaucolídeo B (4). 

 
Fonte: adaptado de Rodríguez-Hahn e colaboradores (1988). 

 

 Como observado no Esquema 25 e descrito anteriormente, a produção do derivado 

semissintético 14 foi baseada na abertura do anel oxirano em C-4/C-5 do glaucolídeo B (4) pelo 

acetoxicloreto de bismuto, seguido da ciclização transanular decorrente da desprotonação do 

intermediário 4.4 e posterior regeneração do catalisador BiCl3 em presença de HCl com 

formação da estrutura decalina (C-2/C-7), correspondente ao 5,8,10-triacetoxi-

vernomargolídeo (14) de interesse. 

 Os dados observados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado 14 foram comparados 

com dados disponíveis na literatura e as informações foram compiladas na Tabela 27. A partir 

dos dados de RMN 1H (Figura 98) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 99 e 100) do 

derivado 14 foi possível confirmar a formação do núcleo vernomargolídeo hemiacetálico, assim 

como observado e abordado anteriormente para o derivado semissintético análogo 13 (para 

maiores detalhes vide item 5.6.2.3). Contudo, identificou-se uma diferença fundamental na 

comparação dos dados espectroscópicos de RMN do derivado 14 em relação à seu análogo 13, 

referindo-se nesse caso à ausência da porção acetonida entre as posições C-1/C-10. 
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Tabela 27 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (14) do glaucolídeo 
B (4) e dados comparativos da literatura. 

Posição (14) (RODRÍGUEZ-HAHN et al., 1988)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 104,6 - 104,8 
2 2,80 d (4,2) 44,5 2,87 d (4,0) 44,6 
3a 2,62 dd (12,7; 4,2) 36,2 2,63 dd (12,2; 4,0) 36,5 3b 1,63 d (12,7) 1,67 d (12,2) 
4 - 83,3 - 83,0 
5 4,90 d (5,4) 80,0 4,90 d (5,0) 80,3 
6 4,36 d (5,4) 84,0 4,37 d (5,0) 84,2 
7 - 50,4 - 50,8 
8 4,84 dd (3,2; 2,8) 69,3 4,82 t (3,0) 70,0 
9a 3,26 dd (16,8; 2,8) 30,4 3,30 dd (17,2; 3,0) 31,0 9b 2,09 dd (16,8; 3,2) 2,11 dd (17,2; 3,0) 
10 - 81,3 - 81,5 
11 - 136,8 - 136,8 
12 - 167,8 - 167,7 
13a 6,46 s 125,5 6,47 s 125,5 13b 5,66 s 5,68 s 
14 1,66 s 19,1 1,67 s 22,6 
15 1,32 s 22,0 1,32 s 21,9 
OH-1 3,09 sl - - - 
1’ - 168,8 - 165,5 
2’ 1,99 s 20,6 - 136,4 
3’a - - 6,07 m 126,0 3’b - 5,63 m 
4’ - - 1,92 m 18,3 
1’’ - 169,9 - 169,9 
2’’ 2,17 s 20,8 2,17 s 19,3 
1’’’ - 169,6 - 169,9 
2’’’ 2,08 s 22,7 1,98 s 20,7 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(80 MHz 1H, 20 MHz 13C, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

a, devido ao fato de não terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 14, este foi 
comparado ao análogo C-8 metacriloiloxi, cuja diferença na comparação com 14 se dá apenas pelo 
substituinte éster em C-8 (com um metacriloiloxi em vez do acetoxi em 14). 
 

 Em vez disso, os sinais dos hidrogênios acetílicos δ 2,08 s (3H, H-2''') e da carbonila em 

δ 169,6 (C-1''') indicaram o substituinte acetoxi ligado na posição C-10 (δ 81,3), bem como o 

hidrogênio δ 3,09 sl confirmou a presença da hidroxila em C-1 (δ 104,6), referente à função 

hemiacetálica nessa posição 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 14 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 101) das espécies iônicas 

na forma de aduto com sódio m/z 461,1409 [C21H26O10+Na]+ (calculado 461,1424) e na forma 

protonada com perda de água por ionização na fonte (perfil já abordado na caracterização de 

outras LS) m/z 421,1526 [C21H26O10+H-H2O]+ (calculado 421,1499). 
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Figura 98 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (14) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 99 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (14) do glaucolídeo B (4).  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 100 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (14) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 101 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 14. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O derivado semissintético 14 correspondeu à LS vernomargolídeo 5,8,10-triacetoxi-2-

epi-vernomargolídeo-1(4)-ciclohemiacetal (Figura 97), cuja fórmula molecular é C21H26O10. 

Rodríguez-Hahn e colaboradores (1988) reportaram a obtenção de derivados vernomargolídeo 

hemiacetálicos, contendo diferentes substituintes éster, a partir de reações de ciclização 

transanular com LS do tipo glaucolídeo. 

 Em termos quimiotaxonômicos, essa subclasse de LS também já foi previamente obtida 

de espécies de Vernonieae (JAKUPOVIC et al., 1986a; ALARCON; LOPES; HERZ, 1990; 

LOPES, 1991). Entretanto, essa é a primeira vez que composto 14 está sendo descrito na 

literatura. 

 

5.6.2.5 Derivado (15): 5,8-diacetoxi-2-epi-vernomargolídeo-1(4)-ciclohemiacetal 

 

Figura 102 – Estrutura molecular do derivado semissintético (15) do glaucolídeo B (4). 
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Fonte: adaptado de Rodríguez-Hahn e colaboradores (1988). 

 

 A produção do derivado semissintético 15 se deu conforme descrito no Esquema 25, a 

partir da liberação de uma molécula de Bi(OH)Cl2 do intermediário 14.2 (o qual foi obtido 
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como produto da desacetilação na posição C-10 do derivado 14) durante o processo de 

tratamento da reação (work up) em presença de água (KERAMANE; BOYER; ROQUE, 2001; 

SALVADOR; SILVESTRE; PINTO, 2011). 

 Assim como identificado para os derivados 13 e 14 (para maiores detalhes vide itens 

5.6.2.3 e 5.6.2.4), os dados de RMN 1H (Figura 103) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 

104 e 105) para o derivado 15 comprovou a formação do núcleo vernomargolídeo 

hemiacetálico. Os dados de RMN 1H e RMN 13C observados para o derivado 15 foram 

comparados com dados da literatura e as informações estão apresentadas na Tabela 28. 

 

Tabela 28 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (15) do glaucolídeo 
B (4) e dados comparativos da literatura. 

Posição (15) (RODRÍGUEZ-HAHN et al., 1988)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 106,1 - 106,1 
2 2,80 d (4,2) 43,8 2,83 d (4,0) 43,9 
3a 2,59 dd (12,6; 4,2) 36,1 2,58 dd (12,2; 4,0) 36,4 3b 1,65 d (12,6) 1,65 d (12,2) 
4 - 83,2 - 82,7 
5 4,88 d (5,4) 80,0 4,85 d (5,0) 80,5 
6 4,38 d (5,4) 83,4 4,37 d (5,0) 83,8 
7 - 50,5 - 50,9 
8 4,87 dd (3,2; 2,8) 70,4 4,91 t (3,0) 70,3 
9a 2,225 d (3,0) 35,0 2,24 d (3,0) 35,3 9b 2,220 d (2,8) 2,24 d (3,0) 
10 - 71,4 - 70,5 
11 - 136,8 - 137,1 
12 - 167,6 - 168,1 
13a 6,47 s 125,5 6,41 s 125,6 13b 5,68 s 5,61 s 
14 1,33 s 22,7 1,30 s 23,7 
15 1,31 s 22,0 1,32 s 21,9 
OH-1 3,20 sl - - - 
OH-10 1,60 sl - - - 
1’ - 168,6 - 165,8 
2’ 2,07 s 20,9 - 136,1 
3’a - - 6,07 m 126,1 3’b - 5,63 m 
4’ - - 1,93 m 18,2 
1’’ - 169,7 - 169,9 
2’’ 2,17 s 20,8 2,16 s 20,7 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(80 MHz 1H, 20 MHz 13C, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

a, devido ao fato de não terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 15, este foi 
comparado ao análogo C-8 metacriloiloxi, cuja diferença na comparação com 15 se dá apenas pelo 
substituinte éster em C-8 (com um metacriloiloxi em vez do acetoxi em 15). 
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Figura 103 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (15) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 104 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (15) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 105 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (15) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 Apesar das coincidências estruturais entre o derivado 15 e seu análogo 14, a comparação 

dos dados de RMN de ambos os derivados evidenciou uma única diferença entre os mesmo, 

correspondendo à ausência do grupo acetoxi na posição C-10 do derivado 15. Em vez disso, 

além do sinal de hidrogênio (δ 3,20 sl) da hidrolixa acetálica em C-1, foi identificada também 

a presença de uma hidroxila na posição C-10, a qual foi caracterizada pelo sinal de hidrogênio 

na forma de simpleto largo em δ 1,60 (OH-10) em correlação com o carbono oximetínico em δ 

71,4 (C-10). 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 15 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 106) das espécies iônicas 

na forma de aduto com sódio m/z 419,1302 [C19H24O9+Na]+ (calculado 419,1318) e na forma 

protonada com perda de água por ionização na fonte m/z 379,1390 [C19H24O9+H-H2O]+ 

(calculado 379,1393). 

 

Figura 106 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 15. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O derivado semissintético 15 correspondeu a LS vernomargolídeo 5,8-diacetoxi-2-epi-

vernomargolídeo-1(4)-ciclohemiacetal (Figura 102), cuja fórmula molecular é C19H24O9. 

Assim como para os derivados 13 e 14, a base referencial que suporta a hipótese da estrutura 

proposta para este derivado semissintético está relacionada à produção de derivados 

vernomargolídeo hemiacetálicos a partir da semissíntese de LS (RODRÍGUEZ-HAHN et al., 

1988), bem como o isolamento a partir de espécies de Vernonieae (JAKUPOVIC et al., 1986a; 

ALARCON; LOPES; HERZ, 1990; LOPES, 1991).  

 Da mesma forma, o composto 15 está sendo reportado pela primeira vez na literatura. 
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5.6.2.6 Derivado (16): 8,10,13-triacetoxi-1(4)-epoxi-1,5-dihidroxigermacr-7(11)-en-6(12)-

olídeo 
 

Figura 107 – Estrutura molecular do derivado semissintético (16) do glaucolídeo B (4). 

 
Fonte: adaptado de Jimenez e colaboradores (1995). 

 

 A obtenção do derivado semissintético 16 a partir do glaucolídeo B (4) em presença 

somente de BiCl3 também foi dependente da abertura do anel epóxido em C-4/C-5, conforme 

ilustrado no Esquema 26. Para tanto, mediada pela acidez do cloreto de bismuto (ácido de 

Lewis) em relação ao epóxido, o BiCl3 interagiu com o oxigênio do grupo oxirano para formar 

um complexo ativado "O-BiCl3", também em acordo com mecanismo similar ao proposto para 

a adição ao epóxido com BiCl3, levando à abertura do oxirano (SALVADOR; SILVESTRE; 

PINTO, 2011; ALAM; PARK, 2017). Neste mecanismo, um dos átomos de cloro do complexo 

"O-BiCl3" ataca o carbono menos substituído do epóxido (C-5), via adição nucleofílica. 
 

Esquema 26 – Mecanismo de reação proposto para produção do derivado semissintético 16 com 
cloreto de bismuto III (BiCl3): condição c(i). 

 
Condição reacional: (c) (i) BiCl3, DCM, Ar, rt, 3 h. 

 

 A abertura promoveu a formação de um intermediário (4.6) clorado em C-5 e o 

consequente rearranjo a partir da adição nucleofílica à carbonila em C-1. Essa etapa também 
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permitiu a formação de um anel oxolano em C-1/C-4 carregando uma função acetálica em C-

1, o qual foi estabilizado pela espécie de bismuto remanescente da etapa de abertura do epóxido 

("O-BiCl2"). O intermediário 4.6 obtido, quando exposto à água durante o processo de 

tratamento da reação (work up), gerou em C-1 um hemiacetal com liberação de uma molécula 

de Bi(OH)Cl2 (KERAMANE; BOYER; ROQUE, 2001; SALVADOR; SILVESTRE; PINTO, 

2011). Da mesma maneira, o meio aquoso e acidificado também propiciou a formação de uma 

hidroxila em C-5 via substituição nucleofílica do halogênio e a formação do produto 5-hidroxi-

hirsutinolídeo (16). A ausência do Ac2O nessa condição reacional obviamente conferiu um pH 

pouco ácido à reação em comparação com a condição reacional precedente (condição b). Em 

consequência, o produto de adição com BiCl3 foi obtido via um processo cinético. 

 Os dados de RMN 1H e RMN 13C observados para o derivado 16 foram comparados 

com os dados descritos na literatura, e as informações estão apresentadas na Tabela 29. 
 

Tabela 29 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (16) do glaucolídeo 
B (4) e dados comparativos da literatura. 

Posição (16) (JIMENEZ et al., 1995) 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 108,8 - 108,7 
2a 2,08-2,18 m 33,9 2,11 m 34,6 2b 1,78-1,88 m 2,15 m 
3a 2,09-2,23 m 34,5 2,11 m 33,9 3b 2,09-2,23 m 1,81 m 
4 - 86,5 - 86,6 
5 3,57 d (9,1) 75,9 3,52 d (9) 76,1 
6 5,11 d (9,1) 82,0 5,08 d (9) 81,7 
7 - 168,6 - 168,4 
8 5,90 dd (3,5; 3,4) 68,4 5,87 t (3) 68,4 
9a 2,58 dd (15,6; 3,5) 41,8 2,57 dd (12,3) 42,1 9b 2,15 d (15,6) 2,57 dd (12,3) 
10 - 87,0 - 87,0 
11 - 123,1 - 123,2 
12 - 171,2 - 170,7 
13a 4,91 d (12,6) 55,7 4,89 d (16) 55,8 13b 4,74 d (12,6) 4,72 d (16) 
14 1,62 s 17,5 1,60 s 17,4 
15 1,50 s 21,9 1,48 s 22,0 
OH-1 4,30 sl - - - 
OH-5 3,27 sl - - - 
1’ - 169,7 - 169,7 
2’ 2,06 s 20,6 2,05 s 20,6 
1’’ - 170,3 - 170,3 
2’’ 2,09 s 20,9 2,08 s 21,9 
1’’’ - 171,7 - 171,4 
2’’’ 2,04 s 22,2 2,02 s 22,2 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3 temperatura não indicada) 
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 A comparação entre os dados espectroscópicos de RMN 1H (Figura 108) e 

bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 109 e 110) do derivado 16 com o material de partida 

(4) (para maiores detalhes vide item 5.6.1.4), revelou a conversão do esqueleto carbocíclico, 

cujos sinais se mostraram muito similares aos observados para as LS do tipo hirsutinolídeo 1 e 

3 abordadas anteriormente (para maiores detalhes vide itens 5.6.1.1 e 5.6.1.3). 

 Além dos sinais indicativos da presença do anel γ-lactona em C-6/C-7 contendo o 

substituinte acetoxi na posição C-13, identificou-se também o anel tetrahidrofurano em C-1/C-

4 formado pelos carbonos oxigenados δ 86,5 (C-4) e δ 108,8 (C-1), corroborando com o núcleo 

hirsutinolídeo (KOTOWICZ et al., 1998). 

 A partir da análise de HMBC do derivado 16 foi possível corrigir as atribuições para os 

carbonos do anel tetrahidrofurano nas posições C-2 e C-3, definidas de forma inversa por 

Jimenez e colaboradores (1995). 

 Apesar das semelhanças, a comparação entre o derivado 16 e seu análogo hirsutinolídeo 

diacetilpiptocarfol (3) revelou a ausência da função olefínica em C-5/C-6 para o derivado 16. 

Em seu lugar, foram observadas as presenças dos hidrogênios oximetínicos δ 3,57 d (1H, J=9,1 

Hz, H-5) e δ 5,11 d (1H, J=9,1 Hz, H-6) nos respectivos carbonos C-5 (δ 75,9) e C-6 (δ 82,0), 

além de uma hidroxila na posição C-5, cujo hidrogênio ressonando em δ 3,27 sl (1H, H-5). 

 Ainda, foram mantidos os grupos acetoxi (δ 2,06 s, δ 2,04 s e δ 2,09 s) nas posições C-

8 (δ 68,4), C-10 (δ 87,0) e C-13 (δ 55,7), cuja definição da disposição das acetila se deu pela 

correlação entre os respectivos hidrogênios oximetínicos em δ 5,90 e δ 4,75/δ 4,92 das posições 

C-8 e C-13 com as carbonilas dos substituintes acetoxi correspondentes. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 16 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 111) do íon molecular 

protonado m/z 457,1686 [C21H28O11+H]+ (calculado 457,1710), em acordo com o reportado na 

literatura para o deriva 16 (FLORES-GUZMÁN et al., 2019). Além disso, observou-se a 

presença do pico base na forma protonada com perda de água por ionização na fonte em m/z 

439,1578 [C21H28O11+H-H2O]+ (calculado 439,1604), seguindo comportamento 

correspondente às LS do tipo hirsutinolídeo quando em presença de fase móvel aquosa 

acidificada, como abordado previamente. 

 O derivado semissintético 16 correspondeu à LS análogo hirsutinolídeo 8,10,13-

triacetoxi-1(4)-epoxi-1,5-dihidroxigermacr-7(11)-en-6(12)-olídeo (Figura 107), cuja fórmula 

molecular é C21H28O11. 

 



243 

Figura 108 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (16) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 109 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (16) do glaucolídeo B (4).  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 110 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético (16) do glaucolídeo B (4). 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 111 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 16. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O composto 16 foi previamente obtido a partir transformação do glaucolídeo B (4) 

empregando terra bentonita (Tonsil) (JIMENEZ et al., 1995; FLORES-GUZMÁN et al., 2019). 

Nesse contexto, a obtenção de derivados hirsutinolídeos a partir da semissíntese de LS do tipo 

glaucolídeo também foi descrita na literatura por meio de reações ciclização transanular com 

sílica na presença de solventes próticos (MARTÍNEZ-VÁZQUEZ et al., 1992). 

 

5.6.2.7 Derivado (17): 1,8-diacetoxi-1(4),7(10)-diepoxi-5-hidroxigermacr-11(13)-en-6(12)-

o1ídeo 

 

Figura 112 – Estrutura molecular do derivado semissintético 17. 
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Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986b). 

 

 O Esquema 27 ilustra a proposta do mecanismo de reação para obtenção do derivado 

semissintético 17, a partir do derivado 16 em condição alcalina, utilizando o carbonato de 

potássio em solução aquosa como catalisador sob refluxo a 45 °C. 
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Esquema 27 – Mecanismo de reação proposto para produção do derivado semissintético 17 com 
carbonato de potássio (K2CO3): condição d. 

Condição reacional: (d) K2CO3 (aq.), THF, refluxo a 45 °C, 2 h. 
 

 Seguindo proposta similar à descrita por Jakupovic e colaboradores (1986b), baseada 

na formação de um produto de rearranjo estrutural, a etapa chave da reação para obtenção 

derivado semissintético 17 foi a subtração do átomo de hidrogênio da função OH acetálica na 

posição C-1 do derivado 16, possível em função do pKa do K2CO3 aquoso (10,25) ser suficiente 

para essa condição. Essa etapa inicial, desempenhada pelo hidróxido gerado da presença do íon 

carbonato (oriundo do catalisador) em meio aquoso, permitiu a formação do ânion 

intermediário 16.1, o qual sofreu um conseguinte rearranjo com o grupo acetil da função éster 

vicinal (16.2). Adicionalmente, o alcóxido originado na posição C-10 (16.3) desencadeou um 

ataque nucleofílico ao carbono olefínico em C-7, seguido do deslocamento da dupla ligação 

para a posição C-11/C-13 e a perda do grupo acetoxi ligado na posição alílica C-13, originando 

o derivado de LS (17) de interesse. 

 Os dados observados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado 17 foram comparados 

com dados da literatura, cujas informações estão apresentadas na Tabela 30. 

 A partir da comparação dos dados espectroscópicos de RMN 1H (Figura 113) e 

bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 114 e 115) observados para o derivado 17 com 

relação aos dados do material de partida, o derivado 16 (para maiores detalhes vide item 

5.6.2.6), foram caracterizados sinais indicativos da conversão do esqueleto carbocíclico e a 

formação de um tipo variado de núcleo germacranolídeo de LS. 
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Tabela 30 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (17) e dados 
comparativos da literatura. 

Posição (17) (JAKUPOVIC et al., 1986b)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) 

1 - 112,1 - 
2a 2,51-2,63 m 31,6 2,11 m 
2b 2,17-2,27 m 2,11 m 
3a 2,51-2,63 m 36,8 2,29 m 
3b 1,97-2,15 m 2,01 m 
4 - 89,,2 - 
5 4,00 d (10,3) 73,2 5,42 s 
6 4,68 d (10,3) 84,8 - 
7 - 89,5 - 
8 5,28 dd (8,5; 7,5) 82,8 5,52 dd (7,5; 4,5) 
9a 3,02 dd (13,9; 8,5) 40,1 2,78 dd (14; 7,5) 
9b 1,89 dd (13,9; 7,5) 2,01 dd (14;4,5) 
10 - 85,7 - 
11 - 136,9 - 
12 - 167,7 - 
13a 6,54 s 129,4 6,41 s 
13b 5,78 s 5,85 s 
14 1,38 s 22,8 1,57 s 
15 1,44 s 19,4 1,55 s 
1’ - 171,2 - 
2’ 1,96 s 21,1 2,00 s 
1’’ - 168,2 - 
2’’ 2,04 s 22,3  - 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(400 MHz 1H, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

a, não foram encontrados relatos na literatura com a descrição dos dados de RMN para o composto 17, 
sendo este comparado ao análogo saturado em C-5/C-6 e hidroxilado em C-1, cujas diferenças na 
comparação com 17 se dá apenas pela ausência do grupo acetila em C-1 e da hidroxila em C-5, além da 
presença da insaturação C-5/C-6. Da mesma forma, devido ausência de dados de RMN 13C para o 
próprio análogo comparado, realizou-se a comparação apenas em relação aos dados de RMN 1H. 
 

 A principal diferença em relação ao material de partida (derivado 16) foi observada a 

partir das correlações entre os hidrogênios metilênicos simpletos δ 6,54 (1H, H-13a) e δ 5,78 

(1H, H-13b) com os carbonos carbonílico em δ 167,7 (C-12) e olefínico em δ 136,9 (C-11), 

além do carbono oxigenado na posição C-7 (δ 89,5), que comprovou a presença do anel γ-

lactônico em C-6/C-7 contendo uma α,β-insaturação exocíclica (C-11/C-13), com a 

consequente perda do substituinte acetoxi ligado à posição C-13 no derivado 16. 

 Ainda, a correlação entre os hidrogênios δ 3,02 dd (1H, J=13,9; 8,5 Hz, H-9a) e δ 1,89 

dd (1H, J=13,9; 7,5 Hz, H-9b) do metileno na posição C-9 (δ 40,1) com o carbono oxigenado 

ressonando em δ 85,7 (C-10) e o β-carbono (C-7) do anel lactônico indicou a presença de um 

anel oxolano em C-7/C-10. 
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Figura 113 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético 17. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 114 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 17.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 115 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 17. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 Esses achados, complementados pela manutenção do anel tetrahidrofurano em C-1/C-4 

já presente no material de partida, sugeriu a formação de uma LS contendo um núcleo 

diepoxigermacrano1ídeo (CATALÁN et al., 1988). 

 Ainda, foi possível observar a presença de um grupo acetoxi formado pelos sinal dos 

hidrogênios simpleto δ 2,04 (3H, H-2'') correlacionando com o carbono acetálico em C-1 (δ 

112,1), além do substituinte acetoxi cujo sinal de hidrogênio δ 2,04 s (3H-H-2') correlacionou 

com o carbono oximetínico na posição C-8 (δ 82,8). 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 17 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 116) do íon molecular 

protonado m/z 397,1501 [C19H24O9+H]+ (calculado 397,1499), além do dímero adutado com 

sódio m/z 815,2742 [2M+Na]+ (calculado 815,2738). 

 

Figura 116 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 17. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O derivado semissintético 17 correspondeu à LS 1,8-diacetoxi-1(4),7(10)-diepoxi-5-

hidroxigermacr-11(13)-en-6(12)-o1ídeo (Figura 112), com fórmula molecular C19H24O9. 

 Apesar do análogo saturado em C-5/C-6 e de seu derivado hidroxilado em C-1 já terem 

sido obtidos a partir de reações com o glaucolídeo B (4) em condições similares às deste estudo 

(JAKUPOVIC et al., 1986b; CATALÁN et al., 1988), não foram encontrados relatos na 

literatura para o derivado 17, indicando se tratar de um composto novo. 
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5.6.2.8 Derivado (18): 8-acetoxi-vernomargolídeo 

 

Figura 117 – Estrutura molecular do derivado semissintético 18. 

 
Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986a). 

 

 O derivado semissintético 18 foi produzido a partir derivado 16 empregando o BiCl3 

com catalisador sob refluxo a 50 °C (condição e), conforme proposto em mecanismo descrito 

no Esquema 28.  

 

Esquema 28 – Mecanismo de reação proposto para produção do derivado semissintético 18 com 
cloreto de bismuto III (BiCl3): condição e. 

 
Condição reacional: (e) BiCl3, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h. 

 

 Nesse caso, a reação foi dependente da formação do complexo ativado "O-BiCl3" por 

parte do cloreto de bismuto com o oxigênio do anel tetrahidrofurano (C-1/C-4). Em seguida, 

um dos átomos de cloro atacou o hidrogênio da função hemiacetálica na posição C-1, 

promovendo a abertura do anel oxolano com consequente formação de um grupo "O-BiCl2" em 

C-4 e de uma função cetona em C-1 no intermediário 16.4, além da perda de HCl. A 

desprotonação do hidrogênio metilênico na posição C-2 do intermediário 16.4 causada pelo 
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BiCl3 promoveu, adicionalmente à perda de uma segunda molécula de HCl, a ciclização 

transanular do esqueleto carbocíclico a partir do ataque nucleofílico ao carbono olefínico em 

C-7, com o rearranjo da dupla ligação para a posição C-11/C-13 e a perda do grupo acetoxi em 

C-13 na forma de Bi(OAc)Cl2, originando um segundo tipo de esqueleto decalínico em C-2/C-

7, correspondendo ao intermediário 16.5. 

 Assim como observado na formação dos derivados 13-15 (vide item 5.6.2.3), o grupo 

"O-BiCl2" na posição C-4 do intermediário 16.5 sofreu o ataque do HCl oriundo do passo 

reacional anterior para a regeneração do BiCl3 e formação do grupo hidroxila na mesma posição 

(16.6). Posteriormente, o intermediário 16.6 sofreu uma segunda desacetilação na posição C-

10 exercida pelo Bi(OAc)Cl2 (formado previamente na etapa de ciclização transanular) 

acarretando na perda de Ac2O e na formação do intermediário 16.7, contendo a porção "O-

BiCl2" em C-10. Por fim, a presença de água no processo de tratamento da reação (work up) 

permitiu a liberação de Bi(OH)Cl2 a partir do intermediário 16.7 e a consequente obtenção do 

derivado semissintético vernomargolídeo (18) de interesse. 

 A utilização de uma maior energia nas condições reacionais de semissíntese para o 

derivado 18 (em função do refluxo a 50 °C) é um dos fatores que pode explicar o favorecimento 

da abertura do anel tetrahidrofurano com a formação de um núcleo decalínico contendo uma 

função cetona em C-1 na produção do derivado vernomargolídeo 18, diferentemente do 

observado para os derivados 13-15 em que as reações foram desenvolvidas em temperatura 

ambiente com a manutenção do ciclo tetrahidrofurano, permitindo a obtenção de esqueletos 

vernomargolídeo hemiacetálicos. O aquecimento da reação (condição e) mostrou-se um 

parâmetro determinante, justificando o processo termodinâmico da formação da decalina do 

vernomargolídeo 18. 

 Os dados observados de RMN 1H e RMN 13C derivado 18 foram comparados com dados 

da literatura e as informações estão apresentadas na Tabela 31. Quando comparado ao material 

de partida (derivado 16) (para maiores detalhes vide item 5.6.2.6), os dados de RMN 1H (Figura 

118) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 119 e 120) do derivado 18 mostraram a 

conversão do esqueleto carbocíclico, comprovado pelo sinal indicativo de hidrogênio metínico 

δ 3,37 d (1H; J=4,4 Hz; H-2) na posição C-2 (δ 53,4) que correlacionou com os carbonos 

oximetínicos em C-4 (δ 84,4) e C-6 (δ 87,4) e com os carbonos quaternário em C-7 (δ 56,7) e 

cetônico em C-1 (δ 209,4). Esse conjunto de sinais sugeriram a formação de uma anel decalínico 

em C-2/C-7, e que combinado com a presença da função cetona em C-1 confirmaram na 

identificação de uma LS com núcleo vernomargolídeo (JAKUPOVIC et al., 1986a). 
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 Somado a isso, a correlação entre os hidrogênios metilênicos δ 6,48 s (1H, H-13a) e δ 

5,87 (1H, H-13b) com os carbonos em C-12 (δ 168,6), C-11 (δ 134,4) e C-7 (δ 56,7) auxiliaram 

na confirmação do anel γ-lactônico em C-6/C-7 contendo uma α,β-insaturação exocíclica (C-

11/C-13). 

 

Tabela 31 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (18) e dados 
comparativos da literatura. 

Posição (18) (JAKUPOVIC et al., 1986a)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 209,4 - 211,8 
2 3,37 d (4,4) 53,4 3,51 dd (12; 3) 53,8 
3a 1,78 dd (13,4; 4,4) 35,9 1,99 dd (14,5; 12) 31,1 3b 1,68 d (13,4) 1,65 dd (14,5; 3) 
4 - 84,4 - 73,4 
5 3,58 d (4,6) 79,1 3,06 d (7,5) 78,6 
6 4,23 d (4,6) 87,4 4,62 d (7,5) 74,9 
7 - 56,7 - 40,6 
8 5,10 d (5,5) 79,6 5,68 dd (8; 3) 70,5 
9a 2,58 dd (16,3; 5,5) 43,2 2,27 dd (16; 8) 39,9 9b 2,23 d (16,3) 2,05 dd (16; 3) 
10 - 96,5 - 85,5 
11 - 134,4 - 133,6 
12 - 168,6 - 169,3 
13a 6,48 s 126,7 6,48 s 125,4 13b 5,87 s 5,32 s 
14 2,30 s 26,5 1,55 s 27,9 
15 1,45 s 21,2 1,19 s 26,3 
1’ - 169,6 - 166,8 
2’ 2,06 s 20,9 - 127,5 
3’ - - 6,79 ql (7) 139,9 
4’ - - 1,79 dl (1) 11,9 
5’ - - 1,78 sl 14,7 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(400 MHz 1H, 100 MHz 13C, 
CDCl3, temperatura não indicada) 

a, devido ao fato de não terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 18, este foi 
comparado ao análogo C-8 tigloiloxi, cuja diferença na comparação com 18 se dá em função do 
substituinte éster em C-8 (com um tigloiloxi em vez do acetoxi em 18). 
 

 Em paralelo, a detecção de apenas um sinal indicativo de um grupo acetoxi a partir da 

correlação dos hidrogênios simpleto δ 2,16 (3H, H-2') com o carbono oximetínico em C-8 (δ 

79,6), inferiu que os demais carbonos oxigenados nas posições C-4, C-5 e C-10 corresponderam 

à carbonos hidroxilados. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 18 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 121) do íon molecular 

protonado m/z 355,1396 [C17H22O8+H]+ (calculado 355,1393). O derivado semissintético 18 

correspondeu à LS 8-acetoxi-vernomargolídeo (Figura 117), com fórmula molecular C17H22O8.  
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Figura 118 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético 18. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 119 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 18.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 120 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 18. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 121 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 18. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 Embora o análogo 8-tigloxi-vernomargolídeo já tenha sido descrito na literatura, obtido 

de espécies de Vernonieae (JAKUPOVIC et al., 1986a; BORKOSKY et al., 1997), não foram 

encontrados relatos para o derivado 18, indicando se tratar de um composto novo. 

 

5.6.2.9 Derivado (19): 8,10,13-triacetoxi-1(4)-epoxi-6-hidroxi-5-ceto-germacr-7(11)-en-6(12)-

olídeo 

 

Figura 122 – Estrutura molecular do derivado semissintético 19. 
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Fonte: adaptado de Jimenez e colaboradores (1995). 

 

 O derivado semissintético 19 foi produzido a partir do derivado 16 em reação de 

oxidação com PCC, conforme ilustrado no Esquema 29 em mecanismo similar ao descrito por 

Banerji (1978). O PCC vem sendo empregado na síntese orgânica principalmente para a 

oxidação seletiva de álcoois para a formação de compostos carbonílicos, e sua utilização 

associado à sílica gel visa minimizar de produtos colaterais de reações e favorecer a purificação 

do produto de interesse (LUZZIO et al., 1999; HERAVI; FAZELI; FAGHIHI, 2016). 
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Esquema 29 – Mecanismo de reação proposto para produção do derivado semissintético 19 com 
clorocromato de piridínio (PCC): condição f. 

Condição reacional: (f) PCC/SiO2 (1:1), DCM, Ar, rt, 48 h. 
 

 A presença da sílica gel no meio reacional parece estar envolvida na hidrólise e com 

consequente abertura do anel lactônico no derivado de partida 16, gerando a formação de uma 

função hidroxila adicional na posição C-6 e de um ácido carboxílico em C-11, correspondendo 

ao intermediário 16.8. 

 Em seguida, as hidroxilas nas posições C-5 e C-6 do intermediário 16.8 foram oxidadas 

por PCC resultando na formação de um derivado 5,6-dicetona (16.14). Este intermediário, por 

sua vez, sofreu uma adição-1,2 para restituição do anel γ-lactônico e formação de um hemiacetal 

em C-6, correspondendo ao derivado semissintético 19.  

 Estudos mais aprofundados de mecanística reacional são necessários para confirma essa 

proposta de produção do derivado 19, e para melhor compreensão da influência da sílica gel e 

do próprio PCC na abertura do anel lactônico – etapa que pode ter ocorrido após a primeira 

oxidação da hidroxila na posição C-5. 

 A Tabela 32 apresenta as dados espectroscópicos de RMN 1H e RMN 13C (a partir de 

análises desenvolvidas em temperatura reduzida a 278 K [4,8 ºC]) para o derivado 19 em 

comparação com dados do material de partida – derivado 16. 
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Tabela 32 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (19) e dados 
comparativos com material de partida (16). 

Posição (19) (16)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 111,1 - 108,8 
2a 2,42-2,54 m 34,9 2,08-2,18 m 33,9 2b 1,86-2,01 m 1,78-1,88 m 
3a 2,56-2,69 m 36,9 2,09-2,23 m 34,5 3b 1,99-2,12 m 2,09-2,23 m 
4 - 87,2 - 86,5 
5 - 200,9 3,57 d (9,1) 75,9 
6 - 107,6 5,11 d (9,1) 82,0 
7 - 162,7 - 168,6 
8 6,36 dd (11,7; 6,4) 68,2 5,90 dd (3,5; 3,4) 68,4 
9a 3,32 dd (14,3; 11,7) 35,1 2,58 dd (15,6; 3,5) 41,8 9b 2,60 dd (14,3; 6,4) 2,15 d (15,6) 
10 - 86,5 - 87,,0 
11 - 127,9 - 123,1 
12 - 167,6 - 171,2 
13a 4,84 d (12,7) 55,0 4,91 d (12,6) 55,7 13b 4,71 d (12,7) 4,74 d (12,6) 
14 1,61 s 21,7 1,62 s 17,5 
15 1,75 s 28,3 1,50 s 21,9 
OH-6 6,81 s - - - 
1’ - 173,0 - 169,7 
2’ 2,090 s 20,8 2,06 s 20,6 
1’’ - 170,0 - 170,3 
2’’ 2,094 s 20,8 2,09 s 20,9 
1’’’ - 169,4 - 171,7 
2’’’ 2,04 s 21,0 2,04 s 22,2 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 278 K) 

(300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

a, devido ao fato de não terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 19, este foi 
comparado ao análogo C-5 hidroxilado correspondente ao material de partida (derivado 16) da reação 
de produção do derivado 19. 
 

 A comparação dos dados espectroscópicos de RMN 1H (Figura 123) e bidimensionais 

(HSQC e HMBC, Figuras 124 e 125) do derivado 19 com o material de partida derivado 16 

(para maiores detalhes vide item 5.6.2.6) permitiu confirmar que a oxidação da função álcool 

na posição C-5 aconteceu como pretendido. 

 As correlações entre os hidrogênios da metila δ 2,14 s (3H, H-4) na posição C-4 (δ 87,2) 

e os hidrogênios metilênicos δ 2,56-2,69 m (1H, H-3a) e δ 1,99-2,12 m (1H, H-3b) em C-3 (δ 

36,9) com o carbono carbonílico δ 200,9 (C-5) corroboraram com a formação da função cetona 

a partir do álcool secundário na mesma posição. 
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Figura 123 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 278 K) para o derivado semissintético 19. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 124 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 278 K) para o derivado 
semissintético 19.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 125 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 278 K) para o derivado 
semissintético 19. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 Adicionalmente à oxidação da posição C-5, a segunda maior diferença identificada no 

derivado 19 em relação ao material de partida (derivado 16) foi evidenciada pelo sinal de 

hidrogênio simpleto δ 6,81 s (1H, OH-6) correlacionando com os carbonos da já referida função 

cetona em C-5 e da olefina em C-7 (δ 162,7), bem como o carbono oxigenado δ 107,6 na posição 

C-6, que sugeriu a presença de uma hidroxila ligada ao γ-carbono (C-6) do anel lactônico, 

constituindo um grupo hemiacetal na mesma posição. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 19 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 126) do íon molecular 

protonado m/z 471,1504 [C21H26O12+H]+ (calculado 471,1503). 

 
Figura 126 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 19. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 Em função dos dados espectroscópicos e espectrométricos, o derivado semissintético 19 

correspondeu à LS 8,10,13-triacetoxi-1(4)-epoxi-6-hidroxi-5-ceto-germacr-7(11)-en-6(12)-

olídeo (Figura 122), com fórmula molecular C21H26O12. 

 Ressalta-se que não foram encontrados relatos na literatura para do derivado 

semissintético 19, indicando se tratar de um composto novo. 

 

5.6.2.10 Derivado (20): 8,10,13-triacetoxi-1(4)-epoxi-germacra-1(2),5(6),7(11)-trien-6(12)-

olídeo 

 

 O derivado semissintético 20 foi produzido a partir da desidroalogenação do derivado 

16 em presença de SOCl2 e piridina sob refluxo a 60 °C (condição g), por meio de reações de 
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halogenação por substituição nucleofílica SN2 seguida de eliminação E2, em mecanismo 

ilustrado no Esquema 30. 

 

Figura 127 – Estrutura molecular do derivado semissintético 20. 

 
Fonte: adaptado de Bohlmann e colaboradores (1979). 

 

Esquema 30 – Mecanismo de reação proposto para produção do derivado semissintético 20 com 
cloreto de tionila (SOCl2): condição g. 

Condição reacional: (g) SOCl2, piridina, Ar, DCM, -10 °C (0,5 h) seguido por refluxo a 60 °C (3,5 h). 
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 Para tanto, a reação iniciou-se pelo ataque nucleofílico ao enxofre do SOCl2 por parte 

da hidroxila na posição C-5 do intermediário de partida (16), com a formação de um complexo 

carregado (16.15). Em seguida, o reestabelecimento da ligação π entre S=O promoveu a 

eliminação de um cloro e a formação do intermediário "clorosulfito protonado" (16.16), o qual 

sofreu o ataque sobre o próton a partir do próprio cloreto gerado anteriormente, para a obtenção 

do intermediário 16.17. 

 Posteriormente, o ataque da piridina ao clorosulfito 16.17 desencadeou a perda do 

segundo átomo de cloro e a formação de um novo intermediário carregado ("piridíniosulfito", 

16.19). O íon cloreto promoveu uma SN2 na posição C-5. Essa etapa resultou na formação do 

intermediário halogenado em C-5 (16.20), em acordo com a reação de halogenação de Darzens 

(DARZENS, 1911). 

 Devido ao excesso de SOCl2, ocorreu um segundo ataque nucleofílico ao enxofre de 

outra molécula de cloreto de tionila, agora por parte da hidroxila do hemiacetal em C-1 do 

intermediário halogenado 16.20. Essa etapa promoveu a halogenação também da posição C-1, 

seguido mesmo processo já descrito anteriormente, com a formação do intermediário 

dihalogenado 16.26. 

 Em função da presença de piridina e de aquecimento (refluxo a 60 °C), o intermediário 

16.26 sofreu uma dupla reação de eliminação dos halogênios das posição C-1 e C-5, em 

mecanismo do tipo E2 (OUELLETTE; RAWN, 2014).  

 Nesse caso, a piridina promoveu o ataque aos hidrogênios vicinais em C-2 e C-6, 

respectivamente, com consequente formação de duplas ligações nas posições C-1/C-2 e C-5/C-

6, para a obtenção do derivado semissintético 20, além de duas unidades de cloridrato de 

piridínio. 

 A formação do derivado 20 duplamente insaturado em C-1/C-2 e C-5/C-6 foi 

comprovada a partir dos dados espectroscópicos de RMN 1H (Figura 128) e bidimensionais 

(HSQC e HMBC, Figuras 129 e 130, respectivamente) para este, cujos valores observados de 

RMN 1H e RMN 13C estão apresentados na Tabela 33 juntamente com os dados comparativos 

descritos na literatura. 

 Quando comparados os dados de RMN do derivado 20 com o material de partida 

derivado 16 (para maiores detalhes vide item 5.6.2.6) foi possível observar a ausência dos sinais 

indicativos do grupo metilênico em C-2, dos hidrogênio oximetínicos em C-5 e C-6 e das 

hidroxilas nas posições C-1 e C-5. 
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Tabela 33 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (20) e dados 
comparativos da literatura. 

Posição (20) (BOHLMANN et al., 1979)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) 

1 - 157,8 - 
2 4,82 dd (3,2; 1,3) 94,1 5,07 dd (3; 2) 
3a 2,78 dd (15,4; 1,3) 42,4 3,02 dd (3) 
3b 2,49 dd (15,4; 3,2) 2,91 dd (2) 
4 - 85,8 - 
5 5,70 s 123,2 6,01 s 
6 - 144,8 - 
7 - 153,6 - 
8 6,83 d (8,3) 66,2 5,98 dd (5; 2,5) 
9a 3,08 d (14,2) 49,3 2,70 dd (15; 5) 
9b 2,33 dd (14,2; 8,3) 2,40 dd (15; 2,5) 
10 - 77,9 - 
11 - 127,2 - 
12 - 167,2 - 
13a 5,12 d (12,9) 56,4 5,07 d (13,5) 
13b 4,87 d (12,9) 4,85 d (13,5) 
14 1,81 s 21,1 1,64 s 
15 1,72 s 25,2 1,62 s 
1’ - 169,20 - 
2’ 2,09 s 20,8 2,12 s 
1’’ - 170,2 - 
2’’ 2,08 s 20,9 2,07 s 
1’’’ - 169,25 - 
2’’’ 2,04 s 22,,1 2,02 s 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(270 MHz 1H, CDCl3, 
temperatura não indicada) 

a, não foram encontrados relatos na literatura com a descrição dos dados de RMN 13C para o composto 
20, por isso realizou-se a comparação apenas em relação aos dados de RMN 1H. 
 

 Em vez disso, foram detectados os sinais dos hidrogênios olefínicos em δ 4,82 dd (1H, 

J=3,2; 1,3; H-2) e em δ 5,70 s (1H, H-5) ligados respectivamente aos carbonos em C-2 (δ 94,1) 

e em C-5 (δ 123,2).  

 A partir do mapa de correlação a longa distância HMBC foram confirmadas as posições 

das insaturações em C-1/C-2 e C-5/C-6, considerando-se por exemplo, as correlações entre o 

hidrogênio em C-2 com os carbonos olefínico oxigenado em δ 157,8 (C-1) e metilênico em C-

3 (δ 42,4), bem como as correlações do hidrogênio em C-5 com os carbono oxigenado em C-4 

(δ 85,8) e o γ-carbono do anel lactônico em δ 144,8 (C-6).  

 Esse achados comprovaram a formação do derivado 20 a partir da desidroalogenação 

do derivado 16. 
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Figura 128 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético 20. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 129 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 20.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 130 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 20. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 20 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 131) do íon molecular 

adutado com sódio m/z 443,1301 [C21H24O9+Na]+ (calculado 443,1318). 

 

Figura 131 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 20. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O derivado semissintético 20 correspondeu à LS 8,10,13-triacetoxi-1(4)-epoxi-

germacra-1(2),5(6),7(11)-trien-6(12)-olídeo (Figura 127), cuja fórmula molecular é C21H24O9. 

Este composto já foi obtido a partir de reação de semissíntese com a acetilação de 

hirsutinolídeos (BOHLMANN; MAHANTA; DUTTA, 1979; BOHLMANN et al., 1979), ainda 

que empregando estratégias reacionais diferentes à utilizada neste estudo. 

 Da mesma forma, os análogos 8-metacriloiloxi (BOHLMANN et al., 1983) e 10-hidroxi 

(BOHLMANN et al., 1981) também já foram obtidos de reação de semissíntese de 

hirsutinolídeos. 

 Apesar disso, é importante ressaltar que não foram encontrados relatos da investigação 

do potencial biológico do derivado semissintético 20. 

 

5.6.2.11 Derivado (21): 5,8,10,13-tetraacetoxi-1(4)-epoxi-1-hidroxigermacr-7(11)-en-6(12)-

olídeo 

 

 O derivado semissintético 21 foi produzido a partir da reação de acetilação do derivado 

16 em presença de Ac2O e catalisado por DMAP (condição h), conforme demonstrado no 

Esquema 31 em acordo com mecanismo descrito da literatura (XU et al., 2005; MANDAI et 

al., 2016).  



268 

Figura 132 – Estrutura molecular do derivado semissintético 21. 

 
Fonte: adaptado de Jimenez e colaboradores (1995). 

 

 DMAP tem sido empregado com agente catalítico em reações envolvendo o Ac2O na 

acetilação de produtos naturais, incluindo as LS (CHEN et al., 2017; CHOODEJ; PUDHOM; 

MITSUNAGA, 2018). 

 

Esquema 31 – Mecanismo de reação proposto para acetilação do derivado semissintético 21 
com DMAP e trietilamina (Et3N) em presença de anidrido acético: condição h. 

 
Condição reacional: (h) 1) DMAP, Et3N, Ac2O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado 16, DCM, rt, 0,5 h. 

 

 O passo chave para essa reação foi dependente do ataque nucleofílico inicial do DMAP 

sobre o agente acetilante Ac2O, em que uma das carbonilas do anidrido foi atacada pelo 

tautômero de DMAP promovendo a formação do intermediário catalítico acilpiridínio e de um 

ânion acetato. Em seguida, o próprio cátion acilpiridínio sofreu o ataque nucleofílico do grupo 

hidroxila na posição C-5 do derivado de partida 16, para a formar do derivado carregado 16.27. 

 O intermediário 16.27, por sua vez, foi desprotonado pelo ânion acetato que atuou como 

uma base de Brönsted aumentando a reatividade da hidroxila, obtendo-se o intermediário 16.28. 

Por fim, o deslocamento da carga negativa do oxiânion (16.28) com consequente rompimento 
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da ligação da porção acetila do cátion piridínio permitiu a formação do derivado semissintético 

acetilado na posição C-5 (21). Além deste, houve também a liberação de um sal de piridínio, o 

qual foi neutralizado pela base auxiliar Et3N resultado na regeneração do catalisador DMAP. 

 A Tabela 34 apresenta as dados espectroscópicos de RMN 1H e RMN 13C para o 

derivado 21 em comparação com dados do material de partida – nesse caso o derivado 16, afim 

de se confirmar se a reação foi bem sucedida.  

 

Tabela 34 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (21) e dados 
comparativos com material de partida (16). 

Posição (21) (16)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 109,5 - 108,8 
2a 2,17-2,33 m 33,6 2,08-2,18 m 33,9 2b 1,77-1,88 m 1,78-1,88 m 
3a 1,98-2,13 m 34,3 2,09-2,23 m 34,5 3b 1,82-1,93 m 2,09-2,23 m 
4 - 85,0 - 86,5 
5 4,88-4,96 m 73,4 3,57 d (9,1) 75,9 
6 5,10 d (9,5) 79,4 5,11 d (9,1) 82,0 
7 - 166,5 - 168,6 
8 5,92 dd (3,7; 3,5) 68,3 5,90 dd (3,5; 3,4) 68,4 
9a 2,58 dd (15,5; 3,7) 41,2 2,58 dd (15,6; 3,5) 41,8 9b 2,04-2,09 m 2,15 d (15,6) 
10 - 86,7 - 87,,0 
11 - 124,0 - 123,1 
12 - 170,2 - 171,2 
13a 4,92 d (12,7) 55,7 4,91 d (12,6) 55,7 13b 4,74 d (12,7) 4,74 d (12,6) 
14 1,62 s 17,6 1,62 s 17,5 
15 1,56 s 22,4 1,50 s 21,9 
1’ - 169,5 - 169,7 
2’ 2,05 s 20,5 2,06 s 20,6 
1’’ - 170,1 - 170,3 
2’’ 2,09 s 20,8 2,09 s 20,9 
1’’’ - 171,4 - 171,7 
2’’’ 2,04 s 22,1 2,04 s 22,2 
1’’’’ - 170,2 - - 
2’’’’ 2,14 s 20,6 - - 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 308 K) 

(300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

a, devido ao fato de não terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 21, este foi 
comparado ao análogo C-5 hidroxilado correspondente ao material de partida (derivado 16) da reação 
de produção do derivado 21. 
 
 Os experimentos de RMN para o derivado 21 foram desenvolvido em temperatura 

elevada, a 308 K (34,5 °C) a fim de se favorecer a melhor resolução dos sinais e a observação 

das correlações nas análises bidimensionais. 
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Figura 133 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 308 K) para o derivado semissintético 21. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 134 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 308 K) para o derivado 
semissintético 21.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 135 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 308 K) para o derivado 
semissintético 21. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 

ppm

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

ppm

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0



272 

 Os dados espectroscópicos de RMN 1H (Figura 133) e bidimensionais (HSQC e HMBC, 

Figuras 134 e 135) do derivado 21 em comparação com o material de partida derivado 16 (para 

maiores detalhes vide item 5.6.2.6) evidenciou que a acetilação da posição C-5 foi bem 

sucedida.  

 Esta hipótese foi confirmada a partir dos sinais dos hidrogênios acetílicos na forma de 

simpleto em δ 2,14 (3H, H-2'''') e do carbono carbonílico ressonando em δ 170,1 (C-1'''') 

observados para 21, e pela correlação entre o hidrogênio oximetínico em δ 5,92 dd (1H, J=3,7; 

3,5 Hz; H-5) em C-5 (δ 68,3) com a carbonila em C-1'''' (δ 170,1) do respectivo substituinte 

acetoxi. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 21 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 136) do íon molecular 

protonado m/z 499,1794 [C23H30O12+H]+ (calculado 499,1816). 

 

Figura 136 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 21. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O derivado semissintético 21 correspondeu à LS 5,8,10,13-tetraacetoxi-1(4)-epoxi-1-

hidroxigermacr-7(11)-en-6(12)-olídeo (Figura 132), cuja fórmula molecular é C23H30O12. 

Embora o análogo 8,10,13-triacetoxi-hirsutinolídeo hidroxilado em C-5, já tenha sido reportado 

na literatura (FLORES-GUZMÁN et al., 2019), não foram encontrados relatos para o derivado 

tetra-acetilado 21, indicando se tratar de um composto novo. 

 

5.6.2.12 Derivado (22): 1,5,8-triacetoxi-1(4),7(10)-diepoxi-germacr-11(13)-en-6(12)-o1ídeo 
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Figura 137 – Estrutura molecular do derivado semissintético 22. 

 
Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986b). 

 

 A produção do derivado semissintético 22 a partir do derivado 17 foi também baseada 

na reação acetilação com Ac2O mediada pelo catalisador DMAP (condição h), seguindo 

mecanismo demonstrado no Esquema 32, conforme descrito anteriormente (vide item 5.6.2.11). 

 

Esquema 32 – Mecanismo de reação proposto para acetilação do derivado semissintético 22 
com DMAP e trietilamina (Et3N) em presença de anidrido acético: condição h. 

Condição reacional: (h) 1) DMAP, Et3N, Ac2O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado 17, DCM, rt, 0,5 h. 
 

 A Tabela 35 apresenta as dados espectroscópicos de RMN 1H e RMN 13C para o 

derivado 22 em comparação com dados do material de partida – nesse caso o derivado 17, afim 

de se confirmar se a reação foi bem sucedida.  

 Os dados espectroscópicos de RMN 1H (Figura 138) e bidimensionais (HSQC e HMBC, 

Figuras 139 e 140, respectivamente) do derivado 22 em comparação com o material de partida 

derivado 17 (para maiores detalhes vide item 5.6.2.7) revelou uma eficiente acetilação da função 

álcool na posição C-5. 
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Tabela 35 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (22) e dados 
comparativos com material de partida (17). 

Posição (22) (17)a 

δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 
1 - 112,0 - 112,1 
2a 2,62-2,76 m 31,2 2,51-2,63 m 31,6 2b 2,17-2,27 m 2,17-2,27 m 
3a 2,46-2,58 m 36,5 2,51-2,63 m 36,8 3b 1,87-1,94 m 1,97-2,15 m 
4 - 87,2 - 89,,2 
5 5,33 d (10,4) 71,9 4,00 d (10,3) 73,2 
6 4,67 d (10,4) 81,4 4,68 d (10,3) 84,8 
7 - 89,7 - 89,5 
8 5,28 dd (8,3; 6,2) 81,8 5,28 dd (8,5; 7,5) 82,8 
9a 3,02 dd (14,2; 8,3) 39,6 3,02 dd (13,9; 8,5) 40,1 9b 1,91 dd (14,2; 6,2) 1,89 dd (13,9; 7,5) 
10 - 85,5 - 85,7 
11 - 135,8 - 136,9 
12 - 167,2 - 167,7 
13a 6,51 s 128,7 6,54 s 129,4 13b 5,79 s 5,78 s 
14 1,41 s 22,6 1,38 s 22,8 
15 1,45 s 20,0 1,44 s 19,4 
1’ - 170,6 - 171,2 
2’ 1,96 s 20,8 1,96 s 21,1 
1’’ - 168,0 - 168,2 
2’’ 2,04 s 22,0 2,04 s 22,3 
1’’’ - 170,0 - - 
2’’’ 2,11 s 20,6 - - 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

a, uma vez que não foram encontrados relatos na literatura com a descrição dos dados de RMN para o 
composto 22, este foi comparado ao análogo C-5 hidroxilado correspondente ao material de partida 
(derivado 17) da reação de produção do derivado 22. 
 

 A existência dos sinais dos hidrogênios simpleto em δ 2,11 (3H, H-2''') e do carbono 

carbonílico ressonando em δ 170,0 (C-1''') do substituinte acetoxi, este último tendo correlação 

com o hidrogênio oximetínico em δ 5,33 d (1H, J=10,4 Hz; H-5) na posição C-5 (δ 71,9), 

auxiliaram para confirmar a obtenção do derivado acetila 22. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 22 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 141) do íon molecular 

protonado m/z 439,1612 [C21H26O10+H]+ (calculado 439,1604). O derivado semissintético 22 

correspondeu à LS 1,5,8-triacetoxi-1(4),7(10)-diepoxi-germacr-11(13)-en-6(12)-o1ídeo 

(Figura 137), cuja fórmula molecular é C21H26O10. Assim como observado para seu precursor, 

o derivado 17, esta é a primeira vez que o derivado semissintético 22 está sendo reportado na 

literatura, indicando também se tratar de um composto novo.
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Figura 138 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético 22. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 139 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 22.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 140 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 22. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 141 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 22. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

5.6.2.13 Derivado (23): 5,8-diacetoxi-vernomargolídeo 

 

Figura 142 – Estrutura molecular do derivado semissintético 23. 
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Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986a). 
 

 A reação acetilação catalisada pelo DMAP empregando o agente acetilante Ac2O 

(condição h) também foi utilizada para a produção do derivado semissintético 23 a partir do 

derivado 18, conforme mecanismo discutido anteriormente (vide item 5.6.2.11), ilustrado no 

Esquema 33. 

 É importante ressaltar que a tentativa inicial de acetilação em todas as posições 

hidroxilas C-4, C-5 e C-10 não aconteceu. A ineficiência da reação para acetilação nas posições 

C-4 e C-10 pode ser explicada pelo impedimento estérico causado pelos grupos metila geminais 

de ambas as posições (FISCHER; XU; ZIPSE, 2006). 

 A confirmação da acetilação da função álcool na posição C-5 do derivado 18 se deu a 

partir da comparação dos dados de RMN 1H (Figura 143) e bidimensionais (HSQC e HMBC, 

Figuras 144 e 145) do derivado 23 com o material de partida (derivado 18 – para maiores 

detalhes vide item 5.6.2.8). 
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Esquema 33 – Mecanismo de reação proposto para acetilação do derivado semissintético 23 
com DMAP e trietilamina (Et3N) em presença de anidrido acético: condição h. 

 
Condição reacional: (h) 1) DMAP, Et3N, Ac2O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado 18, DCM, rt, 0,5 h. 

 

 A Tabela 36 apresenta as dados espectroscópicos de RMN 1H e RMN 13C para o 

derivado 23 em comparação com dados do material de partida – nesse caso o derivado 18. 

 

Tabela 36 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (23) e dados 
comparativos com material de partida (18). 

Posição (23) (18)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 208,8 - 209,4 
2 3,46 dd (3,5; 1,4) 52,0 3,37 d (4,4) 53,4 
3a 1,82 d (1,4) 36,2 1,78 dd (13,4; 4,4) 35,9 3b 1,81 d (3,5) 1,68 d (13,4) 
4 - 83,7 - 84,4 
5 4,90 d (6,2) 79,3 3,58 d (4,6) 79,1 
6 4,30 d (6,2) 83,7 4,23 d (4,6) 87,4 
7 - 56,4 - 56,7 
8 5,10 d (5,6) 78,8 5,10 d (5,5) 79,6 
9a 2,65 dd (16,4; 5,6) 42,5 2,58 dd (16,3; 5,5) 43,2 9b 2,18 d (16,4) 2,23 d (16,3) 
10 - 96,6 - 96,5 
11 - 133,3 - 134,4 
12 - 167,8 - 168,6 
13a 6,50 s 126,3 6,48 s 126,7 13b 5,84 s 5,87 s 
14 2,29 s 26,2 2,30 s 26,5 
15 1,30 s 20,6 1,45 s 21,2 
1’ - 169,3 - 169,6 
2’ 2,04 s 20,6 2,06 s 20,9 
1’’ - 169,5 - - 
2’’ 2,19 s 20,5 - - 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

a, uma vez que não foram encontrados relatos na literatura com a descrição dos dados de RMN para o 
composto 23, este foi comparado ao análogo C-5 hidroxilado correspondente ao material de partida 
(derivado 18) da reação de produção do derivado 23. 



279 

Figura 143 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético 23. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 144 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 23.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 145 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 23. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 A correlação entre o hidrogênio oximetínico em δ 4,90 d (1H, J=6,2 Hz; H-5) na posição 

C-5 com a carbonila em C-1'' (δ 169,5) do novo substituinte acetoxi, assim como a correlação 

entre os hidrogênios acetílicos em δ 2,19 s (3H, H-2'') com o carbono em C-5 (δ 79,3) 

corroboraram com a proposta de um grupo acetoxi em C-5 do derivado 23. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 23 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 146) do íon molecular 

protonado m/z 397,1501 [C19H24O9+H]+ (calculado 397,1499). 

 

Figura 146 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 23. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O derivado semissintético 23 correspondeu à LS 5,8-diacetoxi-vernomargolídeo (Figura 

142), com fórmula molecular C19H24O9.  

 Destaca-se que não foram encontrados relatos na literatura para o derivado 

semissintético 23, da mesma forma que para o seu derivado 18 de partida, sugerindo se tratar 

também de um composto novo. 

 

 

5.6.2.14 Derivado (24): 8,10-diacetoxi-4(7)-epoxi-6-hidroxi-1,5-diceto-germacr-11(13)-en-

6(12)-olídeo 

 

 O derivado semissintético 24 foi produzido a partir derivado oxidado 19 empregando o 

BiCl3 com catalisador sob refluxo a 50 °C (condição e), em mecanismo descrito no Esquema 

34. 
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Figura 147 – Estrutura molecular do derivado semissintético 24. 

 
Fonte: autor. 

 

Esquema 34 – Mecanismo de reação proposto para produção do derivado semissintético 24 com 
cloreto de bismuto III (BiCl3): condição e. 

 
Condição reacional: (e) BiCl3, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h. 

 

 O mecanismo de reação para produção do derivado 24 também foi iniciado pela 

formação do complexo ativado "O-BiCl3" a partir da interação do BiCl3 com o oxigênio do anel 

tetrahidrofurano (C-1/C-4), originando o intermediário 19.1. O ataque ao hidrogênio da função 

hemiacetálica na posição C-1 por parte de um dos átomos de cloro do catalisador resultou na 

abertura do anel oxolano e na formação de uma função cetona em C-1. Contudo, a esperada 

formação de um intermediário glaucolídeo (contendo um grupo "O-BiCl2" em C-4 além da 

cetona em C-1), o qual sofreria a desprotonação na posição C-2, seguida da ciclização 

transanular para a produção do derivado decalínico C-2/C-7 de interesse, não ocorreu. 

 Em vez disso, a abertura do anel oxolano desencadeou concomitantemente a ciclização 

a partir do ataque nucleofílico ao carbono olefínico em C-7, seguido do rearranjo da dupla 

ligação para a posição C-11/C-13 e a perda do grupo acetoxi em C-13 na forma de Bi(OAc)Cl2, 

originando o derivado semissintético 24 contendo um anel tetrahidrofurano em C-4/C-7. 
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 A formação do composto 24 pode ser resultante de um processo cinético, e a não 

formação do derivado decalínico de interesse pode ser explicada pelo fato de que as condições 

reacionais não permitiram alcançar a energia de ativação necessária para que a reação 

acontecesse. Além disso, a presença da função cetona na posição C-5 do derivado de partida 19 

pode ter conferido à estrutura carbocíclica uma exigência de torção angular entre C-5 e C-6 que 

foi limitante para atingir a energia de ativação requerida. Em contra partida, essa característica 

pode ter favorecido o rearranjo entre C-4/C-7 para formação de anel tetrahidrofurano durante a 

produção do derivado 24, não ocorrido na produção do derivado 18 (vide item 5.6.2.8). Todavia, 

estudos mais aprofundados de mecanística de reação são necessários para melhor compreender 

a etapas da formação do produto 24. 

 A Tabela 37 apresenta as dados espectroscópicos de RMN 1H e RMN 13C para o 

derivado 24 em comparação com dados do material de partida – nesse caso o derivado 19. 
 

Tabela 37 – Dados de RMN 1H e RMN 13C para o derivado semissintético (24) e dados 
comparativos com material de partida (19). 

Posição (24) (19)a 
δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C δ 1H mult .(J Hz) δ ¹³C 

1 - 203,9 - 111,1 
2a 2,41-2,54 m 29,5 2,42-2,54 m 34,9 2b 1,93-2,03 m 1,86-2,01 m 
3a 2,49-2,62 m 34,3 2,56-2,69 m 36,9 3b 2,14-2,26 m 1,99-2,12 m 
4 - 83,9 - 87,2 
5 - 205,6 - 200,9 
6 - 99,3 - 107,6 
7 - 82,2 - 162,7 
8 5,28 d (9,5) 66,9 6,36 dd (11,7; 6,4) 68,2 
9a 2,63 dd (16,0; 9,5) 40,7 3,32 dd (14,3; 11,7) 35,1 9b 2,05 d (16,0) 2,60 dd (14,3; 6,4) 
10 - 84,5 - 86,5 
11 - 136,4 - 127,9 
12 - 166,0 - 167,6 
13a 6,58 d (0,7) 129,7 4,84 d (12,7) 55,0 13b 6,06 d (0,7) 4,71 d (12,7) 
14 1,71 s 18,3 1,61 s 21,7 
15 1,28 s 26,2 1,75 s 28,3 
OH-6 4,90 sl - 6,81 s - 
1’ - 169,1 - 173,0 
2’ 2,02 s 20,9 2,090 s 20,8 
1’’ - - - 170,0 
2’’ - - 2,094 s 20,8 
1’’’ - 169,5 - 169,4 
2’’’ 2,01 s 21,1 2,04 s 21,0 

 (300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 295 K) 

(300 MHz 1H, 75 MHz 13C, 
CDCl3, 278 K) 

a, devido ao fato de não terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 24, este foi 
comparado ao material de partida (derivado 19) da reação de produção do derivado 24. 
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Figura 148 – Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético 24. 

 
Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento químico, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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Figura 149 – Mapa de correlação HSQC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 24.  

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
 

 

Figura 150 – Mapa de correlação HMBC (300 MHz 1H e 75 MHz 13C, CDCl3, 295 K) para o derivado 
semissintético 24. 

 
Eixo Y: projeção para 13C, expresso em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00); Eixo X: deslocamento químico 1H, expresso 
em ppm (relativo ao TMS - δ 0,00). 
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 A comparação dos dados espectroscópicos de RMN 1H (Figura 148) e bidimensionais 

(HSQC e HMBC, Figuras 149 e 150) do derivado 24 com o material de partida derivado 19 

(para maiores detalhes vide item 5.6.2.9) revelou sinais indicativos da formação de esqueleto 

carbocíclico germacranolídeo diferentemente ao esperado núcleo vernomargolídeo (pretendido 

para essa condição reacional – condição e). 

 Ainda que se tenha observado a presença do sinal da carbonila cetônica na posição C-1 

(δ 203,9) – confirmado pela correlação a partir do hidrogênio de metila δ 1,71 s (3H, H-14), 

além do anel γ-lactônico em C-6/C-7 com a α,β-insaturação exocíclica (C-11/C-13), 

comprovado pela correlação entre os hidrogênios metilênicos δ 6,58 d (1H; J=0,7 Hz; H-13a) 

e δ 6,06 d (1H; J=0,7 Hz; H-13b) com os carbonos em δ 166,0 (C-12), δ 136,4 (C-11) e em δ 

82,2 (C-7), não foram identificados sinais sugestivos na presença do núcleo decalínico. 

 No entanto, a abertura do anel tetrahidrofurano presente em C-1/C-4 do material de 

partida 19 desencadeou como rearranjo a formação de uma ponte éter entre as posições C-4/C-

7, evidenciada pela detecção dos sinais de carbonos oxigenados em δ 82,2 (C-7) e δ 83,9 (C-4), 

este último comprovado em função da correlação a partir dos hidrogênios da metila δ 1,28 s 

(3H, H-15) localizada na própria posição C-4. 

 A análise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado 

semissintético 24 pela presença no espectro de EM full scan (Figura 151) do íon molecular 

protonado m/z 411,1279 [C19H22O10+H]+ (calculado 411,1291). 

 

Figura 151 – Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 24. 

 
Espectro de massas de alta resolução ESI-QTof (modo positivo) a partir da análise de CLUE-EM. 

 

 O derivado semissintético 24 correspondeu à LS 8,10-diacetoxi-4(7)-epoxi-6-hidroxi-

1,5-diceto-germacr-11(13)-en-6(12)-olídeo (Figura 147), com fórmula molecular C19H22O10. 
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Não foram encontrados relatos para o núcleo carbocíclico do derivado 24, indicando se tratar 

de um composto novo. 

 É importante ressaltar que embora alguns dos derivados preparados já tenham sido 

obtidos por outras vias, são escassas as informações quanto a avaliação de suas propriedades 

biológicas, incluindo-se as atividades anti-inflamatória e citotóxica, demostrando a relevância 

deste trabalho na busca por compostos/protótipos para o desenvolvimento de alternativas 

terapêuticas para o tratamento de doenças inflamatórias e câncer. 

 Destaca-se também que assim como para as dez LS isoladas a partir de espécies de 

Vernonieae (1-10), nenhum dos 14 derivados semissintéticos (11-24) de LS produzidos ativou 

alertas de PAINS – relativos à compostos capazes de interferir com vários tipos de ensaios 

(BAELL; NISSINK, 2017; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017), sustentando a proposta de 

investigação do potencial biológico destes compostos. 

 

5.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA in vitro  

 

 Os compostos investigados quanto ao potencial biológico in vitro apresentaram pureza 

superior a 80%. A LS 1-5 foram investigadas quanto às propriedades antiparasitárias. Já os 

compostos 1-24 foram avaliadas quanto ao perfil de citotoxicidade contra diferentes linhagens 

de células tumorais (para maiores detalhes vide item 4.8.3). Adicionalmente, a LS 4 foi 

analisada frente à atividade anti-inflamatória. 

 

5.7.1 Avaliação das atividades leishmanicida e tripanocida 

 

 As LS 1-5 foram avaliadas (50 µM) quanto às atividades leishmanicida e tripanocida, 

frente às formas amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi, 

respectivamente.  

 Os valores de IC50 e CC50 de cada composto para as atividades leishmanicida e 

tripanocida estão apresentados na Tabela 38 e 39, respectivamente. 

 As LS piptocarfina A (1), diacetilpiptocarfol (3) e vernodalina (5) apresentaram 

moderadas atividades leishmanicida (IC50=18,83 a 26,58 µM) e tripanocida (IC50=10,62 a 20,57 

µM), testadas frente às formas amastigotas intracelulares dos parasitos, consideradas as formas 

de maior relevância clínica e ideais na investigação de protótipos a novos fármacos (CRUZ et 

al., 2009; JONES et al., 2013). 
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Tabela 38 – Valores de IC50 e CC50 para as LS (1-5) purificadas a partir das espécies Vernonieae 
avaliadas quanto à atividade leishmanicida frente à Leishmania amazonensis. 

Composto IC50 (µM)a CC50 (µM)a Índice de seletividade 
Piptocarfina A (1) 18,83 ( 2,16) <15,60 <0,83 
Glaucolídeo A (2) s.a. - - 
Diacetilpiptocarfol (3) 26,58 ( 5,71) <15,60 <0,58 
Glaucolídeo B (4) s.a. - - 
Vernodalina (5) 24,02 ( 3,17) <15,60 0,65 
Anfotericina Bb 0,14 ( 0,02) 27,86 ( 0,98) 199 

a, resultados expressos como média (± desvio padrão) (n=3); b, controle positivo (2 µM); s.a., 
sem atividade. 

 

Tabela 39 – Valores de IC50 e CC50 para as LS (1-5) purificadas a partir das espécies Vernonieae 
avaliadas quanto à atividade tripanocida frente à Trypanosoma cruzi. 

Composto IC50 (µM)a CC50 (µM)a Índice de seletividade 
Piptocarfina A (1) 10,62 ( 0,72) <15,60 <1,47 
Glaucolídeo A (2) 45,43 ( 0,88) 18,38 ( 0,73) 0,40 
Diacetilpiptocarfol (3) 20,57 ( 1,96) <15,60 <0,76 
Glaucolídeo B (4) s.a. - - 
Vernodalina (5) 20,54 ( 2,64) <15,60 <0,76 
Benznidazolb 10,18 ( 0,30) >500 >49,11 

a, resultados expressos como média (± desvio padrão) (n=3); b, controle positivo (20 µM); s.a., 
sem atividade. 

 

 Diferentes tipos de LS vem sendo investigadas quanto ao seu potencial leishmanicida e 

tripanocida in vitro (AKENDENGUE et al., 2002; SÜLSEN et al., 2008; KARIOTI et al., 2009; 

SCHMIDT et al., 2009; JULIANTI et al., 2011; OTOGURO et al., 2011).  

 Girardi e colaboradores (2015) também demonstraram a atividade leishmanicida para a 

piptocarfina A e o diacetilpiptocarfol, porém contra as formas promastigotas (IC50=9,5 µM; 

IS=0,09 e IC50=24,1 µM; IS=0,06, respectivamente) e amastigotas axênicas (IC50=2,0 µM; 

IS=0,09 e IC50=4,7 µM; IS=0,06, respectivamente) de Leishmania infantum. Da mesma forma 

Sosa e colaboradores (2016) recentemente demonstraram a atividade leishmanicida para o 

glaucolídeo A e glaucolídeo B contra formas promastigotas de L. amazonensis (IC50=35,1 µM 

e IC50=46,1, respectivamente) e de L. braziliensis (IC50=23,4 µM e IC50=27,9, 

respectivamente). Por sua vez, Kimani e colaboradores (2017) demonstraram a atividade 

tripanocida da mistura da vernodalina e seu derivado 11,13-dihidrovernodalina (IC50=0,069 

µg/mL; IS=7,70), todavia contra formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei rhodesiense. 

Zimmermann e colaboradores (2014) também demostraram atividade tripanocida in vitro para 

a vernodalina contra T.brucei rhodesiense (cepa STIB 900) com IC50=0,2 μM. 
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 Embora investigadas frente às formas promastigotas de L. infantum, a avaliação da 

toxicidade frente à células VERO (epitélio renal de macaco verde africano) mostrou que as LS 

piptocarfina A e o diacetilpiptocarfol foram tóxicas também para as células não tumorais 

(GIRARDI et al., 2015), com valores IS=0,09 e 0,06, respectivamente, corroborando com a 

seletividade baixa observada para os compostos 1 e 3. 

 Esses achados vêm ao encontro dos resultados obtidos no presente trabalho de 

doutorado, em que se observou a baixa seletividade dos compostos ativos 1,3 e 5, indicando 

que a efeito antiparasitário pode estar relacionado na verdade com as propriedades citotóxicas 

das LS. Segundo Schmidt e colaboradores (2009), a atividade antiprotozoária das LS está 

significativamente correlacionadas à sua citotoxicidade, tendo como fator determinante para a 

atividade a presença dos elementos estruturais α,β-insaturados, os quais também são 

relacionados às demais atividades biológicas dessa classe de compostos. A alquilação de grupos 

sulfidrila das proteínas do parasita pelas carbonilas α,β-insaturadas das LS (aceptores de 

Michael), somada à interrupção da bomba de cálcio no retículo endoplasmático e o aumento da 

geração de radicais livres, causam danos oxidativos irreversíveis ao DNA, lipídios e proteínas, 

que levam à morte do parasita via apoptose, necrose e/ou autofagia (SAEIDNIA; GOHARI; 

HADDADI, 2013; JIMENEZ et al., 2014). 

 Em termos estruturais, a análise dos dados da investigação antiparasitária obtidos neste 

estudo, apoiados pelos dados descritos na literatura para os mesmos compostos indicou que as 

LS do tipo glaucolídeo (2 e 4) tem uma menor atividade em relação aos hirsutinolídeos (1 e 3), 

sugerindo que a conversão estrutural (anteriormente abordada) parece ser benéfica para a 

atividade. Ainda, a comparação entre os dois hirsutinolídeo (Figura 152) testados mostrou que 

a presença de um substituinte éster mais volumoso na posição C-8, nesse caso um metacriloiloxi 

para 1 em relação a um acetoxi para 3 promoveu o aumento da atividade e uma pequena melhora 

na seletividade em relação à células THP-1. 
 

Figura 152 – Comparação estrutural entre as LS testadas frente à atividade antiparasitária.  
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 Por outro lado, o elemanolídeo (5) diferindo-se dos outros dois subtipos de LS testadas 

pode ter sua atividade explicada pelo número de elementos estruturais relacionados com a 

atividade antiprotozoária de LS, tais com as carbonilas α,β-insaturadas e um grupo éster 

volumoso (hidroximetacriloiloxi) em C-8. 

 O índice de seletividade (IS) consiste na razão entre a concentração citotóxica 50% 

(CC50) para as células não infectadas (nesse caso, macrófagos THP-1) e o IC50 frente aos 

protozoários, e permite avaliar se a substância é mais citotóxica (seletiva) para as células 

acometidas em comparação às células normais, determinante quando se considera sua atividade 

biológica. Devido à semelhança nas concentrações de CC50 e IC50 observados para as LS 

testadas não foi possível determinar os valores precisos para o IS, embora os resultados 

indiquem que são valores baixos de IS (próximos a 1). Considera-se que uma substância é 

ativamente promissora como agente leishmanicida e tripanocida quando apresenta IC50≤10 µM 

e IS≥10 (ROLÓN et al., 2019). 

 Embora alguns dos compostos testado tenham apresentado uma moderada atividade 

antiparasitária, a baixa seletividade observada associada à uma quantidade restrita dos 

derivados semissintéticos de LS (11-24) produzidos, fez com que se optasse momentaneamente 

por não dar continuidade à investigação antiparasitária destes composto, de modo a direcionar 

o estudo com os derivados de LS para atividades mais promissoras. 

 

5.7.2 Avaliação da atividade citotóxica 

 

 As LS piptocarfina A (1) e glaucolídeo A (2) foram avaliadas de forma preliminar 

quanto à atividade citotóxica frente à diferentes linhagens de células tumorais, cujos valores de 

CC50 para as LS e os controles positivos estão apresentados na Tabela 40. 

 

Tabela 40 – Valores de CC50 para as LS 1 e 2 quanto à avaliação da atividade citotóxica. 

Compostos 
Linhagens celulares (CC50=µM)a 

Nalm-6 K-562 HL-60 REH JURKAT PC3 OVCAR NCI-1299 HOS 
Piptocarfina A (1)   2,8±0,4   3,0±0,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Glaucolídeo A (2) n.d. 13,4±1,4 11,9±0,4   11,0±0,6       8,5±1,0 27,2±2,2 20,6±9,3 13,4±1,3 15,1±1,1 
Doxorrubicinab 21,0±7,0 28,1±3,0 n.d. n.d. n.d. 24,5±3,7   2,4±0,5 11,9±1,2   5,9±0,9 
Vincristinab n.d. n.d. 0,03±0,0 0,003±0,0 0,0001±0,0 n.d. n.d. n.d. n.d. 
a, resultados expressos como média ±desvio padrão (n=3); b, controle positivo; n.d., não determinado. Linhagens 
celulares de leucemias linfoide B (Nalm-6), mieloide aguda (K-562), pró-mielocítica (HL-60), linfocítica aguda (REH) 
e linfoide T (JURKAT), e de células tumorais de adenocarcinoma de próstata (PC3), carcinoma de ovário (OVCAR), 
carcinoma de pulmão (NCI-H1299) e osteosarcoma (HOS). 
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 A piptocarfina A (1) demostrou uma promissora atividade citotóxica in vitro frente às 

linhagens de células leucêmicas Nalm-6 e K-562, cujos valores de CC50 foram respectivamente 

2,8 µM e 3,0 µM. Já o glaucolídeo A (2) apresentou uma atividade moderada frente às linhagens 

de células leucêmicas K-562, HL-60, REH e JURKAT, e tumorais PC3, OVCAR, NCI-1299 e 

HOS (CC50=8,5 a 27,2 µM). 

 A capacidade citotóxica e antiproliferativa das LS está associada à ,ß-insaturação, 

endo ou exocíclica, conjugada a carbonila no anel γ-lactônico. Essa porção confere um forte 

poder de alquilação às LS que podem atuar sobre fatores de transcrição e enzimas no corpo 

humano e afetam sua capacidade funcional. A alquilação das LS por meio da adição de Michael 

com tióis celulares (especialmente grupos mercaptil de resíduos de cisteína e a glutationa 

intracelular livre) interrompe os principais processos biológicos, resultando na morte celular 

controlada por apoptose. Além da α,β-insaturação, outros elementos podem estar envolvidos na 

atividade das LS, como grupos epóxi, aldeídos, peróxidos e radicais ésteres, como por exemplo, 

metacrilato e tiglato (CHEN, 1980; SCHMIDT, 2006; GACH; DŁUGOSZ; JANECKA, 2015). 

 A atividade citotóxica in vitro da piptocarfina A (IC50=0,24 µM) também já foi 

demonstrada frente à células leucêmicas HL-60 (promielócito leucêminco humano) (LIAO et 

al., 2012). Segundo Huo e colaboradores (2008) a piptocarfina A apresentou atividade in vitro 

contra células P388 (neoplasma linfoide de camundongo) cujo valor de IC50=0,77 µM, mas sem 

atividade frente a células A549 (carcinoma de pulmão humano). Em testes in vivo contra 

leucemia linfoide P388, observou-se toxicidade dosagem-dependente e ligeira atividade para 

piptocarfina A (atividade antitumoral [T/C máximo]=122 em 4,6 mg/kg) (COWALL et al., 

1981). 

 Apesar dos diferentes relatos de atividade citotóxica de LS (GHANTOUS et al., 2010; 

CHEN; LIU; WANG, 2011; ITO et al., 2016) ainda são necessários mais estudos para a 

descoberta de compostos protótipos para um futuro desenvolvimento de uma alternativa 

terapêutica no tratamento do câncer. 

 Neste sentido, diante dos resultados bastante promissores apresentados pela piptocarfina 

A (1) frente às linhagens de células leucêmicas Nalm-6 e K-562 (IC50=2,8 µM e IC50=3,0 µM, 

respectivamente), um estudo paralelo in vivo com 1, realizado também em parceria o Dr. 

Gilberto C. Franchi Jr, ainda está em desenvolvimento. As observações iniciais deste teste pré-

clínico in vivo em modelo de leucemia linfocítica RS4 (leucemia prolinfocítica B com 

translocação cromossômica t4;11) realizado com camundongo NodScid imunossuprimidos, 

indicam que a associação da piptocarfina A (1) ao tratamento quimioterápico convencional 

(com vincristina, dexametasona e L-asparagina) conseguiu manter a sobrevida do animal até o 
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fim do período do teste e sem perda de peso, além de reduzir estatisticamente os clones 

leucêmicos na medula óssea quando comparado ao tratamento convencional só com 

quimioterápico. Todavia, os resultados ainda serão compilados e os dados devidamente 

tratados. 

 Adicionalmente, diante dos resultados obtidos para o glaucolídeo A (2) frente à 

linhagens de células tumorais (CC50=13,4 a 27,2 µM), especialmente quando comparado com 

os controles positivos (mostrando-se bastante similar), percebeu-se a necessidade de se 

aprofundar a investigação para as LS perante esse tipo de linhagem celular. 

 Nesse sentido, as diferentes LS isoladas das espécies de Vernonieae (1-10), bem como 

os derivados semissintéticos de LS produzidos (11-24), todos foram testados frente a três outras 

linhagens de células tumorais, cujos valores de porcentagem de viabilidade celular, CC50 e IS 

(definidos para alguns compostos) estão apresentados na Tabela 41. 

 

Tabela 41 – Valores de viabilidade, CC50 e IS para as LS 1-10 de Vernonieae e derivados 
semissintéticos 11-24 quanto à avaliação da atividade citotóxica. 

Compostos 

Linhagens celulares 
SK-MEL-28 HUVEC NCI-H460 SF295 

Viabilidade 
(%)a 

CC50 

(M) IS CC50 
(M) 

Viabilidade 
(%)a 

CC50 

(M) 
Viabilidade 

(%)a 
CC50 
(M) 

Piptocarfina A (1) 23,1±4,2 6,7 1,9 12,5 104,8±1,6 n.d. 93,2±3,2 n.d. 
Glaucolídeo A (2) 56,3±1,4 14,6 1,4 20,4   95,1±4,6 n.d. 91,8±3,3 n.d. 
Diacetilpiptocarfol (3)   9,0±0,5   3,8 3,3 12,6   63,8±6,9 n.d. 80,4±3,3 n.d. 
Glaucolídeo B (4) 82,6±4,1 n.d. -   n.d.   85,1±4,6 n.d. 88,0±4,8 n.d. 
Vernodalina (5)   6,5±0,2   2,6 4,6 11,9   68,7±5,1 n.d. 77,9±6,0 n.d. 
Tetrahidrovernolida (6) 70,2±2,1 n.d. -   n.d.   87,3±5,1 n.d. 87,1±0,2 n.d. 
Dihidrovernolida (7) 61,1±1,4 n.d. -   n.d.   90,3±5,6 n.d. 87,3±4,0 n.d. 
Vernolida (8) 58,7±0,7 n.d. -   n.d.   87,8±2,3 n.d. 93,2±2,9 n.d. 
Hidroxidihidrovernolida (9) 91,2±4,5 n.d. -   n.d.   96,6±3,1 n.d. 94,6±0,9 n.d. 
Hidroxivernolida (10) 86,9±4,3 n.d. -   n.d.   96,7±6,1 n.d. 89,4±3,0 n.d. 
Derivado cadinanolídeo (11) 87,1±2,6 n.d. -   n.d.   91,8±3,6 n.d. 86,8±6,3 n.d. 
Derivado cadinanolídeo (12) 91,1±1,7 n.d. -   n.d.   88,4±3,4 n.d. 86,1±2,3 n.d. 
Derivado vernomargolídeo (13) 85,9±4,0 n.d. -   n.d.   90,4±1,5 n.d. 90,4±3,7 n.d. 
Derivado vernomargolídeo (14) 95,3±4,1 n.d. -   n.d. 100,3±5,5 n.d. 95,6±3,9 n.d. 
Derivado vernomargolídeo (15) 96,4±6,9 n.d. -   n.d. 100,2±2,7 n.d. 94,7±1,1 n.d. 
Derivado hirsutinolídeo (16) 76,2±7,5 n.d. -   n.d.   89,1±3,9 n.d. 86,7±3,8 n.d. 
Derivado germacranolídeo (17) 66,9±3,5 n.d. -   n.d.   87,3±1,6 n.d. 82,0±4,7 n.d. 
Derivado vernomargolídeo (18) 74,5±4,9 n.d. -   n.d.   84,9±0,4 n.d. 85,2±2,8 n.d. 
Derivado hirsutinolídeo (19) 79,2±6,4 n.d. -   n.d.   85,7±1,6 n.d. 88,6±4,8 n.d. 
Derivado hirsutinolídeo (20) 16,0±2,6 11,2 2,5 27,8   73,2±1,0 n.d. 83,3±1,2 n.d. 
Derivado hirsutinolídeo (21) 17,1±3,3   5,0 3,0 12,7   74,6±1,3 n.d. 86,9±4,3 n.d. 
Derivado germacranolídeo (22)   5,3±0,3   3,1 3,0   9,0   53,1±0,0 n.d. 67,3±4,0 n.d. 
Derivado vernomargolídeo (23) 73,8±3,1 n.d. -   n.d.   84,8±0,9 n.d. 85,9±5,0 n.d. 
Derivado germacranolídeo (24) 77,3±0,3 n.d. -   n.d.   88,7±6,7 n.d. 87,0±4,7 n.d. 
a, resultados expressos como média±desvio padrão (n=3), dose dos compostos 50 µM; n.d., não determinado. 
Linhagens de células tumorais humanas de carcinoma de pulmão (NCI-H460) glioblastoma (SF295) e melanoma 
(SK-MEL-28); linhagem não tumoral de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC). 
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 Assim como indicado no teste preliminar envolvendo as linhagens de células 

leucêmicas, as LS do tipo hirsutinolídeo, piptocarfina A (1) e diacetilpiptocarfol (3), 

apresentaram uma ótima e seletiva atividade citotóxica frente à linhagem de células tumorais 

de melanoma humano (SK-MEL-28), apresentando respectivamente CC50=6,7 µM (IS=1,9) e 

CC50=3,8 µM (IS=3,3). Além destes, o elemanolídeo vernodalina (5) se mostrou a LS com o 

mais potente e mais seletivo efeito citotóxico frente às células de SK-MEL-28, com valores de 

CC50=2,6 µM e IS=4,6. Corroborando com o potencial citotóxico observado para a vernodalina, 

Jisaka (1993) e colaboradores também demostraram seu efeito frente às linhagens de leucemia 

linfoide de camundongos P-388 (CC50=0,11 µg/mL) e L-1210 (CC50=0,17 µg/mL). 

 Em relação ao derivados semissintéticos de LS (11-24), os derivados análogos 

hirsutinolídeos 20 e 21, e o análogo diepoxigermacranolídeo 22 apresentaram excelentes 

atividade citotóxica e seletividade diante, também, das células SK-MEL-28 de melanoma 

humano, respectivamente com valores de CC50 de 11,2 µM (IS=2,5); 5,0 µM (IS=3,0) e 3,1 µM 

(IS=3,0). Por outro lado, apesar de nenhum dos compostos testados ter sido efetivamente ativo 

contra as linhagens celulares NCI-H460 e SF295, o derivado semissintético 22 foi o composto 

que apresentou os menores valores de porcentagem de viabilidade celular para ambas as células 

(respectivamente, 53,1±0,0 e 67,3±4,0%). 

 Na busca por novos agentes quimioterápicos, a seletividade do composto para células 

tumorais é um fator fundamental a ser considerado visando o desenvolvimento uma opção 

terapêutica clinicamente útil, uma vez que indica que a molécula pode apresentar menor 

toxicidade sistêmica quando usada em pacientes (LÓPEZ-LÁZARO, 2015). O índice de 

seletividade (IS) reflete o quão seletivo é o efeito de um composto contra as células tumorais. 

Valores de IS superiores a 2,0 sugerem uma toxicidade seletiva contra células tumorais (em 

sobreposição à citotoxicidade em células não tumorais), ao passo que valores de IS<2,0 indicam 

que a substância pode apresentar toxicidade geral com efeito também em células normais. 

Ainda, entende-se que valores de IS superiores a 3,0 implicam em uma alta seletividade do 

composto frente às células cancerígenas (PRAYONG; BARUSRUX; WEERAPREEYAKUL, 

2008; BADISA et al., 2009; LAVORGNA et al., 2019). 

 É importante ressaltar que os resultados observados para 20-22 revelam que os três 

derivados foram mais ativos que seus respectivos produtos de partida (sendo os compostos 20 

e 21 produzidos a partir do derivado 16, e o composto 22 a partir do derivado 17) (Figura 153). 

Embora uma investigação da relação estrutura atividade seja dificultada em função do número 

reduzido de compostos ativos, uma breve avaliação em termos estruturais permitiu constatar 

que os derivados semissintéticos de LS mais ativos, compostos 21 e 22, tratam-se de produtos 
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da reação de acetilação, indicando que a incorporação de um substituinte acetoxi na posição C-

5 influencia positivamente na atividade desses compostos em relação ao material de partida 

contendo um grupo hidroxila na mesma posição. 

 

Figura 153 – Comparação estrutural entre algumas das LS testadas frente à atividade citotóxica. 

 
 

 A reação de acetilação (ou esterificação) de LS com a produção de derivados mais ativos 

que o material de partida já vem sendo reportada na literatura, em que a presença de um 

substituinte acetoxi em relação ao grupo hidroxila está relacionada ao aumento da lipofilicidade 

do composto e com isso, facilitando a sua absorção nas células para desempenhar o efeito 

biológico (SAROGLOU et al., 2005; MALDONADO et al., 2014; NAKAGAWA-GOTO et 

al., 2016; CHEN et al., 2017). 

 Adicionalmente, apesar da fraca atividade apresentada para os demais derivados 

semissintéticos de LS frente à linhagem de células SK-MEL-28, a análise comparativa da 

porcentagem de viabilidade celular indicou que os derivados dos tipos cadinanolídeo (11-12) e 

vernomargolídeo hemiacetálico (13-15), com porcentagens de viabilidade variando entre 

85,9±4,0 e 96,4±6,9%, foram menos ativos que o produto de partida glaucolídeo B (4, com 

82,6±4,1% de viabilidade celular). Por outro lado, os derivados dos tipos hirsutinolídeo (16, 

19), germacranolídeo (17, 24) e vernomargolídeo (18, 23) foram mais ativos que componente 

de partida (4), com valores de porcentagem de viabilidade variando entre 66,9±3,6 e 79,2±6,4%. 

 Ainda que o derivado 5-hidroxi-5,6-dihidrohirsutinolido 16 não tenha se mostrado ativo 

em relação à célula SK-MEL-28, a partir da atividade apresentada pelos compostos isolados de 

Vernonieae 1 e 3 em associação com os resultado dos derivados 21 e 22, pode-se dizer que o 

núcleo carbocíclico de LS do tipo hirsutinolídeo foi o mais ativo entre os compostos testados. 
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 Apesar de não se ter observado a atividade citotóxica do derivado 16 frete às linhagens 

tumorais avaliadas, Flores-Guzmán e colaboradores (2019) reportaram o efeito antiproliferativo 

dose-dependente do 5-hidroxi-5,6-dihidrohirsutinolídeo frente às células CaSki de câncer 

cervical (15 µg/mL), MDA-MB-231 de câncer de mama (18 µg/mL) e células SK-LU-1 de 

câncer de pulmão (30 µg/mL). 

 Diante dos resultados promissores observados para a LS vernodalina (5) e para o 

derivado diepoxigermacranolídeo (22), experimentos adicionais já estão em curso para a 

investigação do tipo de morte e ciclo celular das células de melanoma humano SK-MET-28 

expostas à estes composto. Uma vez que os experimentos ainda estão sendo desenvolvidos os 

dados ainda serão devidamente tratados, e os resultados compilados em manuscritos que serão 

submetidos à apreciação de revistas cientificas da área. 

 

5.7.3 Avaliação da atividade anti-inflamatória 

 

 O glaucolídeo B (1) apresentou baixa citotoxicidade em macrófagos RAW 264.7 com 

valor de CC10 de 14,11 μM (Figura 154). Considerando que a viabilidade das células RAW 

264.7 não foi significativamente afetada em doses abaixo de 14,11 µM, é importante ressaltar 

que todos os experimentos foram conduzidos respeitando esta concentração não tóxica. 

 

Figura 154 – Efeito do glaucolídeo B (4) sobre a citotoxicidade em macrófagos RAW 264.7.  

 
Cada valor foi expresso como média±desvio padrão (n=3). DMSO, células tratadas apenas com 
dimetilsulfóxido estéril; CC10, concentração citotóxica a 10% do máximo (90% de viabilidade celular). 
 

 Em um estudo anterior, o glaucolídeo B mostrou efeitos citotóxicos e clastogênicos in 

vitro em linfócitos humanos a 8 µg/mL, aumentando a frequência de aberrações 

cromossômicas. No entanto, o mesmo efeito não foi observado in vivo nas células da medula 
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óssea de camundongos BALB/c tratados com este composto em concentrações de até 640 

mg/kg (BURIM et al., 1999), sugerindo a ausência de toxicidade in vivo para a glaucolídeo B. 

 A secreção de NO (Figura 155A) e IL-6 (Figura 155B) em macrófagos tratados com 

LPS foi significativamente inibida pelo tratamento com glaucolídeo B (4) nas doses de 1, 3 e 

10 µM (p<0,0001). Além disso, foi observada uma inibição dose-dependente de secreção de 

NO, cujos valores de NO foram 35,6 ± 4,4, 32,8 ± 2,1 e 16,0 ± 6,4 µM, respectivamente para 

doses de 1, 3 e 10 µM de 1. Como esperado, o controle anti-inflamatório dexametasona (DEX) 

a 7 μM também reduziu os níveis desses mediadores pró-inflamatórios liberados dos 

macrófagos RAW 264.7 (p<0,0001). De forma interessante, o efeito inibitório sobre o NO e IL-

6 apresentado pelo glaucolídeo B (4) foi muito semelhante ao observado para o composto de 

referência dexametasona (valores de p entre 0,0648 e 0,2605 e entre 0,6245 a >0,9999, 

respectivamente para NO e IL-6 em comparação ao controle). 

 

Figura 155 – Efeitos do glaucolídeo B (4) sobre os níveis de NO (A) e IL-6 (B) em macrófagos 
RAW 264.7 tratados com LPS. 

 
Os resultados foram expressos como média±desvio padrão (n=3); **** p<0,0001 vs grupo LPS; ## 
p<0.01 vs grupo BLK (células não inflamadas – células pré-tratadas com veículo); DMSO, células 
tratadas apenas com dimetilsulfóxido estéril; LPS, células tratadas apenas com lipopolissacarídeo (1 
μg/mL); DEX, células pré-tratadas com dexametasona (7 μM) antes da administração de LPS. 
 

 Do modo similar, outra LS do tipo glaucolídeo, nomeadamente o glaucolídeo A (2) 

(diferindo do glaucolídeo B pela presença de uma porção metacriloiloxi em C-8 em vez de um 

grupo acetoxi) também foi capaz de inibir a síntese de NO dependente da enzima NO sintase 

induzível (iNOS) (IC50 de 36,8 µM) nos mesmos macrófagos RAW 264.7 tratados com LPS 

em estudos anteriores, embora não tenha mostrado efeito significativo na inibição da ativação 

do NF-κB (DIRSCH et al., 2000). Esses achados sugerem um possível mecanismo alternativo 

para a redução da síntese de NO do que pela inibição do NF-κB. 
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 O mecanismo proposto pelo qual as LS exercem a atividade anti-inflamatória é baseado 

em seu efeito sobre a secreção de citocinas pró-inflamatórias e da diminuição da atividade do 

NF-κB, afetando a atividade enzimática da ciclooxigenase (COX) e da iNOS (KREUGER et 

al., 2012b; HOHMANN et al., 2016). Acredita-se que a capacidade das LS em prevenir a 

ativação de NF-κB está relacionada a uma reação do tipo adição de Michael aos grupos 

sulfidrila de cisteína nucleofílica (Cys-38 e Cys-120) do complexo NF-κB (subunidades 

p50/p65), a partir das carbonilas α,β- ou α,β,γ-insaturadas das LS (RÜNGELER et al., 1999; 

GARCÍA-PIÑERES et al., 2001; CHO, 2006). Além disso, a redução da ativação do NF-κB 

também pode estar associada à indução da degradação dos inibidores κB alfa (IκB-α) e beta 

(IκB-β), interferindo no balanço do complexo IKK (NF-κB/IκB quinase) (HEHNER et al., 

1998; CHO, 2006; RAUH et al., 2011a). 

 Embora a presença de uma butirolactona contendo uma α,β-insaturação exocíclica 

pareça ser crucial para a atividade da LS (DIRSCH et al., 2000; CHO, 2006), os resultados para 

o glaucolídeo B (4) demonstram um efeito anti-inflamatório promissor para essa LS contendo 

uma α,β-insaturação endocíclica no anel γ-lactônico. Nesse contexto, outros grupos funcionais 

potencialmente reativos, como os grupos epóxido e carbonila cetônica, também podem estar 

envolvidos na atividade observada para o composto 4 (DIRSCH et al., 2000; CHO, 2006). 

 Esta é a primeira vez que a avaliação do efeito anti-inflamatório do glaucolídeo B (4) 

está sendo relatada e esses dados podem ajudar a estabelecer o perfil imunomodulatório para 

esse composto. No entanto, mais estudos in vitro e in vivo são necessários para entender melhor 

as propriedades anti-inflamatórias e o exato mecanismo de ação do glaucolídeo B. 

 Considerado os resultados promissores observados para a LS glaucolídeo B (4), os 

demais compostos obtidos com o desenvolvimento da presente tese de doutorado, as LS 

isoladas de Vernonieae (1-10) e os derivados semissintéticos de LS (11-24) foram também 

encaminhados para a investigação do seu potencial anti-inflamatório (em parceria). Entretanto, 

devido ao fato de os ensaios ainda estarem sendo realizados, os dados ainda serão tratados e os 

resultados compilados em manuscritos a serem submetidos para apreciação por revistas 

científicas da área. 
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6  CONCLUSÕES 

 

• A técnica de extração por lavagem foliar nas condições ótimas estabelecidas, 

empregando como líquido extrator a acetona durante dez minutos de extração e de maneira 

semiautomatizada, mostrou-se um método seletivo e eficaz para a extração de lactona 

sesquiterpênica (LS) a partir das espécies selecionadas de Vernonieae, haja visto o perfil 

cromatográfico por CCD e CLUE-EM dos extratos obtidos. 

 

• A partir da caracterização das LS do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo (1-4) por ESI-

QTof-EM e EM/EM foi possível estabelecer uma estratégia de diferenciação entre esses dois 

subtipos de LS, baseando-se nas diferenças entre seus respectivos perfis de ionização, formação 

de adutos e fragmentação. 

 

• Identificou-se o conjunto dos íons em m/z 277, m/z 259, m/z 241 e m/z 231 como íons 

diagnóstico para as LS do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo, a serem empregados em futuras 

investigações e caracterização desses subtipos de LS. 

 

• O mecanismo de fragmentação para as LS do tipo glaucolídeo está sendo pela primeira 

vez detalhadamente discutido/elucidado. 

 

• A estratégia de diferenciação entre os subtipos de LS hirsutinolídeo e glaucolídeo foi 

utilizada com sucesso para estabelecer o perfil químico do extrato de lavagem foliar (ELF) de 

V. tweedieana, empregando-se um método qualitativo de eficiente separação por CLUE-EM na 

desreplicação de 14 compostos, dos quais sete flavonoides e sete LS, sendo um décimo quinto 

composto parcialmente caracterizado e atribuído a uma LS desconhecida. 

 

• A técnica de cromatografia de partição centrífuga (CPC) provou ser um método de 

fracionamento simples e eficiente para o isolamento de LS, em única etapa e com ótimos 

rendimentos, e permitiu a purificação de 1,04 g de glaucolídeo B (4, 50% da fração de partida) 

a partir de ELF de L. chamissonis, a purificação de 0,98 g de glaucolídeo B (4, 38% da fração 

de partida) a partir de ELF de C. scorpioides, e a purificação de 693 mg de vernodalina (5, 43% 

da fração de partida) a partir de ELF de V. condensata. 
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• Esta é a primeira vez que o glaucolídeo B (4) está sendo descrito para as espécies L. 

chamissonis e C. scorpioides. 

 

• Ainda, a técnica de CPC foi novamente eficiente na purificação de análogos estruturais 

de LS a partir de duas frações secundárias oriundas do fracionamento do ELF de V. condensata, 

permitindo o isolamento de cinco LS (6-10) apenas com a adição de uma segunda etapa, sendo 

a primeira vez em que o composto 11,13,16,17-tetrahidrovernolida (6) é descrito para a espécie 

V. condensata. 

 

• A estratégia reacional de ciclização transanular se mostrou um abordagem eficiente para 

a produção de derivados semissintéticos de LS, e que associada à condições reacionais 

complementares possibilitou a produção de quatorze (11-24) derivados, dos quais dez 

compostos (13-15, 17-19, 21-24) estão sendo descritos pela primeira vez, enquanto que 12 está 

sendo obtido pela primeira vez por semissíntese. 

 

• A piptocarfina A (1), diacetilpiptocarfol (3) e vernodalina (5) apresentaram moderada a 

fraca atividade leishmanicida (IC50=18,83 a 26,58 µM) frente à Leishmania amazonensis, e 

moderada atividade tripanocida (IC50=10,62 a 20,57 µM) frente à Trypanosoma cruzi, enquanto 

que as LS glaucolídeo A (2) e glaucolídeo B (4) não foram ativas para ambos os parasitas. 

 

• A piptocarfina A (1) apresentou promissora atividade citotóxica in vitro frente às 

linhagens de células leucêmicas Nalm-6 e K-562 (CC50=2,8 µM e CC50=3,0 µM, 

respectivamente), enquanto que o glaucolídeo A (2) mostrou moderada atividade frente às 

linhagens de células leucêmicas K-562, HL-60, REH e JURKAT, e tumorais PC3, OVCAR, 

NCI-1299 e HOS (CC50=8,5 a 27,2 µM). 

 
• Ainda, a piptocarfina A (1), diacetilpiptocarfol (3) e vernodalina (5) apresentaram uma 

ótima e seletiva atividade citotóxica (CC50=6,7 µM/IS=1,9, CC50=3,8 µM/IS=3,3 e CC50=2,6 

µM/IS=4,6, respectivamente) frente à linhagem de células tumorais de melanoma humano (SK-

MEL-28). 

 
• Os derivados semissintéticos análogos hirsutinolídeos 20 e 21, e o análogo 

diepoxigermacranolídeo 22 apresentaram excelentes atividade citotóxica e seletividade 

(CC50=11,2 µM/IS=2,5, CC50=5,0 µM /IS=3,0 e CC50=3,1 µM /IS=3,0, respectivamente) frente 
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à linhagem de células tumorais de melanoma humano (SK-MEL-28), indicando que a proposta 

de produção de derivados de LS com atividade e seletividade melhoradas em relação ao material 

de partida foi bem sucedida. 

 

• Nenhum dos compostos testados (1-24) foi ativo contra as linhagens celulares tumorais 

de carcinoma de pulmão (NCI-H460) e de glioblastoma (SF295). 

 

• O glaucolídeo B (4) apresentou promissora atividade anti-inflamatória com inibição da 

produção de metabólitos nitrito/nitrato (NOx) e da secreção de interleucina 6 pró-inflamatória 

em células RAW 264.7 estimuladas por lipopolissacarídeos. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 O presente trabalho cumpriu com o seu objetivo principal, o qual foi fundamentado na 

modificação estrutural por semissíntese de lactonas sesquiterpênicas (LS) isoladas de espécies 

de Vernonieae (Asteraceae) visando à otimização de suas propriedades biológicas, neste caso, 

demonstrada em função da atividade citotóxica frente à células de melanoma humano SK-MET-

28 (in vitro). 

 Ainda assim, para melhor compreensão do mecanismo de ação dos compostos ativos, 

experimentos complementares relativos à investigação do tipo de morte e ciclo celular das 

células de melanoma humano SK-MET-28 expostas ao derivado 22 e ao composto isolado 5 

mais ativos, ainda estão sendo finalizados e os resultados obtidos serão compilados em 

manuscritos a serem submetidos à apreciação de revistas cientificas da área. 

 Ainda em relação a avaliação do potencial biológico das LS, considerando a 

reconhecida atividade anti-inflamatória apresentada por essa classe de compostos (HOHMANN 

et al., 2016; WANG et al., 2017), e tendo por base os resultados anti-inflamatórios promissores 

observados para a LS glaucolídeo B (4), as demais LS isoladas de Vernonieae (1-10) bem como 

os derivados semissintéticos de LS (11-24) foram encaminhados para a investigação da 

atividade anti-inflamatória (em parceria). Contudo, em função de os ensaios ainda estarem 

sendo realizados, os dados ainda serão tratados e os resultados compilados na forma de 

manuscrito para submissão à revista científica da área. 

 Os dados derivados da avaliação citotóxica das LS piptocarfina A (1) frente à linhagens 

de células leucêmicas in vitro motivaram a realização de um estudo paralelo para a avaliação 

antitumoral (in vivo), o qual está em vias de conclusão e os resultados também serão reunidos 

em um manuscrito a ser submetido à revista científica na área. 

 Uma vez obtida em boa quantidade a partir do fracionamento por cromatografia de 

partição centrífuga (CPC) do ELF da espécie Vernonanthura condensata, e considerando os 

promissores resultados de citotoxicidade seletiva observados frente às células de melanoma 

humano (SK-MET-28), a LS vernodalina (5) será sujeita à reações de modificação molecular, 

por exemplo, explorando a porção do metileno exocíclico em reações de adição de Michael 

com aminas (primárias e secundárias) (WANG et al., 2015) e/ou em reação de arilação de Heck 

(VADAPARTHI et al., 2015) visando a produção de derivados semissintético com 

propriedades biológicas melhoradas. 

 Por fim, duas publicações foram produzidas respectivamente a partir dos resultados 

provenientes da purificação do glaucolídeo B (4) por CPC a partir do extratos de lavagem foliar 
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(ELF) da espécie Lepidaploa chamissonis e da avaliação de suas propriedades anti-

inflamatórias (DA SILVA et al., 2019a), assim como a partir dos dados de caracterização das 

LS do tipo hirsutinolídeo e glaucolídeo por CLUE-EM e a investigação do perfil fitoquímico 

do ELF da espécie Vernonanthura tweedieana (DA SILVA et al., 2019b). 
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