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RESUMO

As lactonas sesquiterpénicas (LS), composto caracteristicos da familia Asteraceae, destacam-
se por suas propriedades anti-inflamatéria, citotéxica e antiparasitaria. Derivados
semissintéticos de LS tém demonstrado propriedades farmacoldgicas melhoradas em relagao
ao produto de partida. Diante da necessidade do desenvolvimento de alternativas terapéuticas
para o tratamento de neoplasias, leishmanioses e doenga de Chagas, o objetivo deste trabalho
foi isolar LS a partir de espécies selecionadas de Vernonieae (Asteraceae) para a modificagdo
estrutural por semissintese visando o desenvolvimento de derivados bioativos. A otimiza¢ao do
processo de extragdo por lavagem foliar em desenho experimental fatorial 4x4 a partir da
espécie Vernonanthura tweedieana indicou como condigdes ideais de extracdo das LS a acetona
como liquido extrator durante 10 minutos. Foi estabelecida uma estratégia de diferenciacao por
ESI-EM e EM/EM entre as LS do tipo hirsutinolideo e glaucolideo com base nas diferengas
entre seus respectivos perfis de ionizagdo, formagao de adutos e fragmentagao, sendo a primeira
vez que o mecanismo de fragmentagdo para as LS do tipo glaucolideo ¢ detalhadamente
discutido. A analise de desreplicagdo por CLUE-EM do extrato bruto de lavagem foliar (ELF)
de V. tweedieana permitiu a identificacdo 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
particao centrifuga (CPC) as LS glaucolideo B e vernodalina, respectivamente. A extragdo por
lavagem foliar mostrou-se um método seletivo para a extragdo de LS, enquanto que a técnica
CPC foi uma ferramenta simples e eficiente para o isolamento desses constituintes com alto
rendimento. Considerando que as condi¢des acido-base do meio extrativo/cromatografico vém
sendo relacionadas a conversao estrutural e a formagao de diferentes subtipos de LS, a estratégia
baseada na ciclizagdo transanular empregando catalizadores com variadas propriedades acido-
base, associada a condi¢des reacionais complementares, mostrou-se uma abordagem eficiente
para a produgdo de quatorze derivados semissintéticos de LS, sendo dez destes compostos
relatados pela primeira vez. Na investigacao in vitro da atividade biologica as LS piptocarfina
A, diacetilpiptocarfol e vernodalina apresentaram moderada a fraca atividade leishmanicida
(ICs0=18,83 a 26,58 uM) frente a Leishmania amazonensis, ¢ moderada atividade tripanocida
(IC50=10,62 a 20,57 uM) frente a Trypanosoma cruzi, enquanto que as LS glaucolideo A e
glaucolideo B ndo foram ativas para ambos os parasitas na forma amastigota intracelular. Na
avaliacdo da atividade citotoxica em método de MTT, a LS piptocarfina A apresentou
promissora atividade frente as células leucémicas Nalm-6 e K-562 (CCso=2,8 uM e CCs0=3,0
uM, respectivamente), enquanto que o glaucolideo A mostrou moderada atividade frente as
linhagens de células tumorais K-562, HL-60, REH, JURKAT, PC3, OVCAR, NCI-1299 e HOS
(CCs0=8,5 a 27,2 uM). As LS piptocarfina A, diacetilpiptocarfol e vernodalina (CCso=6,7
uM/IS=1,9, CCs0=3,8 uM/IS=3,3, CCs0=2,6 uM/IS=4,6, respectivamente), bem como dois
derivados semissintéticos andlogos de hirsutinolideos € um analogo diepoxigermacranolideo
(CCs0=11,2 puM/IS=2,5, CCs0=5,0 uM/IS=3,0 e CCs0=3,1 uM/IS=3,0, respectivamente)
apresentaram 6tima e seletiva atividade citotoxica frente a linhagem de células de melanoma
humano (SK-MEL-28). Ainda, o glaucolideo B apresentou promissora atividade anti-
inflamatéria nas doses de 1, 3 e 10 uM em células RAW 264.7 estimuladas por
lipopolissacarideos, cujo efeito inibitdrio sobre a producdo de metabdlitos NOx e da secrecao
de interleucina 6 foi similar a dexametasona (7 uM).

Palavras-chave: Lactonas sesquiterpénicas. Vernonieae. Cromatografia de particao centrifuga.
Semissintese. Ciclizagdo transanular. Anti-inflamatdrio. Citotoxico. Antiparasitario.






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 (ICs0=18.83 to 26.58 uM) against Leishmania amazonensis, and
moderate trypanocidal activity (ICso=10.62 to 20.57 uM) 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 (CCs0=2.8 uM and CCs0=3.0
uM, respectively) whereas the glaucolide A showed moderate activity against the cell lines K-
562, HL-60, REH, JURKAT, PC3, OVCAR, NCI-1299 and HOS (CCs0=8.5 to 27.2 uM).
Piptocarphin A, diacetylpiptocarphol and vernodalin (CCso=6.7 puM/SI=1.9, CCs0=3.8
pM/SI=3.3, CCs0=2.6 uM/SI=4.6, respectively) as well as two semisynthetic hirsutinolide
analogues and one diepoxygermacranolide analogue (CCso=11.2 pM/SI =2.5, CCs0=5.0
pM/SI=3.0 and CCso=3.1 uM/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 uM doses in lipopolysaccharide-
stimulated RAW 264.7 cells, whose inhibitory effect on NOx metabolite production and
interleukin 6 secretion was similar to dexamethasone (7 uM).

Keywords: Sesquiterpene lactones. Vernonieae. Centrifugal partition chromatography.
Semisynthesis. Transannular cyclization. Anti-inflammatory. Cytotoxic. Antiparasitic.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais vém contribuindo substancialmente ao longo dos anos para a
descoberta de novos agentes terapeuticamente ativos, tendo as plantas medicinais e os seus
derivados uma importancia preponderante neste processo (CRAGG; NEWMAN, 2013;
JANTAN et al., 2015; NEWMAN; CRAGG, 2016Db).

Pertencente a familia Asteraceae, a tribo Vernonieae ¢ distribuida principalmente nas
Américas e Africa (LOEUILLE, 2011; NAKAJIMA et al., 2015), sendo considerada um dos
grupos mais complexos taxonomicamente (MENDONCA et al., 2009; SOARES, 2012). Nesta
tribo, os géneros Vernonanthura, Cyrtocymura e Lepidaploa destacam-se pela producao de
lactonas sesquiterpénicas (LS) (KOTOWICZ et al., 1998; BORKOSKY et al., 2003;
MARTUCCI et al., 2014; GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018).

Consideradas como caracteristicas na familia Asteraceae, as LS sdo metabdlitos
secundarios formados por uma cadeia de 15 carbonos, organizada em trés unidades isoprénicas,
contendo um anel lacténico fundido, sendo altamente promissoras principalmente devido as
suas propriedades citotoxica, antiproliferativa e antitumoral (GHANTOUS et al., 2010;
TOYANG et al, 2013; ITO et al, 2016; FRONZA et al.,, 2017), anti-inflamatéria
(CHADWICK et al., 2013; HOHMANN et al., 2016; WU et al., 2017) e antiprotozoaria (NI
LOO etal., 2017; ULLOA et al., 2017).

Nesse ambito, a técnica de lavagem foliar tem se mostrado um método bastante seletivo
para a obtenc¢do das LS a partir da extracdo do contetdo dos tricomas glandulares das folhas
(IGUAL et al., 2013; LUSA; DA COSTA; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2016). Ainda assim,
a fim de se acelerar o isolamento de uma classe de substancias, tal qual as LS, estratégias de
otimizagdo tecnoldgica do processo extrativo podem ser aplicadas, podendo ser empregadas
técnicas de planejamento experimental e analise estatistica a partir de delineamentos fatoriais
(MIGLIATO et al., 2011; BARBOSA et al., 2014).

Diversos andlogos sintéticos e semissintéticos de produtos naturais vém sendo
desenvolvidos e avaliados nos ultimos 50 anos para o tratamento de diferentes tipos cancer
(alguns em fase clinica) (NEWMAN; CRAGG, 2014; JANTAN et al., 2015; NEWMAN;
CRAGG, 2016a), sendo grande parte desses compostos derivados de LS, muito devido a 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

antiprotozoaria, como as atividades leishmanicida e tripanocida (SAEIDNIA; GOHARI;



48

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 farmacos ou prototipos, a abordagem
semissintética a partir de produtos naturais mostra-se uma estratégia bastante valida podendo
promover a producdo de derivados andlogos com propriedades farmacoldgicas melhoradas em
relacdo aos compostos precursores (LANG et al., 2012; RAHIER et al., 2015). Estudos recentes
apresentam diferentes estratégias de modificacdo molecular de LS para produgdo e avaliagdo
da atividade biologica 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 producdo de derivados semissintéticos de LS, visando o
desenvolvimento de novo compostos com promissoras atividades citotoxica, anti-inflamatoria
e antiparasitdria, permitird um progresso relevante no futuro dos produtos naturais e fornecera
mais subsidios para o potencial desenvolvimento de um agente terapéutico e/ou prototipo para

o tratamento destas doengas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A natureza auxilia a humanidade em suas necessidades basicas e fornece matéria-prima
para o desenvolvimento de medicamentos para um amplo espectro de doengas. Os produtos
naturais de origem vegetal e seus derivados tém contribuido, e continuardo fundamentais para
o processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, servindo como fonte de
padroes moleculares inovadores (NEWMAN; CRAGG, 2014; JANTAN et al., 2015). Diversos
sdo os compostos de origem natural ou baseados nestes que resultaram em medicamentos

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

Figura 1 — Exemplos de farmacos de origem natural.

H3C Artemisinina
(antimalarico) Dronabinol
(dor neuropatica)

Morfina
(analgésico)

OH
CHj
H oo
5T
.. H3 &
Colchicina | H5;C .
(tratamento de gota) CH3 Ar.glablynz'l
Galantamina (quimioterapico)

(tratamento do Alzheimer)

Vincristina Paclitaxel
(quimioterapico) (quimioterapico)

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

Acredita-se que cerca de 30% dos medicamentos disponiveis sdo derivados de fontes
naturais, principalmente de plantas e microrganismos, sendo muitos desses principios 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 ¢ 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 informagdes relacionadas a vegetacdo nativa brasileira
e as 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 substincias e produtos de valor
tecnologico agregado ao mercado farmacéutico (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008;
DUTRA et al., 2016).

2.2 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae ¢ uma das mais importantes fontes de espécies vegetais com valor
medicinal (BESSADA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2015). Compreende 12 subfamilias, 43
tribos, cerca de 1.500 géneros e aproximadamente 25.000 espécies, distribuidas por quase todo
o planeta (com excecdo da Antartida), mas principalmente encontrada na regido das Américas
(GURIB-FAKIM, 2006; HEINRICH et al., 2012).

No Brasil, as asteraceas compreendem 28 tribos, 290 géneros 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 secundarios na familia
Asteraceae sao bastante diversificados, sendo mais de 5.000 espécies quimicamente estudadas,
com cerca de 7.000 compostos ja isolados (ALVARENGA et al., 2001).

As asteraceas sdo caracterizadas principalmente pela presenca de lactonas
sesquiterpénicas (LS) que, quando presentes, sdo responsaveis em grande parte pela atividade
bioldgica observada para a espécie em questdio (GURIB-FAKIM, 2006; PADILLA-
GONZALEZ; DOS SANTOS; DA COSTA, 2016). Todavia, a familia também se destaca pela
presenga de flavonoides, 4cidos fendlicos, 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

familia Asteraceae, sendo atualmente subdividida em 21 subtribos, com aproximadamente 100
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géneros e cerca de 1.500 espécies. A tribo ¢ amplamente distribuida pelo Paraguai, Uruguai,
Bolivia, Argentina e Brasil, sendo neste ultimo representada por 15 subtribos, cerca de 52
géneros e aproximadamente 458 espécies, com maior incidéncia no sudeste brasileiro
(MARINHO, 2014; NAKAJIMA et al., 2015; REFLORA, 2019g).

Devido a complexidade taxonomica, diversos estudos genéticos recentes vem sendo
desenvolvidos para a melhor compreensao e classificacdo dos membros da tribo (LOEUILLE;
KEELEY; PIRANI, 2015; MARINHO et al., 2016; VEGA; DEMATTEIS, 2016). Os membros
da tribo sdo anuais ou perenes, de habitos variando desde ervas, arbustos, lianas e, raramente,
arvores de grande porte. Entre os compostos ja obtidos para tribo, destacam-se as LS,
flavonoides, poliacetilenos e fenilpropanoides (MENDONCA; ESTEVES; GONCALVES-
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 géneros Cyrtocymura H. Rob. e Vernonanthura H. Rob.; e
a subtribo Lepidaploinae, com énfase nos géneros Lepidaploa H. Rob., Chrysolaena H. Rob.,
Echinocoryne H. Rob., Lessingianthus H. Rob. e Stenocephalum Sch. Bip. (KEELEY;
ROBINSON, 2009).

2.2.1.1 Género Cyrtocymura H. Rob.

O género Cyrtocymura H. Rob. foi estabelecido por Robinson (1987), sendo
reclassificado a partir do grupo Vernonia, e compreende seis espécies distribuidas pelo México,
indias Ocidentais e Américas Central e do Sul (ROBINSON, 1987; KEELEY; ROBINSON,
2009). No Brasil, o género ¢ 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 quimicos ja reportados para o género destacam-se as LS, em
especial os subtipos glaucolideo e hirsutinolideo, além de mono e sesquiterpenos, flavonoides
e acidos fenodlicos (BORKOSKY et al.,, 1996; BORKOSKY et al., 2009; GALLON;
JATYESIMI; GOBBO-NETO, 2018).

Valdés e colaboradores (2001) demonstraram o efeito alelopatico de fragdes oriundas
do extrato hexanico das raizes de C. cincta sobre monocotiledoneas. Além disso, os efeitos

antiproliferativo, antitumoral e antibacteriano foram descritos para a espécie C. scorpioides,
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mas sob a denominagao da sinonimia Vernonia scorpioides (PAGNO et al., 2006; ZANDONAI
et al., 2010; SOBRINHO; DE SOUZA; DOS SANTOS FONTENELLE, 2015).

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

A espécie Cyrtocymura scorpioides (Figura 2) (denominagao botanica mais atualizada
adotada neste estudo), reclassificada por Robinson (1987), tem como basionimo Conyza
scorpioides Lam. (TROPICOS.ORG, 2019a) — apesar de ser frequentemente reconhecida pela

sinonimia botanica Vernonia scorpioides (Lam.) Pers.

‘)/
BN &1
i A >

Fonte: autor.

Distribuida pelas Américas Central e do Sul e considerada uma espécie endémica do
Brasil, a C. scorpioides é conhecida popularmente como “erva-Sao-Simdo”, "enxuga" e "erva-
pred" e encontrada em todas as regides do pais, com significativa dispersdo 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 botanicos, a espécie C. scorpioides apresenta-se na forma de arbusto, com
talos ramosos, lanuginoso, foliosos até o apice, com face adaxial setosa e face abaxial estrigosa.
As folhas sdo alternadas, pecioladas, ovadas, medindo de seis a dez centimetros de
comprimento e dois a quatro de largura, sendo agudas no 4apice e atenuadas na base,
remotamente serreado-dentadas nos bordos. Ainda, possui capitulos florais numerosos, sésseis,

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

pseudopanicula contraida. As flores, cerca de 20 a 30, apresentam coloracao de lilas a roxa,
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cujo periodo de florescéncia acontecendo durante o inverno e primavera entre os meses de julho
a dezembro/janeiro. Os aquénios sao veludosos e de papus branco (CABRERA; KLEIN, 1980b;
OGASAWARA; ROQUE, 2015).

No que diz respeito as atividades biologicas reportadas para preparagdes a partir de C.
scorpioides ja foram demonstrados os efeitos citotoxico, observado para o extrato etanolico das
folhas apos aplicagdo topica em camundongos (DALAZEN et al., 2005), e antitumoral,
observado para a fracdo diclorometano em camundongos portadores do tumor de Ehrlich
(PAGNO et al., 2006) e para uma subfracdo de por¢do diclorometano em camundongos
portadores do tumor ascitico Sarcoma 180 (KREUGER et al., 2009). Além disso, do extrato
etanolico de C. scorpioides também apresentou os efeitos antiedematogénico (PEREIRA;
COGO; ZAMUNER, 2012) e anti-inflamatorio (RAUH et al., 2011b). Ainda, Kreuger e
colaboradores (2012a) demonstraram a atividade antibacteriana in vitro da fracdo acetato de
etila obtida do extrato etandlico de C. scorpioides.

Em relagdo a composicao quimica de C. scorpioides, a partir da andlise de desreplicagao
por cromatografia liquida de ultra performance em hifenizacdo a espectrometria de massas
(CLUE-EM) do extrato 70% metandlico da espécie foram identificados flavonoides agliconicos
(apigenina, luteolina, crisoeriol, kaempferol e genkwanina) e glicosilados (acacetina-7-O-
rutinosideo, quercetina-3-O-rutinosideo, quercetina-3-0O-glicosideo, luteolina-7-O-
glicuronideo, kaempferol-3-O-rutinosideo, crisoeriol-7-O-neohesperidosideo), bem como
diferentes 4acidos fenodlicos (isomeros 3- e 5- do dacido cafeoilquinico, acido 5-p-
coumaroilquinico, ¢ os isémeros 3,4-, 3,5- ¢ 4,5- do acido dicafeoilquinico) (GALLON;
JATYESIMI; GOBBO-NETO, 2018; GALLON et al., 2018).

J& a andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas permitiu
identificar 45 sesquiterpenos no Oleo essencial de C. scorpioides, cujos componentes
majoritarios foram o P-cariofileno (37,0%), 6xido de cariofileno (12,5%), (E)-nerolidol
(10,4%), a-humuleno (6,0%), e espatulenol (4,7%) (PINTO et al., 2016).

Ainda no contexto da investigacdo fitoquimica para C. scorpioides, entre os compostos
j& isolados a partir da espécie (Figura 3) estdo LS do tipo glaucolideo e hirsutinolideo
(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 &cido

cafeico, o cafeato de etila (KREUGER et al., 2012a).
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Figura 3 — Constituintes quimicos isolados de Cyrtocymura scorpioides (Lam.) H. Rob.
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O-B-Glc H OH 8'-hidréxi-3,4-dihidrovernoniina-4-0--glicosideo Vernoniina

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

2.2.1.2 Género Lepidaploa H. Rob.

Reiterado por Robinson (1990) o género Lepidaploa H. Rob. compreende cerca de 140
espécies, distribuidas nos Andes, Indias Ocidentais e América Central e do Sul (TELES;
SOBRAL; NAKAJIMA, 2010). No Brasil sdo encontradas aproximadamente 52 espécies,
predominantemente nas regides nordeste e sudeste (REFLORA, 2019d).
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Diferentes LS foram encontradas nas flores e folhas de L. remotiflora (VALDES et al.,
1998) e de L. myriocephala (BORKOSKY et al., 2003). Dos Santos e colaboradores (2012)
identificaram duas novas ceramidas, além dos conhecidos germanicol, [-sitosterol,
estigmasterol, 3B-O-B-p-glicopiranosil-sitosterol, lupeol, acetato de lupeol e tilirosida a partir
das partes aéreas de L. cotoneaster. Ja 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
0leo essencial (rico em E-cariofileno e biciclogermacreno) da espécie L. remotiflora frente a P.
aeruginosa (ATCC25619), E. aerogenes (ATCC12472), S. choleraeasuis (ATCC10708), K.
pneumoniae (ATCC10031), S. aureus (ATCC25923) e B. subtilis (ATCC6633).

2.2.1.2.1 Consideragoes sobre a espécie Lepidaploa chamissonis (Less.) H. Rob.
A espécie Lepidaploa chamissonis (Figura 4), cujo basionimo Vernonia chamissonis

Less. (TROPICOS.ORG, 2019b), ¢ conhecida popularmente no Brasil como “cambarazinho” e
¢ encontrada nas regides sul e sudeste (CABRERA; KLEIN, 1980a; REFLORA, 2019¢).

Fonte: autor

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

aproximadamente um metro de altura, ramoso, com ramos foleosos até o apice. Suas folhas sdo
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alternas, pecioladas, herbaceas, acuminadas no apice e arredondadas na base com nervuras
altamente marcadas, podendo medir de cinco a dez centimetros de comprimento e dois a quatro
centimetros de largura. Os capitulos florais costumam ser numerosos e dispostos em paniculas
de longos cincinios, com coloragdo violdcea, cujo periodo florescente acontece entre os meses
de dezembro a abril. Os aquénios sdo veludosos e de papus branco (CABRERA; KLEIN,
1980a).

Em estudos recentes avaliando a composicao quimica de diferentes espécies brasileiras
de Vernoniecae (GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018; GALLON et al., 2018) foram
descritos para a espécie L. chamissonis, a partir da analise de desreplicagao por CLUE-EM do
extrato 70% metanolico, a presenga de flavonoides agliconicos (vicenina-2 e quercetina) e
glicosilados  (quercetina-3-O-rutinosideo, quercetina-3-O-glicosideo, quercetina-3-O-[6-
cafeoil]-glicosideo, luteolina-7-O-glicuronideo, kaempferol-3-O-rutinosideo), de diferentes
acidos fendlicos (isdmeros 3-, 4- ¢ 5- do acido cafeoilquinico, acido 5-p-coumaroilquinico,
acido 5-O-ferruloilquinico, e os isomeros 3,4-, 3,5- e 4,5- do acido dicafeoilquinico), além da
LS 8-metacriloil-hirsutinolideo (analogo desidratado em C-1 da piptocarfina A). Apesar disso,
ndo foram encontrados trabalhos descrevendo o isolamento de compostos a partir da espécie

Ainda, embora existam estudos envolvendo o género Lepidaploa, nao foram
encontradas informacgdes na literatura referente a investigacao da atividade bioldgica para a

espécie L. chamissonis.

2.2.1.3 Género Vernonanthura H. Rob.

O género Vernonanthura H. Rob., instituido por Robinson (1992) para designar um
grupo de espécies antes pertencentes anteriormente ao género Vernonia Schreb, compreende
cerca de 70 espécies, distribuidas no México, Indias Ocidentais e América Central e do Sul.

No Brasil, existem aproximadamente 42 espécies, predominantemente encontradas nas
regides sul e sudeste (MENDONCA et al., 2009; VEGA; DEMATTEIS, 2011; REFLORA,
20191). Entretanto, a nomenclatura para esse novo género ainda ndo ¢ totalmente consolidada
na literatura, sendo empregado muitas vezes o basidnimo Vernonia das espécies em estudo.

As espécies de Vernonanthura representam as chamadas "assapeixes", que no Brasil
sdo utilizadas popularmente na preparacdo de xaropes para o tratamento de gripes e resfriados.
Apresentam-se como arbustos ou arvores pequenas, sendo comumente encontrados nas

vegetagdes que cercam as cidades, facilitando assim sua coleta (LEITAO et al., 2014).
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Entre as atividades descritas para preparagdes e/ou substancias obtidas a partir do género
estdo as atividades antifungica (SANTANA et al., 2012), antiprotozoaria (SANTANA et al.,
2014), antibacteriana (ROCHA-GRACIA et al., 2013), fagoinibidora (DEL CORRAL et al.,
2014) e antiulcerogénica (OLIVEIRA et al., 2011).

Das classes de compostos que ja foram identificadas para o género estdo acidos graxos,
acidos fenodlicos 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 basidnimos (Vernonia) das respectivas
espécies de Vernonanthura, mais estudos sao descritos quanto a identificagdo de metabolitos
secundarios, entre os quais poliacetilenos, além de outros acidos fenolicos, terpenoides,
flavonoides e lactonas sesquiterpénicas (MABRY et al., 1975a; BOHLMANN et al., 1983;
ABEGAZ et al., 1994; CARVALHO; COSTA; SANTOS ABREU, 1999; PEREZ-AMADOR
et al., 2008; MAIA et al., 2010; TOYANG; VERPOORTE, 2013). Em relacdo a investigacao
biologica, sdo apresentadas ainda as atividades anti-inflamatdria, antibacteriana, analgésica,
reguladora de pressdo arterial, citotdxica, antifungica, leishmanicida, antiulcerogénica e
antinociceptiva (VALVERDE et al., 2001; SILVEIRA; FOGLIO; GONTIJO, 2003;
BARBASTEFANO et al., 2007; BRAGA et al., 2007; RISSO; SCARMINIO; MOREIRA,
2010; SANTOS JUNIOR et al., 2010; TOYANG; VERPOORTE, 2013; SOBRINHO; DE
SOUZA; DOS SANTOS FONTENELLE, 2015).

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

A Vernonanthura condensata (Baker) H. Rob. (Figura 5) — basionimo Vernonia
condensata Baker (TROPICOS.ORG, 2019c¢), é encontrada principalmente no Brasil e Nigéria.

A espécie, chamada de “boldo” e “aluma”, tem sido empregada popularmente no Brasil
para o tratamento de problemas digestivos, intestinais, hepaticos e como analgésico para dores
de cabeca e musculares (TOYANG; VERPOORTE, 2013; LEITAO et al., 2014).

Em relagdo aos aspectos botanicos, a espécie ¢ encontrada na forma de arbusto de altura
variavel entre dois a cinco metros. As folhas sdo alternas, pecioladas, pilosas (principalmente
na face dorsal), com &pice agudo e base atenuada, podendo medir onze centimetros de
comprimento e quatro centimetros de largura, sendo caracterizadas por bordas serrilhadas de
textura fina. Os capitulos florais estdo dispostos nos apices dos ramos, formados por flores
tubulosas, iguais e com papilos formados por pequenas cerdas (FIGUEIREDO; FRUTUOSO,
2005).
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Figura 5 — Ilustragao de espécimes de Vernonanthura condensata (Baker) H. Rob.

’ A ! 3 3

Fonte: autor

Entre as atividades bioldgicas ja verificadas para a espécie estdo as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria, demonstrada para extratos etanolicos das folhas (DA
SILVA et al., 2011). As atividades anti-inflamatoria e analgésica foram também demonstradas
in vivo para o esteroide vernoniosideo B2 (VALVERDE et al., 2001).

Da Silva e colaboradores (2013) demonstraram efeito antioxidante do extrato etanol e
das fragdes 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 etandlico da folhas de V. condensata. Os efeito antinociceptivo
(EDso entre 2,7 e 281,8 mg/kg) e toxicidade aguda (LDso 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) ndo encontraram riscos teratogénicos ou mutagénicos
(sem efeito em dose de 5000 pg/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 citotoxicas (frente as linhagens celulares tumorais REH, Nalm6,

K-562 Molt4, MCF7 e HEK293T, com ICso variando entre 9,0 e 26,0 mg/mL) e antitumoral
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contra carcinoma de pulmao em ratos para o sobrenadante de centrifugacdo do extrato aquoso
de V. condensata.

Quanto aos constituintes quimicos ja isolados para V. condensata (Figura 6) estdo LS
do tipo elemanolideo e vernolideo (JAKUPOVIC et al., 1987), o esteroide glicosilado
vernoniosideo B2 (VALVERDE et al., 2001) e o 4cido fendlico acido 1,5-di-O-cafeoilquinico
(DA SILVA et al., 2017).

Figura 6 — Constituintes quimicos isolados de Vernonanthura condensata (Baker) H. Rob.
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Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987), Valverde e colaboradores (2001) e Da Silva e
colaboradores (2017).
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A partir da avaliagao por CLAE-DAD do extrato alcoolico de V. condensata foi possivel
detectar a presenca do acido clorogénico e dos flavonoides luteolina, apigenina (DA SILVA et
al., 2017) rutina e quercetina-3p-p-glicosideo (RODRIGUES et al., 2019); e pela analise por
CLUE-EM a presencga dos esteroides vernoniosideos A2, A3, B1, B2, D e E (AFONSO et al.,
2015).

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

A espécie Vernonanthura tweedieana (Baker) H. Rob. (Figura 7), cujo basionimo
Vernonia tweedieana Baker (TROPICOS.ORG, 2019d), tem ocorréncia no Brasil, Argentina e
Paraguai. No Brasil é conhecida popularmente como “assapeixe” e “mata-pasto”, encontrada
principalmente na regiao sul, ocorrendo também nos estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul

e Minas Gerais. No estado de Santa Catarina ¢ predominante na regido do meio oeste e vale do
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Itajai, e constitui uma das principais plantas invasoras de pastagens (CABRERA; KLEIN,
1980c; GASPER et al., 2013).

Figura 7 — Ilustracdo de espécimes de Vernonanthura tweedieana (Baker) H. Rob.

N e T

Fonte: adaptado de Da Silva (2015).

A espécie V. tweedieana compreende subarbustos eretos com aproximadamente 2
metros de altura com caule ramificado. As folhas sdo alternadas, levemente pecioladas (com
peciolo de 0,7 a 1,3 cm de contorno plano-convexo), com bordos serreados, sendo agudas no
apice e atenuadas na base, medindo de 5 a 12 centimetros de comprimento e de 1,3 a 2,5
centimetros de largura. Apresenta nervura central mais pronunciada na face abaxial. Possui
capitulos numerosos, pedicelados, em niimero de 2 a 3. Os aquénios sao pubescentes de 2
milimetros de comprimento e com papus alvo. As flores sdo brancas ou roxas, de corola lilas,
florescendo no verdo entre os meses de fevereiro e abril, predominantemente em margo
(CABRERA; KLEIN, 1980c; SOARES, 2012; DUARTE; CHELLA, 2014).

Na medicina popular, a espécie V. tweedieana ¢ utilizada para o tratamento de doencas
respiratorias, como alternativa terapéutica 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 (DIAZ et al., 2008). Petri e colaboradores
(2008) demonstraram atividade imunomoduladora em camundongos para o extrato
hidroetanolico 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 antiedematogénica do esteroide o-espinasterol obtido da espécie. O
sesquiterpeno 6-cinamoil-1-hidroxieudesm-4-en-3-ona, purificado a partir de raizes da espécie
apresentou atividade antifungica contra Candida albicans (ATCC10231), Cryptococcus
neoformans (CECT1075), Microsporum gypseum (CECT2908), Saccharomyces cerevisiae
(CECT1324) e principalmente Trichophyton mentagrophytes (CECT2795) (PORTILLO et al.,
2005). Os oleos essenciais das flores e folhas de V. tweedieana ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente a Enterococus faecalis (ATCC29212) e S. aureus (ATCC 25923)
(LOQUETE et al., 2008), enquanto que os extratos aquoso e hidroetanélico da espécie também
ndo foram ativos contra cepas virais HSV-1 (MONTANHA et al., 2004).

Entre os constituintes quimicos ja obtidos da espécie V. tweedieana estao, triterpenos
(ZANON et al., 2008; TREVISAN et al., 2012), flavonoides, acidos fendlicos, e a LS
glaucolideo A (PORTILLO et al., 2005; DA SILVA, 2015), conforme descrito na Figura 8.

Figura 8 — Constituintes quimicos isolados de Vernonanthura tweedieana (Baker) H. Rob.
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Adicionalmente, a analise de desreplicagdo por CLUE-EM do extrato 70% metandlico
de V. tweedieana, além de confirmar a presenca dos constituintes luteolina, crisoeriol, apigenina
e glaucolideo A — isolados a partir da espécie, também possibilitou identificar a presenca de
flavonoides agliconicos (vicenina-2, genkwanina e 3'.4'-dimetoxiluteolina) e glicosilados
(quercetina-3-0-glicosideo, luteolina-7-O-glicuronideo, apigenina-7-O-glicuronideo,
kaempferol-3-O-rutinosideo e 7,3',5'-trihidroxi-4'metoxi-3-O-glicosideo), de diferentes acidos
fenolicos (4cido 5-cafeoilquinico e os isdmeros 3,5- e 4,5- do 4cido dicafeoilquinico), além da
LS 8-tigloiloxiglaucolideo A (GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018; GALLON etal.,
2018).

2.3 LACTONAS SESQUITEPENICAS E SUAS PROPRIEDADES

Reconhecidas como um classe quimica caracteristica da familia Asteraceae, uma vez
que cerca de 90% do total desses metabolitos secundarios sao obtidos de espécies da familia,
as LS pertencem ao subgrupo dos sesquiterpenos, ou seja, hidrocarbonetos formados por
cadeias de 15 carbonos organizadas por 3 unidades isoprénicas, que se destacam pela presenca
de um anel lactonico fundido a esta cadeia carbonica (KREUGER et al., 2012b; PADILLA-
GONZALEZ; DOS SANTOS; DA COSTA, 2016).

As LS sao substancias relativamente estaveis e de carater lipofilico. Sdo sintetizadas a
partir do tranms,trans-farnesilpirofosfato (formado pela condensagdo de trés moléculas de
difosfato de isopentenila, oriundo da condensagdo de unidades de acetil-CoA pela via do acido
mevalonico), que passa por uma ciclizacdo inicial para obtengdo do cation germacrano. Por
meio de subsequentes modificacdes oxidativas, este cation serve de precursor para formagao
dos diferentes esqueletos das LS. A oxidacdo da cadeia lateral isopropila do esqueleto
sesquiterpénico, seguida da adi¢cdo de oxigénio em C-6 ou C-8 possibilita o fechamento do anel
lactonico (RODRIGUEZ; TOWERS; MITCHELL, 1976; EMERENCIANO, 1983;
SCHMIDT, 2006; CHADWICK et al., 2013).

As LS assumem importante papel de protecdo, atuando como fitoalexinas, sendo
responsaveis pela defesa do vegetal contra ataques microbianos, contra herbivoria, como
repelente de insetos e alérgenos a animais predadores, como aleloquimicos e na protegao UV
(CHADWICK et al., 2013; PADILLA-GONZALEZ; DOS SANTOS; DA COSTA, 2016).

Esses metabdlitos, caracterizados pelo “principio 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 Classificacao

Estipula-se a existéncia de cerca de 30 tipos de nucleos carbociclicos diferentes para as
LS, resultando em mais de 4.000 estruturas para essa subclasse ja descritas para as Asteraceae
(CHADWICK et al., 2013; PADILLA-GONZALEZ; DOS SANTOS; DA COSTA, 2016),
sendo divididas em quatro grupos principais: germacranolideos, guaianolideos,
pseudoguaianolideos e eudesmanolideos (Figura 9) (CHATURVEDI; DWIVEDI; MISHRA,
2015).

Figura 9 — Principais nucleos carbociclicos para as lactonas sesquiterpénicas.
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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 hirsutinolideos e glaucolideos (Figura 10) que presumivelmente sdo restritas
a tribo Vernonieae (Asteraceae). Estes subtipos de LS sdo derivados dos germacranolideos e
correspondem a estruturas altamente oxigenadas, sendo caracterizadas pela presenca de uma
insatura¢do endociclica entre C-7 e C-11, um grupamento acetoxi em C-13 e uma funcao éster

em C-8 (DA COSTA; TERFLOTH; GASTEIGER, 2005; BORKOSKY et al., 2009).
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Figura 10 — Nucleos carbociclicos das LS do tipo hirsutinolideo e glaucolideo.

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

As LS do tipo glaucolideo tém sido associadas a formacao de diferentes subtipos de LS,
como exemplos os hirsutinolideos e cadinanolideos, considerados artefatos oriundos do
processo de extracdo e/ou purificagdo de extratos brutos em condigdes que envolvem
usualmente a utilizacdo de adsorventes solidos com carater acido (como silica gel, terra
bentonita) e solventes proticos (i.e. metanol, etanol) (BARDON et al., 1993; JIMENEZ et al.,
1995; BAZON et al., 1997; BORKOSKY et al., 1997). Por outro lado, alguns autores propdem
a presencga desses subtipos de LS em extratos brutos que nao foram expostos as condi¢des acima
mencionadas, seja durante a extracdo ou na purificacdo, sugerindo que estes sejam de fato
metabolitos secundarios produzidos pelo vegetal (PILLAY et al., 2007; APPEZZATO-DA-
GLORIA et al., 2012).

2.3.2 Propriedades biologicas

Acredita-se que a bioatividade das LS seja principalmente relacionada a habilidade de
alquilacao de nucledfilos pelas a,B- ou a,B,y-insaturagdes, presentes nas porcdes ciclopentenonas
a,B-insaturadas ou a-metileno-y-lactonas, que atuam como um aceptores de Michael, reagindo
com nucledfilos, como grupos de sulfidrila (R-SH) em enzimas e outras proteinas levando a
interrup¢do das fungdes macromoleculares (SCHMIDT, 2006; CHATURVEDI, 2011b;
AMORIM et al., 2013; QUINTANA; ESTEVEZ, 2018). A atividade das LS pode também ser
exercida por outros elementos estruturais aceptores eletrofilicos, como grupos epoxi, aldeidos,
peroxidos e radicais ésteres, tais como acetato, metacrilato e tiglato (SCHMIDT, 2006;
CHATURVEDI, 2011b; AMORIM et al., 2013; QUINTANA; ESTEVEZ, 2018).

Além do potencial como digestivos amargos, as LS apresentam diversas propriedades
bioldgicas, como antibacteriana, antimalarica, antiviral, antifungicas, antiplasmoédica, anti-
inflamatoérias, moluscicida, leishmanicida, tripanocida, gastroprotetora, analgésica, genotoxica,

citotoxicas, alergénica e antitumoral (MATEJIC; SARAC; RANDELOVIC, 2010;



65

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 Caracterizacao e purificacao

Apesar do aprimoramento dos espectrometros, as analises de confirmagao estrutural por
ressonancia magnética nuclear de algumas LS, como aquelas do tipo hirsutinolideo e
glaucolideo, podem exigir condi¢des peculiares de experimentagdo, 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 analiticos podem ser
empregados para a caracterizacao das LS, e as técnicas hifenadas assumem um papel relevante
para este propdsito, combinando abordagens de separacao e elucidagao estrutural (MERFORT,
2002; DIAS; DE MELO; CROTTI, 2012).

Nesse contexto, a cromatografia liquida de ultra performance em hifenizacdo a
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 opg¢do no processo de caracterizagdo das LS. Devido a alta
sensibilidade, proporcionando uma deteccdo rapida de compostos em nivel de trago, a
espectrometria de massas em tandem de alta resolugdo com ionizagao por eletronebulizagao
(EMAR-EM/EM) oferece uma caracterizagao estrutural facilitada por meio da medigdo precisa
de massa (DE VIJLDER et al., 2017; HUBERT; NUZILLARD; RENAULT, 2017).

Diferentes métodos cromatograficos preparativos podem ser empregados para o
isolamento de LS, com destaque para a cromatografia de particdo centrifuga (CPC), utilizada
na purificacdo desses compostos em larga escala em uma ou poucas etapas, com reducdo do
consumo de solventes organicos (tecnologia verde), conciliando economia de tempo e recursos
(MERFORT, 2002; OLLIVIER et al., 2013; SKALICKA-WOZNIAK; GARRARD, 2014).

A cromatografia de particdo centrifuga ¢ um tipo de cromatografia em contracorrente,
a qual se baseia na separagdo por particdo de uma amostra entre duas fases ndo misciveis,
utilizando um equipamento com um eixo de rotagdo e assim, tendo equilibrio hidrostatico das
duas fases (BECERRA et al., 2015; BOJCZUK; ZYZELEWICZ; HODUREK, 2017).

Quando comparada a outros sistemas liquidos preparativos, a CPC oferece muitas
vantagens, tais como ndo usar fase sélida como suporte e, consequentemente, nenhuma perda
de amostra devido a adsorc¢do irreversivel, uma quantidade acessivel alta de fase estacionaria e

uma alta capacidade de preenchimento de amostra. Além disso, usando baixo consumo de
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solventes e um curto tempo de separagdo, sugerindo um carater de quimica verde, as analises
de CPC proporcionam alta seletividade e pureza de compostos isolados, bem como alta
recuperagdo de amostras via etapa de extrusdo (MICHEL; DESTANDAU; ELFAKIR, 2014;
BOJCZUK; ZYZELEWICZ; HODUREK, 2017; ISSAADI et al., 2017).

Recentemente, tem se mostrado cada vez mais crescente o uso bem sucedido da técnica
de CPC para a purificagdo de LS em larga escala (PINEL et al., 2007; OLLIVIER et al., 2013;
ADEKENOVA et al., 2016). Nesse ambito, Skalicka-Wozniak e Garrard (2014) compilaram
150 sistemas de solventes empregados na separagdo de terpenoides, entre os quais a LS, de

modo a favorecer a aplicacao dessa técnica.

2.3.4 Semissintese

A busca por novos candidatos a farmacos pode ser baseada na modificagdo
semissintética de um composto natural (NEWMAN, 2016). Nesse contexto, o uso dos
conhecimentos relativos a quimica medicinal na abordagem semissintética no desenvolvimento
de compostos ou protétipos de produtos naturais pode gerar andlogos a partir da modificagdo
de grupos funcionais existentes que fornecam propriedades melhoradas em relagdo aos
compostos de partida, como o aumento da atividade e/ou seletividade e a redugdo dos efeitos
secundarios ou toxicidade (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; CHEN et al., 2015;
RAHIER et al., 2015).

Pesquisas recentes tém sido desenvolvidas com a modificagdo molecular de LS,
aplicando-se diferentes estratégias semissintéticas, tais como 1) reacdes de funcionalizacao
envolvendo a substitui¢do, adi¢do, oxidacdo, arilagdo e/ou esterificacdo, e ii) reagdes de
transformagdo, por meio de rearranjos estruturais e da ciclizagdo transanular (DOAN et al.,
2015; SANTANA; MOLINILLO; MACIAS, 2015; VILLAGOMEZ et al., 2015; CANO-
FLORES; DELGADO, 2017; ARHA et al., 2018). A utilizacao de variados catalisadores e
condi¢des experimentais diversas em reacdes de transformagdo de LS tém permitido a
exploragdo da sua diversidade estrutural, obtendo-se analogos com diferenciados esqueletos
carbociclicos (NEUKIRCH; GUERRIERO; D’AMBROSIO, 2003; DE MIERI et al., 2017b;
ALVAREZ-CALERO et al., 2018; WANG et al., 2019).

Neste ambito, Nakagawa-Goto e colaboradores (2016) demonstraram diferentes
estratégias de modificagdo de um andlogo dilactonizado da LS deoxielefantopina, sendo
produzidos 58 derivados esterificados, dos quais a maioria apresentou atividade citotoxica

superior ao composto de partida (analogo dilactonizado) contra células de cancer 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 citotoxica
aumentada quando comparadas ao composto de partida (costunolida) frente a cinco linhagens
de células tumorais (B-16; DU-145; Hela; A549; MCF-7). Além disso, Miklossy e
colaboradores (2015) demonstraram estratégias para a obtencao de 12 analogos éster de trés LS
do tipo hirsutinolideo, sendo dez destes andlogos com atividade inibitéria do fator de transcrigao
STATS3 in vitro.

Ni Loo e colaboradores (2017) revisaram as propriedades antiprotozoarias da LS
artemisinina e seus derivados contra o género Leishmania e Trypanosoma, mostrando em
muitos casos uma atividade melhorada dos derivados semissintéticos em relagdo ao composto
de partida. O mesmo foi observado por De Mieri e colaboradores (2015) para derivados de
ciclizagdo transanular da nobilina, em que alguns derivados foram mais ativos que o seu
precursor contra 7. brucei rhodesiense, cujos valores de ICso estdo entre 0,46-50,53 puM.

Considerando o exposto, a producao de derivados semissintéticos de LS visa a melhoria
das atividades citotdxica e antiprotozodrias, leishmanicida e tripanocida, fornecendo protdtipos
potenciais para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para doencas neoplasicas e

aquelas causadas por protozoarios.

2.4 CONSIDERACOES SOBRE O CANCER

O cancer ¢ uma das principais causa de morte no mundo. A estimativa mundial de cancer
passou de 12,7 milhdes de novos casos em 2008, para 22,2 milhdes em 2030. O aumento
previsto de casos de cancer se deve ao aumento e envelhecimento da populagdo, somada
incidéncia, prevaléncia e distribui¢do de fatores de risco - tais como tabaco, obesidade, estilo
de vida, agentes infecciosos. Em 2012, estima-se ter havido 14,1 milhdes de novos casos e 8,2
milhdes de mortes por cancer no mundo. Nos paises em desenvolvimento, o cancer de pulmao
e o cancer de mama foram os mais frequentemente diagnosticados e as principais causas de
morte por cancer em homens e mulheres, respectivamente (SIEGEL et al., 2014; VINEIS;
WILD, 2014; TORRE et al., 2015).

Segundo dados divulgados pelo Instituto Nacional do Cancer (2017) a estimativa para
o Brasil no biénio 2018-2019 apontam a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer.
Com excecao dos casos de cancer de pele ndo melanoma, os tipos mais frequentes em homens
sdo prostata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%), estomago (6,3%) e cavidade oral

(5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%),
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pulmao (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 cancer de préstata o tipo com maior nimero de casos (2.600)
para os homens, e o cancer de mama aquele com maior nimero (2.190) para as mulheres
(BRASIL, 2017).

Neste contexto, diante da problematica que essa enfermidade traz para a populacao,
novas alternativas terapéutica podem ser extremamente favordveis para o tratamentos dessa
doengas. As LS mostram-se promissoras principalmente, devido as suas atividades citotdxicas
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, OVCARS3,
Mia-paca, PC-3, DU-145) com valores de ICso variando entre 0,35-2,04 uM e entre 0,13-1,56
puM, respectivamente.

Testes in vivo também demonstram atividade antitumoral das LS (BURIM et al., 2001;
ZHANGABYLOV et al., 2004). Ja em fase de estudo clinico, destacam-se as LS artemisinina
(e seus derivados, artesunato e artemeter), dimetilamino-partenolideo e tapsigargina (sendo as
duas ultimas em estudo clinico de fase I) apresentando promissora atividade anticancerigena
sobre diferentes tipos de cancer (GHANTOUS et al., 2010; LOURENCO; FERREIRA;
BRANCO, 2012; CHADWICK et al., 2013; REN; YU; KINGHORN, 2016).

E conhecido o conceito de que inflamagio ¢ um componente critico na progressio de
um tumor e que alguns tumores apresentam grande quantidade de células do sistema imune que
geram um processo inflamatério no ambiente tumoral. Nessa perspectiva, ainda que sejam
necessarios estudos mais aprofundados, uma abordagem terapéutica anti-inflamatéria vem
sendo cada vez mais considerada para o tratamento do cancer (COUSSENS; WERB, 2002;
CRUSZ; BALKWILL, 2015; TODORIC; ANTONUCCI; KARIN, 2016; RITTER; GRETEN,
2019).

Neste contexto, as LS vém sendo consideradas em muitos estudos como promissores
agentes anti-inflamatérios (CHATURVEDI, 2011a; MERFORT, 2011; QUINTANA;
ESTEVEZ, 2018). Diferentes analogos isolados e semissintéticos de LS sdo descritos na
literatura com atividades anti-inflamatérias com efeito inibitorio sobre a secrecao de
mediadores pro-inflamatdrios como 6xido nitrico (NO), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) em macrofagos RAW 264.7 murinos estimulados por lipopolissacarideos
(LPS) (CHEN et al., 2017; WU et al., 2017, CHOODEJ; PUDHOM; MITSUNAGA, 2018;

WANG et al., 2018). Assim, LS do tipo hirsutinolideo contendo anel y-lactonico com uma
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funcdo a,B-insaturada endociclica apresentaram o mesmo efeito inibitério na produgdo de NO
e contra a atividade do fator nuclear kappa B (NF-kB) induzida por TNF-a em células RAW
264.7 estimulada por LPS (YOUN et al., 2012; KUO et al., 2018).

2.5 CONSIDERACOES SOBRE AS DOENCAS PARASITARIAS: leishmanioses e doenca
de Chagas

As doengas tropicais que sdo consideradas negligenciadas pela Organizagdo Mundial de
Saude (WHO, 2015) consistem em um grupo de 17 doengas virais, fungicas, bacterianas,
protozodarias e parasitarias com efeitos cronicos, debilitantes, incapacitantes e desfigurantes,
sendo endémica em 149 paises e atingindo cerca de 1,4 bilhdo de pessoas, principalmente em
paises de baixa renda (FEASEY et al., 2010; GYAPONG et al., 2010; WHO, 2015).

Com status de negligenciadas as leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por
protozodrios intracelulares obrigatorios do género Leishmania, podendo apresentar uma
variedade de sintomas clinicos, sendo divididas em cutineas, mucocutineas e viscerais
(HOTEZ et al., 2007; WHO, 2007; AGUIAR; RODRIGUES, 2017). O ciclo do parasita ¢
heteroxénico, com uma fase de multiplicacdo intracelular no hospedeiro vertebrado (homem e
mamiferos) — (forma amastigota, sendo alvo em estudos de novos fiarmacos); e outra
extracelular no inseto vetor (flebotomineos fémeas do género Lutzomyia) — (forma
promastigotas) (GENARO; REIS, 2005; MICHALICK; GENARO, 2005). O tratamento ¢
complexo, realizado com antimoniais e antibioticos, como antimoniato de N-metil glucamina e
anfotericina B (FEASEY et al., 2010; PELISSARI et al., 2011).

A tripanossomiase americana ou doenga de Chagas é também uma doenga parasitaria
negligenciada causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, cujas manifestagcoes
clinicas podem ser agudas ou cronicas. No ciclo heteroxénico do 7. cruzi, no hospedeiro
vertebrado sdo encontradas as formas tripomastigotas e amastigotas intracelulares e no inseto
vetor (triatomineos, barbeiro), sdo 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 doenga (BARRETT et
al., 2003; HOTEZ et al., 2007).

Desta forma, ha a necessidade da pesquisa e desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos para o tratamento dessas enfermidades e diferentes produtos naturais tém
apresentado atividade leishmanicida e tripanocida in vitro (ROCHA et al., 2005; GONZALEZ-
COLOMA et al., 2012; BECERRA et al., 2015) com énfase as 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
DLso entre 9,2 a > 50 uM. Além disso, Sosa e colaboradores (2016) mostraram atividade in
vitro de 17 LS contra formas promastigotas de L. braziliensis € L. amazonensis, com valores de
DLso entre 1,3-31,8 uM e entre 1,6-47,8 uM, respectivamente. Adicionalmente, Schmidt e
colaboradores (2014) demonstraram atividade tripanocida de diferentes LS contra
Trypanosoma brucei rhodesiense ¢ T. cruzi, cujos valores de DLso estavam entre 0,015-234,5
uM e 1,08-254,7 uM, respectivamente. Kimani e colaboradores (2017) demostraram a atividade
tripanocida de seis LS elemanolideo frente a 7. brucei rhodesiense, cujos valores de 1Cso

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

3.1 OBJETIVO GERAL

Isolar lactonas sesquiterpénicas a partir de espécies selecionadas de Vernonieae
(Asteraceae) para a modificagcdo estrutural por semissintese visando o desenvolvimento de

compostos derivados biologicamente ativos (in vitro).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar o processo extrativo de lavagem foliar monitorado pela composi¢ao quimica

em funcao do perfil semiquantitativo de LS;

Purificar as LS de extratos especificos 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 espectroscopicas como Ressonancia

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 bioldgicos in vitro (em parceria), as LS e seus derivados
semissintéticos frente as atividades antiparasitarias (leishmanicida e tripanocida), citotoxica e

anti-inflamatoria;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Coleta e identificaciio das espécies

O material vegetal foi coletado no municipio de Florianopolis, estado de Santa Catarina,
Brasil, sendo as espécies Vernonanthura tweedieana e Lepidaploa chamissonis coletadas na
regido da Costa da Lagoa da Conceigdo (27°34'50"S, 48°27'47"W) em 02/03/2016, a espécie
Vernonanthura condensata coletada no Horto Didatico Medicinal da Universidade Federal de
Santa Catarina — UFSC (27°35'49"S, 48°31'00"W) em 24/11/2016, e a espécie Cyrtocymura
scorpioides coletada em 20/10/2017 no entorno do Centro de Ciéncias da Saude da UFSC —
Campus Universitario Reitor Jodo David Ferreira Lima, Trindade (27°35'59"S, 48°30'56"W).

A identidade botanica foi confirmada por meio da comparagdo com exsicatas
representativas de cada espécie com o auxilio dos professores Dr. Ademir Reis, Dr. Marcos
Sobral e César P. Simionato, respectivamente na confirmacao 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 Herbario RB do Jardim Botanico do
Rio de Janeiro, municipio 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 a 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 farmacognostico

4.1.2.1. Avaliagdo microscopica para pesquisa de tricomas glandulares

Uma aliquota das folhas ainda frescas de cada espécie foi submetida a avaliagdo
microscopica, em microscopio optico Studar Lab®, para investigar a presenca de tricomas
glandulares.

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

hipoclorito de s6dio a 2% e observadas em microscopio com aumento de 100 e 400 vezes.
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4.1.2.2 Determinac¢ao 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 auxilio de analisador de umidade por infravermelho Ohaus®
modelo MB45, cujos parametros incluiram a temperatura de determinagdo de 105 °C e peso

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

4.2 OTIMIZACAO DO PROCESSO EXTRATIVO A PARTIR DA ESPECIE Vernonanthura

tweedieana

A técnica de extragdo por lavagem foliar vem sendo reportada sob diferentes condi¢des
extrativas, principalmente no que tange o liquido extrator e tempo de extracdo empregados
(ARAKAWA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013a; FALEIRO, 2014). Entretanto,
considerando a falta de padronizacao desse processo extrativo, € com o intuito de se avaliar a
influéncia desses dois fatores sobre a extragdo por lavagem foliar de LS de Vernonieae (aqui
analisado a partir da espécie V. tweedieana), diferentes preparacdes foram comparadas por
analise de variancia (ANOVA) de duas vias e post teste de Holm-Sidak (teste com grande poder
indicado para multiplas comparagdes) com auxilio do software GraphPad Prism 6.01 (Inc®).

Para isso, selecionou-se como fatores o liquido extrator (A) e tempo de extragdo (B),
investigados em quatro niveis 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 niveis, compreendendo um plano de
experimentacdo fatorial 4% (4x4), obtiveram-se 16 combinacdes extrativas diferentes entre si,
que foram casualizadas e preparadas em triplicata. Para a preparacao dos diferentes extratos de
lavagem foliar (ELF), foram empregados exatamente cerca de 5,0 g de folhas secas integras de
V. tweedieana, extraidas em sistema rotativo adaptado de evaporador rotatério (para maiores
detalhes vide item 4.3.1) na propor¢ao 1:30, sob as diferentes combinagdes de liquido extrator
e tempo de extracdo conforme descrito no Quadro 1.

As 16 preparagdes extrativas obtidas foram entdo avaliadas perante duas respostas, o
rendimento de extragdo (expresso % de massa de extrato bruto referente a massa inicial
corrigida de folhas secas empregadas) e o teor de lactonas sesquiterpénicas (LS), expresso em

funcdo de piptocarfina A (em pg/g de folha seca corrigida pelo de teor de umidade), cuja
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determinagdo se deu por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de

massas (CLUE-EM).

Quadro 1 — Ordem de preparacdo das 16 diferentes combinagdes de fatores do desenho
experimental fatorial para otimizagao de extracdo por lavagem foliar.

Ordem de Fator A: Fator B:
preparacio Liquido extrator  Tempo de extracio (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 Determinac¢ao do teor de lactonas sesquiterpénicas por cromatografia liquida de

ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM)

4.2.1.1 Desenvolvimento de método analitico por cromatografia liquida de ultra eficiéncia

acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM)

O método analitico empregado na avaliagdo comparativa das diferentes preparacoes
obtidas na etapa de otimizagdo extrativa a partir da espécie V. tweedieana foi desenvolvido em
cromatografo Waters® modelo Acquity H-Class UPLC equipado com sistema quaternario de
distribui¢do de solventes, amostrador automatico e forno de coluna, acoplado a um
espectrometro de massas hibrido Xevo® G2-S QTof equipado com fonte de ionizagdo por
eletronebulizagio (ESI) Zpray™ e analisadores do tipo quadrupolo acoplado a tempo de voo
(QTof). As preparagdes extrativas a serem investigadas foram levadas a secura em evaporador
rotatorio, posteriormente, ressuspendidas em acetonitrila (grau HPLC) na concentragdo de 1,5
mg/g de solvente e filtradas com filtro de seringa (0,22 um) antes da analise. A separa¢ao dos

constituintes dos extratos foi realizada em coluna Waters® Acquity UPLC BEH C1s (100 mm x
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2.1 mm i.d, 1.7 um) a 40 °C, cujo volume de injecdo de amostra foi de 2 uL. A fase moével
consistiu um sistema gradiente de 13 min combinando agua acidificada com &cido férmico
0,1% (pH: 3,0) (A) e acetonitrila (B), mantida a um fluxo constante de 0,5 mL/min, nas
seguintes condi¢des: 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 reequilibrio da coluna na condicdo inicial. A
acetonitrila (grau HPLC) e a dgua ultrapura (obtida por osmose reversa em sistema Milli-Q)
empregados foram filtrados por membrana de porosidade de 0,22 um antes de sua utilizagao.
A ionizagdo por ESI, aplicada em modo positivo, teve as condi¢des 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 °C, temperatura de dessolvatagdao de 400 °C,
fluxo de gas do cone de 200 L/h e fluxo do gés de dessolvatagdao de 900 L/h. O nitrogénio foi
usado como gas nebulizador e argdnio como gas de colisdo. Os dados de EM foram adquiridos
em modo continuo e corrigidos pela amostra de referéncia Leucine Enkephalin em
Lockspray™, com lock-mass de m/z 556,2771. As analises foram desenvolvidas em full-scan
na faixa entre 100 e 1200 Da, com tempo de varredura de 1,0 s. A aquisi¢do e tratamento dos

dados foram realizados com auxilio do sofiware MassLynx 4.1 (Waters®).

4.2.1.2 Determinacao do teor de piptocarfina A nas preparagdes obtidas na etapa de otimizagao

do processo extrativo

Para a determinacdo do teor de LS nas preparacdes obtidas na etapa de otimizagdo
extrativa, a piptocarfina A foi empregada como marcador, cuja quantificacdo foi realizada a
partir de curva de calibragdo com padrdo (para maiores detalhes da obtencdo do padrao de
piptocarfina A vide item 4.2.2.1.1 a seguir).

Para a construc¢do da curva de calibragdo, preparou-se uma solu¢do-mae do marcador
piptocarfina A na concentragdo de 2.000 pg/g de acetonitrila (p/p), a partir da qual foram
realizadas sucessivas diluicdes para obtengdo de solugdes de padrdo em nove niveis de
concentragdo, sendo 30, 75, 150, 300, 750, 1.500, 3.000, 7.500 e 15.000 ng/g. As solugdes
foram avaliadas por CLUE-EM segundo método descrito no item 4.2.1.1, e partir dos valores
de area sob a curva obtidos nos cromatogramas para o pico correspondente ao marcador, foi
possivel estabelecer a equacio da reta e coeficiente de correlacio (r) e de determinagio (R?) da

curva analitica com auxilio do software Microsoft Excel 2010 (Windows®).
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Os cromatogramas obtidos das andlise das diferentes solugdes extrativas foram
extraidos em fun¢ao do valor de m/z relativo ao ion adutado de sddio para a piptocarfina A (m/z
445.1469 [M+Na]"), e a area sob a curva do pico correspondente foi utilizada na determinagio

da concentragdo de piptocarfina por meio da equagdo de reta.

4.2.2 Caracterizacdo do extrato de lavagem foliar de Vernonanthura tweedieana por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-

EM) e desreplicacao

A fim de se caracterizar o perfil fitoquimico do ELF de V. tweedieana preparado sob as
condigdes otimizadas de extracdo, a analise de desreplicacdo foi realizada em associagdo aos
experimentos de CLUE-EM. Porém, devido a escassez de informagdes relativas as LS do tipo
hirsutinolideo e glaucolideo (membros caracteristicos da tribo Vernonieae — vide revisdo da
literatura), fez-se necessario a investigacao prévia do perfil por espectrometria de alta resolugao
(EMAR) desses dois subtipos de LS, tendo concomitantemente o suporte de ensaios

complementares de simulagdo computacional.

4.2.2.1 Caracterizagdo espectrométrica e estudo computacional das lactonas sesquiterpénicas

do tipo hirsutinolideo e glaucolideo

4.2.2.1.1 Obtengdo dos padroes de lactonas sesquiterpénicas do tipo hirsutinolideo e

glaucolideo

As LS utilizadas como padrdes nas analises de EMAR foram previamente isoladas a
esta etapa, sendo a piptocarfina A (1) e o glaucolideo A (2) obtidos a partir de ELF em acetona
de V. tweedieana, enquanto que o diacetilpiptocarfol (3) e o glaucolideo B (4) foram obtidos a

partir de extrato de macerag@o com etanol de hastes e flores de Lepidaploa chamissonis.
0

HO A
HO OAc
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A partir de amostras remanescentes do processo de fracionamento cromatografico 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 extragdo similar a empregada
neste estudo, cujas fragdes apresentaram perfis em cromatografia em camada delgada (CCD)
indicativos da presenga de LS. Foram selecionadas trés destas fragdes para purificacdo
complementar, as quais foram separadamente filtradas por Sephadex-LH20 (Sigma-Aldrich®)
tendo acetona como eluente, resultando na obtengdo de subfragdes, posteriormente reunidas,
correspondendo a piptocarfina A (1, 68,6 mg) (Fluxograma 1). Além desta, o padrao de LS
glaucolideo A (2, 16,5 m,g) ja havia sido previamente purificado também durante a mesma

etapa de mestrado (DA SILVA, 2015).

Fluxograma 1 — Obtengao dos padrodes piptocarfina A (1) e glaucolideo A (2) a partir do extrato bruto de lavagem
foliar (ELF) de Vernonanthura tweedieana.

Extrato bruto de lavagem foliar (ELF)
de Vernonanthura tweedieana

(1,7¢g)
|
[ I | | l l [ l l |
LF1 LF2 LF3 LF4 LFS LF6 LF7 LF8 LF9 LF10 LF11 LF12 LF13 LF14 LF15
(23,4 mg) || (25,0 mg) |(146,1 mg) || (75,5 mg) ||(148,6 mg) ||(147.9 mg)||(380,3 mg) |(329,1 mg)| (123,9mg)|| (36,2 mg) || (13,1 mg) || (10,7 mg) (7,8 mg) (52,3 mg) | (36,4 mg)
T
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1“coluna ELF
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== s ———— | ——— T ————— Temmmm e ———— Tm———— e ———— Fm——-- - === "
v v v ¥ v 2 v ¥ 2 v v v 2
[LrsA| [LFsB| [LFsC| [LF8D| [LFSE| LF8F| [LF8G| [LFsH| [ LF8I| | LF8J | [rrsk] [LrsL] [Lrsm|
T T
1 1
2%coluna ELF |} ' coluna ELF
________________________________________________ ! ______|_______| ,
1 Glaucolideo A (2)
et ][ cesin | cesi] [ Lesin | SN 7 7 A T v 7 YT R N T
LFSIz \ LFSII I LFSII || LFsuv |
Piptocarfina A (1) Piptocarfina A (1)
(51,1 mg) 5
Piptocarfina A (1) (5,7 mg)
(11,8 mg)
1%coluna ELF em silica gel 2% 3¢ 4° colunas ELF por filtra¢do por
Sistema eluente gradiente: Sephadex LH-20
Acetona em hexano (5-15%) seguido por Sistema eluente isocratico:
Acetona 100% e subsequentemente Acetona 100%

MeOH 100%
Fonte: Adaptado de Da Silva (2015).

Adicionalmente, a partir da maceragdo com etanol 92% a temperatura ambiente, durante
14 dias, das hastes e flores frescas de Lepidaploa chamissonis (665,7 g), obteve-se, apds a
remog¢dao do solvente, o extrato bruto macerado (16,5 g). O mesmo foi particionado com
solventes de polaridade crescente, produzindo as fragdes de n-hexano (6,3 g), DCM (0,8 g),
AcOEt (1,0 g) bem como a solugio aquosa residual (8,5 g). Em um instrumento Armen® modelo
SCPC-250-L acoplado a um sistema Spot Prep Il (equipado com uma bomba quaternaria,
detector de arranjo de didos e um coletor automético), cujos dados sendo processados em

software Armen Glider CPC v.5.0, a fragdo de AcOEt (940,0 mg) foi submetida a CPC,
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desenvolvida em modo ascendente (ASC), usando o sistema de solventes bifasico Arizona L
(n-hexano/AcOEt/MeOH/agua, 2/3/2/3, v/v/v/v). A fase inferior (FI) hidrofilica 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) moével lipofilica foi bombeada através da fase estacionaria durante 12 min,
a uma taxa de fluxo de 8 mL/min, a 1600 rpm (condi¢des analiticas de CPC), até o equilibrio.
A fragdo AcOEt foi dissolvida em 10 mL de mistura FS/ FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A
fase movel foi bombeada nas condigdes analiticas de CPC durante 40 minutos, com uma coleta
de 10 mL/fra¢do. Posteriormente, a FI foi bombeada a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 1600
rpm, durante 17 min, para a etapa de extrusdo, com uma coleta de 10 mL/fragdo. As fragdes
eluidas de CPC foram monitorizadas a 287 e 330 nm, produzindo sete subfracdes (MLCI-
MLC?7) (Fluxograma 2).

Fluxograma 2 — Obtengdo dos padrdes diacetilpiptocarfol (3) e glaucolideo B (4) a partir do
extrato bruto macerado de Lepidaploa chamissonis (MLC).

Combinagéo hastes e flores
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(665,7 g)
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1°e2°CPCMLC 1°¢e 2° colunas MLC por filtragio por 3 e 4° colunas MLC em silica gel

Sephadex LH-20

Sistema eluente isocratico:
Acetona 100%

Sistema bifasico:
Arizona L e Arizona M, respectivamente
Modo ascendente de eluigdo
Deteccdo UV (287 e 330 nm)

Sistema eluente gradiente:
AcOEt em hexano (0-50%) seguido por
AcOEt 100% e subsequentemente
MeOH 100%

DCM, diclorometano; AcOEt, acetato de etila; MeOH, metanol; CPC, cromatografia de parti¢do centrifuga.
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A subfracdo MLC2 (177,4 mg) também foi submetida a uma separacao de CPC,
utilizando o sistema de solvente bifasico Arizona M (n-hexano/AcOEt/metanol/agua, 5/6/5/6,
v/v/v/v) em modo de eluigdo ASC. As condigdes de preenchimento, equilibrio e de anélise
foram as mesmas as mencionadas na etapa anterior, sendo essa Ultima mantida durante 60
minutos ¢ com uma coleta de 7 mL/fracdo. Posteriormente, o FI foi bombeado a uma taxa de
fluxo de 30 mL/min, a 1600 rpm, agora durante 15 min, para a extrusao, com uma coleta de 10
mL/fracdo. As fragdes eluidas de CPC foram também monitorizadas a 287 e 330 nm,
produzindo outras sete subfracdes (MLC2A-MLC2G). As subfragdes MLC2B (42,5 mg) e
MLC2D (60,8 mg) foram filtradas, separadamente, através de Sephadex-LH20 (Sigma-
Aldrich®) com acetona como eluente, produzindo sete (MLC2B/-MLC2BVTI) e seis subfragdes
(MLC2DI-MLC2DVI), respectivamente. As subfracdes MLC2BI/ (40,2 mg) e MLC2DII (52,4
mg) foram separadamente submetidas a cromatografia em coluna de silica e eluidas com um
sistema de gradiente consistindo em concentragdes crescentes de AcOEt em hexano (0-50%)
seguido por AcOEt (100%) e depois por MeOH (100%), produzindo seis (MLC2BI//a-
MLC2BIIf) e quatro subfracdes (MLC2DI//a-MLC2DIId), respectivamente. A subfracdo
MLC2DlIc foi caracterizada como o hirsutinolideo diacetilpiptocarfol (3, 27,2 mg), enquanto a
subfragdo MLC2BI/!e foi identificada como glaucolideo B (4, 39,0 mg).

Todas as estruturas foram caracterizadas por ressonancia 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 disponiveis na literatura (para maiores detalhes quanto a elucidagao
estrutural dos padroes de LS vide item 5.6).

A pureza dos padroes de LS (1-4) foram superiores a 90%, estabelecida com base na
andlise por CLUE-PDA (de acordo com método descrito no item 4.2.1.1) dos mesmo,
considerando-se a porcentagem de area de pico de cada LS em relagdo a somatodria de todas as

areas dos picos no cromatograma.

4.2.2.1.2 Avalia¢do do perfil de lactonas sesquiterpénicas por espectrometria de massas de

alta resolug¢do (EMAR-ESI-QTof) e espectrometria de massas em tandem (EM/EM)

Solugdes dos padrdes de LS (1-4) foram preparadas em acetonitrila na concentragao de
6 pg/mL, filtradas (0,22 um) e submetidas a analises de EMAR-ESI-QTof, realizadas em
espectrometro de massas hibrido Xevo® G2-S QTof equipado com fonte de ionizagdo ESI

Zpray ™ e analisadores do tipo quadrupolo acoplado a tempo de voo (QTof).
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A analises de ESI-QTof EM e EM/EM das LS (1-4) se deu por inje¢do direta em modos
simples e em combinagio com sistema de CLUE (Waters® modelo Acquity H-Class UPLC). A
analise de injecdo combinada foi desenvolvida empregando uma eluicdo isocratica por CLUE
de uma mistura de solugdo aquosa de acido formico a 0,1% e acetonitrila (95/5, v/v) a um fluxo
de 0,4 mL/min, simultaneamente a coinjecdo por infusdo direta de 20 uL./min da solugdo de
cada LS. A acetonitrila (grau HPLC) e a agua ultrapura (por osmose reversa em sistema Milli-
Q) empregados foram filtrados por membrana de porosidade de 0,22 um antes de sua utilizagao.

Os dados de EM foram obtidos com a sonda de ESI operando em modo positivo, com
aquisi¢ao de massas na faixa entre 100 e 1200 Da, com tempo de varredura de 1,0 s. As
condig¢des 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 °C, temperatura
de dessolvatacao de 400 °C, fluxo de gas do cone de 200 L/h e fluxo do gés de dessolvatagao
de 900 L/h. O nitrogénio foi usado como gas nebulizador e argonio como gas de colisdo. Os
dados de EM foram adquiridos em modo continuo e corrigidos pela amostra de referéncia
Leucine Enkephalin em Lockspray™, com lock-mass de m/z 556,2771. Os ions precursores
selecionados para cada LS a partir da varredura geral do espectro EM foram submetidos aos
experimentos de EM/EM, adquiridos também em modo continuo, empregando-se as energias
de colisdo de 30 eV (para os ions de LS adutados com so6dio, Na™) e 18 eV (para os ions de LS
adutados com hidrogénio, H"). Os dados de EM/EM foram utilizados para estabelecer o perfil
de fragmentacdo das LS do tipo hirsutinolideo e glaucolideo estudadas. A aquisi¢do e

tratamento dos dados foram realizados com auxilio do sofiware MassLynx 4.1 (Waters®).

4.2.2.1.3 Estudo computacional do processo de ionizacdo e formagdo de adutos das lactonas

sesquiterpénicas do tipo hirsutinolideo e glaucolideo

Estudos computacionais complementares foram realizados em colaboracdo com o
Grupo de Estrutura Eletronica Molecular, sob supervisdo professor Dr. Giovanni Finoto
Caramori, vinculado ao Programa de P6s-Graduagao em Quimica do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Santa Catarina —UFSC, no intuito de se avaliar o nivel de interagao
¢ afinidade do cation Na" com as LS do tipo hirsutinolideo e glaucolideo, para melhor
compreensdo dos perfis de ionizagdo e interacdo molecular na formac¢do de adutos. Ainda, tais
estudos auxiliaram para sustentar a proposta de mecanismo de fragmentagdo estabelecida para
ambos os subtipos de LS.

Para tanto, a piptocarfina A (1, modelo de hirsutinolideo) e glaucolideo A (2, modelo
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de glaucolideo) foram otimizadas por meio da teoria do funcional da densidade através da troca
de Becke (BECKE, 1988) e da correlagdo funcional de Perdew (PERDEW, 1986), BP86, com
o conjunto de base gaussiana Ahlrichs de tripla qualidade C (zeta), def2-TZVP (AHLRICHS;
MAY, 2000; WEIGEND; AHLRICHS, 2005). As estruturas foram verificadas como minimos
por auséncia de autovalores negativos na matriz de Hessian. As otimizagdes da geometria, as
frequéncias vibratorias e as energias de ponto unico foram realizadas no programa ORCA
(NEESE, 2012), usando o mesmo nivel de teoria, BP86/def2-TZVP. A pesquisa
conformacional foi realizada no programa Avogadro (HANWELL et al., 2012) usando
mecanica molecular (campo de forca MMFF94) e protocolo sistematico de pesquisa de rotor.

Adicionalmente, simulacdes de dindmica molecular atomica foram realizadas
considerando uma caixa de simulacdo contendo uma molécula tinica de 1, 121 de acetonitrila,
1012 moléculas de agua (H20), 10 ions de sddio (Na™) e 10 ions cloreto (CIY). De forma
semelhante, uma segunda caixa de simulagao foi considerada contendo uma molécula unica de
2, 128 moléculas de acetonitrila, 1068 de H20, 10 ions Na” e 10 ions CI". As propor¢des de H20
e acetonitrila obedecem a proporgdes experimentais em EMAR-ESI-QTof. Ambos os sistemas
foram simulados a 298 K e 473 K e 1 atm de pressao.

Todas as simulagdes foram realizadas utilizando o pacote GROMACS 5.1.2
(ABRAHAM et al., 2015). Foram aplicadas configuragdes iniciais ¢ condi¢des de fronteira
periddicas aleatdrias. Os arquivos de topologia foram obtidos no servidor ATB (Automated
Topology Builder) (MALDE et al., 2011), empregando o campo de forca GROMOS 54A7
(SCHMID et al., 2011) e o modelo SPC (Simple Point Charge) para a 4gua (BERENDSEN;
GRIGERA; STRAATSMA, 1987). Os sistemas foram minimizados energeticamente e
equilibrados em conjuntos (ensembles) NVT (Numero de particulas, Volume e Temperatura
constantes) ¢ NPT (Numero de particulas, Pressdo 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 condi¢des de temperatura e pressao usadas nas etapas de equilibrio foram mantidas
para uma simulagao dinamica molecular de 100 ns (com o passo de integracdo de 1,0 ps). Uma
faixa curta de corte de 1,0 nm foi utilizada para calcular as interagdes de van der Waals, e o
método SHIFT de 1,6 nm foi utilizado para interagdes eletrostaticas. Todos 0os comprimentos
de ligagao 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 visualizagdo e para a ferramenta de tragado Grace.
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4.2.2.2 Analise de desreplicacdo do extrato de Vernonanthura tweedieana por cromatografia

liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM)

A caracterizacdo do perfil fitoquimico do ELF de V. tweedieana, preparado sob as
condi¢des otimizadas de extragdo (5,0 g de folhas secas extraidas com acetona [1:30, p/v]
durante dez minutos, conforme descrito no item 4.2), foi estabelecido pela analise de
desreplicagdo a partir dos resultados de experimentos de CLUE-EM/EM realizados em
cromatografo Waters® modelo Acquity H-Class UPLC acoplado a espectrometro de massas
hibrido Xevo® G2-S QTof. O ELF foi ressuspendido em acetonitrila (grau HPLC) na
concentragdo de 500 pug/mL, e filtradas (0,22 um) antes da analise.

Por motivos alheios a este estudo, tornou-se impossibilitada a utilizacdo da coluna
Waters® Acquity UPLC BEH Cis (100 mm x 2.1 mm id, 1.7 um), empregada no
desenvolvimento do método de quantificagdo de piptocarfina A (1) por CLUE-EM (item
4.2.1.1), sendo necessaria a substitui¢ao da coluna cromatografica bem como os devidos ajustes
nas condi¢Oes analiticas.

Sendo assim, a separacio dos constituintes do extrato foi realizada em coluna Waters®
Acquity UPLC BEH C1s (50 mm x 2.1 mm i.d, 1.7 um) mantida a 40 °C, com volume de inje¢ao
de amostra de 3,0 uL. A fase movel consistiu um sistema gradiente de 11 min combinando agua
acidificada com acido formico 0,1% (pH: 3,0) (A) e acetonitrila (B), mantida a um fluxo
constante de 0,5 mL/min, nas seguintes condi¢des: 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 reequilibrio da
coluna na condigdo inicial. A acetonitrila (grau HPLC) e a 4gua ultrapura (por osmose reversa
em sistema Milli-Q) empregados foram filtrados por membrana de porosidade de 0,22 pm antes
de sua utilizagdo.

A ionizagdo por ESI foi aplicada em modo positivo e as condi¢des 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 °C, temperatura de dessolvatacdo de 200 °C, fluxo
de gas do cone de 200 L/h e fluxo do gas de dessolvatagao de 900 L/h. O nitrogénio foi usado
como gas nebulizador e argonio como gas de colisdo. Os dados de AREM e EM/EM foram
adquiridos em modo continuo e corrigidos pela amostra de referéncia Leucine Enkephalin em
Lockspray™, com lock-mass de m/z 556,2771. As analises foram desenvolvidas em fill-scan

na faixa entre 50 e 1200 m/z, com tempo de varredura de 1,0 s. Para a fragmentagao dos ions
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precursores selecionados empregou-se as energias de colisao de 30 e 18 eV. A aquisi¢ao e
tratamento dos dados foram realizados com auxilio do sofiware MassLynx 4.1 (Waters®).

A identificagdo dos principais picos no cromatograma ESI em modo positivo foi
estabelecida pela comparacao dos dados de m/z obtidos nas analises de EMAR ¢ EM/EM com
a formula molecular proposta para a massa teérica exata correspondente, ¢ pelo perfil de
fragmentacao em tandem observado para cada composto, sempre em comparagao com os dados

reportados na literatura.

4.3 PREPARACAO DAS SOLUCOES EXTRATIVAS

4.3.1 Obtencio dos extratos brutos otimizados de lavagem foliar

Para a preparagdo dos extratos de lavagem foliar foram empregadas as folhas secas e
integras de cada espécie sob as condi¢Oes extrativas otimizadas usando acetona (1:50 m/v)
durante 10 minutos. Para tanto, as folhas e o solvente foram transferidos para um baldo de fundo
redondo de 2 L (ocupando cerca de dois ter¢os do volume interno), sendo submetido a um
sistema rotativo adaptado girando a 15 rpm durante 10 min, conforme ilustrado no Fluxograma
3. O sistema de rotagdo utilizado foi adequadamente adaptado de um evaporador rotatdrio
(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 extragdo de todo o material vegetal.

Fluxograma 3 — [lustracdo do procedimento extrativo pela técnica de lavagem foliar.

I' % [ \\\
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@ N : ~9| lavagem foliar
s \,/.._1 - (ELF)
Qe

r 1 A 1 "______________-I
: Folhas secas | i Lavagem foliar durante ! | Remogdo do solvente
1 integras 1 ! 10 minutos com acetona 1 ! em evaporador rotatorio |

Fonte: autor.

Os extratos da lavagem foliar de cada espécie foram filtrados por papel filtro e o solvente
removido em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida, resultando nos extratos brutos de
lavagem foliar (ELF), o qual foi levado a secura e armazenado em temperatura reduzida (8 °C)

para posteriores analise e fracionamento cromatografico.
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4.4 TRATAMENTO PRELIMINAR E MONITORAMENTO CROMATOGRAFICO

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 separagdo e utilizando solventes de ordem crescente de polaridade. Portanto, os
ELF obtidos e anteriormente levados a secura foram ressuspendidos em &4gua destilada e
submetidos a uma parti¢ao liquido/liquido, sob agitacdo manual, de forma exaustiva e
sucessiva, utilizando hexano e AcOEt, respectivamente.

As fragdes organicas tiveram o solvente removido em evaporador rotatorio e sob pressao
reduzida para a obtencdo das fragdes hexano e AcOEt, respectivamente. A fragdo aquosa
residual resultante teve seu volume reduzido também em evaporador rotatério, sendo
posteriormente liofilizada e armazenada em temperatura reduzida (8 °C).

As fragoes organicas foram entdo 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

liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM)

Para monitorar a presenca das substancias de interesse nas fracdes obtidas da etapa de
particdo, bem como da propria extragdo empregou-se andlises de CCD, utilizando-se
cromatofolhas de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (F254) em suporte de aluminio
(SiliCycle®). Para fragdes mais polares foram utilizadas cromatofolhas de silica de fase reversa
(C1s), com indicador de fluorescéncia (F2s4), também em suporte de aluminio (Macherey-
Nagel®).

Foram selecionados o solvente ou a mistura de solventes para compor o eluente levando-
se em consideragdo o perfil em CCD das amostras analisadas, para obten¢do de sistema
cromatografico que proporcionasse a melhor separagdo dos constituintes. O perfil

cromatografico das fragdes e/ou amostras foi estabelecido apds analise sob luz visivel, luz UV,
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nos comprimentos de onda de 254 (extingdo) e 366 nm (fluorescéncia), antes e apos revelagao
com solugdo de anisaldeido sulftrico 10% e aquecimento (WAGNER; BLADT, 2001).
Para auxiliar na caracterizacao do perfil fitoquimico das fracdes/extratos, as amostras

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

4.5 PURIFICACAO E ISOLAMENTO DE LACTONAS SESQUITERPENICAS DE
ESPECIES DE VERNONIEAE

4.5.1 Método geral de cromatografia de particao centrifuga (CPC)

Visando a obtencdo e isolamento de grandes quantidades de LS no menor niimero
possivel de etapas, as fracdes oriundas do particionamento preliminar contendo os provaveis
constituintes de interesse foram submetidas ao fracionamento por cromatografia de particdo
centrifuga (CPC).

As anélises 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 quaternaria, detector de arranjo de diodos € um coletor automatico). Os dados
foram processados em software Armen Glider CPC v.5.0 (Armen®).

As condig¢des analiticas empregadas (fluxo, frequéncia de rotagdo da coluna, sistema
eluente bifasico ¢ modo de eluigdo — ascendente ou descendente) foram estabelecidas com o
desenvolvimento analitico do método para cada amostra. Para acompanhar e monitorar o
fracionamento cromatografico e purificagdo de LS foram empregadas analises por CCD e

CLUE-EM, em condi¢des definidas conforme cada amostra.

4.5.1.1 Selegao do sistema bifasico pela analise de coeficiente de particao (Kp)

Diferentes combinagdes de solventes podem ser usadas para compor o sistema bifasico
mais apropriado para a purificacdo de compostos por CPC. Nesse sentido, Skalicka-Wozniak e
Garrard (2014) compilaram 150 sistemas de solventes aplicados na separagdo de terpenoides.
O sistema ARIZONA (ou sua variante HEMWat), consistindo da mistura em diferentes
proporc¢des (denominada A-Z) de heptano (ou n-hexano), acetato de etila, metanol e 4gua
(HOPMANN; ARLT; MINCEVA, 2011; BOJCZUK; ZYZELEWICZ; HODUREK, 2017), é 0
sistema mais amplamente usado em CPC para a purificagdo de sesquiterpenos, incluindo os

lactonizados (SKALICKA-WOZNIAK; GARRARD, 2014). Diante disso, diferentes
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combinagdes do sistema HEMWat foram utilizadas no isolamento das LS das espécies de
Vernonieae, cuja propor¢ao 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 parti¢do
(Kp) 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 aliquota da amostra (cerca de 1 mg) foi particionada em tudo de ensaio
entre as duas fases liquidas (1 mL de cada fase) da mistura de solventes do sistema eluente a
ser testado. Apds o equilibrio, as fases foram separadas e o perfil cromatografico de cada uma
foi avaliado preliminarmente por CCD. Posteriormente, para a determinacao da concentragao
relativa do composto de interesse em cada uma das fase, estas foram separadamente levadas a
secura em concentrador de fracdes a véacuo speedvac (SPD1010 e SPD2010 Integrated
SpeedVac Systems, Thermo Scientific®), retomadas em 1 mL de acetonitrila (grau HPLC),
filtradas (0,22 um) para vials individuais e analisadas por CLUE-EM (cujas condi¢des
analiticas foram definidas e descritas respectivamente para cada amostra).

O valor de Kbp foi estabelecido em func¢ao da razdo entre a area de pico do composto no
cromatograma da fase estaciondria (FE) e a area na fase movel (FM) (Equagdo 1) (BERTHOD,
2017) — para o modo de elui¢ao ascendente a fase inferior corresponde a FE enquanto que a

fase superior representa a FM; ja no modo descendente, essa determinagdo foi inversa.

Kb = area do picofase estacionaria / area do piCOfase movel (Eq. 1)

Além destes, outros pardmetros foram estabelecidos afim de se identificar um sistema
de solventes ideal para a purificagdo dos constituintes de interesse. Entre eles, a porcentagem
de retencdo de fase estaciondria (Sy) foi calculada de acordo com Berthod (2017), usando a
Equagao 2 definida pela razao entre o volume retido da fase estacionaria (Vs) na coluna apds o

equilibrio sobre o volume da coluna (Vc¢):

Sr=Vs/Vc (Eq. 2)

De modo a prever um provavel tempo de eluicdo do constituinte de interesse durante
analise de CPC para a consequente defini¢do do inicio da etapa de extrusdo, o volume de
retencao tedrico (V) e tempo de retengdo (tr) para esses compostos foram calculados com base

no seu respectivo valor de Kp e na taxa de fluxo de fase mével (F) nas condi¢des analiticas
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correspondentes, conforme as Equagdes 3 e 4 (DE FOLTER; SUTHERLAND, 2009;
BERTHOD, 2017):

V,=Vc+ (Kp—1)Vs (Eq. 3)
tR=V,/F (Eq. 4)

4.5.2 Purificacao de lactona sesquiterpénica de Lepidaploa chamissonis

Ao apresentar um perfil cromatografico em CCD indicativo da presenca de LS (Figura
11), com manchas de coloragdo marrom a castanho apds revelacao com anisaldeido sulfurico
(KOCH; BASAR; RICHTER, 2008), a fracao AcOEt do ELF de L. chamissonis foi selecionada

para a purificagdo dos compostos de interesse da espécie.

Figura 11 — Cromatoplaca da fragado AcOEt da particdo dos extrato bruto de lavagem foliar de
Lepidaploa chamissonis.

FM: Hexano/Ace 60/40 (v/v)

F. AcOEt

Cromatogramas revelados com anisaldeido sulfurico e aquecimento. FM, fase mével; Ace, acetona; F.
AcOEt: fracdo acetato de etila.

4.5.2.1 Purificagdo da fragdo AcOEt de ELF de L. chamissonis por CPC: composto 4

4.5.2.1.1 Selegdo do sistema bifdsico pela andlise de coeficiente de parti¢do (Kp)

A fragdo AcOEt de ELF de L. chamissonis foi testada frente aos sistemas HEMWat M,
N e P, preparados a partir de diferentes propor¢des da mistura de n-hexano/AcOEt/MeOH/4gua,
conforme descrito no Quadro 2.

As diferentes combinagdes foram submetidas ao método de shake-flask (conforme
descrito item 4.5.1.1) e avaliadas por CCD e CLUE-EM para a determinagao do Kb (tanto para

modo ascendente quanto descendente) do composto 4.
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Quadro 2 — Composig¢ao dos sistemas HEMWat testados para o fracionamento da fragao AcOEt
de ELF de L. chamissonis.

Proporc¢ao v/v/viv
HEMWat n-hexano Acetato de etila Metanol Agua
M 5 6 5 6
N 1 1 1 1
p 6 5 6 5

v, volume. Adaptado de Berthod e colaboradores (2005).

As analises CLUE-EM foram desenvolvidas em um sistema Waters® Acquity H-Class
UPLC equipado com um gerenciador de solvente quaternario, um amostrador automatico e
forno de coluna acoplado a um espectrometro de massas Xevo® G2-S QTof equipado com uma
fonte de ionizagdo por eletronebulizagdo Zpray™ e um analisador do tipo quadrupolo-tempo
de voo (QTof) (Waters Co., Manchester). As separagdes foram realizadas em uma coluna Cis
da Thermo Scientific® Hypersil GOLD (100 x 3 mm, 1,9 um) mantida a 40 °C enquanto o
volume de injecdo foi de 2,0 pL. A fase movel consistiu em um tempo de andlise de 9 min de
um sistema gradiente combinando solu¢do aquosa de acido formico 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 ionizacao (ESI+), com intervalo de massas de aquisi¢ao entre 50-1200 Da
e um tempo de varredura de 1,0 s. A configura¢do 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 °C, temperatura de dessolvatagdo de 300 °C, fluxo de gés do cone de 200 L/h e fluxo de gés
de dessolvatacao de 900 L/h O nitrogénio foi usado como gas nebulizador e argdnio como gas
de colisdo. A Leucine Enkephalin foi usada como amostra de referéncia em Lockspray™
(Lockmass m/z 556,2771) para a medi¢do precisa de massas. Os dados foram processados com

o software MassLynx v. 4.1 (Waters®).

4.5.2.1.2 Fracionamento da fragcdo AcOEt de ELF por CPC: CPC de L. chamissonis

A partir da analise de Kp para o composto 4 de interesse, o sistema HEMWat M foi
selecionado como sistema eluente a para a separagdo da LS da espécie L. chamissonis.
Para tanto, a fragdo AcOEt enriquecida em LS (2,00 g) foi purificada por CPC,

desenvolvido em modo de eluicdo DSC usando o sistema de solvente bifasico HEMWat M (n-
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hexano/AcOEt/MeOH/agua 5/6/5/6, v/v/v/v) — preparado previamente em funil de separagao
para obtengao das fases superior (FS) e inferior (FI). A FS (lipofilica), utilizada como fase
estacionaria, foi preenchida na coluna de CPC de 250 mL a uma taxa de fluxo de 30 mL/min,
com velocidade de rotacdo de 500 rpm, durante 10 min. A FI (hidrofila), utilizada como fase
movel, foi bombeada através da fase estacionaria durante 10 min, com fluxo de 8 mL/min, na
rotagdo de 1600 rpm (condi¢des analiticas), até o equilibrio do sistema com 83% da retencao
da fase estaciondaria e 32 bar de pressdo. Em seguida, a amostra foi dissolvida em 10 mL de
mistura de FS/FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase movel foi bombeada nas condigdes
analiticas durante 70 min, com a coleta de 7 mL/fracdo. Posteriormente, a FS foi bombeada a
uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 1600 rpm, durante 15 minutos, para o passo de extrusao,
com a coleta de 10 mL/fra¢ao, totalizando 85 min de analise.

As fragoes eluidas do CPC foram monitorizadas em 287 e 330 nm, sendo avaliadas e
reunidas de acordo com o perfil cromatografico por CPC-UV e CCD, produzindo nove
subfracdes, nomeadas LcA-IL.

A subfra¢do LcG proporcionou 1,04 g do composto 4, o qual correspondeu a 25% do

ELF de L. chamissonis (ou 50% da fragao AcOE).

4.5.3 Purificacio de lactona sesquiterpénica de Cyrtocymura scorpioides

A investigacdo do perfil cromatografico por CLUE-EM do ELF de C. scorpioides
revelou um extrato enriquecido também na LS glaucolideo 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 condi¢des analiticas do fracionamento da
espécie L. chamissonis por CPC para a purificacdo da LS 4 a partir fracdo enriquecida em LS

AcOEt de C. scorpioides, sem que fosse necessario a repeticao do teste de Kbp.
4.5.3.1 Purificagdo da fragdo AcOEt de ELF de C. scorpioides por CPC: composto 4
4.5.3.1.1 Fracionamento da fra¢io AcOEt de ELF por CPC: CPC de C. scorpioides
A fracdo AcOEt (2,55 g) de C. scorpioides enriquecida em LS foi purificada por CPC,
também empregando o sistema de solvente bifasico HEMWat M (n-

hexano/AcOEt/MeOH/agua 5/6/5/6, v/v/v/v) — preparado previamente em funil de separagao

para obtengdo 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 eluicao DSC, a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, com velocidade de
rotacao de 500 rpm, durante 10 min. A FI foi bombeada através da fase estacionaria durante 8
min, a um de fluxo de 8 mL/min, na rotagcdo de 1600 rpm (condic¢des analiticas), até o equilibrio
do sistema com 74% da retencdo da fase estaciondria e 32 bar de pressdo. A amostra foi
dissolvida em 10 mL de mistura de FS/FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase mével foi
bombeada nas condigdes analiticas durante 100 min, coletando 7 mL/fracdao. Posteriormente,
para o passo de extrusdo, a FS foi bombeada a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 1600 rpm,
durante 12 minutos, com a coleta 9 mL/fracao.

As fragdes eluidas de CPC também foram monitorizadas em 287 ¢ 330 nm e reunidas
conforme com o seu perfil cromatografico por CPC-UV e CCD, resultando em nove subfracoes,
nomeadas CsA-I.

A subfragcdo CsE proporcionou 0,98 g do composto 4, correspondendo a 19% do ELF
de C. scorpioides de partida (ou 38% da fragdo AcOEY).

4.5.4 Purificacao de lactonas sesquiterpénicas de Vernonanthura condensata

Da mesma forma como observado anteriormente para a espécie L. chamissonis ¢ C.
scorpioides, a fragdo AcOEt oriunda do tratamento preliminar do ELF de V. condensata foi
selecionada para a purificacdo dos compostos de interesse da espécie, por apresentar um perfil
cromatografico em CCD caracteristico de LS (Figura 12), apresentando trés conjuntos de

manchas de coloracdo marrom a castanho ap6s a revelagdo com anisaldeido sulfurico

Figura 12 — Cromatoplaca da fragdo AcOEt da parti¢do do extrato bruto de lavagem foliar de
Vernonanthura condensata.

FM: CHCl/Ace 80/20 (v/v)
>

F. AcOEt

Cromatogramas revelados com anisaldeido sulfirico e aquecimento. FM, fase movel; CHCl,
cloroférmio; Ace, acetona; F. AcOEt: fragdo acetato de etila.
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4.5.4.1 Purificagdo da fragao AcOEt de ELF de V. condensata por CPC: composto 5

4.5.4.1.1 Selegdo do sistema bifasico pela andlise de coeficiente de parti¢do (Kp)

O Quadro 3 descreve as proporgdes referentes aos sistemas HEMWat J, K, L, M e N,
preparados a partir da mistura de n-hexano/AcOEt/MeOH/agua, os quais foram testados
avaliados para serem utilizados na separa¢do dos constituintes de interesse a partir da fragao

AcOEt de ELF de V. condensata

Quadro 3 — Composic¢ao dos sistemas HEMWat testados para o fracionamento da fragdo AcOEt
de ELF de V. condensata.

Proporcao v/v/viv
HEMWat n-hexano Acetato de I;tilz(i Metanol Agua
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 Kb (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 andlises por CCD e CLUE-EM (para detalhes vide item
4.5.2.1.1).

4.5.4.1.2 Fracionamento da fragdo AcOEt de ELF por CPC: 1° CPC de V. condensata

Uma aliquota de 1.60 g da fragdo AcOEt de ELF de V. condensata foi submetida a
purificagdo por CPC, desenvolvida em modo de elui¢do ASC, usando o sistema de solventes
bifasico HEMWat L (n-hexano/AcOEt/MeOH/agua, 2/3/2/3, v/v/v/v) — preparado previamente
em funil de separagdo para obtencdo 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 rotagdo de
500 rpm, durante 10 min. A FS moével foi bombeada através da fase estaciondria durante 12
min, a uma taxa de fluxo de 5 mL/min, a 1600 rpm (condi¢des analiticas de CPC), até o
equilibrio do sistema com 83% da retencdo da fase estacionaria e 32 bar de pressdao. A amostra

foi dissolvida em 10 mL de mistura FS/ FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase movel foi
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bombeada nas condi¢des analiticas de CPC durante 90 min, coletando-se 5 mlL/fracdo.
Posteriormente, o FI foi bombeada a uma taxa de fluxo de 5 mL/min, a 1600 rpm, durante 60
min, para a etapa de extrusdo, com a coleta de 5 mL/fracao.

As fragdes eluidas de CPC foram monitorizadas em 215, 287 ¢ 330 nm, avaliadas e
reunidas conforme o perfil cromatografico por CPC-UV e CCD, produzindo dez subfragdes,
denominadas VcA-J. A subfracao VcE proporcionou 639,0 mg do composto 5, correspondendo
a 43% da fragdo AcOEt de partida (1,60 g) de ELF de C. scorpioides.

Além desta, as subfragdes VcC (152,8 mg) e Vel (323,3 mg) também apresentaram
perfil por CLUE-EM (para detalhes vide ifem 5.4.3) sugestivo de LS, ainda que em mistura,

sendo encaminhadas para etapa de purificacao adicional por CPC.

4.5.4.2 Purificacdo da subfracdo VcC de ELF de V. condensata por CPC: compostos 6-8

Apresentando um perfil em CLUE-EM indicativo da presenca de LS de interesse (para
maiores detalhes vide item 5.4.3) a subfragdo VcC proveniente da primeira etapa de
fracionamento por CPC da por¢do AcOEt do ELF de V. condensata foi também selecionada

para a purificacao de LS a partir da espécie.

4.5.4.2.1 Selegdo do sistema bifasico pela andlise de coeficiente de parti¢do (Kp)

Os sistemas HEMWat M, N, P, Q ¢ R foram preparados a partir da mistura de n-
hexano/AcOEt/MeOH/4gua nas proporg¢des descritas no Quadro 4 e testados para a purificagao
de LS de interesse a partir da subfragcdo VcC proveniente da etapa e purificagao da fracdo AcOEt

de ELF de V. condensata

Quadro 4 — Composicao dos sistemas HEMWat testados para o fracionamento da subfragcdo
VcC de CPC da fragcdo AcOEt de ELF de V. condensata.

Proporc¢ao v/v/vlv
HEMWat n-hexano Acetato de [e)tilg Metanol Agua
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 Kp (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 fung¢ao das andlises 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 subfracdo VcC por CPC: 2° CPC de V. condensata

A subfragdo VcC (152,8 mg) foi também sujeita ao fracionamento por CPC usando o
sistema de solventes bifasico HEMWat N (n-hexano/AcOEt/MeOH/agua, 1/1/1/1, v/v/v/v) —
preparado previamente em funil de separa¢ao para obtengao das fases superior (FS) e inferior
(FI). A FI foi preenchida na coluna de CPC de 250 mL em modo de elui¢do ASC a uma taxa
de fluxo de 30 mL/min, com velocidade de rotacdo de 500 rpm, durante 10 min. A FS movel
foi bombeada através da fase estacionaria durante 7 min, a uma taxa de fluxo de 10 mL/min, a
1600 rpm (condicdes analiticas de CPC), até o equilibrio do sistema com 74% da retencao da
fase estacionaria e 36 bar de pressdo. A amostra foi dissolvida em 10 mL de mistura FS/ FI
(1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase mével foi bombeada nas condi¢des analiticas de CPC
durante 70 min, coletando 6 mL/fragcdo. Posteriormente, para a etapa de extrusdao 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/fragao.

As fragoes eluidas de CPC foram monitorizadas em 215, 287 ¢ 330 nm, avaliadas ¢
reunidas conforme o perfil cromatografico por CPC-UV e CCD, produzindo oito subfracdes,
denominadas VcCa-h. As subfragdes VcCh, VcCd e VcCf corresponderam respectivamente aos

compostos 6 (15,7 mg), 7 (17,9 mg) e 8 (18,8 mg).

4.5.4.3 Purificacdo da subfracdo VcJ de ELF de V. condensata por CPC: compostos 9-10
Assim como observado na subfracdo VcC, a subfra¢ao VcJ (oriunda do fracionamento

por CPC da por¢ao AcOEt do ELF de V. condensata) também indicou a presenca de LS de

interesse a partir da analise do perfil em CLUE-EM (para maiores detalhes vide item 5.4.3),

sendo igualmente escolhida para a purificacao de LS a partir da espécie.

4.5.4.3.1 Selegdo do sistema bifasico pela andlise de coeficiente de parti¢do (Kp)
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Para o isolamento das LS de interesse a partir a subfragao Vcl, também proveniente da
etapa e purificacdo por CPC da fragdo AcOEt de ELF de V. condensata foram testados os
sistemas HEMWat G, H, J ¢ K, conforme descrito no Quadro 5.

Quadro 5 — Composicao dos sistemas HEMWat testados para o fracionamento da subfragao
V¢l de CPC da fragao AcOEt de ELF de V. condensata.

Proporc¢ao v/v/vlv
HEMWat n-hexano Acetato de Etil;} Metanol Agua
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 Kp (tanto para modo ascendente quanto descendente) para os compostos
9 e 10 de interesse também foram definidos em fungdo das andlises 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 subfragao VeJ por CPC: 3° CPC de V. condensata

Uma aliquota de 212,5 mg da subfracdo VcJ também foi sujeita ao fracionamento por
CPC empregando o sistema de solventes bifasico HEMWat J (n-hexano/AcOEt/MeOH/agua,
2/5/2/5, v/viv/v) — preparado previamente em funil de separagdo para obtencdo das fases
superior (FS) e inferior (FI). A FI foi preenchida na coluna de CPC de 250 mL em modo de
eluicdo ASC a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, com velocidade de rotagdo de 500 rpm, durante
10 min. A FS moével foi bombeada através da fase estacionaria durante 8 min, a uma taxa de
fluxo de 10 mL/min, a 1600 rpm (condigdes analiticas de CPC), até o equilibrio do sistema com
74% da retencdo da fase estacionaria e 28 bar de pressdo. A amostra foi dissolvida em 10 mL
de mistura FS/ FI (1/1, v/v) e injetada no sistema. A fase mével foi bombeada nas condig¢des
analiticas de CPC durante 65 min, com a coleta de 6 mL/fra¢do. Posteriormente, para a etapa
de extrusdo 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/fragao.

As fragoes eluidas de CPC foram monitorizadas em 215, 287 e 330 nm, avaliadas ¢
reunidas conforme o perfil cromatografico por CPC-UV e CCD, produzindo cinco subfragdes,
denominadas Vcla-e. As subfragdes VclJb e VcCd corresponderam respectivamente aos

compostos 9 (21,4 mg) e 10 (26,5 mg).
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4.6 OBTENCAO E PURIFICACAO DOS DERIVADOS SEMISSINTETICOS DE
LACTONAS SESQUITERPENICAS

A fim de se investigar a influéncia das modificacdes estruturais de LS, obtida de
espécies de Vernonieae, sobre seu potencial biologico e seletividade, diferentes condigdes
reacionais foram consideradas para a obtengdao de um conjunto diversificado de derivados
semissintéticos. Para tal, empregou-se como material de partida a LS glaucolideo B (4), obtida
em grande quantidade a partir da prospecgao fitoquimica por CPC dos ELF das espécies C.

scorpioides € L. chamissonis (vide itens 4.5.2 € 4.5.3).

4.6.1 Avaliacao do potencial de conversiao de glaucolideo B (4) em outros subtipos de LS

sob condicoes usuais de purificacio de LS

Frente a divergéncia de informagdes relacionadas a origem de algumas subclasses de
LS, tais como hirsutinolideos e cadinanolideos, ora consideradas como produtos do
metabolismo vegetal, ora como artefatos oriundos de purificacdo de extratos brutos vegetais
contendo esqueletos glaucolideos (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 modificagcdo do glaucolideo B (4).
Assim, o ELF de L. chamissonis (rico em glaucolideo B, 4 — vide item 5.4.1) foi submetido a
condi¢des que mimetizam o processo mais frequentemente empregado na purificagdo de LS,
ou seja, em presenca de silica gel e solvente protico (EtOH) (MARTINEZ-VAZQUEZ et al.,
1992).

Para a primeira etapa, 20 mg de ELF de L. chamissonis foram retomados em 2 mL de
EtOH, em baldo de 15 mL, seguido da adi¢do de 300 mg de silica gel 60 (230-400 mesh; 0,04-
0,063 mm) (na propor¢ao de 1:30, p/p). Essa mistura foi mantida sob agitagdo magnética, em
temperatura ambiente de 25 °C, durante 24 h. Apos este periodo, a mistura foi levada a secura
em evaporador rotatorio, transferida para cartucho de SPE e eluido com acetona. Uma aliquota
da fracao obtida foi avaliada por CLUE-EM conforme método descrito no item 4.5.2.1.1.

A fim de se reproduzir condi¢des mais extremas de temperatura em que a purificagao
de um extrato bruto vegetal pode estar sujeita, uma segunda fase foi desenvolvida em que a
mistura remanescente da etapa inicial foi novamente submetida as mesmas condi¢des (2 mL de
EtOH e 300 mg de silica gel), entretanto, mantendo-se sob agitacdo magnética e em refluxo a

35 °C, durante mais 24 h. A reacao foi finalizada da mesma maneira como na primeira etapa, €
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a nova fracdo obtida foi também avaliada por CLUE-EM (vide item 4.5.2.1.1 para maiores

detalhes das condigdes analiticas).

4.6.2 Métodos gerais para purificacdo dos derivados semissintéticos

4.6.2.1 Cromatografia em coluna classica (CC)

As fragdes contendo os derivados semissintéticos de LS foram submetidas a
cromatografia em coluna classica (CC) para a purificagdo dos compostos de interesse,
utilizando como fase estacionaria silica gel 60 (240-400 mesh; 0,04-0,063 mm) (SiliCycle®).

Como fase movel foram empregados sistemas isocratico ou gradiente, constituidos por
misturas de solventes, cuja composicdo dos eluentes foi definida com baseada no perfil em
CCD das amostras analisadas, de forma a obter um sistema cromatografico que proporcionasse
a melhor separacao dos constituintes. Entre os solventes utilizados estao hexano, diclorometano

(DCM), cloroformio (CHCI3) e acetona.

4.6.2.2 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

As fracdes indicativas da presenca 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 silica gel 60 com
indicador de fluorescéncia (F2s54) em suporte de aluminio (SiliCycle®), sendo a CCD
desenvolvida em sistema eluente composto por misturas de hexano e acetona (em proporcdes
definidas conforme o perfil de cada fracdo).

A mancha correspondente ao composto de interesse foi raspada com auxilio de espatula,
solubilizada em acetona e filtrada por funil com placa de vidro sinterizado de granulometria

G3, sob vacuo.

4.6.3 Obtencio dos derivados semissintéticos de lactonas sesquiterpénicas

Visando a producdo da maior diversidades estrutural possivel de derivados
semissintéticos de LS, definiu-se como estratégia principal o desenvolvimento de diferentes
condi¢des de reacao de ciclizagdo transanular a partir do glaucolideo B (4), conforme ilustrado

no Esquema 1, por meio da utilizagao de agentes cataliticos com caracteristicas variadas.
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Esquema 1 — Esquema geral de reacdes de ciclizagao transanular a partir do glaucolideo B (4).

0]
HO OH
e )
H
Y13 0AC ° oM OAc
13
0]
18

Catalisador acido

Condicdes reacionais: (a) (i) DMAP, MeOH, refluxo a 60 °C, 3 h ou (ii)) DMAP, DCM, rt, 0,5 h; (b)
BiCls, Ac;O, DCM, Ar, 1t, 2 h; (¢) (i) BiClz, DCM, Ar, 1t, 3 h ou (ii) TFA-H,0, DCM, -2 °C-rt, 24 h;
(d) K,CO:;s (aq.), THF, refluxo a 45 °C, 2 h; (e) BiCl;, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h.

4.6.3.1 Reagoes de ciclizagdo transanular do glaucolideo B (4) em presenga de reagente

catalitico basico (condi¢do a)

4.6.3.1.1 Reagado de ciclizagdo transanular do glaucolideo B (4) em presenca de N,N-dimetil-
4-aminopiridina (DMAP): condi¢do a(i)

Em baldo de 10 mL foram retomados 30,1 mg de glaucolideo 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), ¢ a

mistura mantida sob refluxo a 60 °C com agitagdo magnética, durante 3 h (Esquema 2).

Esquema 2 — Esquema reacional de ciclizagdo transanular do glaucolideo B (4) em presenca de
N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP): condicao a(i).

0
OAc
OAc DMAP, refluxo 60 °C
g X T0AC MeOH, 3h
Ac = &”/ oo
0 4 11 R=CHj3 (4,9%)

12 R=Ac (2,6%)
Fundamentado em Miklossy e colaboradores (2015).
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A reacdo, monitorada por CCD, foi finalizada levando-se a mistura a secura sob pressao
reduzida em evaporador rotatorio. O residuo obtido (32,2 mg) foi submetido a CC de silica gel
utilizando eluente gradiente composto por acetona em hexano (20-50%), obtendo-se 19 fragdes
(DS1a-s) (para maiores detalhes vide item 5.5 — Fluxograma §8).

Embora a mistura tenha se mostrado bastante complexa, foi possivel o isolamento em
baixo rendimento dos derivados semissintéticos 11 (1,6 mg; 4,9%) e 12 (1,1 mg; 2,6%),

respectivamente correspondendo as fragdes DS1/ e DSlo.

4.6.3.1.2 Reagao de ciclizagdo transanular do glaucolideo B (4) em presen¢a de N,N-dimetil-
4-aminopiridina (DMAP): condi¢do a(ii)

Na tentativa de se otimizar as condigdes reacionais para a reacdo com DMAP, um
segunda condicdo foi ensaiada, sendo retomados 30,3 mg de glaucolideo B (4; 0,07 mmol) em
1 mL de DCM seco e mantendo-se sob agitagdo magnética em temperatura ambiente (rt) até
completa solubilizac¢do. Posteriormente, adicionou-se a mistura 1,8 mg de DMAP (0,01 mmol;

0,2 eq), sendo mantido sob agitagdo magnética em rt durante 30 min (Esquema 3).

Esquema 3 — Esquema reacional de ciclizagao transanular do glaucolideo B (4) em presenca de
N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP): condi¢ao a(ii).

0]
OAc
OAC DMAP, rt
g X TN0AG DCM, 0,5h
Ac = AKH/ © 0
(0] 4

Fundamentado em Miklossy e colaboradores (2015).

A reacgdo, também monitorada por CCD, foi finalizada levando-se a mistura a secura
sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio. O residuo obtido (33,8 mg) foi submetido a CC
de silica gel utilizando eluente gradiente constituido de acetona em hexano (20-100%),
obtendo-se 11 fra¢des (DS2a-k) (para maiores detalhes vide item 5.5 — Fluxograma 8). Destas,
a fracdo DS2g correspondeu ao derivado semissintético 12 (10,5 mg; 30,3%), isolado em maior

rendimento.
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4.6.3.2 Reagdes de ciclizagao transanular do glaucolideo B (4) em presenca de reagentes

cataliticos acidos (condig¢des b e ¢)

4.6.3.2.1 Reagdo de ciclizagcdo transanular do glaucolideo B (4) em presenga de cloreto de

bismuto 11l (BiCl3) e de anidrido acético (Ac:20): condigdo b

Em baldo de 10 mL foram retomados 50,0 mg de glaucolideo B (4; 0,11 mmol) em 1
mL de DCM seco, sendo mantido sob agitacdo magnética em rt e em atmosfera de argdnio (Ar)
até completa solubilizagdo. Posteriormente, adicionou-se a mistura 108 pL de Ac20 (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

condi¢des durante 2 h (Esquema 4).

Esquema 4 — Esquema reacional de ciclizagdo transanular do glaucolideo B (4) em presenga de
cloreto de bismuto III (BiCl3) e de anidrido acético (Ac20): condicao b.

(@) OR,
OAc OR1
OA BiCl3, AcoO, rt, Ar
¢ AcO OA
g X 0AC DCM, 2h 0 c
Ac = AY o 0 (0] ><
0] 4 13 Ry Rs (6,8%)

14 Ry=Ac/Ry=H (27,8%)
15 R{/R,=H (24,6%)

Fundamentado em Rodriguez-Hahn e colaboradores (1988).

A reagdo foi monitorada por CCD e finalizada sendo mistura transferida para funil de
separacao (tendo o baldo sido consecutivamente lavado com DCM e agua destilada) e extraida
por particao liquido-liquido com DCM (3x 15 mL). A fracdo orgénica obtida foi seca com
sulfato de sddio (Na2SOs4) anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida em evaporador
rotatorio.

O residuo obtido (48,7 mg) foi submetido a CC de silica gel utilizando eluente gradiente
constituido de acetona em CHCIl3 (10-30%), obtendo-se 13 fragcdes (DS3a-m) (para maiores
detalhes vide item 5.5 — Fluxograma 8). As fragdes DS3d, DS3j e DS3/ corresponderam aos
derivados semissintéticos 13 (3,4 mg; 6,8%), 14 (13,9 mg; 27,8%) ¢ 15 (11,1 mg; 24,6%),

respectivamente.
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4.6.3.2.2 Reagdo de ciclizagdo transanular do glaucolideo B (4) em presenga de cloreto de

bismuto Il (BiCl3) sem anidrido acético. condi¢do c(i)

Em baldo de 10 mL, 100,1 mg de glaucolideo B (4; 0,23 mmol) foram retomados em 1
mL de DCM seco, sendo a mistura mantida sob agitacdo magnética em rt e em atmosfera de
argdnio (Ar) até completa solubilizagdo. Apos, adicionou-se a mistura 323,5 mg de BiCls (10,3

mmol; 4,5 eq), mantendo as mesmas condi¢des durante 3 h (Esquema 5).

Esquema 5 — Esquema reacional de ciclizagdo transanular do glaucolideo B (4) em presenca de
cloreto de bismuto III (BiCl3) sem anidrido acético: condicao e(i).

0]
OAc
OAcC BiCls, rt, Ar .
d X 0AG DCM, 3h
Ac = Ain/ © (0]
(o) 4 16 (77,4%)

Fundamentado em Rodriguez-Hahn e colaboradores (1988).

A partir do monitoramento por CCD, a reacao foi finalizada sendo mistura transferida
para funil de separacdo (sendo o baldo consecutivamente lavado com DCM e agua destilada) e
extraida por parti¢do liquido-liquido com DCM (3x 15 mL). A fracao organica obtida foi seca
com Na2SOs anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio,

correspondendo ao derivado semissintético 16 (80,5 mg; 77,4%).

4.6.3.2.3 Reagdo de ciclizagdo transanular do glaucolideo B (4) em presen¢a de acido

trifluoracético (TFA): condigdo c(ii)

A uma solugdo de glaucolideo B (4) (39,7 mg; 0,09 mmol) em 1 mL de DCM seco,
mantida sob agitagdo magnética e em temperatura reduzida (-2 °C) de banho de gelo e sal,
adicionou 10 pL de 4cido trifluoroacético (TFA) contendo tragos de agua (0,13 mmol; 1,4 eq).
A mistura foi mantida sob agitacdo durante 24 h, cuja temperatura inicial de -2 °C passou a
temperatura ambiente (rt) (Esquema 6).

A reagdo, monitorada por CCD, foi finalizada sendo diluida em 5 mL de solugdo aquosa
saturada de bicarbonato de sddio (NaHCOs3) e funil de separacgdo, sendo extraida por particao

liquido-liquido com CHCIl3 (6x 5 mL).
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Esquema 6 — Esquema reacional de ciclizagdo transanular do glaucolideo B (4) em presenca de
acido trifluoroacético: condigao c(ii).

@)
OAc
OAcC TFA.H50, -2°C-rt
d X1 0AC DCM, 24h
Ac = Aiﬂ/ © (@]
O 4 16 (37,5%)

Fundamentado em Barbosa e colaboradores (2004).

A fracdo organica obtida foi seca com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressao
reduzida em evaporador rotatdrio. O residuo obtido (37,6 mg) foi purificado por CC de silica
gel utilizando eluente isocratico hexano/acetona (70/30, v/v), obtendo-se quatro fragdes (DS4a-
d) (para maiores detalhes vide item 5.5 — Fluxograma 8). A fracdo DS4b correspondeu
novamente ao derivado semissintético 16 (15,5 mg; 37,5%), porém em menor rendimento.

Considerando o bom rendimento reacional observado na produg¢do do derivado
semissintético 16, este também foi submetido a reacdes de ciclizacdo transanular de modo a

explora-lo como fonte na obtengdo de diferentes esqueletos carbociclicos de LS.

4.6.3.3 Reagoes de ciclizagdo via rearranjo alilico do derivado semissintético 16 em presenga

de reagente catalitico basico (condi¢do d)

4.6.3.3.1 Reagdo de ciclizacdo via rearranjo alilico do derivado semissintético 16 em presenga

de carbonato de potassio (K2CO3): condi¢do d

Em baldo de 10 mL foram retomados 30,0 mg do derivado semissintético 16 (0,07
mmol) em 1,5 mL de tetrahidrofurano (THF) seco. Apds, adicionou-se 725 uL de solugao
aquosa 1 N de K2CO3; (0,36 mmol; 5,5 eq). A mistura foi entdo mantida sob agitacdo magnética
e refluxo a 45 °C durante 2 h (Esquema 7).

A reacdo, monitorada por CCD, foi finalizada a partir da adigdo de 10 mL de DCM,
sendo a mistura transferida para funil de separagdo e extraida por particao liquido-liquido com
DCM (3x 15 mL).

A fracdo organica obtida foi seca com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressao

reduzida em evaporador rotatério, correspondendo ao derivado semissintético 17 (8,8 mg;

33,7%).
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Esquema 7 — Esquema reacional de ciclizagdo via rearranjo alilico do derivado semissintético
16 em presenca de carbonato de potassio (K2COs3): condigdo d.

17 (33,7%)

Fundamentado em Jakupovic e colaboradores (1986b).

4.6.3.4 Reacdes de ciclizagdo transanular do derivado semissintético 16 em presenga de

reagente catalitico acido (condigdo e)

4.6.3.4.1 Reacdo de ciclizagdo transanular do derivado semissintético 16 em presenga de

cloreto de bismuto III (BiCl3): condi¢do e

A uma solugio 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 entdo mantida

sob agitacdo magnética e refluxo a 50 °C durante 15 h (Esquema 8).

Esquema 8 — Esquema reacional de ciclizagdo transanular do derivado semissintético 16 em
presenca de cloreto de bismuto III (BiCl3): condigao e.

BiCl, refluxo a 50 °C 1O OO OH
HO

DCM, 15h

18 (67,2%)
Fundamentado em Rodriguez-Hahn e colaboradores (1988).

Apods término da reagdo, monitorada por CCD, esta foi finalizada sendo mistura
transferida para funil de separagdo (com o baldo de reacdo lavado consecutivamente com DCM
e agua destilada) e extraida por parti¢ao liquido-liquido com DCM (3x 15 mL).

A fracdo organica obtida foi seca com Na2SOs anidro, filtrada e concentrada sob pressao

reduzida em evaporador rotatorio, correspondendo ao derivado semissintético 18 (14,6 mg;

67,2%).
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4.6.3.5 Reacdes adicionais de modificagdo estrutural a partir do derivado semissintético 16.

O derivado semissintético 16 foi submetido também a condigdes reacionais
complementares de modificacdo molecular, conforme Esquema 9, com o intuito de produzir
andlogos estruturais para permitissem investigar a influéncia da mudanga em seus diferentes

substituintes frente as suas propriedades bioldgicas.

Esquema 9 — Esquema geral de reagdes de modificagdo molecular a partir do derivado
semissintético 16.

Condig¢des reacionais: (f) PCC/SiO; (1:1), DCM, Ar, t, 48 h; (g) SOCl,, piridina, Ar, DCM, -10 °C (0,5
h) seguido por refluxo a 60 °C (3,5 h); (h) 1) DMAP, Et;N, Ac,O, 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 glaucolideo B (4; 0,73 mmol) em reacdo de ciclizacao
transanular conforme ja descrito na condi¢ao c(i) (vide item 4.6.3.2.2), a ser utilizada nas etapas

reacionais subsequentes (detalhadas a seguir).

4.6.3.5.1 Reagdo de oxidagdo do derivado semissintético 16 em presenca de clorocromato de

piridinio (PCC): condigdo f
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Em baldo 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 silica gel 60. A mistura foi entdo mantida

sob agitacdo magnética, em atmosfera de argdnio e em rt, durante 48 h (Esquema 10).

Esquema 10 — Esquema reacional de oxidacao do derivado semissintético 16 em presenca de
clorocromato de piridinio (PCC): condigao f.

OAc

PCC/SiO, (1:1), t, Ar
DCM, 48h

OHOO
19 (63,3%)

Fundamentado em Bautista e colaboradores (2014).

Sendo monitorada por CCD, a reagao foi finalizada levando-se a mistura a secura sob
pressao reduzida em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi submetido a CC de silica gel
utilizando eluente isocratico constituido pela mistura de DCM/acetona (80:20, v/v), obtendo-se
3 fracdes (DS5a-c) (para maiores detalhes vide item 5.5 — Fluxograma 8). A fracdo DS5h

correspondeu ao derivado semissintético 19 (20,1 mg; 63,3%).

4.6.3.5.2 Reacgdo de desidroalogenacdo via cloragdo do derivado semissintético 16 em

presencga de cloreto de tionila: condi¢do g

Em balao de 10 mL, 30,2 mg do derivado semissintético 16 (0,07 mmol) foram
retomados em 1,5 mL de DCM seco. A solucdo foi mantida sob agitacdo magnética e atmosfera
de argdnio, em temperatura reduzida (-10 °C) de banho de gelo e sal.

Em seguida, foram adicionados 8 uL de piridina (0,10 mmol, 1,5 eq). Ap6s, adicionou-
se por gotejamento 300 uLL de uma solugao de 35 pLL de SOCI2 (0,48 mmol; 7,3 eq) e DCM. A
mistura foi mantida nas mesmas condi¢des durante 30 min, sendo monitorada por CCD.

Apos esse periodo, ndo se observando mudangas no perfil cromatografico da mistura
reacional, esta foi entdo submetida a refluxo a 60 °C, em atmosfera de argonio, durante 3,5 h

(Esquema 11).
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Esquema 11 — Esquema reacional de desidroalogenacdo do derivado semissintético 16 em
presenga de cloreto de tionila (SOCl2): condicao g.

SOCly, piridina, Ar, -10 °C (0,5h)
a refluxo 60 °C (3,5h)

DCM

20 (40,1%)

Fundamentado em Alves (2011).

A reagao foi finalizada levando-se a mistura a secura sob pressdao reduzida em
evaporador rotatério. O residuo obtido foi filtrado por cartucho de SPE contendo silica gel,
utilizando DCM como eluente (para maiores detalhes vide item 5.5 — Fluxograma 8). A fragao

obtida correspondeu ao derivado semissintético 20 (11,1 mg; 40,1%).

4.6.3.5.3 Reacdo de acetilagdo do derivado semissintético 16 em presenca de N,N-dimetil-4-

aminopiridina, trietilamina (Et;N) e de anidrido acético. condig¢do h

A reagdo de acetilagdo 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) & um baldo de 10 mL contendo uma suspeng¢do de Ac20 (6 pL, 0,07 mmol, 1
eq) e EtsN (14 uL, 0,10 mmol, 1,5 eq) em 1 mL de DCM seco. A mistura foi mantida sob
agitacdo magnética e em temperatura reduzida (-10 °C) de banho de gelo e sal, durante 30 min.
ApOs esse periodo, para a segunda etapa de reacdo foram adicionados 30,0 mg do derivado 16

(0,07 mmol) a mistura, sendo mantida sob agitacdo magnética por mais 30 min, agora em rt.

Esquema 12 — Esquema reacional de acetilacdo do derivado semissintético 16 em presenga de
N,N-dimetil-4-aminopiridina, trietilamina (Et3N) e de anidrido acético: condicao h.

OAc OAc
HO 1) Ac,0, Et;N, DMAP, -10 °C, HO

DCM, 0,5h
2) derivado 16, rt, DCM, 0,5h

3"0OAc

21 (37,8%)

Fundamentado em Chen e colaboradores (2017).

A reagao foi finalizada diluindo-se a mistura em 3 mL de dgua destilada, mantido sob

agitacdo magnética durante 30 min, sendo posteriormente transferida para funil de separacdo e
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extraida por parti¢do liquido-liquido com DCM (3x 15 mL). A fracdao organica obtida foi seca
com Na>SO4 anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotatorio.

O residuo obtido (24,0 mg) foi submetido a CC de silica gel utilizando eluente gradiente
constituido de acetona em hexano (30-50%), obtendo-se 4 fragcdes (DS6a-d) (para maiores
detalhes vide item 5.5 — Fluxograma 8). A fracdo DS6c¢ correspondeu ao derivado

semissintético 21 (12,4 mg; 37,8%).

4.6.3.6 Reacao de acetilagao dos derivados semissintéticos 17 ¢ 18.

Assim como para o derivado 16, os derivados 17 ¢ 18 também foram submetidos a
reagao de acetilagao conforme condigao h (vide item 4.6.3.5.3), a fim de se avaliar a influéncia

da modificacao de grupos funcionais em ambas estrutura perante suas propriedades bioldgicas.

4.6.3.6.1 Reacdo de acetilagdo do derivado semissintético 17 em presenca de N,N-dimetil-4-

aminopiridina, trietilamina e de anidrido acético: condi¢do h

Para a primeira etapa da reacdo de acetilagdo do derivado semissintético 17 (Esquema
13) foram utilizados 2 pL. de Ac20 (0,02 mmol, 1 eq), 4 uL de EtsN (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 baldo de 10 mL.

Para a segunda etapa, foram adicionados 7,7 mg do derivado 17 (0,02 mmol) & mistura,

Esquema 13 — Esquema reacional de acetilagdo do derivado semissintético 17 em presenca de
N,N-dimetil-4-aminopiridina, trietilamina (Et3N) e de anidrido acético: condicao h.
AcO

1) Ac,0, Et;N, DMAP, -10 °C,
DCM, 0,5h

2) derivado 17, rt, DCM, 0,5h

Fundamentado em Chen e colaboradores (2017).

O residuo 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 Reacdo de acetilagdo do derivado semissintético 18 em presenca de N,N-dimetil-4-

aminopiridina, trietilamina e de anidrido acético: condigdo h

Por sua vez, na reagdo de acetilagdo do derivado semissintético 18 (Esquema 14) foram
utilizados 10 pL de Ac20 (0,10 mmol, 3 eq), 16 uL de Et3N (0,12 mmol, 3,5 eq) ¢ 0,2 mg de
DMAP (0,002 mmol, 0,05 eq), retomados em 1 mL de DCM seco em baldo de 10 mL. Para a
segunda etapa, foram adicionados 12,0 mg do derivado 18 (0,03 mmol) & mistura, cuja reagdo

foi desenvolvida conforme descrito no item 4.6.3.5.3.

Esquema 14 — Esquema reacional de acetilagdo do derivado semissintético 18 em presenca de
N,N-dimetil-4-aminopiridina, trietilamina (Et3N) e de anidrido acético: condicao h.

0 o)
HO oy 1) Ac,0, Et;N, DMAP, -10 °C, HO oH
DCM, 0,5h
"o Jk—o0ac  2)derivado 18, 1, DCM, 0,5 AcO J0Ac
13 13
ac=" O 0
O 18 23 (65.7%)
0
AcO OO OAc
>< A
cO 0 1 OAc
13
0

Fundamentado em Chen e colaboradores (2017).

Apos a finalizagdo da reacao e extracao por parti¢ao liquido-liquido com DCM (detalhes
vide item 4.6.3.5.3), a fragdo organica obtida correspondeu ao derivado semissintético 23 (8,8

mg; 65,7%).

4.6.3.7 Reagoes de eliminagdo via rearranjo e ataque nucleofilico do derivado semissintético 19

em presenca de reagente catalitico dcido (condigao e)

4.6.3.7.1 Reagdo de eliminagdo via rearranjo e ataque nucleofilico do derivado semissintético

19 em presenca de cloreto de bismuto III (BiCl3): condigdo e

De forma complementar, o derivado semissintético 19 foi também submetido a reagdo

de eliminacdo conforme descrito na condicao e (vide item 4.6.3.4.1). Para tanto, em um balao
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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 BiCls (0,24 mmol; 5,5 eq) a mistura,

que foi mantida sob agitagdo magnética e em refluxo a 50 °C durante 15 h (Esquema 15).

Esquema 15 — Esquema reacional de eliminac¢do do derivado semissintético 19 em presenga de
cloreto de bismuto III (BiCl3): condigao e.

BiCl3, refluxo a 50 °C
DCM, 15h

24 (13,2%)

o)
AP DU
0

HO) 1 13OAC

o
Fundamentado em Rodriguez-Hahn e colaboradores (1988).

A reacdo foi finalizada sendo mistura transferida para funil de separacdo (com o baldo
de reagdo lavado consecutivamente com DCM e agua destilada) e extraida por parti¢ao liquido-
liquido com DCM (3x 15 mL). A fracdao organica obtida foi seca com Na>SOs4 anidro, filtrada
e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotatorio.

O residuo 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 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

As amostras derivadas do fracionamento cromatografico para isolamento das LS e seus
derivados, ao apresentar apenas uma mancha em CCD e/ou cristalizagdo espontanea, foram
submetidas a andlises espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear e espectrometria de

massas para a elucidagdo estrutural e caracterizacdo das substancias.
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4.7.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As substancias isoladas foram submetidas a analises de RMN de hidrogénio (RMN 'H)
e experimentos bidimensionais (HSQC, HMBC). Os deslocamentos quimicos referentes aos
carbonos ('*C) foram atribuidos em funcdo de analises de RMN de carbono-13 e/ou a partir dos
experimentos bidimensionais de HSQC ¢ HMBC.

Os experimentos foram desenvolvidos em equipamento Bruker® modelo Fourier 300
("H a 300 MHz, *C a 75 MHz). Para amostras que necessitaram anélises d¢ RMN em baixa
temperatura, os experimentos foram desenvolvidos em espectrometros Bruker® modelo Avance
400 (*H a 400 MHz, '*C a 100 MHz) e Bruker® modelo AVANCE III 600 (‘H a 600 MHz, '*C
a 150 MHz), respectivamente vinculados ao Departamento de Quimica e Departamento de
Bioquimica da UFPR, Curitiba/PR.

Os dados adquiridos (FID) foram processados em software TopSpin 3.2 (Bruker®), e os

resultados comparados com dados disponiveis na literatura.

4.7.2 Espectrometria de massas (EM)

As substancias isoladas foram também caracterizadas por EM, cujos experimentos
foram desenvolvidos em espectrometro de massas hibrido Waters® modelo Xevo G2-S QTof
equipado com fonte de ionizagdo por eletronebulizagdo (ESI) Zpray™ e analisadores do tipo
quadrupolo acoplado a tempo de voo (QTof).

Os dados adquiridos foram processados em software MassLynx 4.1 (Waters®).

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA in vitro

4.8.1 Anailise de pureza dos compostos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de fotodiodos e espectrometria de massas (CLUE-PDA-

EM)

As substancia purificadas a serem ensaiadas biologicamente foram submetidas a analise
de pureza por CLUE-PDA. Os experimentos foram realizados em cromatografo Waters®

modelo Acquity H-Class UPLC acoplado a espectrometro de massas hibrido Xevo® G2-S QTof.
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Na avaliacao de pureza da substancia, esta foi estabelecida em fun¢do da porcentagem
de area de pico de cada substancia em relagdo a somatoria de todas as areas dos picos no

cromatograma.

4.8.2 Avaliacio das atividades leishmanicida e tripanocida

A investigagdo in vitro das atividades leishmanicida e tripanocida para algumas das LS
isoladas das espécies de Vernonieae foi realizada em parceria com o Laboratério de
Protozoologia, sob supervisdo do professor Dr. Mario 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 mondcitos
humanos que foi cultivada em meio RPMI-1640 sem vermelho de fenol, suplementado com
10% (v/v) de soro fetal bovino inativo (SBF), tampao HEPES (4acido N-[2-hidroxietil]-
piperazina-N’-2-etanosulfonico) a 12,5 mM, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100
pg/mL) e Glutamax® (2 mM), em incubagio a 37 °C em atmosfera umidificada com 5% de
CO2. As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016)
utilizadas, expressando -galactosidase, foram cultivadas a 26 °C 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 (4,0x10* células/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos em meio RPMI-1640 e
tratadas com 100 ng/mL de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) durante 72 horas a 37 °C em
5% de COz, para permitir a diferenciacdo das células THP-1 em macréfagos que ndo se dividem
(SCHWENDE et al., 1996). Apos quatro dias de cultivo a cultura de promastigotas ajustada
para 4,0x10° parasitos/mL foi lavada com solucio salina tamponada com fosfato, pH 7,4 (PBS)
¢ incubada em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro humano AB™ inativado por
calor durante uma hora a 34 °C para a opsonizagdo do parasito. As células THP-1 aderentes
foram incubadas com a solu¢do de promastigotas opsonizadas na proporcao parasitos: célula de
10:1, durante quatro horas a 34 °C e 5% de CO2. Apds este periodo os parasitas ndo aderentes
foram removidos por lavagem com PBS. As células infectadas foram incubadas com 180 uL.
de meio RPMI-1640 completo nas mesmas condi¢des de opsonizagdo durante 24 horas, para
permitir a transformacao de promastigotas em amastigotas intracelulares.

Para triagem tripanocida, as cepas de Trypanosoma cruzi B-galactosidase positivas

(Tulahuen) foram fornecidas pelo Laboratorio 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 (4,0x10* células/poco) em microplacas de 96 pogos, numa proporc¢do de parasito:
célula de 3:1 e incubados durante a noite a 37 °C com 5% de CO2. O meio contendo parasitos
ndo internalizados foi removido e substituido por 180 uLL de meio fresco.

As LS a serem ensaiadas (1-5) foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) e
diluidas em série (de 50 uM a 1,56 uM). As células infectadas foram tratadas com 20 pL de
cada amostra, em triplicata, seguida de incubagdo durante 48 horas a 34 °C ou 37 °C e 5% de
COz2. Apos o tratamento, as células foram cuidadosamente lavadas com PBS e incubadas
durante 16 horas a 37 °C com 250 uL de clorofenol-vermelho-f-D-galactopiranosideo a 100
uM e Nonidet P-40 a 0,1%. A densidade optica foi determinada a 570 e 630 nm em
espectrofotometro 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 concentracdo (UM) de cada amostra que reduziu a viabilidade do parasito em 50%
quando comparado ao controle ndo tratado (ICso) foi calculada por regressao nao linear das
curvas de concentragdo-resposta.

Para os ensaios de toxicidade celular, as células THP-1 foram semeadas (6,0 x10* por
poc¢o) em microplacas de 96 pocos e diferenciadas com 100 ng/mL de PMA durante 72 horas a
37 °C e 5% de COz. Para os ensaios de toxicidade celular, as amostras em concentragdes
variando entre 15,6 a 500 uM ou 1% de DMSO (controle negativo) foram adicionados e as
células foram e cultivadas a 37 °C e 5% de CO: durante 72 horas. A viabilidade celular foi
determinada pelo método colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difenil-tetrazolio), e a densidade optica foi determinada a 540 nm em leitor de microplacas
TECAN® modelo Infinito M200.

A concentracdo (uM) de cada amostra que reduziu o crescimento celular em 50%
comparada ao controle (CCso) foi calculada plotando-se as curvas concentragdo-resposta em
um modelo de regressdo ndo linear. A partir dos dados de CCso foram determinados os indices

de seletividade (IS).

4.8.3 Avaliacao da atividade citotoxica

A avaliagdo da atividade citotoxica foi realizada em dois momentos diferentes e com

grupos parceiros distintos, sendo a primeira etapa correspondente a investigacao preliminar
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apenas para os compostos 1 (piptocarfina A) e 2 (glaucolideo a) afim de se conhecer melhor o
efeito desses compostos e de modo a direcionar a pesquisa perante a atividade citotoxica. Ja a
segunda etapa, esta foi desenvolvida envolvendo ndo somente as LS isoladas de Vernonieae (1-
10), mas os produtos de semissintese (11-24).

Desse modo, a investigagdo inicial in vitro da atividade citotoxica foi realizada em
parceria com o Laboratorio de Imunologia Celular, sob supervisao do Dr. Gilberto Carlos
Franchi Junior, vinculado ao Centro Integrado de Pesquisas Oncohematoldgicas da Infancia
(CIPOI) da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.

Para tanto, as LS 1 e 2 foram avaliadas em um triagem quanto a sua atividade citotoxica
frente as linhagens celulares de leucemias mieloide aguda (K-562) e linfoide B (Nalm-6) (para
a LS 1), leucemias pro-mielocitica (HL-60), linfocitica aguda (REH) e linfoide T (JURKAT),
além das linhagens de células tumorais de adenocarcinoma de prostata (PC3), carcinoma de
ovario (OVCAR), carcinoma de pulmao (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
distribuidas em microplacas de cultura de 96 pogos (1 x 10* células/pogo) e incubadas com as
amostras em concentragdes variando entre 0,1 ¢ 100 uM em DMSO (0,1%), sendo mantidas a
37 °C em 95% de atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2. Apo6s 24 h de exposigao a 37
°C, a viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico de MTT (MOSMANN,
1983), sendo a absorbancia medida a 570 nm em espectrofotdmetro Power Wave 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 CCso
(uM), calculado como a concentracdo da amostra que diminuiu 50% das células vidveis em
relacdo ao controle negativo.

A segunda etapa da investigagcdo in vitro da atividade citotoxica das LS envolveu
também a avaliagdo dos produtos de semissintese. Para essa etapa, os experimentos foram
realizados em parceria junto ao Grupo de Estudos de Interacdes entre Micro e Macromoléculas
(GEIMM), sob supervisdo da professora Dra. Tania Beatriz Creczynski Pasa, vinculado ao
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFSC.

Para tanto, os compostos (1-24) foram quanto a sua atividade citotoxica frente as
linhagens de células tumorais humanas de carcinoma de pulmado (NCI-H460) glioblastoma
(SF295) e melanoma (SK-MEL-28), e comparados com a linhagem ndo 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 s6dio, 10 mM de HEPES, 100 U/mL
de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e suplementado com 10% de SBF, em estufa a 37
°C em atmosfera umidificada com 5% de CO2 (ASSUNCAO et al., 2019). O numero de células
viaveis foi determinado pelo método de exclusdo com corante azul de trypan (FRESHNEY,
1987), com as contagens realizadas em uma camara de Neubauer. Em seguida, para a triagem
dos compostos 1-24, as células foram plaqueadas em microplacas de cultura de 96 pocos (1 x
10* células/pogo) e incubadas com as amostras na concentracdo de 50 uM em DMSO (0,1%) e
mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2, durante 24 h de exposicao,
sendo a viabilidade celular determinada pelo método colorimétrico de MTT (MOSMANN,
1983). Apds periodo de incubagdo o meio foi substituido por uma solugdo de MTT (0,25ug/pL)
por 2 horas a 37°C., sendo posteriormente substituida por DMSO para solubilizagdo dos cristais
de formazan com a absorbancia medida em 570 nm. Os compostos mais promissores (1-3, 5,
20-22) foram selecionados para a determinacao de CCso frente as linhagens celulares SK-MEL-
28 e HUVEC, sendo estas expostas as amostras em concentragdes variando entre 1 e 75 pM em
DMSO (0,1%) e mantidas durante 24 h a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de COa.
A viabilidade celular foi novamente determinada pelo método colorimétrico de MTT com a
densidade optica determinada a 540 nm. A densidade optica obtida no grupo controle (células
sem tratamento) foi considerada como equivalente a 100% de células viaveis e a viabilidade
celular nos demais tratamentos foi calculada por regressao linear.

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em
porcentagem da viabilidade celular e em CCso (WM) — para os compostos mais ativos, calculado
por meio da curva de concentragdo-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 razao entre o CCso das linhagens ndo-tumoral e tumoral, para cada composto.

4.8.4 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

Afim de se conhecer as propriedades anti-inflamatérias da LS do tipo glaucolideo, a
avaliacdo in vitro da atividade anti-inflamatdria para o glaucolideo B (4), tomado como material
de partida nas reagdes de semissintese, foi realizada em com o Laboratorio de Pesquisa em
Imunofarmacologia — LAPI, sob supervisdo do professor Dr. Eduardo Monguilhott Dalmarco,

vinculado ao Departamento de Analises Clinicas da UFSC.
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Para tanto, o glaucolideo B (4) foi avaliado quanto a 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 plasticos apropriados com o meio DMEM, suplementado com 10%
de SBF, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, em incubadora umidificada a
37 °C com 5% de emissdes de CO2. Antes dos experimentos, o numero de células viaveis foi
determinado pelo método de exclusdo com corante azul de trypan, com as contagens realizadas
em uma camara de Neubauer. As células foram distribuidas em microplacas de cultura de 96
pocos (1 x 10* células/pogo) e incubadas com o composto 4 em diferentes concentra¢des (1, 3,
10, 30, 100, 300 e 1000 uM), que foram adicionadas aos pogos em triplicata. O DMSO foi
usado para a solubilizagdo da substancia testada em uma concentracdo maxima de 1% do
pogo/tratamento — concentragdo na qual ndo ha citotoxicidade para as células. Apds o periodo
de tratamento (24 h), o meio foi removido e 100 pL de uma solugdo de MTT foram adicionados
a 500 pg/mL em meio de cultura e incubados durante 2 h. Apds este periodo, o meio foi
removido, o precipitado de formazano foi dissolvido em 100 L. de DMSO/poco e a absorbancia
foi medida a 540 nm. A densidade Optica obtida no grupo controle — células ndo tratadas
(incubadas apenas com meio de crescimento) — foi considerada como 100% de células viaveis.
A concentracdo citotoxica (CCio), que significa a concentragdo necessaria para manter a
viabilidade celular acima de 90%, foi calculada por meio de uma curva de concentracio-
resposta de Hill usando o software GraphPad Prism 6.0.

Em relagdo ao ensaio de inflamacao celular, para induzir os macréfagos RAW 264.7 a
uma condi¢do inflamatoria, as células foram cultivadas em uma microplaca de 96 pocos (2 x
10° células/pogo) por 48 h para completar a aderéncia e confluéncia de macréfagos (a 37 °C em
atmosfera umidificada com 5% de CO2). Quando a aderéncia foi adequada, as células foram
entdo designadas para diferentes grupos (n=3/grupo) consistindo de a) controle branco (BLK,
células ndo inflamadas) — células pré-tratadas com veiculo; b) controle negativo (LPS, células
inflamadas) — também células pré-tratadas com veiculo; ¢) controle positivo (DEX, tratamento
padrdo) — células pré-tratadas com dexametasona (7 puM); e d) grupos experimentais
(tratamento com composto 4) — células pré-tratadas com glaucolide B (1, 3 e 10 uM). Apos 1
h, as células foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/mL) por 24 h, entdo os
sobrenadantes foram coletados para investigacdes adicionais referentes a producao de
metabolitos nitrito/nitrato (NOx) e a secrecao de citocina pro-inflamatéria (IL-6).

Para a determinag¢do da produgdo de espécies de NOx, o acimulo de nitrito nos
sobrenadantes das culturas foi medido como um indicador da produ¢ao de 6xido nitrico (NO)

com base na reagdo de Griess (GREEN et al., 1982). Resumidamente, 100 pL do meio de
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cultura celular foram coletados 24 h apos a estimulagdo por LPS (1 pg/mL), misturados com
um volume igual de reagente Griess, e incubados a temperatura ambiente por 10 min. A
absorbancia a 540 nm foi medida com interpolacdo de curva padrdo de nitrito (0-100 uM), e a
produgdo de nitrito foi determinada, sendo os resultados expressos em uM.

Ainda, os niveis de IL-6 nos sobrenadantes das culturas foram quantificados a partir dos
macréfagos RAW 264.7. Apds a estimulagao com LPS (1 pg/mL), o sobrenadante foi removido
e submetido a determinagdo da concentra¢do da citocina pré-inflamatoéria IL-6 (Peprotech,
Rocky Hill, New Jersey, EUA) utilizando o kit de ensaio de imunoabsor¢do enzimatico
comercialmente disponivel, de acordo com as instrugdes do fabricante. Os niveis de citocinas
no sobrenadante da cultura celular foram estimados a partir da interpolagcdo da curva padrao de
IL-6, sendo os resultados expressos em pg/mL.

Os dados obtidos nos experimentos in vitro foram descritos como a média + erro padrao
da média, e as comparagdes de parametros entre os grupos foram realizadas por analise de
variancia unidirecional (ANOVA) seguida do pos teste de Dunnett. Estas analises foram

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E CONTROLE DE QUALIDADE DO MATERIAL VEGETAL

5.1.1 Coleta, processamento e determinacao do teor de umidade

Ap6s coleta e secagem, as folhas secas de cada espécie foram pesadas e avaliadas quanto

ao teor de umidade, cujos dados estdo descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros avaliados para folhas secas obtidas para as espécies de Vernonieae.

Espécie Parametros
Quantidade (peso) Teor de umidade
Cyrtocymura scorpioides 5410 g 11,2+ 0,5%
Lepidaploa chamissonis 2784 ¢ 12,3+0,4 %
Vernonanthura condensata 770,0 g 8,9+0,2 %
Vernonanthura tweedieana 276,1 g 13,9+ 0,1 %

E importante ressaltar que mesmo néo existindo valores de referéncia estabelecidos para
o teor de umidade nestas espécies estudadas, os valores encontrados estdo de acordo com os
limites (8-14%) usualmente indicados para drogas vegetais processadas (FARIAS, 2007;
BRASIL, 2010).

5.1.2 Analise microscopica

A anélise microscopica realizada a partir da sec¢do transversal das folhas frescas das
diferentes espécies de Vernonieae para a pesquisa de tricomas revelou a presenca 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 caracteristicos em
formato de “T” (Figura 13A). Duarte e Chella (2014) descrevem para a espécie V. tweedieana
a presenca de tricomas glandulares capitados, com cabega bicelular e pedicelo curto, inseridos
em pequena depressdo 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 género (REDONDA-MARTINEZ; VILLASENOR;
TERRAZAS, 2012; DE MORAIS et al., 2015).
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Figura 13 — Analise microscopica das folhas das diferentes espécies de Vernonieae para
pesquisa de tricomas glandulares.

Secc¢des 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,LLJ,M,N,O) e 400 (C,D,H,K,L.,P)
vezes; tt, tricoma tector; ttr, tricoma tector em formato de “T”; tg, tricoma glandular; ad, face adaxial;
ab, face abaxial.

Nas secc¢oes transversais das folhas de V. condensata foram identificados tricomas
glandulares com pedunculo curto e cabeca arredonda (Figura 13F-H), além de tricomas tectores
simples pluricelulares (Figura 13E). Em estudos morfo-anatomicos realizados a partir das
folhas de V. condensata foram indicados dois tipos diferentes de tricomas glandulares para a
espécie, apresentando-se 1) com pedunculo uni ou bisseriado (pequenas células), com aparéncia
séssil, e com cabega arredondada glandular bicelular, ou ii) unisseriado com um niimero 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-GLORIA, 2006).

Na investigacao das folhas de L. chamissonis, além de tricomas unicelulares simples em
ambas as faces adaxial e abaxial (Figura 131-K), foram observado tricomas glandulares
lobulares de pedicelo curto (Figura 131-L), similares aos observados nas demais espécies desse
estudo, inseridos na epiderme abaxial. Embora ndo tenham sido encontrados relatos morfo-
anatomicos das folhas de L. chamissonis na literatura, estudos realizados com outras espécies
de género indicam a presenga 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-MARTINEZ; VILLASENOR, 2011; PRUSKI, 2017).

Jé 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-0O). Ainda, foram observados tricomas glandulares restritos
a face abaxial (Figura 13M-0), inseridos na epiderme, apresentando pedinculo curto e cabega
arredonda. Estes achados mostraram-se de acordo com o descrito para a espécie que relata a
presenca nas folhas de tricomas tectores pluricelulares unisseriados formados por 4 a 20 células
e célula flagilifonne terminal, bem como tricomas glandulares inseridos em depressdes na
epiderme (TOIGO et al., 2004).

Diferentes autores t€ém demonstrado a presenca de LS como constituinte preponderante
do contetido de tricomas glandulares em espécies de Vernonieae (FAVI et al., 2008;
APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2012; IGUAL et al., 2013), ¢ a presenca destes anexos
epidérmicos nas folhas das espécies investigadas nesse estudo corrobora a possibilidade do

isolamento desses constituintes de interesse.

5.2 OTIMIZACAO DO PROCESSO EXTRATIVO A PARTIR DA ESPECIE Vernonanthura

tweedieana

O estudo de otimizacdo do processo extrativo por lavagem foliar foi desenvolvido a
partir das folhas secas da espécie V. tweedieana. A escolha da espécie em questdo como ponto
de partida para o aprimoramento do processo de extracdo se deu em funcdo dos dados
preliminares obtido durante a realizagdo da etapa de mestrado (DA SILVA, 2015).

Foram preparadas, em triplicata, 16 combinacdes extrativas diferentes (conforme item

4.2) pelo método de lavagem foliar (para mais detalhes vide item 4.3.1), variando-se o liquido
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extrator e o tempo de extragdo. Os extratos de lavagem foliar (ELF) obtidos foram concentrados
e os rendimentos de extragdo (expressos em porcentagem referente a massa de folhas secas)

calculados, cujos valores estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Rendimento de extracdo das diferentes preparagdes derivadas da otimizagdo do

processo extrativo por lavagem foliar a partir da espécie V. tweedieana.

Tempo de Liquido extrator
extracio (min) 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 padrdo (n=3) da porcentagem de extrato bruto (ELF)
referente a massa inicial corrigida pelo teor de umidade de folhas secas empregadas. DCM,
diclorometano; AcOETt, acetato de etila; EtOH, etanol.

A andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias para os valores de rendimento de
extracdo, com intervalo de confianca de 95%, indicou que tanto o liquido extrator
(Fealculado(3:8=286,90 [p<0,0001] maior que Feritico=4,07) como o tempo de extracao
(Fealeulado(3;24=137,80 [p<0,0001] maior que Feritico=3,01), influenciam o rendimento extrativo,
cujas contribuigdes para a variancia total foram de 71,58% e 20,45%, respectivamente.

A partir dos dados de rendimento extrativo (Figura 14) é possivel observar que quanto
maior o tempo de extragdo, maiores sdo os rendimentos obtidos. Esse perfil se reproduziu para
todos os liquidos extratores avaliados, sendo os maiores valores brutos de rendimento foram

obtidos com o liquido extrator DCM.

Figura 14 — Andlise comparativa do rendimento de extragdo entre os diferentes extratos de
lavagem foliar de V. tweedieana, obtidos da otimiza¢do do processo extrativo.
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Os valores foram expressos como a média + desvio padrao (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 analise de ANOVA de duas vias com post teste de Holm-Sidak foi possivel
observar que houve diferenca significativa no rendimento de extragdo em praticamente todas
as comparacdes pareada entre os diferentes liquidos extratores, para todos os tempos de
extracdo. A exce¢do se deu na comparagdo entre os extratos de AcOEt e acetona nos tempos de
5 minutos (p=0,4778) e 10 minutos (p=0,4778), ¢ na comparacio entre os ELF de DCM e
acetona no tempo de 20 minutos (p=0,2331), em que ndo existiu diferenga significativa.

Quando a diferenca no rendimento de extragcdo foi avaliada em func¢do do tempo de
extracdo, identificou-se que as diferencas nas comparacdes pareadas foram variadas para cada
liquido extrator. Para os ELF preparados por DCM, houveram diferencas somete na
comparacdo entre os tempos de 1 e 10 minutos (p=0,0086) ¢ os tempos 1 ¢ 20 minutos
(p=0,0006). Por outro lado, para os extratos de AcOEt, s6 ndo foi observada diferenca
significativa para a comparagdo entre os tempos de 10 e 20 minutos (p=0,8592). De forma
similar, os extratos de acetona foram significativamente diferentes em todas as comparagdes
pareadas entre os diferentes tempos (valores de significancia entre p=0,0097 e p<0,0001). J&
nos ELF preparados com EtOH, ndo houve diferenca significativa para as comparagdes entre
os tempos de 1 e 5 minutos (p=0,2250) e entre os tempos 5 e 10 minutos (p=0,2674).

Os perfis cromatograficos das 16 diferentes preparacdes foram avaliados por CLUE-
EM (conforme descrito no item 4.2.1.1). A identificacdo inicial do padrdo de piptocarfina A (1)
(padrdo de referéncia a ser utilizado na determinagdo do teor de LS) nos ELF foi realizada a
partir da estratégia de coinje¢do do padrao isolado, com a comparagdo do tempo de retencgao e
perfil em espectro EM. A Figura 15 apresenta, de forma representativa as analises dos ELF por
CLUE-EM, os cromatogramas obtidos a partir dos extratos preparados com tempo de extracao
de 10 minutos, utilizando os quatro liquidos extratores testados (DCM, AcOEt, acetona e
EtOH). Conforme demonstrado nos cromatogramas, o perfil cromatografico dos extratos ¢
muito similar para todos os liquidos extratores, havendo, no entanto, variagdo quanto a
intensidade de cada pico quando da comparagao entre os cromatogramas. Além disso, € possivel
perceber que o método de separagdo desenvolvido proporcionou uma boa resolucdo entre a
maioria dos picos. Neste contexto, a piptocarfina A (1) foi identificada com tempo de retengdo
(tr) de 2,77 min, cujo espectro de EM (em amplia¢do na Figura 15) mostra um ion molecular
m/z 445,1466 [C21H2609+Na]" (calc. m/z 445,1475) (a caracterizagdo completa do perfil
cromatografico do ELF de V tweedieana esta descrita no item 5.3.2).

A andlise quantitativa para a determinacdo do teor de piptocarfina A (1) nas diferentes
preparacdes foi realizada a partir de curva analitica construida em nove niveis de concentracao,

entre 30 e 15.000 ng/g de solucao, sob mesmo método descrito no item 4.2.1.1.



Figura 15 — Analise comparativa por CLUE-EM entre os extratos de lavagem foliar de V. tweedieana, obtidos da etapa de otimizagdo do processo

extrativo, preparados com diferentes liquidos extratores durante 10 minutos de extragao.
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Cromatogramas de pico base obtidos por CLUE-EM (em modo positivo de ioniza¢do — condigdes cromatograficas vide item 4.2.1.1) dos diferentes extratos de lavagem
foliar de V. tweedieana extraidos durante 10 minutos empregando como liquido extrator (A) diclorometano, (B) acetato de etila, (C) acetona, e (D) etanol. (1) piptocarfina

A (tr: 2,77 min; m/z 445,1466 [C21H2609+Na]"), cujo espectro de massas full scan em ampliagio.
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A curva de calibracdo obtida para a piptocarfina A (1) (Figura 16) ¢ representada pela
equagao y=9,1823x+4093,9, em que o coeficiente de correlacao (r) de 0,9958 e coeficiente de

determinacdo (R?) de 0,9910 confirma a linearidade dentro da faixa de 30-15.000 ng/g.

Figura 16 — Curva de calibragio para piptocarfina A (1) em funcio de Area vs Concentragio.
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A partir da equacdo de reta foi possivel calcular o teor de piptocarfina A (1) (expresso

em pg/g de folha seca) nas diferentes preparagdes, cujos valores sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Teor de piptocarfina A (1) nas diferentes preparacdes derivadas da otimizagdo do
processo extrativo por lavagem foliar a partir da espécie V. tweedieana.

Tempo de Liquido extrator
extracio (min) 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 padrdo (n=3) de pug de piptocarfina A/g de folhas
secas (corrigida pelo teor de umidade). DCM, diclorometano; AcOEt, acetato de etila; EtOH, etanol.

A partir da anélise de variancia (ANOVA) de duas vias dos valores de teor de
piptocarfina A (1), empregando intervalo de confianca de 95%, foi possivel observar que o
liquido extrator (Fcalculado (3;8=87,23 [p<0,0001] maior que Feritico=4,07) bem como o tempo de
extracao (Fealculado(3;24=64,18 [p<0,0001] maior que Feritico=3,01), ambos tiveram influéncia sob
a concentragao de piptocarfina A (1), cujas contribui¢des para a variancia total foram de 45,98%
e 37.23%, respectivamente.

Conforme demonstrado na Figura 17, os maiores valores absolutos de concentracao de
LS sdo observados para o tempo de 10 minutos de extracdo. Este perfil que se reproduz em
todos os liquidos extratores testados, sendo as extracdes com DCM, AcOEt e acetona aquelas

que apresentaram os maiores teores de piptocarfina A (1).
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Figura 17 — Analise comparativa da concentracao de piptocarfina A (1) entre os diferentes
extratos de lavagem foliar de V. tweedieana, obtidos da otimizagdo do processo extrativo.
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Os valores foram expressos como a média = desvio padrdo (n=3) de pg de piptocarfina A/g de folhas
secas (corrigida pelo teor de umidade). DCM, diclorometano; AcOEt, acetato de etila; EtOH, etanol.

A andlise de ANOVA de duas vias com post teste de Holm-Sidak mostrou que houve
diferenga significativa na concentragao de piptocarfina A (1) entre os quatro tempos de extragao
diferentes para os liquidos extratores DCM, AcOEt e acetona. Ou seja, para os extratos
preparados com DCM, apenas a comparacao entre os tempos de extragdo de 1 ¢ 5 minutos nao
mostrou diferenca estatistica (p=0,3412), sendo que as demais comparagdes pareadas entre os
outros tempos de extracdo variaram entre si (valores entre p=0,0171 a p>0,0001). Para os ELF
preparados com AcOEt e acetona, houveram diferencas significativas em todas as comparagdes
pareadas entre os diferentes tempos de extracdo, cujos valores de significancia variaram entre
p=0,0463 e p<0,0001 para os extratos de AcOEt, e entre p=0,0138 ¢ p<0,0001 para os extratos
de acetona. Por outro lado, ndo foram observadas diferengas significativas (valores de p entre
0,9883 ¢ 0,7230) no teor de piptocarfina A (1) entre os tempos de extragdo quando o EtOH foi
empregado como liquido extrator.

Em relacdo a comparagdo entre os diferentes liquidos extratores utilizados para cada
tempo de extragdo, com exce¢do do tempo de 1 minuto, para os demais tempos de extracao (5,
10 e 20 minutos) houveram diferencas significativas apenas nas comparagdes pareada entre o
EtOH com os outros liquidos extratores (p<0,001). Considerando, por exemplo, somente os
dados de concentracao de piptocarfina A (1) para o tempo de extracao de 10 minutos, por serem
os maiores valores observados, a ANOVA de duas vias com post teste de Holm-Sidak mostrou
ndo haver diferencga significativa na comparagdo pareada entre os extratos preparados com
DCM, AcOEt e acetona (valores de significancia entre p=0,5932 e p=0,0629).

Embora os maiores rendimentos tenham sido observados para o maior tempo de

extracdo (20 minutos), o aumento no rendimento de extragdo observado para o tempo 20
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minutos em comparag¢ao ao tempo 10 minutos, sem o correspondente aumento na concentragao
da LS marcador, pode representar uma reducao na seletividade de extracao dos constituintes de
interesse. Nesse caso, com o tempo de extragdo de 20 minutos e maior exposi¢ao/contato com
o solvente deve estar favorecendo a solvatacdo de metabdlitos contidos nos tecidos vegetais
mais internos das folhas (OLIVEIRA et al., 2016) ou ainda uma extra¢cdo mais ampla de outros
metabolitos presentes na superficie foliar, tais como triterpenos, flavonoides, compostos
fenolicos e ceras epicuticulares (LUSA; DA COSTA; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2016).
Portanto, considerando-se a avaliagdo combinada dos dados de rendimento de extragdo
e de concentragdo de LS em fung¢do da piptocarfina A (1), somado ao fato da acetona apresentar
uma menor toxicidade como solvente em relacdo a DCM e AcOEt (TEAF, 2000; VELLASCO
JUNIOR, 2011; CHAZIN, 2012), selecionou-se como condi¢des 6timas para a extragdo de LS
pela técnica de lavagem foliar o uso da acetona como liquido extrato durante um tempo de

extragdo de 10 (dez) minutos.
5.3 CARACTERIZACAO DE LACTONAS SESQUITERPENICAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO E ANALISE DE

RESPREPLICACAO DO EXTRATO OTIMIZADO DE Vernonanthura tweedieana

5.3.1 Caracterizacao das lactonas sesquiterpénicas do tipo hirsutinolideo e glaucolideo por

espectrometria de massa de alta resolucao (EMAR)

MeAcr = A<”J\

13 0Ac 3"0Ac
Ac =
R= MeAcr 2 R= MeAcr
3 R=Ac 4 R=Ac
(hirsutinolideo) (glaucolideo)

Assim como observado na Figura 18 e descrito na Tabela 4, as analises de injecao direta
por ESI-QTof EM indicaram que as LS 1-4 forneceram os ions 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 ions protonados [M+H]"
nao foram detectados para LS do tipo hirsutinolideo (compostos 1 ¢ 3), enquanto que os ions
[M+H]" foram observados com uma abundincia extremamente baixa para os glaucolideo 2 (m/z

465,1740; 15%) e 4 (m/z 439,1620; 2%).



Figura 18 — Espectros de ESI-QTof EM por inje¢do direta dos padrdes de lactonas sesquiterpénicas (1-4).
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Espectros ESI-EM de A, piptocarfina A (1); B, glaucolideo A (2); C, diacetilpiptocarfol (3); D, glaucolideo B (4). Condi¢des analiticas vide item 4.2.2.1.2

Tabela 4 — Dados de ESI-QTof EM por injecao direta e combinada dos padroes (1-4) de lactonas sesquiterpénicas.

, Aduto [M+H]* Aduto [M+Na]* fons m/z relevantes observados
~ Formula Modo de . .
Padrao molecular  injegdio m/z experimental Erro  m/z experimental Erro no espectro EM
(abundéncia relativa, %) (ppm) (abundincia relativa, %) (ppm) (abundincia relativa, %)
Piptocarfina A (1)* C21H2609 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-H,0]*;
461.1275 (60) [M+K]*
Glaucolideo A (2)° CxH23019  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)* Ci9H2409 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-H,0]";
435.1033 (13) [M+K]*
Glaucolideo B (4) C21H26010  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]*

4 LS do tipo hirsutinolideo;

b, LS do tipo glaucolideo; n.d., ndo detectado; pb, pico base (abundancia relativa de 100%).

9C1
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Os adutos cationizados de so6dio [M+Na]" geralmente se formam em anélises ESI-EM
devido a presenca do soddio na fase mével (na ordem de 0,01-0,1 mM) como impurezas nos
solventes da fase moével (mesmo em HPLC grau) (CECH; ENKE, 2001; KOSTIAINEN;
KAUPPILA, 2009; DIAS; DE MELO; CROTTI, 2012). A formagao destes cations usualmente
sugere uma alta afinidade a grupos hidrofobicos e a compostos ricos em atomos com pares nao
ligantes de elétrons (como Oxigénio e Nitrogénio) (KRUVE; KAUPMEES, 2017,
YAMAGAKI; MAKINO, 2017). Os adutos de sddio pode levar a alguns inconvenientes
durante as andlises de EM devido a sua variacdo de intensidade nos espectros e a um perfil
fragmentacgdo pobre (mesmo com um energia de colisao 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 injecdo direta, a tentativa de fragmentagdo dos ions [M+Na]" das LS 1-4 foi falha,
fornecendo um niimero restrito de ions fragmento em seus espectros de EM/EM.

Devido a esta limitagdo na analise de fragmentagdo EM/EM para os padrdes LS, a
auséncia do ion protonado dos hirsutinolideos 1 € 3, e a baixa intensidade do ion [M+H]" para
os glaucolideos 2 e 4, uma abordagem diferente foi necessaria. Assim, a fim de se reduzir a
formagao de adutos de sodio e promover uma melhor ionizagdo com hidrogénio nas andlises de
EM/EM de 14, a estratégia de inje¢des combinadas foi utilizada, cujo procedimento consistiu
na injecao simultanea da solug¢ao de LS (20 uL/min) e uma mistura isocratica (0,4 mL/min) de
solucdo aquosa de acido formico a 0,1% e acetonitrila (95/5, v/v) a partir do sistema CLUE. O
uso de uma fase mével aquosa ou tamponada (cuja concentracdo dos modificantes abaixo de
10 mM) pode minimizar a formagdo de adutos de soédio e contribuir para a melhora na
fragmentacao, sendo os aditivos mais utilizados em ionizadores do tipo ESI os acidos formico,
acético e oxalico, bem como hidroxido, acetato e formiato de amonio (KOSTIAINEN;
KAUPPILA, 2009; YANG et al., 2013; KRUVE; KAUPMEES, 2017).

Os dados da analise de ESI-QTof EM realizada por infusdo combinada (Tabela 4, Figura
19) revelaram uma diminui¢do da abundéincia relativa do ion [M+Na]" para os glaucolideos 2
(m/z 487,1570,39%) ¢ 4 (m/z 461,1422, 17 %) e um aumento do seus ions [M+H]" (100%) (m/z
465,1740 e m/z 439,1620, respectivamente para 2 e 4). Por outro lado, ambos os hirsutinolideos
1 (m/z 445,1473, 52%) e 3 (m/z 419,1327, 65%) mantiveram permanentemente o ion [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 ions de pico de
base em m/z 405,1560 para 1 e m/z 379,1410 para 3, diferentes condi¢gdes experimentais foram
testadas. Os parametros incluindo a tensdo capilar de 2 kv, temperatura de dessolvatagao de 120

°C e temperatura do cone de 70 °C, levaram a uma detecgio fraca de ions [hirsutinolideos+H]".



Figura 19 — Espectros de ESI-QTof EM por injegdo combinada dos padrdes de lactonas sesquiterpénicas (1-4).
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Estes achados sugerem que os ions 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
[hirsutinolideos+H-H20]" e sdo mais estaveis que seus ions precursores. Esta caracteristica de
massa em tandem ¢ comumente encontrada e representa um dos ions fragmento mais
abundantes em experimentos de ESI-EM, o qual gerado a partir da perda de agua por
fragmenta¢do na fonte de ioniza¢do [M+H-H20]" (VARGHESE et al., 2012; XU; LU;
RABINOWITZ, 2015; GIRARDI et al., 2016; KIND et al., 2017).

Diante dessas observagoes, afim de se conhecer melhor o perfil de massas de ambos os
subtipos hirsutinolideo e glaucolideo, as LS isoladas (1-4) foram submetidas a analise ESI-
QTof EM/EM (Tabela 5) e o comportamento de massa em tandem foi utilizado para propor o
padrao de fragmentacdo de ambos os esqueletos, o qual pode ser empregado como fingerprint

para a caracterizagdo por EM" de hirsutinolideos e glaucolideos.

Tabela 5 — Dados de ESI(+)-QTof EM/EM para os padrdes de lactonas sesquiterpénicas (1-4).

Padrio lon precursor m/z Fragmentos m/z de EM/EM (abundincia relativa, %)

1 445,14 [C21H609+Na]"“  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 [C23HasO10+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 [Ca3Has010+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 [C19H2409+Na]"“  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 [C2iHx6O10+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 [C21H26010+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)

“ Apenas o aduto de Na' foi selecionado para a fragmentagdio EM/EM uma vez que respectivo aduto de H"
apresentou uma intensidade muito baixa; pb, pico base (abundancia relativa de 100%).

Assim, a piptocarfina A (1, hirsutinolideo) e o glaucolideo A (2, glaucolideo) foram

selecionados como modelos para propor o perfil de fragmentacdo dos dois subtipos de LS,
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enquanto que os dados de EM/EM do diacetilpiptocarfol (3, hirsutinolideo) e do glaucolideo B
(4, glaucolideo) foram usados posteriormente para sustentar a proposta do perfil ja mencionado.

A via de fragmentagé@o proposta para a piptocarfina A (1, m/z 445,14 [M+Na]") a partir
esta proposta no Esquema 16. Baseado na fragmentacdo com reten¢do da carga, os fragmentos
m/z 359,1028 [C17H2007+Na]", m/z 317,0971 [C1sH180s+Na]" € m/z 299,0890 [C15H1605+Na]"
foram respectivamente gerados a partir da perda de 4cido metacrilico (MeacrOH, 86 Da),
seguido pela sucessiva eliminagcdo da ceteno (42 Da) e H20 (18 Da). Sob as condicdes

analiticas, o fragmento m/z 359 foi identificado como sendo o pico base.

Esquema 16 — Mecanismo de fragmentagdo proposto para o ion adutado com s6dio [M+Na]"
da piptocarfina A (1).

[m/z 4451473 [CyqHp0¢+Na]*
(1)

\ -H3CCCH,COOH

Na|® oA Na |® Na|®
= Hg 2 HO
HO
Na
—_— —_—
—~
S k X O%Jb S OH
o) o) NoH o
o (e} o
m/z 359.1028 [C47H 00 +Na]* m/z 317.0971 [C45H,g0g+Na]* m/z 299.0890 [C45Hg05+Na]*
-H3CCOONa (1.1) (1.2) (1.3)
Ho‘)
OH  rearranjo de OH2 rearranjo de
proton proton
m/z 277.1104 [C45H4705]* m/z 277.1104 m/z 277.1104 m/z 277.1104 m/z 277.1104
(-958.007310086435) (-958.007310351505) (-957.930170772806) (-957.999503401802) (-957.961869094419)
(1.4a) (1.4b) “ 4c) (1.4d) (1.4e)
m/z 277.1104 m/z 277.1104
( -958.081328724717) (-957.999512919271)
(1.4g) (1.4f)

Valores de energia eletronica (expressa em hartree) para as espécies isoméricas do fragmento m/z 277
(itdlico).



131

A fim de definir a possivel localizagdo da interagdo Na“ com a piptocarfina A (1),
realizou-se uma simulacao de dinamica molecular atomistica. As fun¢des de distribui¢ao radial

(FDR) do Na" em relagdo aos atomos de oxigénio em 1 (Figura 20) foram calculadas.

Figura 20 — Representacdo esquematica das estruturas 2D para piptocarfina A (1) e glaucolideo
A (2) com oxigénios numerados, usado nas simula¢des de dindmica molecular atomistica

As fungdes de distribui¢do radial (FDR), representadas como g(r), descrevem a
probabilidade de encontrar uma dada particula, nesse caso o Na*, a uma determinada distancia
de uma particula de referéncia, aqui medidos em relacdo ao atomos de oxigénio das LS. Os
perfis FDR de obtidos de Na* em relagdo aos diferentes atomos de oxigénio da piptocarfina A
(1), avaliados em duas temperaturas diferentes 298 K e 473 K e a pressdo de 1 atm, mostraram
apenas um pico amplo com maximos de distribuic¢do (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 maximos de desvio, revelando o efeito direto da temperatura na
distribui¢do de Na" em torno dos atomos de oxigénio de 1. As médias dos valores mais altos de
g(r) e maximos () correspondentes para o composto 1 sdo apresentados na Tabela 6.

Vale ressaltar que foi observado um pico acentuado muito alto para a g(r) de Na" em
relagdo ao O-9 do composto 1, que estava ocupando um grupo muito flexivel na molécula que
provavelmente se aproximou do Na® durante a simula¢do, embora essa interagdo ndo tenha
durado muito. O pico acentuado localizado a 1,20 nm forneceu um grande valor de g(r) 1,14 ¢
correspondeu g(r) da relagdo entre Na" e O-9.

O valor do raio entre Na* e O-9 indica que este oxigénio que esta mais proximo do Na*

em relacdo aos outros oxigénios presentes no composto 1.
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Tabela 6 — Valores maximos médios de distribui¢do e de fun¢do de distribui¢do radial do Na* em
relacdo aos atomos de oxigénio da piptocarfina A (1) e glaucolideo A (2).

Piptocarfina A (1) Glaucolideo A (2)
N° 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)

0O-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
0-2 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
0-3  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
04 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
0-5 1,65+0,12 1,284¢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
0-6 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
0-7 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
0-8 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
09 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
0-10 - - - - 1,60+£0,03 1,35+0,04 1,46+0,16 1,37+0,04

Os valores foram expressos pela média + desvio padrao (n=3) para os maximos de distribuicdo (r) em
nandmetros, e para func¢do distribui¢ao radial g(r).

Guiado pelos dados computacionais da simulagdo de dindmica molecular que
permitiram assumir a localizagdo do ion de so6dio no grupo acetoxi C-13 e com base em uma
fragmentacdo de migragao de carga, uma perda neutra de acetato de sodio (82 Da, H3CCOONa)
por simples clivagem indutiva do fragmento m/z 359 foi observada, produzindo o ion m/z
277,1104 [CisH170s5]". Embora incomum, a perda neutra de moléculas de soédio na
fragmentagdo de ions [M+Na]" ja foi recentemente demonstrada em ESI-EM (CHALI et al.,
2017). Essa perda de H3CCOONa também corroborou as simulagdes de dinamica molecular,
que mostraram uma forte proximidade entre Na* e O-9.

Diferentes isomeros foram propostos para o fragmento m/z 277 (formado a partir de
uma perda neutra de acetato de sddio), os quais foram investigados quanto a sua estabilidade
em termos de energia eletronica (Esquema 16). Todos os isdmeros propostos foram obtidos
pela migragao de carga com consequentemente deslocamento da ligacao m, e por vezes também
pelo deslocamento-1,3 de hidrogénio (a partir da hidroxila em C-1), com rearranjo de ligacao
o para a abertura do anel de tetrahidrofurano.

A distribui¢do da energia eletronica de Boltzmann foi definida para os isdmeros 1.4a-
1.4g do fragmento m/z 277, apresentados no Esquema 16, nas diferentes temperaturas de 25,
50, 400 e 800 °C. Uma vez que todos sdo isomeros, fica claro que a espécie 1.4g tem a menor
energia eletronica (-958.081328724717 hartree), sendo predominante em todas as temperaturas.

Posteriormente, a partir do isdmero mais estavel (1.4g) do ion m/z 277 foi proposto um

padrao de fragmentagao adicional de piptocarfina A (1) (Esquema 17).
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Esquema 17 — Mecanismo de fragmentacao adicional proposto para a piptocarfina A (1) a partir do

isémero mais estavel (1.4g) para o fragmento m/z 277.
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Os ions fragmentos detectados em m/z 259,0880 [CisHisO4]", m/z 241,0866
[C15sH1303]", m/z 231,1097 [C1aH1503]" € m/z 213,1005 [C14H1302]" foram formados quando o
precursor m/z 277 perdeu, respectivamente, H2O (18 Da), 2H20 (36 Da), H20 (18 Da) mais CO
(28 Da) e 2H20 (36 Da) mais CO (28 Da).

Além disso, a abertura do anel a partir de m/z 231 e a quebra das ligagdes levaram aos
fragmentos m/z 189,0984 [C12H1302]", m/z 185,1107 [C13H130]", m/z 161,1073 [C11H130]" e
m/z 143,1027 [C11H11]", resultante de perdas de ceteno (42 Da), uma molécula de 4cido formico
(46 Da), um dioxido de carbono (CO2, 44 Da) mais uma molécula de etino (C2Hz, 26 Da) ¢ um
CO2 (44 Da) mais um C2Hz (26 Da) mais um H20 (18 Da), respectivamente (Esquema 18A-C).
Além disso, o fon m/z 217,0970 [C13H1303]" foi formado pela perda de ceteno (42 Da) a partir
de m/z 259.

Este mecanismo foi elucidado com base na reagao de clivagem induzida por migragado
da carga, tendo como consequéncia o deslocamento da ligacdo 7 ¢ a abertura do anel (Esquema
18D). Enquanto isso, a partir de m/z 217 os fragmentos m/z 199,0902 [C13H1102]", m/z 173,0716
[C12H130]" e m/z 171,0937 [C12H110]" foram identificados pela subtragdo de uma H20 (18 Da),

um COz2 (44 Da) e uma molécula de 4cido formico (46 Da), respectivamente.
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Esquema 18 — Mecanismo de fragmentagdo complementar proposto para a piptocarfina A (1).
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m/z 217.0970 [C1aH1304]"
A partir de m/z 231, (A) perda de CO; e abertura de anel seguida de perda de C,H; por rearranjo-1,3 de
hidrogénio; (B) perda de acido formico [HCOOH] seguida de rearranjo-1,3 de hidrogénio e abertura de
anel; (C) perda de ceteno [H,CCO] por dois rearranjos-1,3 de hidrogénio sucessivos com abertura de
anel; e a partir de m/z 259, (D) perda de ceteno por reagdao de deslocamento com migragdo de carga e
abertura de anel, seguida por rearranjo-1,3 de hidrogénio com perda de CO».

m/z 259.0880 [C15H1504]* m/z 173.0716 [C42H130]"

O Esquema 19 mostrou o mecanismo de fragmentagao proposto para o glaucolideo A
(2) a partir dos ions precursores m/z 487,15 [M+Na]" e m/z 465,17 [M+H]".

Assim, o ion m/z 487,15 [M+Na]" forneceu, a partir de rearranjos de hidrogénio na
fragmentagdo com retengdo da carga, os fragmentos m/z 427,1398 [C21H240s8+Na]’, m/z
401,1144 [C19H2208+Na]", m/z 359,1067 [C17H2007+Na]", m/z 341,1016 [C17H1806+Na]" € m/z
299,0834 [C15H160s5+Na]". Esses ions 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 hirsutinolideo, a perda neutra de acetato de sodio (82
Da) a partir do fragmento m/z 359 foi observada por meio da clivagem indutiva simples na
fragmentagdo com migragédo da carga, produzindo o fragmento m/z 277,1104 [C1sH170s]".

Assim como para o composto 1, as interagdes entre glaucolideo A (2) e o Na* foram
estudadas por simulac¢des de dindmica molecular atomistica e também revelaram um pico agudo

muito alto relacionado a forte proximidade de Na™ e 0 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 intera¢do mais forte com Na", suportando a

perda de acetato de sodio localizado em C-13 do anel lactonico.

Esquema 19 — Mecanismo de fragmentagdo proposto para os ions adutados com sddio m/z 487,15 [M+Na]"

e com hidrogénio m/z 465,17 [M+H]+ do glaucolideo A (2).
3 Na|® o Na| ©
Oj)\ gﬁlﬁoi
© [¢]
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A partir do ion 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 [C21H240s+H]", m/z 379,1387 [C19H220s8+H]",
m/z 337,1233 [C17H2007+H]" € m/z 319,1185 [C17H1806+H]", respectivamente. Além disso, a
partir de m/z 405 os fragmentos m/z 363,1421 [C19H2207+H]" e m/z 345,1337 [C19H2106]"
foram produzidos, respectivamente, pela eliminagdo de ceteno (42 Da) e por ceteno (42 Da)
mais H20 (18Da) por rearranjo de hidrogénio com a abertura do anel epoxido. Adicionalmente,
m/z 337 eliminou AcOH (60 Da) por meio da clivagem indutiva simples na fragmentagdo com
migragédo da carga, resultando no fragmento m/z 277,1104 [C15H1705]".

E importante mencionar que a estrutura do fragmento m/z 277,1104 observada para o
glaucolideo A (2) ¢ praticamente a mesma identificada para a LS do tipo hirsutinolideo , cuja
unica diferenca ¢ a presenca de um anel epoxido em C-4/C-5. Este anel oxirano pode ser
facilmente aberto pelo rearranjo de hidrogénio em C-6 com consequente formagdo da funcgao
hidroxila em C-4 ¢ de uma ligacdo m 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 fragmentagdo tanto das LS do tipo hirsutinolideo quanto do tipo glaucolideo.
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Figura 21 — Representacao ilustrativa das simula¢des de dindmica molecular atomistica na
avali¢do da intera¢do entre o Na' e as LS piptocarfina A (1) e glaucolideo A (2).
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(A) Registro instantaneo da simulagdo em 100 ns com a piptocarfina A (1) a 298K (esquerda) e 473 K
(direita), ambos em 1 atm de pressdo; (B) Registro instantdneo da simulagdo em 100 ns com o
glaucolideo A (2) a 298 K (esquerda) e 473K (direita), ambos em 1 atm de pressdo. Os ions Na" e CI-
sao representados por esferas azuis e verdes, respectivamente; (C) Integral das fungdes de distribuigao
radial para O-9-Na" na piptocarfina A (1) (esquerda) e O-9-Na" no glaucolideo A (2) (direita)
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O Esquema 20 mostrou uma via de fragmentagdo adicional para o glaucolideo A (2),
cujo perfil de fragmentagao de m/z 277 foi quase idéntico 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 fragmentagao adicional proposto para o glaucolideo A (2) a partir do fragmento
m/z 277
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m/z 173.0662 [C1,H130]* m/z 155.0704 [CqoH1q]"  m/z 199.0845 [C13H1102]"  m/z 155.0704 [CioHy4]" m/z 173.0662 [C,H430]*

Além dos identificados na fragmentacao do subtipo de LS hirsutinolideo, o fragmento
m/z 203,0995 [C13H1502]" foi identificado a partir de m/z 277 ap6s perda de CO (28 Da) mais
acido formico (46 Da) com abertura de anel, onde o fragmento m/z 155,0704 [Ci2H11]" foi
obtido apds m/z 217 eliminar COz (44 Da) mais H20 (18 Da) (Esquema 21).

Caracteristicas semelhantes aquelas observadas nas analise EM/EM com a piptocarfina
A (1) foram também observadas para o ion precursor m/z 419,13 [M+Na]" para o
diacetilpiptocarfol (3, hirsutinolideo) (Tabela 5), cuja tnica diferenca em relagao a piptocarfina
A (1) foi a perda de 4cido 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.
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Esquema 21 — Mecanismo de fragmentagcdo complementar proposto para o glaucolideo A (2).
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[C13H1502]"
A partir de m/z 217, (A) perda de CO; seguida de perda de H,O; e a partir de m/z 277, (B) perda de CO
seguida de perda de acido formico [HCOOH] e abertura de anel por rearranjo-1,3 de hidrogénio.

O glaucolideo B (4, glaucolideo) apresentou quase o0 mesmo comportamento de massas
em tandem ao observado para ambas as espécies ionicas [M+H]" e [M+Na]" a partir do
glaucolideo A (2) (Tabela 5). As diferengas se deram pela presenga em C-8 de um grupo acetoxi
em 4 em vez de um grupo metacriloiloxi em 2. Além dos ions fragmentos ja mencionados para
2, o espectro de EM/EM do composto 4 indicou que m/z 439,16 [M+H]" proporcionou m/z
397,1253 [Ci19H2400+H]" pela perda de ceteno (42 Da), e o fragmento m/z 309,1260
[C16H2006+H]" pela perda de AcOH (60 Da) mais ceteno (42 Da) mais CO (28 Da). Ainda, o
ion m/z 461,14 [M+H]" eliminou AcOH (60 Da) para gerar o fragmento m/z 401,1220
[C19H2208+Na]".

Sob as condi¢des analiticas, o fragmento m/z 259 foi identificado como pico base na
fragmentagdo de massas em tandem do ion protonado [M+H]" dos glaucolideos 2 e 4, enquanto
que para o ion adutado de sodio [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 padrdes
de fragmentagdo de ambos os subtipos de LS, hirsutinolideo e glaucolideo, independentemente
do ion 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 ions diagnosticos para a caracterizagao desses subtipos LS. De fato, estes
achados corroboraram parcialmente com os resultados de Girardi e colaboradores (2016) que
propuseram os ions m/z 299 e m/z 259 como ions diagnosticos ao nucleo de hirsutinolideo,

baseado em uma via de fragmentagdo diferente da proposta no presente estudo.
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Apesar das semelhangas entre o padrao de fragmentacdo de hirsutinolideos e
glaucolideos, a intensidade de seus ions no espectro de EM/EM (Tabela 5) pode ser usada como
base para sua diferenciagdo. Diferencas foram observadas entre estes dois subtipos de LS em
rela¢do a abundancia relativa dos fragmentos formados com a mesma energia de colisdo a partir
do ion precursor [M+Na]" de ambos os esqueletos. Assim, o hirsutinolideos apresentaram
maiores valores de abundancia relativa para os ions com maiores valores de m/z (por exemplo,
m/z 359 foi o pico base para 1 e 3). Por outro lado, os glaucolideos produziram ions com maiores
valores de abundancia relativa para aqueles com valores mais baixos de m/z (por exemplo, m/z
231 foi pico base para 2 ¢ 4). Vale ressaltar que a abundancia relativa dos ions pode depender
ndo apenas das complexas energias de interagdo, mas também da concentragdo de cations na
solugdo e do comportamento de fragmentag¢do dos adutos na fonte de ionizagdo (KRUVE et al.,
2013; SUGIMURA et al., 2017)

Embora as diferencas acima mencionadas tenham sido observadas nos espectros de
EM/EM entre os ntcleos hirsutinolideo e glaucolideo, uma estratégia de diferenciacdo destes
esqueletos € necessaria, especialmente considerando uma desreplicagdo por CLUE-EM de seus
isomeros.

Modelos computacionais vém sendo utilizados para investigar as intera¢des fisico-
quimicas do Na® com compostos orginicos, bem como sua influéncia na caracteriza¢do e
fragmentacdo dos compostos (RABUS et al., 2017; SUGIMURA et al., 2017; YANG et al.,
2017). Nesse sentido, para melhor compreender as interagdes e afinidades do Na™ com as LS
do tipo hirsutinolideo e o glaucolideo, foi realizado um estudo adicional de célculos
computacionais empregando a piptocarfina A (1, hirsutinolideo) e glaucolideo A (2,
glaucolideo), os quais foram otimizados para sua geometria com o nivel de teoria descrito no
item 4.2.2.1.3. Depois de obtidas as estruturas minimas, foram realizadas buscas
conformacionais para cada composto de referéncia, sendo selecionados os conférmeros (1a),
(1b), (2a) e (2b) (Figura 22).

Os conformeros mais estaveis 1a e 2a foram empregados como estruturas modelo para
avaliar a magnitude das interagdes Molécula—Na". As geometrias de Guess para os complexos
[piptocarfina A (1)-Na]" e [glaucolideo A (2)-Na]" foram configuradas com base em mapas de
potenciais eletrostaticos moleculares, conforme apresentado na Figura 23.

O mapa de potencial eletrostatico de uma molécula representa as regides onde a
distribuicdo de cargas elétricas ¢ intensa. Esta topografia de potencial eletrostatico ¢
particularmente usada para indicar a parte de uma molécula onde espécies eletrofilicas podem

ser inicialmente atraidas.
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Figure 22 — Diferencas de energia entre os dois conformeros mais estaveis (1a e 1b) para a
piptocarfina A e (2a e 2b) para o glaucolideo A, obtidos com BP86/def2-TZVP.
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Figura 23 — Mapas de potencial eletrostatico molecular dos conférmeros 1a e 2a (isovalor 0,05
a.u.) a partir da piptocarfina A e glaucolideo A, respectivamente

(1a) (2a)
Faixa de dados da escala de cores, azul = +0,05 a.u., vermelho = -0,05 a.u.

Em ambas os conférmeros (1a e 2a, respectivamente para hirsutinolideo e glaucolideo),
o Na" foi colocado proximo aos dtomos de oxigénio, particularmente perto de grupos com os
valores de potencial eletrostatico mais negativos (grupos éster e y-butirolactona). As geometrias
dos complexos foram otimizadas sem restricdes de simetria. Esta etapa forneceu um conjunto
de complexos (1al-1a4) e (2al-2a4), respectivamente, para o tipo hirsutinolideo e glaucolideo.

As estruturas otimizadas de dois desses complexos (um para cada subtipo de LS) sdo
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apresentadas de forma ilustrativa na Figura 24, indicando em que as distancias entre oxigénio
e 0 sddio sdo ligeiramente mais curtas para o complexo glaucolideo A-Na* (2a3) do que para

o complexo de piptocarfina A—Na* (1al).

Figura 24 — Estruturas otimizadas de complexos selecionados de s6dio com piptocarfina A
(1al) e glaucolideo A (2a3).

(1al) (2a3)
As distancias selecionadas sdo relatadas em A.

As interagdes nos complexos de sddio para os dois compostos avaliados (1al-2a4)
ocorreram principalmente com o grupamento acetoxi em C-13 e/ou com o oxigénio da carbonila
no anel y-butirolactona (como observado anteriormente nas simula¢des de dindmica molecular
atomistica), como demonstrado na Figura 24, mostrando mais uma vez que ¢ a regido da
estrutura com maior quelagdo de oxigénio. Uma das propriedades mais significativas na
eficiéncia de ionizagio de bases de oxigénio para a formagdo de adutos de Na" esta relacionada
a capacidade de quelacdo dessas bases, o que indica uma interacdo eletrostatica no ion adutado
de sodio (KRUVE et al., 2013; SUGIMURA et al., 2017).

A magnitude da interacdo metal-ligante nos complexos lal-2a4 (Tabela 7) foi
estabelecida por meio da interagdo instantdnea (AE™) entre o Na' e os ligantes, bem como
considerando a energia de preparagdo (AEP"®P) — que ¢ uma energia necessaria para distorcer
os ligantes isolados de sua geometria do estado fundamental para a geometria que eles adquirem
para formar os complexos.

A energia de interagdo total (4E'°Y) foi entdo calculada, estando diretamente

relacionada com o negativo da energia de ligagdo-dissociagdo (Equacao 5).

AE®™(= —D,) = AEP™®P + AE™t (Eq. 5)
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Tabela 7 — Dados de energia de interagao para os complexos de sodio 1al-1a4 a partir da
piptocarfina A (1) e para os complexos 2al-2a4 a partir do glaucolideo A (2).

Complexo AEPTeP AE™ AEtot
1al 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
2al 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 sdo expressas em kcal.mol™.

O célculo da estrutura eletronica revelou que ambos os compostos 1 e 2 foram capazes
de interagir com o Na", sendo a magnitude da interagdo dependente do local ¢ da deformagdo
na estrutura do ligante, que foi traduzida pelos valores de energia de preparagao (AEPP)
(Tabela 7).

Os resultados revelaram ainda que os valores de AEP"P para 2 foram muito mais
notaveis, variando de 7,26 a 19,06 kcal.mol™!, enquanto que para 1 os valores de AEPT¢P
variaram de 3,80 a 11,38 kcal.mol™!. Esses achados sugerem que a atragiio entre 1 e Na* ocorre
com uma baixa energia, enquanto que esta energia ¢ cerca de 1,9 vezes maior para a atragao 2-
Na'. Portanto, a aproximagdo de 1 € Na" ocorre por meio de um processo dependente de baixa
energia quando comparado ao de 2-Na". Em contraste, os valores de energia de interagdo
instantanea (AE ™) de 1 com o Na* foram ligeiramente maiores quando comparados aos valores
de AE™t para 2, cujos valores variaram de -41,87 e -60,67 kcal.mol! e de -50,95 a -63,78
kcal.mol '), respectivamente. Considerando o comportamento observado nos complexos, a
energia de interacdo total (AE®°") mostrou-se similar para ambos (1 ¢ 2) LS (Tabela 7),
sugerindo o porqué ambos os complexos 1-Na“ e 2-Na" podem ser formados e detectados como
picos base durante a inje¢do direta nas andlises de ESI-EM.

A partir dos dados acima, as energias de preparacdo definiram os resultados obtidos a
partir da inje¢do combinada da amostra e fase movel aquosa. Como os complexos sao formados
via interagdo cation-dipolo, que ¢ uma interagao nao-covalente reversivel, a baixa energia de
preparacdo obtida (3,8 kcal.mol ™) para atragio de 1-Na" pode impedir a formagio do complexo

(1-H") durante a injegdo combinada de amostra de fase aquosa. Por outro lado, por causa da
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alta energia de preparagdo para 2-Na", a presenga de H20 também poderia fornecer o aduto (2-
H"), embora (2-Na") fosse o complexo mais estavel (-63,78 a -50,95 kcal.mol-1).

Sob as condi¢des experimentais usadas para a andlise de inje¢do combinada de 1-4,
foram observadas fortes diferengas no perfil de ionizacdo de EM e formagao de adutos entre os
subtipos de LS hirsutinolideo e glaucolideo. De fato, um ion protonado [M+H]" foi detectado
como pico base para o glaucolideo enquanto o ion com a perda de agua na fonte [M+H-H20]"
foi obtido para o hirsutinolideo.

Embora as estruturas dos glaucolideos estudados (2 e 4) ndo contenham grupos hidroxila
livres como os hirsutinolideos (1 e 3) capazes de eliminar a H2O por fragmentagao na fonte,
uma analise anterior por ESI(+)-EMAR do anédlogo de glaucolideo, 10a,4a-dihidroxi-583,6[3-
1soglaucolideo B, contendo grupos hidroxila livres deram ions sem perda de agua pela
fragmentacao na fonte (BUSKUHL et al., 2010). A caracteristica EM do 10c.,40a-dihidroxi-
5B,6B-isoglaucolideo B revelou padrdes semelhantes aos observados para os glaucolideos 2 e
4 (i.e. [M+H]" como pico de base), sugerindo que o ion com a perda de 4gua na fonte [M+H-
H20]" parece ndo se formar com glaucolideos, mesmo contendo grupos hidroxilo livres.

Nesse contexto, tais diferencas (que podem estar relacionadas as propriedades
intrinsecas do esqueleto de cada subtipo de LS) (SARTORI et al., 2014) poderiam ser usadas
para a distingdes desses dois subtipo de LS em mistura complexa.

Além das anélises EM/EM, a abordagem de fragmentacao na fonte pode ser empregada
no estudo de analitos alvo, fornecendo informag¢des da correlagdo entre os ions produto e ions
de interesse. a fragmentacao na fonte parece ocorrer exclusivamente com os ions protonados
[M+H]", uma vez que os complexos de moléculas de sodio [M+Na]" ndo sdo facilmente
dissociaveis e tendem a ndo ser profundamente afetados com o aumento da voltagem do capilar
(ABRANKO; GARCIA-REYES; MOLINA-DIAZ, 2011; HEILING et al., 2016).

Os achados nos experimentos de ESI-EM com as LS 1-4 sugeriram uma possivel
estratégia de diferenciagdo rapida entre as LS do tipo hirsutinolideo e glaucolideo em analises
de ESI-QTof EM de matrizes complexas, considerando suas diferencas no perfil de ionizagao

e formacdo de adutos observados nos espectros completos de EM.
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5.3.2 Analise de desreplicacio do extrato de lavagem foliar (ELF) otimizado de
Vernonanthura tweedieana por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas (CLUE-EM)

De modo a aplicar a estratégia de diferenciagdo das LS do tipo hirsutinolideo e
glaucolideo em uma mistura complexa enriquecida com LS, a analise 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 condigdes otimizadas de extragao.

A 1identificacdo 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 comparagao dos dados
de EMAR e EM/EM obtidos com a massa tedrica da formula elementar proposta, com suporte

bibliografico.

Figura 25 — Cromatograma de pico base do extrato de lavagem foliar de V. tweedieana obtido por CLUE-

EM (ESI positivo).
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Cromatograma de pico base obtido por CLUE-EM em modo positivo de ionizagdo (condigdes cromatograficas
vide item 4.2.2.2) de extrato de lavagem foliar de V. tweedieana extraido com acetona durante 10 minutos.

A Tabela 8 traz os dados compilados dos compostos caracterizados no extrato de V.
tweedieana, incluindo o tempo de retengdo (tr), a formula molecular, a relacdo 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 caracterizagdo foi baseada no diagnéstico de ions relevantes. Os
picos V (tr: 2,29 min, m/z 445,1448 [C21H2609+Na]") e XI (tr: 3,98 min, m/z 465,1723
[C23H28010+H]") correspondem aos padrdes LS piptocarfina A (1) e glaucolideo A (2), cujo

padrao de fragmentagdo correspondeu ao descrito previamente (Esquemas 16-21).



Tabela 8 — Compostos identificados no extrato de lavagem foliar de V. tweedieana por CLUE-EM (ESI positivo). (continua)

N°do . . ~ Temp0~ de Formula  m/z experimental Erro Fragmentos EM/EM Tons m/z relevantes
. Proposta de identificacio retencio P o observados no espectro EM
pico (min) molecular (abundincia relativa, %) (ppm) (m/z) (abundancia relativa, %)
Luteolina CisH100s  287,0541 (pb) [M+H]* -5,2 269,0486; 241,0512; 153,0181; -
I e 141 135,0471; 117,0363; 89,0428
Eriodictiol ’ CisHi206  289,0707 (61) [M+H]* -1,7  163,0400; 153,0206; 145,0303; -
135,0471; 117,0397; 89,0389
11 Apigenina 1,63 CisH100s  271,0616 (pb) [M+H]* 3,7  243,0652;225,0572; 187,0402; -
163,0400; 153,0206; 145,0328;
119,0493; 91,0551
11 Crisoeriol 1,70 CisH1206  301,0696 (pb) [M+H]* -5,3  286,0468; 258,0539; 229,0537; -
153,0206; 149,0623
v Luteolina-7-metileter 2,26 CisH1206  301,0732 (pb) [M+H]* 6,6  286,0503;258,0539; 241,0512; -
213,0546; 184,0569; 167,0357;
135,0448
\% Piptocarfina A 2,29 C2H2600 4451482 (37) [M+Na]*“ 1,6  359,1142;317,1101;299,0894; 405,1528 (pb) [M+H-H,0]";
277,1046; 259,0898; 241,0925; 423,1635 (4) [M+H]";
231,1010; 213,0964; 199,0747; 461,1235 (25) [M+K]*
185,1015; 173,0568
VI Estilpnotomentolideo-8-O- 2,81 CyHx0s  407,1681 (pb) [M+H]* -6,1  365,1577;347,1519; 321,1322; 429,1538 (23) [M+Na]*;
metilacrilato 279,1304;261,1114; 243,1066; 445,1310 (12) [M+K]*
233,1229; 215,1102; 187,1157;
175,0776
vil Lactona sesquiterpénica 2,92 CioH2207  363,1441 (pb) [M+H]* -0,8  321,1212; 303,1026; 277,1115;  385,1302 (21) [M+Na]";
ndo identificada 259,0993; 241,0893; 231,1010; 401,1003 (11) [M+K]*
213,0964; 199,0776; 171,0825
VI Genkwanina 3,14 CisH120s  285,0757 (pb) [M+H]* -2,1  270,0525; 242,0587; 197,0601; -
167,0357; 124,0177; 119,0515
IX 10-acetoxi-8- 3,25 CasHasO10  487,1568 (10) [M+Na]™“ -2,5  427,1439; 401,1208; 359,1103;  447,1654 (pb) [M+H-H,0T";
metacriloiloxi- 341,1012; 299,0858; 277,1115; 465,1767 (2) [M+H]";
hirsutinolideo-13-0O- 259,1029; 241,0925; 231,1041;  503,1282 (6) [M+K]*
acetato 217,0912; 213,0905; 199,0747;
185,0987; 173,0649; 171,0825;
161,0589
X Velutina 3,40 Ci7H1406  315,0851 (pb) [M+H]" -5,7  300,0627; 272,0692; 257,0464; -

167,0357

94!



Tabela 8 — Compostos identificados no extrato de lavagem foliar de V. tweedieana por CLUE-EM (ESI positivo). (conclusdo)

N°do . . ~ Temp0~ de Formula  m/z experimental Erro Fragmentos EM/EM Tons m/z relevantes
ico Proposta de identificacio retencio molecular (abundéncia relativa, %) (ppm) (m/%) observados no espectro EM

P (min) i (abundancia relativa, %)

XI Glaucolideo A 3,98 Cp3H2sO10  465,1723 (pb) [M+H]* -8,2  379,1380; 345,1354; 277,1080; 487,1568 (2) [M+Na]";
259,0963; 241,0861; 231,1010; 503,1328 (1) [M+K]*
217,0882; 213,0934; 203,1084;
189,0564; 173,0622

XII Glaucolideo J 4,49 C3H30010  467,1901 (pb) [M+H]* -3,4  407,1723; 379,1420; 365,1616; 489,1719 (13) [M+Na]*;
337,1358;319,1125; 295,1204; 505,1484 (7) [M+K]"
277,1115;259,0996; 241,0893;
231,1041; 213,0934; 189,0564;
173,0649

X111 10,13-acetoxi-8-tigliloxi- 5,26 C24H30010  479,1916 (pb) [M+H]" -0,2  419,1724; 379,1420; 359,1530; 501,1714 (11) [M+Na]*;

glaucolideo 337,1321;319,1198; 295,1204;  517,1505 (5) [M+K]"

277,1080; 259,0996; 241,0893;
231,1041; 213,0934; 189,0564;
173,0622

X1v Glaucolideo G 5,56 Co4H30010  479,1916 (pb) [M+H]* -0,2  419,1724; 379,1420; 359,1491; 501,1714 (20) [M+Na]*;

337,1283; 319,1198; 295,1239;
277,1115;259,0996; 241,0893;
231,1072;213,0934; 189,0564;
173,0622

517,1459 (10) [M+K]"

O aduto de Na* foi selecionado para a fragmentagio EM/EM uma vez que o respectivo aduto de H' apresentou uma intensidade muito baixa; pb, pico base (abundéncia
relativa de 100%)

Il
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O pico IX (RT: 3,25 min, m/z 487,1568 [C23H28010+Na]", calculado para m/z 487,1580)
apresentou a mesma composi¢do elementar (C23H28010) que o glaucolideo A (2), embora com
um valor de tr diferente. Além do complexo molécula—Na®, o ion m/z 447,1654 [M+H-H20]"
foi ainda observado como o pico de base no espectro EM completo, adicionalmente ao ion m/z
465,1767 [M+H]" que apresentou uma intensidade muito baixa. Essa caracteristica é
semelhante as caracteristica de EM ja mencionados para os hirsutinolideos a piptocarfina A (1)
e diacetilpiptocarfol (3), sugerindo ao pico IX um nucleo de hirsutinolideo.

O espectro de massas em tandem deste composto (Tabela 8) mostrou a mesma via de
fragmentacdo estudada para as LS (Esquemas 16-21), com os mesmos ions produtos observados
para 2, indicando se tratar de um isomero estrutural. O ion 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 ions diagndstico 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-
hirsutinolideo-13-0O-acetato. Esta dedugao foi apoiada pela consideragdo quimiotaxonémica da
tribo Vernonieae, uma vez que um derivado 1-metoxi deste metabolito foi previamente obtido
a partir da espécie Vernonia polyanthes (BOHLMANN et al., 1983). No entanto, a estrutura
proposta parece corresponder a um novo composto € o isolamento e a elucidagdo estrutural
usando RMN sd3o necessarios para confirmar essa proposta. Mesmo assim, esses achados
revelam a viabilidade do uso da estratégia sugerida de diferenciacdo das LS do tipo
hirsutinolideo e glaucolideo em misturas complexas.

O pico XII (tr: 4,49 min, m/z 467,1901 [C23H30010+H]") difere do pico XI (glaucolideo
A) apenas pela presenca de duas unidade de massas. Seu espectro EM apresentou o ion [M+H]"
como pico base, indicando um derivado sesquiterpénico glaucolideo, quando considerados os
perfis de formagdo de adutos e ionizacdo 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, ap6s a eliminagao de AcOH (60 Da), acido isobutirico (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 ions diagnoésticos 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 ions m/z 213,0934, m/z 189,0564
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e m/z 173,0649, todos obtidos pelo padrao de fragmentagdo ja mencionado para as LS
(Esquemas 16-21).

Considerando que o padrdo de fragmentacdo estabelecido ¢ semelhante a LS do tipo
glaucolideo, um grupamento isobutiroiloxi em C-8 foi proposto para o pico XII em vez de um
grupo metacriloiloxi presente no glaucolideo A (2, pico XI). Adicionalmente, ¢ 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 género Vernonanthura (GALLON; JATYESIMI;
GOBBO-NETO, 2018).

Do mesmo modo, os picos XIII (tr: 5,26 min, m/z 479,1916 [C24H30010+H]") ¢ XIV
(tr: 5,56 min, m/z 479,1916 [C24H30010+H]") mostraram a mesma composi¢do elementar e
consequentemente os mesmos fragmentos em espectros de EM/EM (Tabela 8). A estrutura
destes dois compostos sugeriu um esqueleto de glaucolideo, uma vez que os seus precursores
eram ions protonados. As perdas observadas de AcOH (60 Da), acido tigilico (TiglOH, 100
Da), AcOH (60 Da) mais ceteno (42 Da) mais H20 (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 ¢ m/z
277,1080 para o pico XIII. As mesmas perdas foram identificadas no padrao de fragmentagao
do pico XIV. Para ambos (XIII e XIV), os ions diagnosticos 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 ¢ m/z
173,0622.

De acordo com a fragmentacdo de EM/EM, os picos XIII e XIV diferenciam-se do pico
XI (glaucolideo A, 2) também em fung¢do do substituinte em C-8. Neste caso, o grupo
metacriloiloxi € substituido por uma porg¢ao 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-
glaucolideo e glaucolideo G, respectivamente. Além disso, o 8-tigloiloxi-glaucolideo A ja foi
caracterizado na espécie de V. tweedieana (GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018). A
ordem de eluicdo proposta, em que o 8-tigloiloxi-glaucolideo (XIII) tem um tr menor em
relacdo ao glaucolideo G (XIV), foi baseada na literatura (DE MIERI et al., 2017a), que indica,
em separacdo por CLUE, um tr maior para o isomero de angelato em relagao ao de tiglato.

Além disso, o pico VI (tr: 2,8 min) forneceu em seu espectro de EM um ion precursor

em m/z 407,1681 [C21H260s+H]" sugerindo um esqueleto glaucolideo. A fragmentagdo de
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EM/EM do ion m/z 407 proporcionou m/z 365,1577, m/z 347,1519, m/z 321,1322 ¢ m/z
279,1304 apo6s a perda de ceteno (42 Da), ceteno (42 Da) mais H20 (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 apo6s considerar a perda de H20
(18 Da), duas H20 (36 Da), H2O (18 Da) mais CO (28 Da) e duas H20 (36 Da) mais CO (28
Da), respectivamente, a partir do ion m/z 279. O ion m/z 233 foi utilizado para determinar a
estrutura de m/z 187,1157 pela perda de um acido férmico (46 Da) com abertura do anel.

Os ions diagnodsticos das LS ndo 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 fragmentacgdo da LS estudadas (1-4) os ions foram observados em m/z 279, m/z 261, m/z
243 e m/z 233. Estes achados sugerem a auséncia do grupo éster C-10 na estrutura do pico VI.
Assim, o pico VI foi caracterizado como estilpnotomentolideo-8-O-metilacrilato (derivado
glaucolideo), levando-se em consideragdo os dados de massa em tandem e a quimiotaxonomia
da tribo, uma vez que este metabolito foi anteriormente obtido de Vernonanthura chamaedrys
(CATALAN et al., 1988).

O pico VII foi observado em tr: 2,92 min com o ion precursor em m/z 363,1441
[C19oH2207+H]", sugerindo um esqueleto glaucolideo com base nos resultados ja descritos do
glaucolideos 2 ¢ 4. Além disso, o precursor do pico VII mostrou a presenca dos ions de
diagnoéstico em m/z 277,1115, m/z 259,0993, m/z 241,0893 e m/z 231,1010. Ainda, outros trés
ions comumente encontrados no estudo de fragmentacao das LS também foram detectados em
m/z 213,0964, m/z 199,0776 ¢ m/z 171,0825. Dois ions produtos interessantes foram observados
em m/z 321,1212 e m/z 303,1026, correspondendo respectivamente a perda de ceteno (42 Da)
e AcOH (60 Da). Esta observacdo posterior sugeriu a presenga de um grupamento acetoxi
ligado a molécula. No entanto, a composicdo elementar associada ao perfil de massas em
tandem obtido para o pico VII ndo corresponde a nenhum composto previamente relatado na
literatura. Essa descoberta pode se referir a uma nova LS. Assim, o isolamento e a elucidagao
da estrutura adequada por técnicas de espectroscopia e espectrometria sdo obrigatorios para
permitir a identificacdo desse composto.

Adicionalmente, trés flavonoides também foram atribuidos a 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 [C1sH1006+H]") € eriodictiol (m/z 289,0707 [C1sH1206+H]"), enquanto que o
pico II (tr: 1,63 min, m/z 271,0616 [CisH1005+H]") e pico III (tr: 1.70 min, m/z 301,0696
[C16H1206+H]") foram identificados como apigenina e crisoeriol, respectivamente. Os dados de

massas em tandem para esses picos (Tabela 8) estdo de acordo com a literatura
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(WOJAKOWSKA et al., 2013; BARANOWSKA; HEINIAK; MAGIERA, 2017). Todos esses
quatro compostos foram previamente caracterizados para a espécie V. tweedieana (DA SILVA
et al., 2015), o que corrobora com a identificagdo dos mesmo.

Além disso, outras trés flavonas metoxiladas também foram identificadas,
nomeadamente luteolina-7-metileter (IV, tr: 2,26 min, m/z 301,0732 [CisH1206+H]"),
genkwanina (VIII, tr: 3,14 min, m/z 285,0757 [C16H1205+H]") e velutina (X, tr: 3,40 min, m/z
315,0851 [Ci17H1406+H]"), cujos dados de EM/EM e padrio de fragmentagéo estdo de acordo
com a literatura (STEVENS et al., 1999; PELLATI et al.,, 2011; WEI et al., 2016). A
genkwanina ja foi previamente caracterizada na espécie V. tweedieana (GALLON;
JATYESIMI; GOBBO-NETO, 2018), além destes trés compostos serem bem descritos para
outras espécies do género Vernonanthura (MABRY et al., 1975b; BOHM; STUESSY, 2001),
fato que ajudou a estabelecer a posicao proposta dos grupos metil éter.

A partir do pico IV m/z 301,0732, por exemplo, a massa em tandem gerou ions que
foram detectados em m/z 286,0503, m/z 258,0539, m/z 241,0512, m/z 213,0546 ¢ m/z 184,0569,
correspondentes as 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 trés CO (84 Da) mais H20 (18 Da) conforme ilustrado

no Esquema 22.

Esquema 22 — Mecanismos de fragmentagao propostos em modo positivo para o composto
luteolina-7-metileter (pico IV; m/z 301,0732).
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RDA, reacdo de retro Diels-Alder.
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Adicionalmente, os ions produtos m/z 167,0357 e m/z 135,0448 também foram obtidos
de IV a partir da reacdo de abertura do anel C por retro Diels-Alder (RDA). Mesmo
comportamento de fragmentacao observado nos espectros EM/EM para os picos VIII e X.

A composicdo fitoquimica observada para o ELF de V. tweedieana, constituido
principalmente por LS e flavonoides, estd em acordo com os resultados do estudo histoquimico
com diferentes espécies de Vernonieae realizado por Lusa e colaboradores (2016), que reporta
as LS como o principal componente do contetido dos tricomas glandulares das folhas, além da

presenca de flavonoides e outros fenodlicos na epiderme foliar.

5.4 PREPARACAO E FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR
(ELF) DAS ESPECIES DE VERNONIEAE

A utilizagdo da técnica de lavagem foliar ¢ um método que favorece a extracdo do
conteudo armazenado nos tricomas glandulares, constituido principalmente de LS (IGUAL et
al., 2013; DE TOLEDO et al., 2014; LUSA; DA COSTA; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2016).

Outras condig¢des, incluindo diferentes tempos de extragdo e solvente, foram
previamente empregadas para o mesmo procedimento de extragdo, com a particularidade de
que a operagao foi realizada manualmente em folha individual (SCHORR et al., 2002;
AMBROSIO et al., 2008; CHAGAS-PAULA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013b; PASSONI
et al., 2013; DE ALMEIDA et al., 2016). A utiliza¢do da acetona como solvente e um periodo
de extracdo de 10 minutos, em uma estratégia semi-automatizada realizada em baldo de fundo
redondo e mecanicamente auxiliada por um sistema de rota¢ao operando com giro de 15 rpm,
permitiu melhorar o processo de extragdo em termos de tempo, solvente e quantidade de
matéria-prima por extragdo na purificagdo mais seletiva e das LS a partir das espécies de
Vernonieae estudadas. Na técnica utilizada, a baixa rotagdo empregada (15 rpm) favoreceu para
que as folhas se mantivessem relativamente estaticas dentro do baldo, e pelo efeito da propria
rotacdo, fossem emergidas alternadamente no liquido extrator durante o periodo de extracao.
Dessa forma, com a lavagem das folhas foi possivel a extra¢do direcionada do contetido

superficial das folhas, objetivando nesse caso, o conteudo dos tricomas glandulares.

5.4.1 Obtencio e fracionamento do ELF de Lepidaploa chamissonis

A extragdo por lavagem das folhas secas integras de L. chamissonis (278,4 g) permitiu

a obtencao de 4,11 g do extrato bruto (ELF) enriquecido em glaucolideo B (4), conforme
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ilustrado na Figura 26. O processo de desengorduramento do ELF de L. chamissonis realizado
por meio da parti¢do liquido-liquido produziu as fragdes 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.
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Cromatogramas de pico base (BPI) obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionizag¢do (condigdes
cromatograficas vide item 4.5.2.1.1) do (A) extrato de lavagem foliar de Lepidaploa chamissonis
preparado em acetonitrila a 1 mg/mL; (B) glaucolideo B (4, tr. 3,28 min; m/z 439,1597 [C21H26010+H]").

Fracdo de AcOEt enriquecida em glaucolideo B (4) indicou uma remocao eficiente dos
componentes lipofilicos mais indesejados e extraidos concomitantemente da superficie das
folhas. Os valores de Kp obtidos para 4 na fracdo AcOEt de L. chamissonis frente aos trés
sistemas de solventes bifasicos testados (HEMWat M, N e P) sdo apresentados na Tabela 9,

tanto para os modos de elui¢do de ASC como de DSC.

Tabela 9 — Valores de coeficiente de particdo (Kp) obtidos para o glaucolideo B (4) na fra¢do
AcOEt de L. chamissonis frente aos sistemas HEMWat M, N ¢ P.

Glaucolideo B (4)
Sistema bifasico de solventes Area do pico” Valor de Kp”
Fsup Frt 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

“ areas do pico do glaucolideo B (4, tr: 3,28 min) obtidas a partir das analises de CLUE-EM da fragcdo AcOEt
de L. chamissonis; b, valores de Kp estabelecidos em modo ascendente (ASC) e descendente (DSC)
dividindo-se a area do pico na fase estacionaria pela area na fase movel; HEMWat, combinagdo dos
solventes n-hexano/AcOEt/metanol/agua; Fsup, fase superior; Fng, fase inferior.
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A Figura 27 mostra o perfil por CLUE-EM das fases superior e inferior da fracdo de
AcOEt de L. chamissonis avaliadas no sistema de solvente HEMWat M (n-
hexano/AcOEt/metanol/agua, 5/6/5/6, v/v/v/v) selecionado, o qual proporcionou um valor de

Kbp de 1,33 para o glaucolideo B (4) em modo de eluicao DSC.

Figura 27 — Perfil de CLUE-EM das fases superior (A) e inferior (B) da fragdo AcOEt do ELF
de L. chamissonis apds teste de shake flask com o sistema de solvente HEMWat M, em
comparacao com o glaucolideo B isolado (4, C).

Fsup_HEMWat_M_AcOEt_ELF_Lchamissonis 1: TOF MS ES+
A) - 328 4 BPI
439.1597 2796

b

- e

LI L L L L L B L WL T LB e 2 e
I I I I I I T I I I I I T I I

1.00 2.00 3.00 4 00 . 6.00 7.00 8.00 9.00
Finf HEMWat_M_AcOEt ELF Lchamissonis 1: TOF MS ES+
B) - 3.28 4 BPI
439.1597 2.03e6

o

0 L L B L L L ....|KﬁJ.\{/.\J\xf

[ I I I I
5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

1.00
Glaucolideo B ‘| Glaucolideo_B 89 (3.283) 1: TOF MS ES+ |[TOF MS ES+
c — 10 m/z 3971515 e 439.1597 1.12e7 BPI
) __ O m/z‘379 1421 5 3296
] S A e U
ol i
3 .0‘< 379.1421 §40.1631
i Omz 259.0966
259.0966 |
O T T miz
100 200 300 400 500 -
0 "R T T e AREERE T L 1 Time

1.00 2.00 3. 00 4. 00 5. 00 6. 00 7. 00 8. 00 9.00

Cromatogramas de pico base obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionizagdo (condigdes
cromatogréficas vide item 4.5.2.1.1). (4) glaucolideo B (tr: 3,28 min; m/z 439,1597 [C21H26010+H]"),
cujo espectro de massas full scan em ampliagao.

Este valor de Kp permitiu boa retengao para 4 e um tempo de fracionamento apropriado.
Para uma separacao eficiente por CPC, recomenda-se que o valor de Kp do composto alvo
compreenda o intervalo entre 0,5 e 2,0 (HU; PAN, 2012; KUMAR et al., 2014). Além disso, o
valor Sy obtido de 83% esta de acordo com a porcentagem de retencdo de fase estaciondria
sugerida para uma analise de CPC, que deve ser superior a 60% (KUMAR et al., 2014).

O fracionamento cromatografico da por¢ao AcOEt do extrato de L. chamissonis,

descrito no Fluxograma 4, permitiu o rapido isolamento do glaucolideo B (4) por CPC em um
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unico 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 ¢ bastante

seletivo para essa extracdo desse tipo de LS.

Fluxograma 4 — Fracionamento cromatografico do extrato de lavagem foliar (ELF) de L. chamissonis.
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Cromatograma UV (287 nm) do fracionamento por CPC da fracdo AcOEt de ELF de L. chamissonis.

AcOEt, acetato de etila; DSC, modo de eluicdo descendente; CPC, cromatografia de particdo centrifuga (para
detalhes das condi¢des cromatograficas do fracionamento vide item 4.5.2).

O método de CPC proposto para a purificacao de glaucolideo B (4) mostrou um melhor
desempenho em comparagdo 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 etal., 2016). A propdsito, este método descrito foi mais rapido e forneceu maior
pureza e/ou rendimento (relativo ao extrato bruto) do composto alvo, e/ou ndo exigiu
procedimentos cromatograficos complementares. Além disso, ¢ importante mencionar que esta
¢ a primeira vez que um método de CPC ¢ descrito para a purificagdo de uma LS do tipo

glaucolideo.
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5.4.2 Obtencao e fracionamento do ELF de Cyrtocymura scorpioides

O processo de extragdo para o material vegetal de C. scorpioides por meio da técnica
lavagem das folhas secas integras (541,0 g) promoveu a obtencdo de 5,15 g de extrato bruto
(ELF). A andlise por CLUE-EM do ELF de C. scorpioides (Figura 28) revelou um extrato

enriquecido na LS glaucolideo 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.
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Cromatogramas de pico base (BPI) obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionizagdo (condigdes

cromatograficas vide item 4.2.2.2) do (A) extrato de lavagem foliar de Cyrfocymura scorpioides

preparado em acetonitrila a 1 mg/mL; (B) glaucolideo B (4, tr. 2,26 min; m//z 439,1578
[C21H26010+H]"); (C), branco (acetonitrila).

Por se tratar do mesmo constituinte de interesse, condi¢des analiticas similares as
empregadas no isolamento por CPC da LS 4 a partir da fracdo AcOEt de L. chamissonis (para
detalhes vide item 4.5.3) foram selecionadas para a purificacao deste componente majoritario a
partir do ELF da espécie C. scorpioides, sem que fosse necessario a repeticao do teste de Kp.

O tratamento do ELF de C. scorpioides com a etapa desengorduramento por particdo

liquido-liquido rendeu as fragdes n-hexano (1,62 g), AcOEt (2,55 g) e aquosa (0,91 g) residual,
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cuja fragao AcOEt enriquecida com LS glaucolideo B (4) foi submetida ao fracionamento por
CPC conforme descrito no Fluxograma 5.

Fluxograma 5 — Fracionamento cromatografico do extrato de lavagem foliar (ELF) de C. scorpioides.
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Cromatograma UV (287 nm) do fracionamento por CPC da fragdo AcOEt de ELF de C. scorpioides.

AcOEt, acetato de etila; DSC, modo de eluicdo descendente; CPC, cromatografia de particdo centrifuga (para
detalhes das condi¢des cromatograficas do fracionamento vide ifem 4.5.3).

Estes achados indicaram que o método por CPC desenvolvido para a purificagdo do
glaucolideo B (4) a partir da fragdo AcOEt de ELF de L. chamissonis também foi eficiente para
o isolamento de 4 a partir da espécie C. scorpioides, novamente em Unica etapa ¢ em grande

quantidade (0,98 g), correspondendo a 19% da massa de ELF de C. scorpioides de partida.

5.4.3 Obtencao e fracionamento do ELF de Vernonanthura condensata

As folhas secas integras de V. condensata (770,0 g) extraidas 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 fracdes n-hexano (1,84
g), AcOEt (3,13 g) e aquosa (1,20 g) residual. Os valores de Kp foram determinados para a
vernodalina (5) a partir fragdo AcOEt enriquecida de V. condensata frente aos sistemas

HEMWat J, K, L, M e N, tanto em modo ASC como DSC, e estdo apresentados na Tabela 10.
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Figura 29 — Perfil de CLUE-EM do extrato de lavagem foliar de Vernonanthura condensata.

ELF_Vcondensata 5 1: TOF MS ES+
A 277 BPI
)100 721.2507 7.19e5
O\O
0""I""I""""I""""I''"I""I“"I"''I""I"“I""I'"’I""I""I
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Vernodalina Vernodalina 75 (2.769) 721;‘;;'20F M?gssérs 1: TOF MS ES+
B) 100 277 _5 10 BPI
721.2452 |- 1.36e6
’ o~ 722.2506
PSS 232623
724.2636
200 300 400 500 600 700 zaoom/z
0 I"'l""l""l""l"''I""I''''I''''I""I""I""I""I"''I'"‘I""I""ITirne
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Cromatogramas de pico base (BPI) obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionizacéo (condigdes
cromatograficas 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 [C1oH2007+H]").

Tabela 10 — Valores de coeficiente de particdo (Kp) obtidos para a vernodalina (5) na fracao
AcOEt de V condensata frente aos sistemas HEMWat J, K, L, M e N.

Vernodalina (5)
Sistema bifasico de solventes Area do pico” Valor de Kp’

FSup Flnf 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

4 areas do pico da vernodalina (5) obtidas a partir das analises de CLUE-EM da fracdo AcOEt de V.
condensata; b, valores de Kp estabelecidos em modo ascendente (ASC) e descendente (DSC) dividindo-se a
area do pico na fase estacionaria pela area na fase movel; HEMWat, combinagdo dos solventes n-
hexano/AcOEt/metanol/agua; Fsup, fase superior; Finy, fase inferior.

O valor de Kp de 1,50 para vernodalina (5) indicou o sistema bifasico HEMWat L (n-
hexano/AcOEt/metanol/dgua, 2/3/2/3, v/v/v/v), em modo de elui¢do ascendente, como o mais
apropriado para a purificacdo do constituinte de interesse a partir da aliquota da fragdo de
AcOEt (1,60 g) de ELF de V. condensata. Da mesma forma, o valor de Kp de 1,50 estando em
acordo com o recomendado para uma analise por CPC também proporcionou um tempo de
fracionamento apropriado para 5. Além disso, a porcentagem de retencdo de fase estaciondria
de 83% também se enquadra nos valores sugeridos na literatura. O fracionamento

cromatografico por CPC da por¢ao AcOEt de ELF de V. condensata, descrito no Fluxograma
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6, permitiu a obten¢do de 693 mg da LS vernodalina (5) em unica etapa e em boa quantidade,

correspondendo a 43% da aliquota (1,60 g) da fracdo de partida.

Fluxograma 6 — Fracionamento cromatografico do extrato de lavagem foliar (ELF) de V. condensata.
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Cromatograma UV (215 nm) do fracionamento por CPC da fragdo AcOEt de ELF de V. condensata.

AcOEt, acetato de etila; ASC, modo de eluicdo ascendente; CPC, cromatografia de parti¢do centrifuga (para condi¢des
cromatograficas detalhas do fracionamento vide item 4.5.4).

Estipulando-se uma massa de 1,35 g de vernodalina para a quantidade total da fragao
AcOEt (3,13 g) em fun¢do da quantidade obtida a partir da aliquota purificada (693 mg de 5 a
partir de 1,60 g de fragdo), e posteriormente fazendo a relagao deste valor com a massa de ELF
de C. scorpioides (6,5 g), pode-se inferir que a vernodalina (5) deve corresponder a um
percentual aproximado de 21% do ELF. Assim como abordado na revisdo da literatura para V.
condensata (para detalhes vide item 2.2.1.3.1), estudos fitoquimicos realizados com a espécie
reportam, além da vernodalina, a presenga de LS do tipo vernolideo, 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 analise do perfil cromatografico em CLUE-EM das subfra¢des VcC e
Vel (Figura 30A-B) provenientes do fracionamento por CPC da fragdo AcOEtde V. condensata

sugeriu a presenca dessas referidas LS.
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Figura 30 — Perfil por CLUE-EM das subfracdes VcC e Vel oriundas do fracionamento da
porcdao AcOEt de V. condensata.
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Cromatogramas de pico base obtidos por CLUE-EM em modo positivo de ionizagdo (condigdes
cromatograficas vide ifem 4.2.2.2) das subfracdo VcC (A) e Vel (B) do fracionamento por CPC da fragéo
AcOEt de V. condensata. Em ampliacdo 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 fragdo VcC indicando uma mistura de vernolida (8, m/z 363,1440
[C1oH2207+H]", calculado 363,1444), da dihidrovernolida (7, m/z 365,1616 [C1oH2407+H]",
calculado 365,1600), além de uma terceira LS identificada como tetrahidrovernolida (6, m/z
367,1770 [C19H2607+H]", calculado 367,1757), bem como a fragdo Vel sugerindo a mistura de
(10, 379,1388  [Ci9H220s+H]", 379,1393)
hidroxidihidrovernolida (9, m/z 381,1565 [C19H240s+H]", calculado 381,1549), foram ambas

hidroxivernolida m/z calculado e
submetidas a uma segunda etapa de fracionamento também por CPC.

Para tanto, foram definidos os valores de Kp para os constituintes de interesse das
subfragdes VcC (compostos 6-8) e VcJ (compostos 9-10) em ambos os modos de eluigao (ASC
e DSC) frente a sistemas de solventes HEMWat testados, sendo apresentados nas Tabelas 11 e
12, respectivamente para os testes com as subfragdes VcC e Vcl. O sistema bifasico HEMWat
N (n-hexano/AcOEt/metanol/agua, 1/1/1/1, v/v/v/v) em modo de eluicdo ASC, mostrou ser o
mais apropriado para a separagdo com compostos 6, 7 ¢ 8 a partir da subfragao VcC em fungao
dos respectivos valores de Kp de 1,43; 1,72 e 2,32. Por outro lado, para a separagdo com
compostos 9 e 10 a partir da subfra¢do VcJ, os respectivo valores de Kp de 1,32 e 1,46 indicaram
que o sistema mais adequado foi HEMWat J (n-hexano/AcOEt/metanol/agua, 2/5/2/5, v/v/v/v),
também em modo de elui¢do ASC. O Fluxograma 7 descreve os detalhes do fracionamento

cromatografico para subfragdes VcC e Vcl.



Tabela 11 — Valores de coeficiente de parti¢do (Kp) obtidos para os compostos 6, 7 ¢ 8 na subfracdo VcC de V. condensata frente aos sistemas
HEMWat M, N, P, Qe R.

Tetrahidrovernolida (6) Dihidrovernolida (7) Vernolida (8)
Area do pico Valor de Kp® Area do pico® Valor de Kn®  Area do pico’  Valor de Kp”

Sistema bifasico de

solventes Fup Fur ASC DSC  Fgyp Fit ASC DSC  Fsyp Fnr 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

“_4reas do pico dos compostos 6, 7 e 8 obtidas a partir das anélises de CLUE-EM da subfragdo VcC de V. condensata; b, valores de Kp estabelecidos em
modo ascendente (ASC) e descendente (DSC) dividindo-se a area do pico na fase estacionaria pela area na fase mével; HEMWat, combinagdo dos
solventes n-hexano/AcOEt/metanol/agua; Fsyp, fase superior; Fas, fase inferior.

Tabela 12 — Valores de coeficiente de particdo (Kp) obtidos para os compostos 9 e 10 na subfracdo Vcl de V. condensata frente aos sistemas
HEMWat G, H, J e K.

Hidroxidihidrovernolida (9) Hidroxivernolida (10)
Sistema bifasico de solventes  Area do pico®  Valor de K’  Area do pico®  Valor de Kp’
FSup F[nf ASC DSC FSup Flnf 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) ) 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

“, areas do pico dos compostos 9 e 10 obtidas a partir das analises de CLUE-EM da subfragdo Vcl de V. condensata;
b, valores de Kp estabelecidos em modo ascendente (ASC) e descendente (DSC) dividindo-se a area do pico na fase
estacionaria pela area na fase mével; HEMWat, combinag¢do dos solventes n-hexano/AcOEt/metanol/agua;
Fsup, fase superior; Fnf, fase inferior.

091



Fluxograma 7 — Fracionamento cromatografico complementar da fracao de AcOEt do extrato de lavagem foliar (ELF) de V. condensata.

Fracdo AcOEt de ELF
de V. condensata

(1,60 g)
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Eluicio Extrusao Eluicao Extrusao

Cromatograma UV (215 nm) do fracionamento por CPC da subfragdo VcC de ELF de V. condensata.

Armen SCPC-250-L acoplado a sistema Spot Prep 11:

Sistema bifasico HEMWat N;
Coluna CPC 250 mL;
Eluig¢do ASC de 0 to 70 min;
Fluxo de 10 mL/min;

Velocidade de rotagdo 1600 rpm;  Software Armen Glider CPC v.5.0.

Extrusdo até¢ 80 min;

Fluxo de 10 mL/min;
Velocidade de rotagio 1600 rpm;
Detecgiio UV em 215;

Cromatograma UV (215 nm) do fracionamento por CPC da subfragdo VclJ de ELF de V. condensata.

Armen SCPC-250-L acoplado a sistema Spot Prep 11:

Sistema bifasico HEMWat J;
Coluna CPC 250 mL;
Eluigao ASC de 0 to 65 min;
Fluxo de 10 mL/min;

Extrusdo até¢ 75 min;

Fluxo de 10 mL/min;
Velocidade de rotagdo 1600 rpm;
Detecgdo UV em 215;

Velocidade de rotagao 1600 rpm;  Software Armen Glider CPC v.5.0.

AcOEt, acetato de etila; ASC, modo de eluicdo ascendente; CPC, cromatografia de particao centrifuga (para condi¢des cromatograficas detalhas do fracionamento vide item

4.5.4).
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O fracionamento complementar por CPC da subfracdo VcC forneceu, em Unica 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 subfracdo VclJ a separagdo por CPC permitiu a

obtencdo de 21,4 mg da hidroxidihidrovernolida (9) e 26,5 mg da hidroxivernolida (10).

5.5 PREPARACAO E PURIFICACAO DOS DERIVADOS SEMISSINTETICOS DE
LACTONAS SESQUITERPENICAS

Uma vez obtida em grande quantidade a partir do fracionamento por CPC dos ELF de
C. scorpioides e L. chamissonis, a LS glaucolideo B (4) foi selecionada para ser utilizada como
material de partida na produgao de derivados semissintéticos de LS.

Assim como abordado previamente na se¢do de Revisdo de literatura (vide item 2.3.1),
os glaucolideos parecem estar relacionados a formagdo de outros subtipos de LS (tais como
hirsutinolideos e cadinanolideos) em fung¢ao de uma conversao estrutural desencadeada a partir
das condi¢des do processo de extracdo e/ou purificagdo de extratos brutos, envolvendo
usualmente adsorventes solidos com carater acido (como silica gel, terra bentonita) e solventes
préticos (i.e. metanol, etanol) (BARDON et al., 1993; JIMENEZ et al., 1995; BAZON et al.,
1997; BORKOSKY et al., 1997). No entanto, essa hipotese ¢ questionada por alguns autores
que sugerem que estes subtipos de LS, tidos como artefato, sdo, de fato metabolitos secundarios
produzidos pelo vegetal, uma vez que estdo presentes em extratos brutos que ndo foram
expostos as condigdes supracitadas (PILLAY et al., 2007; APPEZZATO-DA-GLORIA et al.,
2012).

Diante dessa inconsisténcia de informagdes e com o intuito de melhor compreender as
possibilidades de modificacdo estrutural do glaucolideo B (4), submeteu-se o ELF de L.
chamissonis (rico em glaucolideo B, 4) a um teste reacional em presenca de silica gel e solvente
prético (vide item 4.6.1), mimetizando o processo usual de purificagdo de LS (MARTINEZ-
VAZQUEZ et al., 1992).

A Figura 31A,B mostra que em comparagdo com o extrato bruto de partida, o perfil
cromatografico por CLUE-EM do ELF de L. chamissonis praticamente nao foi alterado ap6s a
exposicao a silica e etanol em temperatura ambiente a 25 °C, durante 24 h. A busca por LS em
ambas as amostras revelou que, como esperado, o pico mais intenso (XVIL, tr: 3,28 min)
corresponde ao glaucolideo B (4, m/z 439,1631 [C21H26010+H]", calculado para 439,1604)
(Tabela 13), cuja determinagdo se deu em fun¢do da comparacdo do tr apds coinjecdo 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 [C21H2809+H]", calculado para
425,1812) também sugere um derivado de LS do tipo glaucolideo (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 ion 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 H20 (18 Da),
duas H20 (36 Da), H20 mais CO (46 Da), duas H2O mais CO (64 Da), e duas H2O mais dois
CO (92 Da) (Tabela 13). O perfil de fragmentacdo similar ao apresentado pelas LS ja
investigadas neste estudo (vide item 5.3.1), juntamente com os dados quimiotaxondmicos da
tribo Vernonieae, permitiu caracterizar o pico XIX como sendo o composto confertolideo, ja

obtido a partir da espécie Vernonia conferta Benth. (TOUBIANA; TOUBIANA; DAS, 1972).

Figura 31 — Analise comparativa por CLUE-EM do extrato bruto de lavagem foliar de L.
chamissonis sob condi¢des reacionais mimetizando o processo usual de isolamento de LS.
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] @ 5.09e6
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Cromatogramas de pico base obtidos por CLUE-EM (em modo positivo de ionizagdo — condigdes
cromatograficas vide item 4.5.2.1.1) comparando o ELF de L. chamissonis de partida (A) com o mesmo
extrato em presenga de silica gel 60 e etanol, em temperatura ambiente a 25 °C (B) e sob aquecimento a 35
°C (0O).



Tabela 13 — Compostos identificados na analise comparativa por CLUE-EM (ESI positivo) do extrato de lavagem foliar de L. chamissonis sob
condig¢des reacionais mimetizando o processo usual de isolamento de LS.

N°do . . ~ Temp0~ de Férmula  m/z experimental Erro Fragmentos EM/EM lons m/z relevantes Con(.hg:o?s
. Proposta de identificacdo retencio A . .o observados no espectro EM reacionais com
pico (min) molecular (abundincia relativa, %) (ppm) (m/z) (abundancia relativa, %) detecgio do pico
XV Diacetilpiptocarfol (3) 2,55 CigH2409  419,1313 (29) [M+Na]"“ -1,2 359,1099; 277,1077;,  379,1395 (pb) [M+H-H,O]" SE35
(hirsutinolideo) 259,0984; 241,0859;
231,1019; 217,0874;
213,0920; 199,0763;
189,0912; 185,0966;
173,0610; 171,0796
XVI  8-acetil-13- 2,73 CioH260s  405,1539 (19) [M+Na]"“ 3,5 259,0985;241,0868; 365,1595 (pb) [M+H-H,O]* SE35
etoxipiptocarfol 231,1024; 217,0869;
(hirsutinolideo) 213,0924; 199,0751;
189,0925; 185,0973;
173,0607; 161,0604
XVII  Glaucolideo B (4) 3,28 C21H26010  439,1631 (pb) [M+H]* 6,1 - - EP, SE25, SE35
XVIII 1,4-epoxi-1-etoxi-8,13- 3,58 CyHs09  447,1614 (5) [M+Na]"“ -3,8  387,1417; 345,1323;  407,1692 (pb) [M+H-H,O]" SE35
diacetoxi-10-hidroxi- 301,1063; 259,0951;
germacra-5(11)-dien- 241,0854; 231,1014;
6(12)-olideo 217,0865;213,0921;
(hirsutinolideo) 199,0762; 189,0932;
185,0965; 173,0602;
171,0815
XIX  Confertolideo 3,80 Cy1H2509  425,1816 (pb) [M+H]* 0,9 365,1599; 305,1388; - EP, SE25, SE35
(glaucolideo) 263,1281; 245,1175;

235,1330; 227,1069;
217,1225; 203,1070;
199,1119; 189,1276;
187,0757; 171,1170;

“ O aduto de Na* foi selecionado para a fragmentagdio EM/EM uma vez que o respectivo aduto de H* apresentou uma intensidade muito baixa; pb, pico base (abundéncia
relativa de 100%); Condigdes reacionais: EP, ELF de L. chamissonis de partida; SE25, ELF de L. chamissonis em presenca de silica e etanol a 25 °C por 24 h; SE3S, ELF de
L. chamissonis em presenga de silica e etanol a 35 °C por 24 h.
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Por outro lado, a exposigao a silica e etanol sob refluxo a 35 °C, durante 24 h, promoveu
uma mudanca mais perceptivel no perfil cromatografico por CLUE-EM do ELF de L.
chamissonis quando comparado ao extrato bruto de partida (Figura 31A,C). A investigacdo de
possiveis derivados de LS no cromatograma do ELF de L. chamissonis sujeito condicdo mais
extremas de temperatura se deu a partir da busca de ions diagnosticos ja propostos (vide item
5.3.1) para os subtipos glaucolideo e hirsutinolideo, e indicou a presenga de trés picos
sugestivos de LS. O pico XV (tr: 2,55 min, m/z 419,1313 [C19H2409+Na]", calculado para
419,1318) apresentou um perfil EM correspondente com o nucleo hirsutinolideo. A
coincidéncia no perfil ESI-EM e EM/EM (Tabela 13) com as LS ja estudadas (vide item 5.3.1)
e no tr apds coinjecdo do composto isolado permitiu caracterizar o pico XV como sendo o
composto diacetilpiptocarfol (3). Este composto, que foi previamente isolado do macerado
etanolico de caules e flores de L. chamissonis (vide item 4.2.2.1.1), também ja foi reportado
para outras espécie da tribo Vernonicac em condi¢des similares de extracdo/purificacio
(CATALAN 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 [C21H2809+Na]", calculado
para 447,1631), indica se tratar de uma LS com esqueleto hirsutinolideo, cujo espectro de EM
apresenta o pico base m/z 407,1692 correspondendo ao aduto protonado com perda de 4gua na
fonte [M+H-H20]" (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 H20 mais acetato de sodio (146 Da),
respectivamente. Além desses, os fragmentos propostos como diagnosticos de hirsutinolideos
também foram detectados em m/z 259,0951; 241,0854 ¢ m/z 231,1014, bem como os demais
ions 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 fragmentacdo de hirsutinolideos ja previamente
abordados (vide item 4.2.2.1.1). A partir da quimiotaxonomia da tribo Vernonieae (sendo
isolado da espécie Chrysolaena verbascifolia) e pela concordancia dos dados de EM e EM/EM
(Tabela 13) com o reportado na literatura (BARDON 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)-olideo. Assim com o pico XVIII, o pico XVI (tr: 2,73 min), com ion precursor m/z
405,1539 [C19H260s+Na]" (calculado para 405,1525), também apresentou um perfil EM
sugestivo do subtipo de LS hirsutinolideo com pico base em m/z 365,1595 [M+H-H20]". Seu
espectro de massas em tandem indicou a formagao de ions fragmentos similares aos observados
para os hirsutinolideos ja investigados (vide item 4.2.2.1.1), incluindo os ions propostos como

diagnosticos 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, ja
tendo sido isolado da espécie Cyrtocymura scorpioides (BUSKUHL et al., 2010), o pico XVI
foi caracterizado como 8-acetil-13-etoxipiptocarfol.

A formagdo do composto XV, correspondendo ao hirsutinolideo 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 a
conversdo a partir do componente majoritario do ELF de L. chamissonis, o glaucolideo B (4).
Essa proposta ¢ fundamenta no fato de que a obtencdo de hirsutinolideos, incluido aqueles com
substituintes etoxi, ja foi demostrado anteriormente por Martinez-Vazquez e colaboradores
(1992) em reagdes a partir de esqueleto glaucolideo em presenca de silica gel e etanol.

A partir desses dados observados no teste de exposicao do ELF de L. chamissonis as
condi¢des envolvendo silica e solvente protico, foi possivel identificar que de fato ha, nas
condi¢des ensaiadas, um potencial de conversdo do esqueleto glaucolideo em outros subtipos
de LS. Apesar disso, essa transformac¢do nao se mostrou evidente e instantanea, tendo em vistas
as baixas intensidades no cromatograma para os picos correspondentes a estes possiveis
artefatos (XV, XVI e XVIII) de conversdo estrutural.

Esses achados sugeriram a hipotese de que o meio ao qual o esqueleto glaucolideo esta
exposto, seja em virtude do tipo de solvente utilizado na extracao/purificacdo, do suporte
empregado no fracionamento cromatografico e até mesmo da influéncia da complexidade de
compostos presentes na amostra, podem desencadear a transformacao do esqueleto carbociclico
por diferentes formas/vias.

Nesse sentido, com o intuito de se avaliar a sensibilidade das LS ao meio acido-basico
e influéncia dessas condigdes reacionais perante a conversdo do esqueleto de LS, a estratégia
baseada na utilizagdo de catalisadores com propriedades 4cido-base variadas em reagdes de
ciclizagdo transanular a partir do glaucolideo B (4) possibilitou a producao de diferentes nucleos
carbociclicos de LS. A escolha por agentes cataliticos com diferentes caracteristicas acido-base
se deu em funcdo dos variados valores de pKa dos solventes e suportes cromatograficos
utilizados no isolamento dessa classe de compostos (que além da silica gel e bentonita com
propriedades acidas, também sdo utilizados florisil e alumina que apresentam caracteristicas
basicas). Em paralelo, a produgdo de analogos de alguns dos derivados produzidos desse
processo de conversdo das LS foi também desenvolvida com sucesso, sendo obtidos compostos
com modificados substituintes estruturais. O Esquema 23 apresenta de forma resumida as
condi¢des reacionais exploradas nesse estudo para a produgdo dos derivados semissintéticos

11-24 de LS (para maiores detalhes das condigdes reacionais vide item 4.6.3).
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Esquema 23 — Esquema reacional geral de produgdo dos derivados semissintéticos (11-24) de
lactonas sesquiterpénicas.

O
T RS
RO
oM OAc
13
(0]
18 R=H (viacondigio e) 24
23 R=Ac (via condi¢es e + h) T
e

11  R= CHjz (via condigdo a(i))
12 R=Ac (via condigio a(ii))

17 R=H (via condi¢do d)
22 R=Ac (via condi¢bes d + h)

Condig¢des reacionais: (a) (i) DMAP, MeOH, refluxo a 60 °C, 3 h ou (ii) DMAP, DCM, rt, 0,5 h; (b)
BiCl;, Ac,0, DCM, Ar, tt, 2 h; (¢) (i) BiCl;, DCM, Ar, rt, 3 h ou (ii) TFA-H,0, DCM, -2 °C-rt, 24 h;
(d) K»,CO;s (aq.), THF, refluxo a 45 °C, 2 h; (e) BiCls, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h; (f) PCC/SiO; (1:1),
DCM, Ar, tt, 48 h; (g) SOCl,, piridina, Ar, DCM, -10 °C (0,5 h) seguido por refluxo a 60 °C (3,5 h); (h)
1)DMAP, Et;N, Ac,O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado (16, 17 ou 18), DCM, rt, 0,5 h.

A estratégia de ciclizag@o transanular vem se mostrando uma ferramenta interessante
para sintese de produtos naturais (CLARKE; REEDER; WINN, 2009; YANG; XUE, 2013;
MENG; FURSTNER, 2019).

Da mesma forma, essa abordagem também tem sido empregada na produgdo de
derivados semissintéticos de LS (DE MIERI et al., 2015; DE MIERI et al., 2017b; ALVAREZ-
CALERO et al., 2018).

Os detalhes do fracionamento e purificagdo dos derivados semissintéticos (11-24)

produzidos estdo descritos no Fluxograma 8.



Fluxograma 8 — Fracionamento cromatograﬁco para a purificagdo dos derivados semissintéticos (11-24) de lactonas sesquiterpénicas.
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Condi¢des reacionais: (a) (i) DMAP, MeOH, refluxo a 60 °C, 3 h ou (ii)) DMAP, DCM, rt, 0,5 h; (b) BiCls;, Ac,O, DCM, Ar, rt, 2 h; (¢) (i) BiCl;, DCM, Ar, rt, 3 h ou (ii) TFA-H,O, DCM,
-2 °C-1t, 24 h; (d) K»COs (aq.), THF, refluxo a 45 °C, 2 h; (e) BiCls;, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h; (f) PCC/SiO; (1:1), DCM, Ar, rt, 48 h; (g) SOCl,, piridina, Ar, DCM, -10 °C (0,5 h) seguido
por refluxo a 60 °C (3,5 h); (h) 1)DMAP, EtsN, Ac,O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado (16, 17 ou 18), DCM, rt, 0,5 h; CC, cromatografia em coluna classica; CCDP, cromatografia em

camada delgada preparativa; SPE, extragdo em fase solida

891
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Os derivados (11-24) obtidos e caracterizados foram encaminhados para a avaliagao

do seu potencial biologico (em parceria).

5.6 CARACTERIZACAO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS LACTONAS
SESQUITERPENICAS ISOLADAS E DOS DERIVADOS SEMISSINTETICOS

A analise de RMN 'H em temperatura ambiente para algumas das LS investigadas
evidenciou a presenga de sinais alargados e com multiplicidade pouco definida, dificultando
sua interpretacdo. Isso se deve provavelmente devido a entalpia que a temperatura ambiente
confere a este compostos, proporcionando, em virtude da flexibilidade das estruturas (anéis
carbociclicos de muitos membros), a presenca de varios conféormeros do mesmo composto em
equilibrio (BARDON et al., 1990), afetando a resolucio dos seus sinais no espectro.

Esse comportamento, ja observado para diferentes LS do mesmo tipo sujeitas a mesma
condi¢do analitica (COSTA et al.,, 2000, BUSKUHL et al.,, 2010), foi contornado
desenvolvendo-se as analises de RMN em temperatura reduzida, a 263 K (-10,1 °C), 273 K (-
0,1 °C) oua 283 K (9,8 °C).

5.6.1 Lactonas sesquiterpénicas 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 espectroscopicos d¢ RMN 'H e RMN !*C (obtidos das proje¢des dos
experimentos bidimensionais) observados para o composto 1 foram comparados com dados da

literatura, cujas informagdes estdo apresentadas na Tabela 14.
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Tabela 14 — Dados de RMN 'H e RMN !*C para a piptocarfina A (1) de Vernonanthura tweedieana
e dados comparativos da literatura.

Posicio (1) (COWALL et al., 1981)
8 '"H mult .(J Hz) 8 3C 8 '"H mult .(J Hz) 5 3C
1 - 108,5 - 108,5
2a 1,96 ddd (12,4;12.2;6,6) 5, o 2444d1(12,57.1) 1.0
2b 1,86 ddd (13,0; 12,2; 7,1) ’ 1,822 m ’
3a 244ddd (13,0;12,7:6,6) 500 1.8-22m 374
3b 2,12 ddd (12,7; 12.,4; 7,1) ’ 1,8-2.2m ’
4 - 82,3 - 82,1
5 5,91 sl 126,9 591 126,5
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) 2,63 dd (10,6; 9,8)
9b 2.06d(16,1) 372 Y%20m 37,9
10 - 78,0 - 77,9
11 - 131,2 - 130,9
12 - 167,2 - 166,83
13a 534 d (12,8) 5,30 d (12,9)
13b 4,90 d (12,8) 3T 4894 (12,9) 35,3
14 1,24 s 254 1245 252
15 1,57 s 292 1,57 29,1
OH-1 4,155 - 4,144 -
OH-10 3,89 - 3,824 -
I - 165,8 - 165,7
2’ - 136,8 - 135,6
3’a 6,30 sl 6,28 dg (1,25; 0,8)
3’b 5,71 sl 1274 5,68 dg (1,5; 1,25) 1272
4 1,95 s 18,0  1,94dd (1,5;0,8) 17,9
1 - 170,7 - 170,3
2 2,09 s 20,8 2,07 20,6
(400 MHz 'H, 100 MHz °C, (360 MHz 'H, 90 MHz °C, CDCl3,
CDCls, 283 K) temperatura ndo indicada)

As analises de RMN 'H e bidimensionais para o composto 1 foram desenvolvidas em
temperatura reduzida, a 283 K (9,8 °C) — experimentos de RMN 'H a 263 K (10,1 °C) também
realizados para favorecer a interpretacdo da multiplicidade de alguns sinais.

A partir dos dados espectrais de RMN 'H (Figura 33) e dos mapas de correlagdes de
HSQC (Figura 34) e HMBC (Figura 35) foi possivel identificar a presenca do grupo
metacriloiloxi por meio das correlagdes dos hidrogénios olefinicos na forma de multipleto ()
ressonando em & 5,71 (1H, H-3'b) e 6 6,30 (1H, H-3"a) (C-3' em 127,4 ppm) e dos hidrogénios
da metila (CH3) em 6 1,95 (3H, H-4") na forma de simpleto (s) com a carbonila em 6 165,8 (C-
1') e com o segundo carbono olefinico em 6 136,8 (C-2") (LIAO et al., 2012). A correlacdo entre
o hidrogénio oximetinico 6 6,60 (1H, H-8) na forma de dupleto (d) com a carbonila em & 165,8

do metacriloiloxi confirmou a posi¢do desse substituinte em C-8 (3 66,8).
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Figura 34 — Mapa de correlagio HSQC (400 MHz 'H e 100 MHz '*C, CDCl3, 283 K) para a piptocarfina A
(1) de Vernonanthura tweedieana.
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Figura 35 — Mapa de correlagio HMBC (400 MHz 'H e 100 MHz '3C, CDCl3, 283 K) para a piptocarfina A
(1) de Vernonanthura tweedieana.
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A correlacao entre hidrogénio diastereotopicos na forma de dupleto (d) em 6 4,90 (1H;
J=12,8 Hz; H-13b) e 6 5,34 (1H; J=12,8 Hz; H-13a) com a carbonila em 167,2 ppm (C-12) e
com os carbonos olefinicos a-carbono em 6 131,2 (C-11), B-carbono em o 149,2 (C-7) e o y-
carbono em o 144,1 (C-6) indicaram a existéncia de um anel y-lactonico com uma ao,f-
insaturagdo endociclica, caracteristico para as LS da tribo Vernoniecae (BORKOSKY et al.,
2009; GALLON et al., 2018). O simpleto largo (s/) em & 5,91 (1H, H-5), com carbono sp” &
144,1 (C-5) mostrou uma olefina conjugada a lactona, confirmado pela correlagao deste H com
0 B-carbono do anel. Os hidrogénios do simpleto em o 2,09, apresentando correlagdo com a
carbonila em § 170,7 (C-1"), indicou a presenca de um substituinte acetoxi ligado ao carbono
na posicao alilica em C-13 (8 55,7) devido a correlagdo dos hidrogénios do metileno em C-13
(04,90d e d 5,34 d) com a carbonila em C-1" (3 170,7).

Além deste, foram identificados outros trés grupos metilenos nas posicdes C-2 (6 31,8),
C-3 (6 38,0) e C-9 (6 37,2), com hidrogénios ressonando em 6 1,86 ddd (1H, J=10,3; 12,2; 7,1,
H-2a) e 8 1,96 ddd (1H, J=12.,4; 12,2; 6,6, H-2b), em & 2,12 ddd (1H, J=12,7; 12,4; 7,1, H-3b)
e 0 2,44 ddd (1H, J=13,0; 12,7; 6,6, H-3a), e em 6 2,06 d (1H, J=16,1, H-9b) e & 2,64 dd (1H,
J=16,1; 10,8, H-9a), respectivamente.

Foi possivel observar também a correlag@o entre os hidrogénios de metilas em 6 1,24 s
(3H, H-14) ¢ 6 1,57 s (3H, H-15) respectivamente com carbonos oxigenados em 6 78,0 (C-10)
e 0 108,5 (C-1), e carbono em & 82,3 (C-4), cujos valores de descolamento quimico sugeriram
carbonos oxigenados. Além disso, o carbono em 108,5 ppm indicou a presenca de uma fun¢ao
hemiacetal em C-1, que juntamente com o carbono d 82,3 (C-4) e os carbonos metilénicos em
0 31,8 (C-2) e 6 38,0 (C-3), sugeriram um anel tetrahidrofurano em C-1/C-4. Estes achados
corroboraram com um nucleo de LS do tipo hirsutinolideo (JAKUPOVIC et al., 1986b).

A partir da analise de HMBC do composto 1 também foi possivel corrigir as atribuigdes
para os carbonos C-6 e C-7 realizadas de forma inversa por Cowall e colaboradores (1981),
assim como as atribuigdes dos carbonos C-3 e C-9, também designados de maneira inversa
apesar da indicag¢do dessa possibilidades pelos mesmos autores.

A anélise de ESI-QTof EM confirmou se tratar da piptocarfina A (1) (Figura 32), assim
como abordado previamente na etapa de caracterizagdo das LS do tipo hirsutinolideo em
presenca de fase movel aquosa acidificada, observou-se a presenga do pico base na forma de
aduto protonado com perda de dgua na fonte m/z 405,1547 [C21H2609+H-H20]" (calculado
405,1549), além do ion molecular na forma de aduto com sodio m/z 445,1470 [C21H2609+Na]"
(calculado 445,1475) no espectro de EM full scan (Figura 36). Estes dados que estdo 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.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

Sendo assim, a partir destes dados foi possivel determinar que o composto 1
correspondeu a LS do tipo hirsutinolideo, piptocarfina A (Figura 32), cuja férmula molecular ¢
C21H2609 (BOHLMANN; BRINDOPKE; RASTOGI, 1978; COWALL et al, 1981;
CATALAN etal., 1986; ABDEL-SATTAR; MOSSA; EL-ASKARY, 2000; LIAO et al., 2012).

Martucci e colaboradores (2014), na investigagdo metabolomica de dez espécies do
género 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 (CATALAN et al., 1986; CATALAN 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): glaucolideo A

Figura 37 — Estrutura molecular do glaucolideo A (2) de Vernonanthura tweedieana.

Fonte: adaptado de Padolina et al. (1974) e Bohlmann e Czerson (1978).
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Os dados observados de RMN 'H e RMN !3C para o glaucolideo A (2), juntamente com

os dados comparativos da literatura, estao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Dados de RMN 'H ¢ RMN "3C para o glaucolideo A (2) de Vernonanthura
tweedieana e dados comparativos da literatura.

Posicio ) (BARDON et al., 1990)

o 'H mult .(J Hz) 4 13C o 'H mult .(J Hz) d °C
1 i 206,7 i 207.7
2a 296ddd (173:12.7:48) o, 293ddd (17.0;115:50) ,, 5
2b 2.25-2,36 m ’ 2,50 m ’
3a 2,63 ddd (14,0; 13,5; 4.8) 2,50 m
3b 1.61-1,72 m 314 1,70 ~ 32,3
4 i 61,5 i 61,0
5 2,84 d (9,5) 585 2,74d(9,5) 59.5
6 495 d (9.5) 80.7  4894d(9.5) 81.1
7 i 163,6 i 162,8
8 4,76 d (8,3) 643  493d(75) 64,5
9a 2.84 dd (16,2; 8,3) w0 | 282dd(155.75) iLo
9b 2.28d(16,2) ’ 2.41dl (15,5) :
10 i 84,4 i 84,5
11 i 124.6 i 126,0
12 i 169.5 i 169.4
132 481 4,90 dd (13,1)
13b 4815 S 483dd (13.1) 35,3
14 1,555 18,7 1.67 s 19,1
15 1.68 s 225 1.61 s 191
r i 166,2 i 166,3
2 i 134.4 i 1352
Fa 616618 m 6,16 11 (1,0)
3'b 5.74-5.76 m 1280 S601(1.0) 1272
# 1.94 5] 18,1 1.96 ¢ (1,0) 17,8
17 i 170,4 i 170,6
27 2,07 s 208 2,07 20,8
e i 169,8 i 169,9
¥ 2l 200 2,06 20,5

(400 MHz 'H, 100 MHz °C,

CDCls, 263 K)

(270 MHz 'H, 67 MHz °C,

CDCls, 330 K)

As analises de RMN 'H e bidimensionais para o composto 2 também foram

desenvolvidas em temperatura reduzida, a 263 K (-10,1 °C).

A partir dos dados espectrais de RMN 'H (Figura 38) e dos mapas de correlagdes de

HSQC (Figura 39) e HMBC (Figura 40) para o composto 2, foi possivel observar a presenca

sinais semelhantes a LS piptocarfina A (1) (para maiores detalhes vide ifem 5.6.1.1), sugerindo

a presenca de um substituinte metacriloiloxi em C-8 e um anel butirolactona em C-6/C-7

contendo um grupo acetoxi conjugado na posicao alilica C-13.
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Figura 39 — Mapa de correlagio HSQC (400 MHz 'H e 100 MHz '3C, CDCl3, 263 K) para o glaucolideo
A (2) de Vernonanthura tweedieana.
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Figura 40 — Mapa de correlagio HMBC (400 MHz 'H e 100 MHz *C, CDCls, 263 K) para o glaucolideo
A (2) de Vernonanthura tweedieana.

TR

-3 < - W ° e °° 3 . - 20
o e o . Y e -
- - - L - 40
0? -3 e .
- - a = 8 - 60
- s 2 - - v 80
100
- - 120
- @
° &
- 140
160
- = o -
180
200
oo e - ®
T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0 ppm

Eixo Y: proje¢do para '°C, expresso em ppm (relativo ao TMS - § 0,00); Eixo X: deslocamento quimico 'H, expresso
em ppm (relativo ao TMS - 6 0,00).



178

Entretanto, diferentemente ao observado para o composto 1, o composto 2 apresentou
sinais de hidrogénio dupleto em ¢ 2,84 (1H, J=9,5, H-5) e 6 4,95 (1H, J=9,5, H-6), cujo valor
de constante de acoplamento (J) entre estes sugeriu se tratarem de metinos vicinais. A
correlacdo entre o hidrogénio oximetinico & 4,95 d em C-6 (6 80,7) com os carbonos oxigenados
ressonando em & 58,5 (C-5) e 6 61,5 (C-4) indicou a presenca de um anel epoéxido em C-4/C-5.

Além desta, a principal diferenca em relagdo ao composto 1 se da pela presenca de um
sinal de carbono carbonilico na posi¢do C-1 ressonando em 206,7 ppm, sugerindo uma cetona
ciclica, confirmado pela correlagdo a partir dos hidrogénios do CHs em 6 1,55 (3H, H-14) do
metileno em C-2 (6 2,31 e 8 2,96). Ainda, observou-se a existéncia de um segundo substituinte
acetoxi em C-10 (3 84,4) formado pelo hidrogénio simpleto em 6 2,11 (3H, H-2") com carbono
em o 169,8 (C-1"). Esses achados corroboraram com um nucleo glaucolideo para o composto
2 (JAKUPOVIC et al., 1986b; KOTOWICZ et al., 1998).

A analise de ESI-Q-Tof EM confirmou se tratar do glaucolideo A (2), como abordado
na etapa de caracterizagao das LS do tipo glaucolideo em presenca de fase mdvel aquosa
acidificada, observou-se no espectro de EM full scan (Figura 41) a presenca do ion molecular
adutado com hidrogénio m/z 465,1761 [C23H28010+H]" (calculado 465,1761), conforme
descrito na literatura para o glaucolideo A (GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018).

Figura 41 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o glaucolideo A (2) de
Vernonanthura tweedieana.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.
O composto 2 correspondeu a LS do tipo glaucolideo, glaucolideo A (Figura 37), com

formula molecular C23H28010 (CARTAGENA et al., 2007). Incidente no género Vernonia
(ABDEL-BASET et al., 1971; PADOLINA et al., 1974; MABRY et al., 1975b; JAKUPOVIC
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et al., 1986b), o glaucolideo A ja foi identificado em espécies de Vernonanthura como em V.
pinguis, V. chamaedrys, V. phosphorica, V. squamulosa (CATALAN et al., 1986; CATALAN
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 'H e RMN '3C para o diacetilpiptocarfol (3) de Lepidaploa chamissonis
e dados comparativos da literatura.

Posicio 3) (GIRARDI et al., 2015)
8 '"H mult .(J Hz) 8 3C S 'Hmult.(JHz) $1C
1 - 108,3 - 108,5
2a 1,95 dd (12,3; 6,6) 317 1,97 m 319
2b 1,83 ddd (12,9; 12,3; 7,3) ’ 1,84 m ’
3a 2,43 ddd (12,9; 12,4; 6,6) 2,42 m
3b 2,09-2,16 m 37,8 2,10 m 38,1
4 - 81,9 - 82,2
5 593 s 1274 594 sl 127,2
6 - 143,7 - 1442
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) 2,57 dd (15,6; 8,5)
9b 2,01d(16,2) 37,2 2,10 m 37,6
10 - 78,1 - 78,1
11 - 130,9 - 129,3
12 - 167,0 - 167,5
13a 5,30 d (13,0) 5,20 dl
13b 4,87 d (13,0) 35,7 4,96 dI 53,7
14 1,24 s 254 1,26 sl 252
15 1,58 s 29,0 1,59 s 29,2
OH-1 4,09/ - 4,09 sl -
OH-10 3,955/ - 3,84 sl -
I - 170,7 - 170,5
2 2,10 s 20,9 2,07 s 20,8
17 - 169,4 - 169,4
2” 2,14 s 21,2 2,11s 21,0
(600 MHz 'H, 150 MHz °C, (300 MHz 'H, 75 MHz °C,

CDCl;, 263 K) CDCl;, 298 K)
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Os dados de RMN 'H e RMN !*C (obtidos das projecdes dos experimentos
bidimensionais) observados para o composto 3 foram comparados com dados da literatura
conforme apresentado na Tabela 16.

As analises de RMN 'H e bidimensionais para o composto 3 também foram
desenvolvidas em temperatura reduzida, a 263 K (-10,1 °C).

A partir da analise dos dados do espectro de RMN 'H (Figura 43) e dos mapas de
correlagdes HSQC (Figura 44) e HMBC (Figura 45) para o composto 3, foi possivel identificar
um conjunto de sinais muito similares aos observados para a LS do tipo hirsutinolideo,
piptocarfina A (1) (para maiores detalhes vide item 5.6.1.1).

Além do anel y-lactona em C-6/C-7 contendo o substituinte acetoxi na posi¢ao C-13,
observou-se a insaturagdo em C-5/C-6 pela presenga dos sinais do hidrogénio olefinico
ressonando em & 5,95 s/ (1H, H-5) e o anel tetrahidrofurano em C-1/C-4 formado pelos
carbonos oxigenados 6 82,2 (C-4) e 6 108,7 (C-1).

A unica diferenca fundamental do composto 3 em relacao ao 1 se deu pela presenca de
um segundo grupamento acetoxi na posi¢cdo C-8 (& 66,5) para 3 em vez de um grupo
metacriloiloxi em 1, sendo evidenciado pelos sinais de hidrogénio simpleto em 6 2,11 (3H, H-
2") e do carbono carbonilico ressonando em 6 170,4 (C-1"). A confirmacdo da posicdo deste
substituinte foi definida pela correlagdo entre o hidrogénio oximetinico em & 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 hirsutinolideo (KOTOWICZ et al., 1998).

A andlise de ESI-QTof EM confirmou se tratar do diacetilpiptocarfol (3), assim como
abordado previamente na etapa de caracterizacao das LS do tipo hirsutinolideo em presenga de
fase movel aquosa acidificada, observando-se a presenca do pico base na forma de aduto
protonado com perda de dgua na fonte m/z 379,1387 [C19H2409+H-H20]" (calculado 379,1393),
além ion molecular na forma de aduto com sédio m/z 419,1316 [C19H2409+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 a LS
hirsutinolideo, diacetilpiptocarfol (Figura 42), cuja férmula molecular é C19H2409. Do ponto de
vista quimiotaxondmico, o diacetilpiptocarfol ja foi reportado previamente em outras espécies
do género Lepidaploa (VALDES et al., 1998; BORKOSKY et al., 2003; MARTUCCI et al.,

2014), corroborando para a sua identificagdo a partir da espécie L. chamissonis.



Figura 43 — Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCl3, 263 K) para o diacetilpiptocarfol (3) de Lepidaploa chamissonis.
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Figura 44 — Mapa de correlagio HSQC (600 MHz 'H e 150 MHz '3C, CDCls, 263 K) para o
diacetilpiptocarfol (3) de Lepidaploa chamissonis.
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Figura 45 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz 'H e 150 MHz *C, CDCl3, 263 K) para o
diacetilpiptocarfol (3) de Lepidaploa chamissonis.
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Figura 46 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o diacetilpiptocarfol (3) de
Lepidaploa chamissonis.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

5.6.1.4 Composto (4): glaucolideo B

Figura 47 — Estrutura molecular do glaucolideo B (4) de Lepidaploa chamissonis.

Fonte: adaptado de Costa e colaboradores (2000).

A Tabela 17 apresenta os dados de RMN 'H e RMN !*C observados para o composto 4,
os quais foram comparados com dados da literatura.

A analise de RMN 'H e bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 4 também
foram desenvolvidas em temperatura reduzida, a 273 K (-0,1 °C). Os dados obtidos a partir do
espectro de RMN 'H (Figura 48) e dos mapas de correlagdes HSQC (Figura 49) e HMBC
(Figura 50) para o composto 4 permitiram identificar novamente os sinais apresentados para a
LS do tipo glaucolideo do composto 2 (para maiores detalhes vide item 5.6.1.2).

Confirmou-se a existéncia do anel lactonico em C-6/C-7 em fun¢ao da correlagao dos
hidrogénios oximetilénicos em o 4,86 d (1H, H-13b) e 6 4,91 4 (1H, H-13a) com os carbonos
do anel, além de se observar a presenca da carbonila cetonica em o 208,1 (C-1) a partir dos

hidrogénios ddd (5 3,25 e 6 2,22) do metileno em C-2 (8 33,4) e do simpleto (& 1,49) em C-14.
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Tabela 17 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para o glaucolideo B (4) de Lepidaploa chamissonis
e dados comparativos da literatura.

Posicio @) (COSTA et al., 2000)"

8 'H mult .(J Hz) 8 3C 8 '"H mult .(J Hz) 3 3C
1 - 208,1 - 206,8
2a 3.25ddd (17.9;13.8:4.9) . 2,96 ddd (17.2;12,749) ¢
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) ., 2,60 ddd (17.8;12.9:49) 5, 5
3b 1,54 ddd (14,6; 4,9; 4,0) ’ 1,62-1,67 m ’
4 - 61,7 - 61,4
5 3,27d (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) 400 2,76 dd (16,2; 8,6) 3.8
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 4,91d (12,7) 491d(12,7)
13b 4,86 d (12,7) 358 4,84 d (12,7) 49
14 1,49 s 18,9 1,54 s 18,6
15 1,61s 22,6 1,65 s 20,3
1N - 171,0 - 170,9
2 2,13 s 20,5 2,165 222
17 - 170,7 - 170,3
2” 2,09 s 20,9 2,125 21,0
1 - 170,7 - 170,2
2 2,08 s 20,8 2,11 21,0

(400 MHz 'H, 100 MHz °C, (400 MHz 'H, 100 MHz °C,

acetona-ds, 273 K) CDCls, 260 K)

“ realizou-se a comparagao dos dados de RMN do composto 4 com experimento desenvolvido em
CDCl; ja que ndo foram encontrados na literatura relatos da analise de RMN em acetona-ds, podendo
explicar quaisquer variagdes nos valores de deslocamento quimico entre os dados.

Todavia, assim como observado na comparacdo entre os hirsutinolideos 1 e 3, a
diferenga entre os glaucolideos 2 e 4 correspondeu a presenca do substituinte acetoxi na posi¢ao
C-8 (8 64,7) para 4 em vez de um metacriloiloxi em 2. Essa porcao acetila foi confirmada pela
presenca do sinal de simpleto 6 2,13 (3H, H-2") com carbono carbonilico em 6 171,0 (C-1"), o
qual teve correlacdo observada a partir do hidrogénio em 6 4,77 d (1H, J=8,6, H-8) em C-8.

A andlise de ESI-QTof EM confirmou se tratar do glaucolideo B (4), assim como
abordado previamente na etapa de caracterizacdo das LS do tipo glaucolideo em presenca de
fase movel aquosa acidificada, observou-se no espectro de EM full scan (Figura 51) a presenca
do ion molecular na forma de aduto com hidrogénio m/z 439,1592 [C21H26010+H]" (calculado
439,1604), em acordo ao reportado na literatura para o glaucolideo B (GALLON; JAIYESIMI,
GOBBO-NETO, 2018).
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Figura 49 — Mapa de correlagio HSQC (400 MHz 'H e 100 MHz '*C, acetona-ds, 273 K) para o glaucolideo

B (4) de Lepidaploa chamissonis.
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Figura 50 — Mapa de correlagio HMBC (400 MHz 'H e 100 MHz '3C, acetona-ds, 273 K) para o glaucolideo

B (4) de Lepidaploa chamissonis.
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Figura 51 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o glaucolideo B (4) de
Lepidaploa chamissonis.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

O composto 4 correspondeu a LS do tipo glaucolideo, cuja estrutura foi deduzida como
glaucolideo B (Figura 47), a partir dos dado espectroscopicos, com foérmula molecular
C21H26010. Em termos quimiotaxondmicos, o glaucolideo B ja foi relatado anteriormente em
outras espécies do género Lepidaploa (VALDES et al., 1998; COSTA et al., 2000; MARTUCCI
et al., 2014; GALLON et al., 2018), suportando a proposta de sua obten¢ao a partir da espécie

L. chamissonis.

5.6.1.5 Composto (5): vernodalina

Figura 52 — Estrutura molecular da vernodalina (5) de Vernonanthura condensata.

Fonte: adaptado Jakupovic e colaboradores (1987).

Os dados observados de RMN 'H e RMN '3C para o composto 5 foram comparados
com dados da literatura conforme apresentado na Tabela 18. A andlise de RMN 'H e
bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 5 também foram desenvolvidas em

temperatura reduzida, a 273 K (-0,1 °C).
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Tabela 18 — Dados de RMN 'H e RMN '*C para a vernodalina (5) de Vernonanthura condensata
e dados comparativos da literatura.

Posiciio 5) (LOOI et al., 2013)

¢ & "H mult .(J Hz) e & 'H mult .(J Hz) 8 °C
1 5,72 dd (17,5; 10,9) 139,3 5,71dd (17,4; 11,0) 138,8
2a 5,33 d (10,9) 5,32 dd (11,0; 6,8)
2b 530d(17,5) 7.2 535 dd (11,0: 6.8) 172
3 - 163,2 - 163,2
4 ; 129.4 ; 129.9
5 3,06d(11,2) 46,3 3,03 m 46,7
6 4,09 dd (11,2; 11,2) 77,9 4,06 ¢ (11,0) 78,1
7 3,03 dddd (11,2; 11,0; 3,1;2,9) 50,3 3,03m 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) gy 224dd(142:4,06) 390
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
132 624d(3,1) 6,20 d (3,2)
13b  5,69d(2,9) 219 564432 1217
142 4,51d(12,3) 4,48 d (12,3)
14b  431d(123) 705 4 08dd (12.3:1.3) 70,6
15a 6,78 sl 6,74 s
15b 5,99 s/ 1364 5,96 s 1360
16 - 165,0 - 165,1
17 - 138,5 - 139,6
18a 6,32 s/ 6,29 s
18b 6,00 s/ 127.3 5,96 s 1272
19a 4,38 sl 4355
19b 4,37 sl 62,1 4355 62,0

(400 MHz 'H, 100 MHz "°C, (400 MHz "H, 100 MHz "*C, CDCl;,
CDCls, 273 K) temperatura ndo indicada)

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 'H (Figura 53) e dos mapas de correlacdes
HSQC (Figura 54) e HMBC (Figura 55) para o composto 5 permitiram identificar sinais
diferentes dos observados para as LS do tipo hirsutinolideo (1 e 3) e glaucolideo (2 ¢ 4).

A comegar, pelos sinais hidrogénios metilénicos em o 6,24 d (1H, J=3,1, H-13a) ¢ §
5,69 d (1H, J=2,9, H-13b), em carbono sp*> & 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 presenca de
um anel y-lactdnico a,B-insaturado mas com um metileno exociclico.

A existéncia de um segundo éster ciclico correspondente & um anel d-lactona lactdnico
o,pB-insaturado com metileno também exociclico foi confirmada a partir dos sinais de
hidrogénios olefinicos ressonando em 6,78 ppm (s/, 1H, H-15a) e 5,99 ppm (s/, 1H, H-15b) na
posicao C-15 (8 136,4), correlacionando com o segundo carbono da por¢do olefina em 6 129,4

(C-4), e os carbonos metinico em d 46,3 (C-5) e carbonilico em o 163,2 (C-3).
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Figura 54 — Mapa de correlagdo HSQC (400 MHz 'H e 100 MHz '3C, CDCl3, 273 K) para a vernodalina
(5) de Vernonanthura condensata.
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Figura 55 — Mapa de correlagio HMBC (400 MHz 'H e 100 MHz '*C, CDCls, 273 K) para a vernodalina
(5) de Vernonanthura condensata.
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A correlagdo entre o hidrogénio metinico (6 3,06 d, 1H, H-5) na posi¢do C-5 com os
carbonos de ambos os anéis lactonicos, bem como com os carbonos em C-9 (6 38,8) e C-14
(70,5) dos grupos metileno formados respectivamente pelos hidrogénios 6 2,24 dd (1H, J=14,3;
4,7, H-9a) e 0 1,69 dd (1H, J=14,3, 10,8, H-9b), e pelos hidrogénios em 6 4,51 d (1H, J=12,3,
H-14a) e 6 4,31 d (1H, J=12,3, H-14b), indicaram uma LS com nucleo elemanolideo (ITO et
al., 2016). Ainda, foi identificado um substituinte hidroximetacrilato na posicao C-8 (6 68,7)
em func¢do da correlagdo entre os hidrogénios olefinicos ¢ 6,32 s/ (1H, H-18a) e 6 6,00 s/ (1H,
H-18b) em C-18 (6 127,3) e oximetilénicos 6 4,38 s/ (1H, H-19a) ¢ 6 4,37 s/ (1H, H-19b) em
C-19 (8 62,1), com os carbonos olefinico em & 138,5 (C-17) e carbonilico em & 165,0 (C-16).
A substitui¢ao na posi¢ao C-8 se confirmou pela correlagao entre o hidrogénio oximetinico em
05,18 ddd (1H, J=11,0, 10,8, 4,7, H-8) com a carbonila (6 165,0) de hidroximetacrilato.

A analise de ESI-QTof EM confirmou se tratar da vernodalina (5) a partir da presenca
do ion molecular protonado m/z 361,1280 [C19H2007+H]" (calculado 361,1287) no espectro de
EM full scan (Figura 56), conforme descrito na literatura para a vernodalina

(CHUKWUIJEKWU et al., 2009).

Figura 56 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a vernodalina (5) de
Vernonanthura condensata.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.
Esses dados, juntamente com as informagdes quimiotaxonOmicas para a espécie V.
condensata indicaram que o composto S correspondeu a LS do tipo elemanolideo, vernodalina
(Figura 52), cuja formula molecular ¢ Ci9H2007. Reportada em espécies de Vernonieae
(CHUKWUJEKWU et al., 2009; ITO et al., 2016; KIMANI et al., 2018), a vernodalina ja 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.

19

Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987).

Tabela 19 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para a 11,13,16,17-tetrahidrovernolida (6) de
Vernonanthura condensata e dados comparativos da literatura.

(RABE; MULLHOLLAND:;

Posigio © VAN STADEN, 2002)"

d 'H mult .(J Hz) 5 13C d 'H mult .(J Hz) 5 13C
1 2,74 dd (11,5; 4,3) 66,6  2,70dd (11,5;4.5) 66,3
2a 2,29-234 m 2,29 m
2b 1,64-1,71 m 226 168 m 22,7
3a 2,40-2,44 m 237 m
3b 2,40-2,44 m B3 0 3m 33,6
4 - 143,1 - 142,8
5 5,525d (9,4) 128,8  5,49d(9,6) 129,2
6 5,12 dd (9.4; 9,3) 774 5,121(9,9) 77,3
7 2,19 ddd (11,5; 9,3; 9.3) 56,8  2,18m 57,1
8 5,518 ddd (10,8; 9,3; 1,0) 70,8 5,66 71,5
9a 2,56 dI (14,7) s05  262d(142) 108
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  2,65m 39,9
12 - 1778 - 177,7
13 1,48 d (6.9) 16,8  1,43d(6,9) 16,7
14 4,54 sl 99.4  4,53d(11,0) 99,5
15a 4,60 dd (13,7; 1,5) 4,57d(13,7)
15b 3,70 dd (13,7; 1,1) 642 36740137 64.3
16 - 178,5 - 168,0
17 2,62 sept (7,0) 34,0 - 135,6
18a 1,20 d (7.,0) 18,8  6,14d(1,8) 1274
18b - - 5,67d(1,8) ’
19 1,20 d (7,0) 188 1,96 18,3
OH-14 - - 521d(11,0) -

(600 MHz 'H, 150 MHz "°C, (500 MHz 'H, 125 MHz *C, CDCl;,

CDCl3, 263 K) temperatura ndo indicada)

¢, devido ao fato de ndo terem sido encontrados relatos na literatura para os dados de RMN do composto
6, este foi comparado ao analogo 11,13-dihidrovernolida (7), cuja diferenga na comparagdo com 6 se da
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 'H e RMN "*C pra o composto 6 foram comparados com
dados da literatura conforme apresentado na Tabela 19. A analise de RMN 'H e bidimensionais
(HSQC e HMBC) para o composto 6 também foram desenvolvidas em temperatura reduzida, a
263 K (-0,1 °C).

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 'H (Figura 58) e dos mapas de correlacdes
HSQC (Figura 59) e HMBC (Figura 60) para o composto 6 permitiram identificar sinais
distintos em relagdo aos observados para as LS abordadas anterior do tipo hirsutinolideo (1 e
3), glaucolideo (2 e 4) e elemanolideo (5).

As correlagdes entre o hidrogénio metinico ressonando em 6 2,63 dddd (1H, J=11,5;
6,9; 6,9; 6,9 Hz, H-11) na posigao C-11 (0 40,1) e os hidrogénios da metila é 1,48 d (3H; J=6,9
Hz, H-13) em C-13 (6 16,8) com os carbonos em 6 77,4 (C-6), & 56,8 (C-7) e 8 177,8 (C-12)
sugeriu a presenca de um anel y-lactonico sem insaturagdo e contendo um grupo metila na
posicdo a a carbonila.

Observou-se também a presenca de um grupo olefinico vicinal ao anel lactonico a partir
da correlagdo entre o hidrogénio oximetinico em 9 5,12 dd (J=9.4; 9,3 Hz; H-6) em C-6 com o
carbono sp? em & 128,8 (C-5) e do acoplamento do mesmo hidrogénio com o hidrogénio § 5,525
d (J=9,4 Hz, H-5). Adicionalmente, a correlagdo entre os hidrogénios diastereotopicos em o
3,70 dd (1H; J=13,1; 1,1 Hz; H-15b) e 6 4,60 dd (1H; J=13,1; 1,5 Hz; H-15a) em C-15 (3 64,2)
com o segundo carbono olefinico em 143,1 ppm (C-4) confirmou a posi¢do dessa insaturagao
em C-4/C-5.

Além disso, a identificacdo de um anel oxirano em C-1/C-10 em fun¢do da correlagao
entre o hidrogénio oximetinico 6 2,74 dd (1H, J=11,5; 4,3 Hz, H-1) em C-1 (6 66,6) e o carbono
oxigenado ressonando em 58,7 ppm (C-10), e a confirmagdo de um grupamento hemiacetal em
C-14 (6 99,4) formado pelo hidrogénio 6 4,57 s/ (1H; H-14), sugeriu um esqueleto carbonico
biciclico fundido entre C-4/C-10, caracteristico de LS com nucleo vernolideo (RABE;
MULLHOLLAND; VAN STADEN, 2002).

Ainda, detectou-se um substituinte isobutiroiloxi na posi¢do C-8 (6 70,8) a partir da
correlacdo entre os hidrogénios de metilas simétricas em & 1,27 d (6H, J=7,0 Hz; H-18a e H-
19) em C-18 ¢ C-19 (0 18,8), e do hidrogénio metinico na forma de septeto (sept) d 4,38 (1H,
J=7,0 Hz; H-17) em C-17 (8 34,0), com o carbono carbonilico em 6 178,5 (C-16). A posicao
do substituinte éster em C-8 foi confirmada pela correlagdo entre o hidrogénio oximetinico &

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 59 — Mapa de correlagio HSQC (600 MHz 'H e 150 MHz 3C, CDCl3, 263 K) para a 11,13,16,17-
tetrahidrovernolida (6) de Vernonanthura condensata.
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Figura 60 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz 'H e 150 MHz *C, CDCl3, 263 K) para a 11,13,16,17-
tetrahidrovernolida (6) de Vernonanthura condensata.
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A andlise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para a 11,13,16,17-
tetrahidrovernolida (6) pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 61) do ion molecular
adutado com sodio m/z 389,1555 [Ci9H2607+Na]” (calculado 389,1576), e em menor
intensidade o aduto protonado m/z 367,1768 [C19H2607+H]" (calculado 367,1759), além do
pico base correspondente ao dimero na forma de aduto de hidrogénio 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.
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A partir desses achados espectroscopicos e espectrométricos, o composto 6
correspondeu a LS germacranolideo do tipo vernolideo, 11,13,16,17-tetrahidrovernolida
(Figura 57), com formula molecular Ci19H2607.

O composto 6 ja foi descrito anteriormente como produto da reacdo de hidrogenacgdo a
partir da LS vernolida (8) (TOUBIANA; GAUDEMER, 1967; KUPCHAN et al., 1969). Em
termos quimiotaxondmicos, 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, estd ¢ a primeira vez que os dados de RMN e EM estdo sendo descritos
de forma completa para a LS 11,13,16,17-tetrahidrovernolida (6), além de ser a primeira vez

que este composto esta sendo reportado para a espécie Vernonanthura condensata.



5.6.1.7 Composto (7): 11,13-dihidrovernolida
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Figura 62 — Estrutura molecular da 11,13-dihidrovernolida (7) de Vernonanthura condensata.

Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987).

Os dados de RMN 'H e RMN !*C observados para o composto 7 foram comparados

com dados da literatura e estdo apresentado na Tabela 20.

Tabela 20 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para a 11,13-dihidrovernolida (7) de Vernonanthura

condensata e dados comparativos da literatura.

(RABE; MULLHOLLAND:;

Posiciio ) VAN STADEN, 2002)

5 "H mult .(J Hz) 5 °C 5 'H mult .(J Hz) 5 °C
1 2,72 dd (11,4; 4.3) 662 2,70dd (11,5;45) 66,3
2a 222235 m 229 m
2b 1.59-1.73 m 226 esm 22,7
3a 2,32-2,46 m 2,37Tm
3b 2,32-2,46 m 33.4 2,37Tm 33,6
4 ; 142,7 ; 142.8
5 5.51d(9.9) 1290 5.49d(9.6) 129.2
6 5,14 dd (9,9; 9,5) 772 5,121(9,9) 773
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) 714 566 715
9a 2,64 di (14,4) o 262d0142) 108
9b 1,32 dd (14,4; 10,8) ’ 1,30 dd (14,6; 10,6) ’
10 - 58,5 - 58,9
1 2,66 dddd (11,2: 6.9:6.9: 6.9) 39.9  2.65m 39.9
12 - 177,3 - 177,7
13 1,45 d (6,9) 16,6 143d(6,9) 16,7
14 4,55 51 993 453d(11,0) 99,5
152 4,59dd(13,8; 1,2) y 4574037 "
15b  3,68dd (13,8; 1,0) “3.67d(13,7) ’
16 i 167.7 ] 168.0
17 i 1353 ] 135.6
18a 6,164 6,14 d (1,8)
18b 5,70 s/ 1274 5,67d(1,8) 1274
19 1.97 s1 184 1.96s 183
OH-14 - 521d(11,0) i

(300 MHz 'H, 75 MHz °C,

CDCls, 295 K)

(500 MHz 'H, 125 MHz °C, CDCl3,

temperatura ndo indicada)
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A andlise de RMN 'H e bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 7 foram
desenvolvidas em temperatura ambiente de 295 K (21,8 °C).

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 'H (Figura 63) e dos mapas de correlagdes
HSQC (Figura 64) e HMBC (Figura 65) para o composto 7 permitiu identificar sinais muito
semelhantes aos apresentados para a LS do tipo vernolideo composto 6.

Foram observados os sinais confirmatorios das presencas do anel y-lactonico metilado
na posi¢ao C-11, da ligagdo m entre C-4/C-5, do anel epdxido em C-1/C-10 e da fungao
hemiacetdlica em C-14 (Tabela 19) conforme descrito anteriormente (para maiores detalhes
vide item 5.6.1.6).

Entretanto, a comparacao entre o vernolideo 6 (11,13,16,17-tetrahidrovernolida) e o
composto 7 mostrou que a diferenga fundamental correspondeu ao substituinte éster na posi¢ao
C-8, com a presenca de um metacriloiloxi para 7 em vez do isobutiroiloxi de 6. Essa por¢ao
metacrilato foi confirmada a partir da correlagdo entre os hidrogénios olefinicos em 6 5,70 s/
(1H, H-18b) e 8 6,16 s/ (1H, H-18a) em C-18 (6 127,4), e dos hidrogénios da metila & 1,97 s/
(3H, H-19) em C-19 (5 18,4) com os carbonos carbonilico em 6 167,7 (C-16) e olefinico em o
135,3 (C-17). A posigao do substituinte em C-8 (6 71,4) foi definida em fun¢ao da correlagao
entre o hidrogénio oximetinico & 5,66 ddd (1H; J=10,8; 9,6; 1,0; H-8) com a carbonila do
metacriloiloxi.

A andlise de ESI-QTof EM confirmou a hipdtese da 11,13-dihidrovernolida (7) pela
presenca no espectro de EM full scan (Figura 66) do ion molecular na forma de aduto de sodio
m/z 387,1409 [C19H2407+Na]" (calculado 387,1420), e em menor intensidade o aduto protonado
m/z 365,1613 [Ci9H2407+H]" (calculado 365,1600), conforme descrito na literatura para o
composto 7 (RABE; MULLHOLLAND; VAN STADEN, 2002). Além deste, o pico base
correspondente ao dimero na forma de aduto de hidrogénio m/z 729,3084 [2M+H]" (calculado
729,3122) também sustentou a hipdtese do composto 7 se tratar da 11,13-dihidrovernolida.

A partir das informagdes oriundas dos experimentos de RMN e EM, o composto 7
correspondeu a LS germacranolideo do tipo vernolideo, 11,13-dihidrovernolida (Figura 62),
com formula molecular Ci9H2407. Do ponto de vista quimiotaxonomico, a 11,13-
dihidrovernolida (7) ja foi relatada em outras espécies de Vernoniecae (RABE;
MULLHOLLAND; VAN STADEN, 2002; SINISI et al., 2015; KIMANI et al., 2018), assim
como ja foi obtida anteriormente a partir da espécie Vernonanthura condensata (JAKUPOVIC

et al., 1987).



Figura 63 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para a 11,13-dihidrovernolida (7) de Vernonanthura condensata.
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Figura 64 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCls, 295 K) para a 11,13-
dihidrovernolida (7) de Vernonanthura condensata.
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Figura 65 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCl3, 295 K) para a 11,13-
dihidrovernolida (7) de Vernonanthura condensata.
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Figura 66 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a 11,13-dihidrovernolida (7)
de Vernonanthura condensata.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

5.6.1.8 Composto (8): vernolida

Figura 67 — Estrutura molecular da vernolida (8) de Vernonanthura condensata.

Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987).

Os dados observados de RMN 'H e RMN !3C para o composto 8 foram comparados
com dados da literatura conforme apresentado na Tabela 21. A andlise de RMN 'H e
bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 6 foram desenvolvidas em temperatura
reduzida, a 273 K (-0,1 °C).

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 'H (Figura 68) e dos mapas de correlagdes HSQC (Figura 69) €
HMBC (Figura 70) para o composto 8 também demonstraram corresponder aos sinais de LS
com nucleo vernolideo.

Foram detectados os sinais condizentes a ligacao m entre C-4/C-5, ao anel epoxido em

C-1/C-10 e a funcao hemiacetdlica em C-14 (Tabela 19) conforme abordado anteriormente.



202

Tabela 21 — Dados de RMN 'H e RMN !3C para a vernolida (8) de Vernonanthura condensata
e dados comparativos da literatura.

®

(RABE; MULLHOLLAND;

Posi¢io VAN STADEN, 2002)

& 'H mult .(J Hz) 3 °C & "H mult .(J Hz) 8 °C
1 2,75dd (11,5; 4,3) 66,8 2,72 dd (11,5; 4,5) 66,4
2a 2,30-2,35 m 2,30 m
2b 1,69 dddd (13,9; 11,9; 11,5; 7,3) 228 1,69 m 228
3a 2,39-2,49 m 2,40 m
3b 2,39-2,49 m 33,6 2,40 m 33,3
4 - 144,2 - 143,8
5 5,60 d (10,2) 128,5 5,57d(9,5) 128,7
6 5,26 dd (10,2; 9,3) 77,6 5,25 ¢(10,1) 77,4
7 3,10 dddd (9,3, 9,0; 3,1; 3,3) 52,0 3,05m 51,9
8 5,73 ddd (10,8; 9,0; 1,0) 70,7 5,74 70,7
9a 2,65 dl (14,7) a3 265d(146) 413
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) 6,35 d (2,7)
13b 6,03 dd (3,1; 0,5) 1270 595427 126,1

14 457d(11,1) 99,4 4,554 (10,1) 99,3

15a 4,62 dd (13,8;1,2) 4,59 d (13,7)

15b 3,70 dd (13,8; 1,0) 644 36740137 64.3

16 - 167.6 - 167,2

17 - 135,6 - 135,8

18a 6,18 dd (1,2;1,0) 6,16 d (1,8)

18 5.76dd(13:12) 278 S714018) 1272

19 1,99 dd (1,3; 1,0) 18,5 1,9 18,3

OH-14 5,11d(11,1) - 491d(10,1) -

(600 MHz 'H, 150 MHz °C, (500 MHz 'H, 125 MHz C, CDCI3,

CDCl3, 273 K) temperatura ndo indicada)

Contudo, duas diferengas foram observadas para o composto 8 em relacdo aos
vernolideos 6 ¢ 7. A primeira e mais importante das variagdes diz respeito a presen¢a de um
anel butirolatonico em C-6/C-7 contendo uma o,fB-insatura¢do exociclica, confirmado pela
correlagdo entre os sinais hidrogénios metilénicos em 6 6,40 dd (1H, J=3,3; 0,5 Hz; H-13a) ¢ 0
6,03 dd (1H, J=3,1; 0,5 Hz; H-13b) em carbono sp? § 127,0 (C-13), com os carbonos nas
posi¢des C-7 (6 52,0), C-11 (5 134,7) e C-12 (5 169,6).

Adicionalmente, diferente do observado para o composto 6, mas semelhante ao
detectado para 7, o composto 8 apresentou na posicdo C-8 (6 70,7) um substituinte
metacriloiloxi formado pelos hidrogénios olefinicos em 8 5,76 dd (1H; J=1,3; 1,2; H-18b) e
6,18 dd (1H J=1,2; 1,0; H-18a) e metilicos 6 1,99 dd (3H; J=1,3; 1,0; H-19) em C-18 (5 127,8)
e C-19 (8 18,5), bem como pela carbonila em C-16 (& 169,6) e pelo carbono olefinico em o
135,6 (C-17).
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Figura 69 — Mapa de correlagdio HSQC (600 MHz 'H e 150 MHz '3C, CDCl3, 273 K) para a vernolida (8)
de Vernonanthura condensata.
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Figura 70 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz 'H e 150 MHz '3C, CDCl3, 273 K) para a vernolida (8)
de Vernonanthura condensata.
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A analise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para a vernolida (8) pela
presenca no espectro de EM full scan (Figura 71) do ion molecular na forma de aduto de sodio
m/z 385,1235 [C19H2207+Na]" (calculado 385,1263), e em menor intensidade o aduto protonado
m/z 363,1436 [C190H2207+H]" (calculado 363,1444), em acordo ao descrito na literatura para a
vernolida (CHUKWUJEKWU et al., 2009).

Além disso, o pico base correspondente ao dimero na forma de aduto de hidrogénio 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.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

Considerando os dados obtidos das analises de RMN e EM, o composto 8 correspondeu
a LS germacranolideo do tipo vernolideo, vernolida (Figura 67), cuja féormula molecular ¢é
Ci9H2207.

Assim como observado para o composto 7, a vernolida também ja foi descrita em outras
espécies de Vernonieae (RABE; MULLHOLLAND; VAN STADEN, 2002; SINISI et al.,
2015; KIMANI et al., 2018), além de ja 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 'H e RMN !3C para o composto 9 foram comparados

com dados da literatura conforme apresentado na Tabela 22.

Tabela 22 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para a 19-hidroxi-11,13-dihidrovernolida (9) de
Vernonanthura condensata e dados comparativos da literatura.

Posicio 9) (JAKUPOVIC et al., 1987)
8 'Hmult (JHz) 6 "C 8 'H mult .(J Hz)
1 2,72 dd (11,4; 4,3) 66,6 2,72.dd (11; 4)
2a 2,25-2,36 m 29 231lm
2b 1,58-1,75 m ’ 1,67 dddd (13; 11; 7)
3a 2,35-2,45 m 339 241 m
3b 2,35-245 m ’ 2,41 m
4 - 143,1 -
5 5,51d(9,7) 1294 5,51di(10; 1,3)
6 5,16 dd (9,7, 9,6) 77,4 5,14 ¢(10)
7 2,17-2,26 m 57,2 2,21ddd (11;10;9)
8 5,75 ddi (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 145d(7)
14 4,55 sl 99,4 4,55dl(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 6,29 sl
18b 5,99 s/ 127.2 6,00 s/
192 4,39 51 622 4,39 dI (1,5)
19b 4,39 sl ’ 4,33 dl(1,5)
OH-14 _ _ 4,95d(11)
(300 MHz 'H, 75 MHz "°C, (400 MHz 'H, CDCl;,
CDCl3, 295 K) temperatura ndo indicada)

“ ndo foram encontrados relatos na literatura com a descri¢do dos dados de RMN "*C para o composto
9, por isso realizou-se a comparacio apenas em relagio aos dados de RMN 'H.
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A andlise de RMN 'H e bidimensionais (HSQC e HMBC) para o composto 9 foram
desenvolvidas em temperatura ambiente de 295 K (21,8 °C).

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 'H (Figura 73) e dos mapas de correlagdes
HSQC (Figura 74) e HMBC (Figura 75) para o composto 9 permitiu identificar sinais bastante
similares aos apresentados para a LS do tipo vernolideo 7 (11,13-dihidrovernolida) (para
maiores detalhes vide item 5.6.1.7).

As caracteristicas indicativas do nucleo vernolideo também foram identificadas
considerando os sinais do anel y-lactonico metilado na posicao C-11, do anel oxirano em C-
1/C-10, da insaturagdo em C-4/C-5, ¢ do hemiacetal em C-14 (Tabela 20) conforme abordado
previamente.

Entretanto, novamente a diferenca entre esses dois compostos (7 e 9) se deu pela
mudan¢a do tipo de substituinte éster ligado na posi¢do C-8. Observou-se os sinais
correspondentes a por¢ao hidroximetacriloiloxi para 9 em vez do metacriloiloxi do composto
7.

O grupo hidroximetacrilato foi admitido considerando os hidrogénios olefinicos em 6
5,99 sl (1H, H-18b) ¢ 6 6,28 s/ (1H, H-18a), e oximetilénicos 6 4,39 s/ (2H, H-19a ¢ H-19b),
bem como suas correlagdes com os carbonos da carbonila em 6 167,0 (C-16) e da olefina em o
139,3 (C-17). A correlagao entre o hidrogénio oximetinico 6 5,75 ddl (1H; J=11,0; 10,8 Hz; H-
8) em C-8 (8 71,9) e a carbonila do hidroximetacriloiloxi auxiliou para a defini¢do da posicao
do substituinte.

A analise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para a 19-hidroxi-11,13-
dihidrovernolida (9) pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 76) do ion molecular
protonado m/z 381,1548 [CioH240s+H]" (calculado 381,1549), além do pico base
correspondente ao dimero na forma de aduto de hidrogénio 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 a LS germacranolideo do tipo vernolideo, 19-hidroxi-11,13-dihidrovernolida
(Figura 72), com formula molecular Ci19H240s.

As consideragdes quimiotaxondmicas mostraram que a 19-hidroxi-11,13-
dihidrovernolida (9) ja 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).
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Figura 74 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz 3C, CDCl3, 295 K) para a 19-hidroxi-
11,13-dihidrovernolida (9) de Vernonanthura condensata.
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Figura 75 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz '3C, CDCls, 295 K) para a 19-hidroxi-
11,13-dihidrovernolida (9) de Vernonanthura condensata.
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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.
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Espectro de massas de alta resolucao ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

5.6.1.10 Composto (10): 19-hidroxivernolida

Figura 77 — Estrutura molecular da 19-hidroxivernolida (10) de Vernonanthura condensata.

Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1987).

Os dados observados de RMN 'H e RMN "3C para o composto 10 foram comparados
com dados da literatura conforme apresentado na Tabela 23. A andlise de RMN 'H e
bidimensionais (HSQC ¢ HMBC) para o composto 10 foram desenvolvidas em temperatura
ambiente de 295 K (21,8 °C).

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN 'H (Figura 78) e dos mapas de correlagdes
HSQC (Figura 79) e HMBC (Figura 80) para o composto 10 mostrou sinais bastante parecidos
aos observados para as demais LS vernolideo (6-9) (para maiores detalhes vide itens 5.6.1.6 a
5.6.1.9).

Quando com parado a vernolida (8) (Tabela 21), a modificagdo identificada no
composto 10 se deu pela presenca do substituinte hidroximetacriloiloxi na posi¢do 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 'H e RMN '3C para a 19-hidroxivernolida (10) de Vernonanthura
condensata e dados comparativos da literatura.

(RABE; MULLHOLLAND:;

Posicio (10) VAN STADEN, 2002)"

5 "H mult .(J Hz) 5 1°C 5 'H mult .(J Hz) 5 1°C
1 2,75 dd (11,3; 4.3) 66,1 2,72dd(11,5;4)5) 66,4
2a 224237 m 2,30 m
2b 1.60-1.77 m 228 eom 22,8
3a 2,35-2,48 m 2,40 m
3b 2,35-2,48 m 33,3 2,40 m 33,5
4 - 143,4 - 143,8
5 5,58 d (10.1) 1288 5.57d(9.5) 128.7
6 5,29 dd (10,1; 9,0) 773 525:(10,1) 77,4
7 3.07 dddd (9.0: 8.9:33:2.9) 518 3.05m 51.9
8 5.81 ddd (10.8- 8.9: 1.3) 708 574 707
9a 2,71 dd (14,1; 1,3) o | 265d(146) L3
9h 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
132 635d4(33) 6.35d (2.7)
13b  5.92d(29) 1261 595 4(27) 126.1

14 4,59 sl 99,1 4,55 d (10,1) 99,3

152 4.61dd(13,7;12) 459 d (13.7)

15 3.684dI(13,7) 643 36740137 64.3

16 - 165,8 - 167,2

17 - 139,1 - 135,8

18a 6285 6,16 d (1,8)

18 6,00 1269 S7140138) 1272

19a 4,35 sl 61.8 1,96 s 18,3

19b 4,35 sl ’ - -

OH-14 - - 4,914d(10,1) -
(300 MHz 'H, 75 MHz °C, (500 MHz 'H, 125 MHz *C, CDCl;,

CDCl;, 295 K) temperatura ndo indicada)

“, uma vez que nao foram encontrados relatos na literatura com a descri¢do dos dados de RMN do
composto 10, este foi comparado ao analogo vernolida (8), cuja diferenca na comparagao com 10 se da
apenas pelo substituinte éster em C-8 (com um metacriloiloxi em vez do hidroximetacriloiloxi em 10).

Todavia, assim como observado na comparagdo entre as LS 7 e 8 (para maiores detalhes
vide itens 5.6.1.7 e 5.6.1.7), a diferenca entre os compostos 9 e 10 foi apenas a presenca de uma
a,pB-insaturacao exociclica no anel y-lactonico. A correlagao entre os hidrogénios metilénicos
em 0 6,35 d (1H, J=3,3 Hz; H-13a) ¢ 6 5,92 d (1H, J=2,9 Hz; H-13b) com os carbonos 6 52,0
(C-7),6134,7 (C-11) e 6 169,6 (C-12) sustentaram o anel lactonico a,B-insaturado para 10.

A analise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para a 19-hidroxivernolida
(10) pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 81) do ion molecular protonado m/z
379,1399 [C19H2208+H]" (calculado 379,1393), além do pico base correspondente ao dimero
na forma aduto de hidrogénio m/z 757,2723 [2M+H]" (calculado 757,2708).
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Figura 79 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz C, CDCls, 295 K) para a 19-
hidroxivernolida (10) de Vernonanthura condensata.
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Eixo Y: projecio para °C, expresso em ppm (relativo ao TMS - § 0,00); Eixo X: deslocamento quimico 'H, expresso
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Figura 80 — Mapa de correlacgio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCl3, 295 K) para a 19-
hidroxivernolida (10) de Vernonanthura condensata.
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Figura 81 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para a 19-hidroxivernolida (10) de
Vernonanthura condensata.
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Espectro de massas de alta resolucdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

A partir dos dados espectrométricos e espectroscopicos, o composto 10 correspondeu a
LS germacranolideo do tipo vernolideo, 19-hidroxivernolida (Figura 77), cuja férmula
molecular Ci19H220s.

Descrita para outras espécies de Vernonieae (SINISI et al., 2015; KIMANI et al., 2018),
a 19-hidroxivernolida também ja foi isolada previamente a partir da espécie Vernonanthura

condensata (JAKUPOVIC et al., 1987).
5.6.2 Derivados semissintéticos de lactonas sesquiterpénicas: compostos 11-24

5.6.2.1 Derivado (11): 1,4-dihidroxi-5,8,10-triacetoxi-13-metoxicadin-7(11)-en-6(12)-olideo

Figura 82 — Estrutura molecular do derivado semissintético (11) do glaucolideo B (4).
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Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986b).
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A producgao dos derivados semissintéticos 11 e 12 (sendo o composto 12 detalhado a
seguir no item 5.6.2.2) a partir do glaucolideo B (4) se deu a partir da utilizacao do catalisador

basico DMAP, conforme mecanismo demonstrado no Esquema 24.

Esquema 24 — Mecanismo de reacdo proposto para producio dos derivados semissintéticos 11
e 12 com N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP): condi¢cdes a(i) e a(ii).

~

J

Condig¢des 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 reagdo foi dependente da desprotonagdo do hidrogénio
metinico na posi¢do C-6 do glaucolideo B (4), realizada pelo DMAP. Este passo reacional
promoveu a formacgdo de um intermedidrio carbanion (4.1) na mesma posic¢ao (C-6) além do
ion N,N-dimetilaminopiridinio. Posteriormente, em mecanismo similar ao proposto por
Matinez-Vazquez e colaboradores (1992), a base conjugada (4.1) sofreu um rearranjo que levou
a eliminagao alilica do grupo acetoxi da posi¢ao C-13 e a obtengdo do intermedidrio germacra-
6(7),11(13)-dien-6(12)-olideo (4.2). O anion acetato formado foi entdo estabilizado pelo N,N-
dimetilaminopiridinio com consequente regeneragao do catalisador DMAP e producao de 4cido
acético, o qual promoveu uma adi¢ao nucleofilica ao grupo oxirano em C-5, com a abertura do
anel e formacdo de um intermediario 5-acetilado (4.3). Por fim, a presen¢a do metanol na
condicdo reacional a(i) desencadeou uma adi¢cao de Michael ao metileno exociclico em C-13 e

consequente rearranjo estrutural promovido pelo deslocamento dos elétrons @ para a posi¢ao
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C-7/C-11 (reestabelecendo o anel lactonico com a,B-insaturagdo endociclica) seguido da

ciclizagao transanular a partir do ataque nucleofilico a carbonila em C-1, com a obten¢do de um

nicleo decalina em C-1/C-6, correspondendo ao derivado 13-metoxi-cadinanolideo (11).

A partir dos dados de RMN 'H (Figura 83) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras

84 e 85) observados para o composto 11 foi possivel confirmar a formagdo do derivado

semissintético de interesse. Os dados de RMN 'H e RMN '3C observados para o derivado 11

foram comparados com dados da literatura e estdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24 — Dados de RMN 'H e RMN !3C para o derivado semissintético (11) do glaucolideo

B (4) e dados comparativos da literatura.

(JAKUPOVIC et al., 1986b)

Posieao N it U HzZ) 8 °C o Hmult.(JHz) 6 °C
1 - 76,8 - 89,2
2a 2,33-242 m 2,38 m

2b 1,66-1,73 m 309 167 m 30,6
3a 2,26-2,37 m 233 m

3b 1,81-1,92 m 360 1 %6 m 359
4 - 73,2 ; 73,3
5 5,93 s 759 592 76,1
6 - 88,9 ; 76,9
7 - 157,2 ] 157,1
8 5.87dd (4,0;2,4) 650 5,87 dd (4,0;2,0) 64,9
9a 332dd (160;24) 4, 0 3,32dd (15,0;2,0) "
9h 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) Gy AA1d(Ls) Gl
13b 423 d(12,1) ’ 423 d (11,5) ’
14 1,70 s 198 1,70 19,1
15 1,41 s 233 1405 23.4
v - 170,5 - 171,3
? 2,04 5 212 2,03s 21,1
1 3,35 s 58,7 3345 58,5
” - 168,9 - 170,4
27 2225 230  221s 22,9
17 - 171,4 ; 171,1
27 1,98 s 205  197s 20,4

(300 MHz 'H, 75 MHz °C,

CDCl;, 295 K)

(400 MHz 'H, 100 MHz °C,

CDCl, temperatura ndo indicada)

A comparagdo com o material de partida (4) (para maiores detalhes vide item 5.6.1.4),

revelou os sinais dos carbonos oxigenados nas posi¢oes C-1 (6 76,8) e C-6 (o 88,9) para o

derivado 11, confirmando a proposta de formagio do nucleo decalinico (MARTINEZ-

VAZQUEZ et al., 1992).



Figura 83 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (11) do glaucolideo B (4).
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Figura 84 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético (11) do glaucolideo B (4).
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Figura 85 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético (11) do glaucolideo B (4).
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Nesse contexto, a partir da analise de¢ HMBC do composto 11 foi possivel corrigir as
atribuicdes para os carbonos C-1 e C-6 realizadas de forma inversa por Jakupovic e
colaboradores (1986Db).

A presenga de um anel y-lactonico em C-6/C-7 contendo uma a,B-insaturacdo
endociclica (C-7/C-11) foi confirmada pela correlacdo dos sinais de hidrogénios metilénicos
diastereotopicos em 6 4,23 d (1H, J=12,1 Hz, H-13a) ¢ 6 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 posi¢ao alilica C-13 observado no material de partida (4) deu ligar ao
grupo metoxi, confirmado pela correlagao do hidrogénios em 6 3,35 s (3H, H-1") com o carbono
oximetilénico em C-13 (6 63,1).

Por outro lado, foram mantidos os grupos acetoxi formados pelos sinais de hidrogénios
0 2,04 s (3H, H-2") 8 2,22 s (3H, H-2") e nas posi¢cdes C-8 e C-10, respectivamente. Além
destes, identificou-se também o substituinte acetoxi de hidrogénio & 1,98 s (3H, H-2"") na
posi¢ao C-5 (6 75,9) devido a correlagao do hidrogénio oximetinico em 6 5,93 s (1H, H-5) com
a carbonila em C-1"" (6 171,4) de respectiva acetila.

A andlise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 11 pela presenga no espectro de EM full scan (Figura 86) do ion molecular

protonado m/z 471,1859 [C22H30011+H]" (calculado 471,1866).

Figura 86 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 11.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

O derivado semissintético 11 correspondeu a LS do tipo cadinanolideo, 1,4-dihidroxi-
5,8,10-triacetoxi-13-metoxicadin-7(11)-en-6(12)-olideo (Figura 80), cuja férmula molecular ¢

C22H30011. Embora ndo tenham sido encontrados relatos da obtengdo do composto 11 utilizando
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catalisadores basicos em uma abordagem semissintética, este ja foi reportado na literatura a
partir do esqueleto glaucolideo, incluindo o glaucolideo B (4) como composto de partida, em
reagoes de ciclizagdo transanular de LS com silica 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)-olideo

Figura 87 — Estrutura molecular do derivado semissintético (12) do glaucolideo B (4).

2

CHs

0

Fonte: adaptado de Bardon e colaboradores (1993).

A formacdo do derivado semissintético 12 se deu de acordo com 0 mesmo mecanismo
proposto para obten¢do do derivado 11 (Esquema 24). A diferenca fundamental entre ambos os
derivados (11 e 12) diz respeito a etapa de adicdo de Michael com o intermediario 4.3, sendo
desencadeada pelo proprio acido acético proveniente do passo reacional anterior, para a
formagdo do derivado semissintético 13-acetoxi-cadinanolideo (12), o qual foi identificado
como componente minoritario na condi¢ao a(i), mas obtido como majoritario na condic¢ao a(ii)
em funcao da substituicdo do metanol pelo DCM como solvente.

A Tabela 25 apresenta os dados de RMN 'H e RMN !*C observados para o derivado 12
juntamente com a comparacdo com dados reportados na literatura. As informagdes obtidas a
partir dos experimentos de RMN 'H (Figura 88) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 89
e 90) para o composto 12 permitiram confirmar a formagdo do derivado semissintético de
interesse.

Nesse sentido, também foram detectados os sinais sugestivos da presenca do ntcleo
cadinanolideo, assim como abordado anteriormente para derivado semissintético analogo 11
(para maiores detalhes vide item 5.6.2.1). Ainda, a comparacao dos dados espectroscopicos de

RMN entre o derivado 12 e seu andlogo 11 mostrou que a Unica diferenca estrutural refere-se a
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presenca da por¢ao acetoxi na posi¢do alilica C-13 para 12, em vez do substituinte metoxi

observado na mesma posicao para o derivado 11.

Tabela 25 — Dados de RMN 'H e RMN !3C para o derivado semissintético (12) do glaucolideo
B (4) e dados comparativos da literatura.

Posiciio (12) (BARDON et al., 1993)*
O 'Hmult . (JHz) &2C o 'H mult .(J Hz)
1 - 76,8 -
2a 2,30-2,42 m 307 2,35 m
2b 1,60-1,73 m ’ 1,68 m
3a 2,25-2,39 m 358 2,35m
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) 653 5,85 dd (4,0; 2,5)
9a 3.32dd (16,1:24) 41 ¢ 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 - 1704 -
13a 5,12 d (12,9) 550 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 1,41s 233 1,40 s
1N - 170,7 -
2 2,03 s 21,2 2,02 s
1” - 170,5 -
2” 2,055 20,7 2,02 s
1> - 168,9 -
2" 2,228 22,9 221 s
177 - 171,4 -
277 1,98 s 20,4 1,97 s
(300 MHz 'H, 75 MHz °C, (500 MHz 'H, CDCI;,
CDCl3, 295 K) temperatura ndo indicada)

“ ndo foram encontrados relatos na literatura com a descri¢io dos dados de RMN "*C para o composto
12, por isso realizou-se a comparagio apenas em relagdo aos dados de RMN 'H.

A confirmag¢do da fungdo acetila na posicdo C-13 do derivado 12 foi determinada a
partir da correlagao dos hidrogénios em 6 2,05 s (3H, H-2") com o carbono oximetilénico & 55,0
(C-13).

A analise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 12 pela presenga no espectro de EM full scan (Figura 91) do ion molecular
protonado m/z 499,1794 [C2H30012+H]" (calculado 499,1816), conforme reportado na
literatura para o derivado 12 (BARDON et al., 1993).
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Figura 89 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético (12) do glaucolideo B (4).
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Figura 90 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético (12) do glaucolideo B (4).
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Figura 91 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 12.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.
O derivado semissintético 12 correspondeu ao cadinanolideo 1,4-dihidroxi-5,8,10,13-
tetraacetoxicadin-7(11)-en-6(12)-olideo (Figura 87), com formula molecular C23H30012.
Em termos quimiotaxondmicos, o derivado 12 ja foi previamente relatado para a
espécies da tribo Vernonieae (BARDON et al., 1993; VALDES et al., 1998). Além disso, a
proposta de um nticleo cadinanolideo estd condizente com o reportado na literatura, que

demostra a obtencao desse subtipo de LS por meio de reagdes de ciclizagdo transanular a partir

de LS do tipo glaucolideo (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1992; BAZON et al., 1997).

5623 Derivado (13): 1(10)-acetonida-5,8-diacetoxi-2-epi-vernomargolideo-1(4)-

ciclohemiacetal

Figura 92 — Estrutura molecular do derivado semissintético (13) do glaucolideo B (4).

Fonte: adaptado de Rodriguez-Hahn e colaboradores (1988).
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A obtencao dos derivados semissintéticos 13, 14 e 15 a partir do glaucolideo B (4) foi
possivel pela reagdo catalisada pelo cloreto de bismuto em presenca de anidrido acético

(condi¢do b), como demonstrado no Esquema 25.

Esquema 25 — Mecanismo de reacdo proposto para producgdo dos derivados semissintéticos 13,
14 ¢ 15 com cloreto de bismuto III (BiCl3): condigdo b.

CIS\_B’?\l . cl
o % o) OQB'\‘C?LO o) o) o o
AOKH -Hel Owk )J\o ' Mo
|
Bi.

work up
(Partigdo com H,O/CH,Cl,)

Condicao reacional: (b) BiCls, Ac,O, DCM, Ar, rt, 2 h.

O passo reacional inicial foi dependente da abertura do anel epdxido em C-4/C-5 do
composto de partida (4), realizada nesse caso pelo derivado catalitico denominado
acetoxicloreto de bismuto [Bi(OAc)Cl2], em mecanismo similar ao proposto para a aberturo de
epoxidos por espécies de bismuto (SALVADOR; SILVESTRE; PINTO, 2011; ALAM; PARK,
2017). Para a formagdo paralela dessa espécie catalitica, o BiCls complexou-se com o Ac20,
promovendo a perda de HCI a partir do ataque de um dos atomos de cloro ao hidrogénio do
anidrido. Em seguida, a condensag¢dao deste intermedidrio com nova molécula de Ac20,
seguindo um mecanismo de condensagao de Claisen, proporcionou a formacao do Bi(OAc)Cl2
e de um PB-ceto-éster.

Uma vez gerado, em funcdo de sua acidez de Lewis em relagdo ao epoxido, o

acetoxicloreto de bismuto interagiu com o oxigénio do grupo oxirano para formar um complexo
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ativado "O-Bi(OAc)Clz. A abertura do anel epoxido foi causada pelo ataque da porgao acetoxi
do "O-Bi(OAc)CL" ao carbono menos substituido do epoxido (C-5), formando um
intermediario acetilado em C-5 (4.4), e o consequente rearranjo estrutural desencadeado pela
adi¢do nucleofilica a carbonila em C-1. Essa ciclizagdo promoveu a formag¢dao de um anel
tetrahidrofuranico em C-1/C-4 além de uma porcao acetédlica em C-1, estabilizada pela espécie
de bismuto remanescente da etapa de abertura do oxirano ("O-BiCl2").

Posteriormente, o BiCls promoveu a desprotonagao do hidrogénio metilénico na posi¢ao
C-2 do intermediario 4.4 com a perda de HCI, desencadeando a ciclizagdo transanular a partir
do ataque nucleofilico ao carbono olefinico em C-7, seguido do deslocamento da dupla liga¢ao
para a posi¢ao C-11/C-13 e a perda do grupo acetoxi ligado na posi¢do alilica C-13 na forma
de Bi(OAc)Cla, originando um nucleo decalina em C-2/C-7, correspondendo ao intermediario
4.5. A capacidade de desprotonagdo do BiCls j& foi demonstrada previamente em outras
situagdes reacionais (MOHAMMADPOOR-BALTORK; ALIYAN, 1999; SALVADOR;
PINTO; SILVESTRE, 2009). O HCI oriundo do passo reacional anterior promoveu o ataque a
porcao "O-BiCl2" na posi¢do C-1 do intermedidrio 4.5, com consequente regeneragdo com
catalisador BiCls e formagao de um hemiacetal na mesma posi¢do, permitindo a obtencdo do
derivado semissintético vernomargolideo hemiacetalico 14.

O derivado 14, por sua vez, sofreu uma segunda desacetilagdao na posi¢ao C-10 mediada
por nova molécula de Bi(OAc)Clz, promovendo a perda de Ac20 e formagdo do grupamento
"O-BiCL2" na mesma posi¢ao (C-10) no intermediario 14.2. Em seguida, o grupo hidroxil da
porc¢do hemiacetal em C-1 do intermediario 14.2 atacou a molécula de acetona, a qual foi obtida
da dissociacdo do [B-ceto-acido gerado a partir da desacetilagdo do P-ceto-éster (gerado
anteriormente nas etapas iniciais da reagdo) em presenca de HClL. O novo condensado
intermediario (14.3) formado passou por mais um rearranjo com a eliminagao de um molécula
de Bi(OH)Cl: e a formagao de um grupamento acetonida em C-1/C-10, correspondendo ao
derivado semissintético 13. A presenga com do Ac20 na reagdo catalisada por BiCls
provavelmente confere a reacdo um pH baixo (4cido), justificando a formacao deste produto
via um processo termodindmico. A formacdo do anel dimetildioxolano ja foi reportado
previamente em condi¢des de reagdes similares com acidos de Lewis em presenca de acetona
(SOLLADIE-CAVALLO et al., 2006; KARAME et al., 2011; DAUGEY et al., 2018).

Os dados de RMN 'H ¢ RMN '3C observados para o derivado 13 foram comparados
com dados relatados na literatura para estrutura similar, cujas informagdes estdo compiladas na

Tabela 26, auxiliando na confirma¢do da formacao do derivado de LS.
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Tabela 26 — Dados de RMN 'H e RMN !3C para o derivado semissintético (13) do glaucolideo
B (4) e dados comparativos da literatura.

(RODRIGUEZ-HAHN et al., 1988)

Posiea0 il (J Hz) 6 °C & "H mult .(J Hz) 8 °C
1 ; 111,0 ; 104,8
2 3,00 d (4,6) 432 2.87d(4,0) 44.6
3a 232dd(128,46) 5, 263dd(122;40) 165
3b 1,79 d (12,8) ’ 1,67d(12,2) ’

4 ; 82,3 ; 83,0
5 4,75 d (6,0) 794 490d(5,0) 80,3
6 432 d (6,0) 81,7  437d(5,0) 84,2
7 i 49,4 ; 50,8
8 4,74 dd (4.2;2,3) 69,4  4821(3,0) 70,0
9a 256dd(17,0:23) oo 330dd(17.2;3,0) 310
9b 1,97 dd (17,0; 4,2) ’ 2,11 dd (17.2; 3.,0) ’
10 - 76,4 - 81,5
1 ; 136,8 ; 136,8
12 ; 168,0 ; 167,7
132 6465 6,47 s

13b 566 1251 S6ss 1255
14 141 s 255  1,67s 22,6
15 1,29 5 21,0 1325 21,9
1 ; 169,8 ; 165,5
2 2,165 20,8 ; 136,4
3a ] 6,07 m

3’b - ) 5,63 m 126,0
e ; - 192m 18,3
17 ; 169,4 ; 169,9
2 2,03 s 207 2,17s 19,3
1 ; - ; 169,9
27 ; 106, 1,98 20,7
3,,’ - _ - -
£ 1525 29,4 ; ]
5 1455 28.8

(300 MHz 'H, 75 MHz °C,

CDCls, 295 K)

(80 MHz 'H, 20 MHz °C, CDCI;,
temperatura ndo indicada)

¢, devido ao fato de ndo terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 13, este foi
comparado ao analogo C-8 metacriloiloxi, hidroxilado em C-1 e acetilado em C-10, cujas diferengas na
comparacdo com 13 se da pelo substituinte éster em C-8 (com um metacriloiloxi em vez do acetoxi em
13) além da auséncia do grupo C-1/C-10 acetonida de 13.

Uma das variagdes mais contundentes observada nos dados de RMN 'H (Figura 93) e

bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 94 e 95) do derivado 13 em compara¢do com o

material de partida (4) (para maiores detalhes vide item 5.6.1.4) foi evidenciada pelas

correlagdes entre o hidrogénio agora metinico ¢ 3,00 d (1H; J=4,6; H-2) na posi¢ao C-2 (6 43,2)

com os carbonos oximetinicos em C-6 (6 81,7) e C-7 (8 69.4) e quaternério em C-7 (6 49,4),

que sugeriram a formagdo de uma decalina em C-2/C-7.



Figura 93 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (13) do glaucolideo B (4).
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Figura 94 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético (13) do glaucolideo B (4).
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Figura 95 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCl;s, 295 K) para o derivado
semissintético (13) do glaucolideo B (4).
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Somadas a estas, as correlagdes entre o hidrogénio em C-2 e os hidrogénios metilénicos
62,32 dd (1H, J=12,8; 4,6 Hz, H-3a) ¢ 0 1,79 d (1H, J=12,8 Hz, H-3b) do carbono em C-3 (o
35,4) com os carbonos oxigenados em 0 82,3 (C-4) e & 111,0 (C-1) — este ultimo indicando uma
funcdo acetalica, indicaram a presen¢a de um anel tetrahidrofurano em C-1/C-4. Esses achados
associados corroboraram com a hipétese de obtencao do nicleo de LS do tipo vernomargolideo
acetalico (RODRIGUEZ-HAHN et al., 1988).

Adicionalmente, identificou-se a presenga do anel y-lactdnico em C-6/C-7 contendo
uma a,f-insaturagdo exociclica (C-11/C-13) pela correlagdo entre os hidrogénios metilénicos &
6,46 s (1H, H-13a) € 6 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 posicdo C-8 (6 69,4),
evidenciado pelos hidrogénios simpleto 6 2,16 (3H, H-2'), observou-se um segundo grupo
acetalico (contendo hidrogénios 6 2,03 s [3H, H-2"]) ligado a posi¢ao C-5 (6 79,4), confirmado
a partir da correlagdo do hidrogénio oximetinico ¢ 4,90 d (1H, J=6,0 Hz, H-5) em C-5 com o
carbono carbonilico de C-1" (6 169,4). A existéncia do anel acetonida no derivado 13 foi
ratificada pela correlacdo dos hidrogénios de metilas em & 1,52 s (3H, H-4") e 6 1,45 s (3H, H-
5"") com o carbono em & 106,1 (C-2""). A posi¢ao do grupo dimetildioxolano em C-1/C-10 foi
estabelecida em fun¢do da correlacdo entre os hidrogénios da metila em C-5" (8 28,8) com o
carbono acetéalico em C-1.

A andlise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 13 pela presenca do ion molecular na forma de aduto de sodio m/z 459,1624
[C22H2809+Na]" (calculado 459,1631) no espectro de EM full scan (Figura 96), além do pico
base na forma de dimero adutado com hidrogénio 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.
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O derivado semissintético 13 correspondeu a LS vernomargolideo 1(10)-acetonida-5,8-
diacetoxi-2-epi-vernomargolideo-1(4)-ciclohemiacetal (Figura 92), com foérmula molecular
C22H2809. A subclasse de LS do tipo vernomargolideo contendo fun¢des hemiacetalicas na
posicao C-1 e variados substituintes éster ja foi anteriormente reportada para espécies da tribo
Vernonieae (JAKUPOVIC et al., 1986a; ALARCON; LOPES; HERZ, 1990; LOPES, 1991).
Ainda, a obtencao de derivados de LS com esse tipo de esqueleto carbociclico ja foi descrita a
partir de reagdes de ciclizago transanular com LS do tipo glaucolideo (RODRIGUEZ-HAHN
et al., 1988).

Todavia, essa ¢ a primeira vez que composto 13 esta sendo relatado na literatura.

5.6.2.4 Derivado (14): 5,8,10-triacetoxi-2-epi-vernomargolideo-1(4)-ciclohemiacetal

Figura 97 — Estrutura molecular do derivado semissintético (14) do glaucolideo B (4).

Fonte: adaptado de Rodriguez-Hahn e colaboradores (1988).

Como observado no Esquema 25 e descrito anteriormente, a produ¢do do derivado
semissintético 14 foi baseada na abertura do anel oxirano em C-4/C-5 do glaucolideo B (4) pelo
acetoxicloreto de bismuto, seguido da ciclizagdo transanular decorrente da desprotonacao do
intermediario 4.4 e posterior regeneracdo do catalisador BiCl3 em presenca de HCl com
forma¢do da estrutura decalina (C-2/C-7), correspondente ao 5,8,10-triacetoxi-
vernomargolideo (14) de interesse.

Os dados observados de RMN 'H e RMN '3C para o derivado 14 foram comparados
com dados disponiveis na literatura e as informag¢des foram compiladas na Tabela 27. A partir
dos dados de RMN 'H (Figura 98) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 99 e 100) do
derivado 14 foi possivel confirmar a formag¢ao do ntcleo vernomargolideo hemiacetélico, assim
como observado e abordado anteriormente para o derivado semissintético analogo 13 (para
maiores detalhes vide item 5.6.2.3). Contudo, identificou-se uma diferenca fundamental na
comparac¢do dos dados espectroscopicos de RMN do derivado 14 em relacdo a seu analogo 13,

referindo-se nesse caso a auséncia da por¢ao acetonida entre as posi¢des C-1/C-10.
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Tabela 27 — Dados de RMN 'H e RMN !3C para o derivado semissintético (14) do glaucolideo
B (4) e dados comparativos da literatura.

Posicio (14) (RODRIGUEZ-HAHN et al., 1988)
S 'Hmult. (JHz) &"C 8 'H mult .(J Hz) 8 13C
1 - 104,6 - 104,8
2 2,80 d (4,2) 44,5 2,87 d (4,0) 44,6
3a 2,62dd (12,7:42) 4 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 4,37d (5,0) 84,2
7 - 50,4 - 50,8
8 4,84 dd (3,2; 2,8) 69,3 4,82 ¢ (3,0) 70,0
9a 3.26dd (16,8;2.8) . 3,30 dd (17,2; 3,0) 310
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 6,47 s
13b 5665 1255 56 1255
14 1,66 s 19,1 1,67 s 22,6
15 1,32 22,0 1,325 21,9
OH-1 3,09 s/ - - -
1N - 168,8 - 165,5
2 1,99 s 20,6 - 136,4
3a - 6,07 m
3’b - i 5,63 m 1260
4 - - 1,92 m 18,3
1” - 169,9 - 169,9
2” 2,17s 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 'H, 75 MHz °C, (80 MHz 'H, 20 MHz °C, CDCl;,
CDCls, 295 K) temperatura ndo indicada)

“, devido ao fato de ndo terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 14, este foi
comparado ao analogo C-8 metacriloiloxi, cuja diferenca na comparagdo com 14 se da apenas pelo
substituinte éster em C-8 (com um metacriloiloxi em vez do acetoxi em 14).

Em vez disso, os sinais dos hidrogénios acetilicos 6 2,08 s (3H, H-2"") e da carbonila em
0 169,6 (C-1") indicaram o substituinte acetoxi ligado na posicao C-10 (6 81,3), bem como o
hidrogénio & 3,09 s/ confirmou a presenca da hidroxila em C-1 (5 104,6), referente a funcao
hemiacetalica nessa posi¢ao

A analise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 14 pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 101) das espécies iOnicas
na forma de aduto com sodio m/z 461,1409 [C21H26010+Na]" (calculado 461,1424) e na forma
protonada com perda de agua por ioniza¢do na fonte (perfil ja abordado na caracterizagdo de

outras LS) m/z 421,1526 [C21H26010+H-H20]" (calculado 421,1499).



Figura 98 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (14) do glaucolideo B (4).
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Figura 99 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético (14) do glaucolideo B (4).

I T N N T ' S

- 0

100

~120

° °

T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Eixo Y: projecio para '>C, expresso em ppm (relativo ao TMS - § 0,00); Eixo X: deslocamento quimico 'H, expresso
em ppm (relativo ao TMS - 6 0,00).

Figura 100 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético (14) do glaucolideo B (4).
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Figura 101 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 14.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

O derivado semissintético 14 correspondeu a LS vernomargolideo 5,8,10-triacetoxi-2-
epi-vernomargolideo-1(4)-ciclohemiacetal (Figura 97), cuja formula molecular é C21H26010.
Rodriguez-Hahn e colaboradores (1988) reportaram a obtengao de derivados vernomargolideo
hemiacetélicos, contendo diferentes substituintes éster, a partir de reagdes de ciclizagdo
transanular com LS do tipo glaucolideo.

Em termos quimiotaxondmicos, essa subclasse de LS também ja foi previamente obtida
de espécies de Vernonieae (JAKUPOVIC et al., 1986a; ALARCON; LOPES; HERZ, 1990;
LOPES, 1991). Entretanto, essa ¢ a primeira vez que composto 14 esta sendo descrito na

literatura.

5.6.2.5 Derivado (15): 5,8-diacetoxi-2-epi-vernomargolideo-1(4)-ciclohemiacetal

Figura 102 — Estrutura molecular do derivado semissintético (15) do glaucolideo B (4).

Fonte: adaptado de Rodriguez-Hahn e colaboradores (1988).

A produgdo do derivado semissintético 15 se deu conforme descrito no Esquema 25, a

partir da liberagdo de uma molécula de Bi(OH)Cl2 do intermediario 14.2 (o qual foi obtido
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como produto da desacetilagdo na posicdo C-10 do derivado 14) durante o processo de
tratamento da reagdo (work up) em presenca de agua (KERAMANE; BOYER; ROQUE, 2001;
SALVADOR; SILVESTRE; PINTO, 2011).

Assim como identificado para os derivados 13 e 14 (para maiores detalhes vide itens
5.6.2.3e5.6.2.4), os dados de RMN 'H (Figura 103) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras
104 e 105) para o derivado 15 comprovou a formag¢do do nucleo vernomargolideo
hemiacetélico. Os dados de RMN 'H ¢ RMN 3C observados para o derivado 15 foram

comparados com dados da literatura e as informacdes estdo apresentadas na Tabela 28.

Tabela 28 — Dados de RMN 'H e RMN !3C para o derivado semissintético (15) do glaucolideo
B (4) e dados comparativos da literatura.

Posicio (15) (RODRIGUEZ-HAHN et al., 1988
O 'Hmult.(JHz) §"C 8 '"H mult .(J Hz) 3 3C
1 - 106,1 - 106,1
2 2,80 d (4,2) 43,8 2,83 d (4,0) 439
3a 2.59dd (12,6:42) 5, 2,58 dd (12,2; 4,0) 364
3b 1,65 d (12,6) ’ 1,65 d (12,2) ’
4 - 83,2 - 82,7
5 4,88d (5,4) 80,0 4,85 d (5,0) 80,5
6 4,38d (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 4,911¢(3,0) 70,3
9a 2,225 d (3,0) 2,24 d (3,0)
9b 2,220 d (2,8) 35,0 2,24 d (3,0) 35,3
10 - 71,4 - 70,5
11 - 136,8 - 137,1
12 - 167,6 - 168,1
13a 6,47 s 6,41 s
13b 5685 1255 S61s 1256
14 1,33 s 22,7 1,30 s 23,7
15 1,31 22,0 1,32 s 21,9
OH-1 3,20/ - - -
OH-10 1,60 s/ - - -
1N - 168,6 - 165,8
2 2,07 s 20,9 - 136,1
3a - 6,07 m
3’b - i 5,63 m 126,1
4 - - 1,93 m 18,2
1” - 169,7 - 169,9
2” 2,17 s 20,8 2,165 20,7
(300 MHz 'H, 75 MHz °C, (80 MHz 'H, 20 MHz *C, CDCl;,
CDCl3, 295 K) temperatura ndo indicada)

“, devido ao fato de ndo terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 15, este foi
comparado ao analogo C-8 metacriloiloxi, cuja diferenca na comparagdo com 15 se da apenas pelo
substituinte éster em C-8 (com um metacriloiloxi em vez do acetoxi em 15).



Figura 103 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (15) do glaucolideo B (4).
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Figura 104 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCls, 295 K) para o derivado

semissintético (15) do glaucolideo B (4).
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Figura 105 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz "3C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético (15) do glaucolideo B (4).
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Apesar das coincidéncias estruturais entre o derivado 15 e seu analogo 14, a comparagao
dos dados de RMN de ambos os derivados evidenciou uma tnica diferenga entre os mesmo,
correspondendo a auséncia do grupo acetoxi na posi¢do C-10 do derivado 15. Em vez disso,
além do sinal de hidrogénio (6 3,20 s/) da hidrolixa acetalica em C-1, foi identificada também
a presenca de uma hidroxila na posi¢do C-10, a qual foi caracterizada pelo sinal de hidrogénio
na forma de simpleto largo em 6 1,60 (OH-10) em correlagao com o carbono oximetinico em o
71,4 (C-10).

A andlise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 15 pela presenga no espectro de EM full scan (Figura 106) das espécies idnicas
na forma de aduto com sddio m/z 419,1302 [C19H2409+Na]" (calculado 419,1318) e na forma
protonada com perda de agua por ioniza¢do na fonte m/z 379,1390 [Ci9H2400+H-H20]"
(calculado 379,1393).

Figura 106 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 15.

RSLA24D 20 (0.751) Cm (17:20) 1: TOF MS ES+
100- 379.1390 [M+H-H,O]* 5.78e4

414.1751

0]/0

259.0962 319.1168
N
419.1302 [M+Na]* 810.3156

238.5638 435.1060 831.2437
N

oLl asd,

‘}44.6235 614.11881 757 2649 832.2523

N A [ g d i ll

LR SRR DAL R DAL A DA D A L L A S DL D DL I L m/Z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Espectro de massas de alta resolugcdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

O derivado semissintético 15 correspondeu a LS vernomargolideo 5,8-diacetoxi-2-epi-
vernomargolideo-1(4)-ciclohemiacetal (Figura 102), cuja féormula molecular ¢ CioH240Oo.
Assim como para os derivados 13 e 14, a base referencial que suporta a hipotese da estrutura
proposta para este derivado semissintético estd relacionada a producdo de derivados
vernomargolideo hemiacetalicos a partir da semissintese de LS (RODRIGUEZ-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 esta 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)-

olideo

Figura 107 — Estrutura molecular do derivado semissintético (16) do glaucolideo B (4).

Fonte: adaptado de Jimenez e colaboradores (1995).

A obtencdo do derivado semissintético 16 a partir do glaucolideo B (4) em presenca
somente de BiCls também foi dependente da abertura do anel epoxido em C-4/C-5, conforme
ilustrado no Esquema 26. Para tanto, mediada pela acidez do cloreto de bismuto (acido de
Lewis) em relacdo ao epdxido, o BiCls interagiu com o oxigénio do grupo oxirano para formar
um complexo ativado "O-BiCl3", também em acordo com mecanismo similar ao proposto para
a adi¢do ao epdxido com BiCl3, levando a abertura do oxirano (SALVADOR; SILVESTRE;
PINTO, 2011; ALAM; PARK, 2017). Neste mecanismo, um dos atomos de cloro do complexo

"O-BiCl3" ataca o carbono menos substituido do epoxido (C-5), via adi¢do nucleofilica.

Esquema 26 — Mecanismo de reagdo proposto para producdo do derivado semissintético 16 com
cloreto de bismuto III (BiCl3): condigao c(i).
o=

HO, P oﬁ/

o}

work up
)OK (Particio com H,O/CH,Cly)
0

- Bi(OH)Cl,
- HCl HO o)

o
: H
H/OC\'\ 040 °
Bi-O ﬁ/ - Bi(OH)Cl,
Y = 0o
CI) 0,
H/O‘H

Condigao reacional: (c) (i) BiCl;, DCM, Ar, rt, 3 h.

A abertura promoveu a formac¢do de um intermediario (4.6) clorado em C-5 e o

consequente rearranjo a partir da adi¢do nucleofilica a carbonila em C-1. Essa etapa também
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permitiu a formagao de um anel oxolano em C-1/C-4 carregando uma fungado acetalica em C-
1, o qual foi estabilizado pela espécie de bismuto remanescente da etapa de abertura do epoxido
("O-BiCl2"). O intermediario 4.6 obtido, quando exposto a agua durante o processo de
tratamento da reacdo (work up), gerou em C-1 um hemiacetal com liberagao de uma molécula
de Bi(OH)Cl. (KERAMANE; BOYER; ROQUE, 2001; SALVADOR; SILVESTRE; PINTO,
2011). Da mesma maneira, o meio aquoso ¢ acidificado também propiciou a formagao de uma
hidroxila em C-5 via substitui¢ao nucleofilica do halogénio e a formagdo do produto 5-hidroxi-
hirsutinolideo (16). A auséncia do Ac20 nessa condigdo reacional obviamente conferiu um pH
pouco acido a reagdo em comparacdo com a condi¢do reacional precedente (condi¢cdo b). Em
consequéncia, o produto de adicao com BiCl3 foi obtido via um processo cinético.

Os dados de RMN 'H e RMN !3C observados para o derivado 16 foram comparados

com os dados descritos na literatura, e as informagdes estdo apresentadas na Tabela 29.

Tabela 29 — Dados de RMN 'H e RMN !3C para o derivado semissintético (16) do glaucolideo
B (4) e dados comparativos da literatura.

Posicio (16) (JIMENEZ et al., 1995)
8 'H mult (JHz) 6"C 8 'H mult .(J Hz) e
1 - 108,8 - 108,7
2a 2,08-2,18 m 2,11 m
2b 1,78-1,88 m 33,9 2,15m 34,6
3a 2,09-2,23 m 2,11 m
3b 2,09-2,23 m 343 1,81 m 33,9
4 - 86,5 - 86,6
5 3,57d (9,1) 75,9 3,52d (9) 76,1
6 5,11d(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 5,87t (3) 68,4
9a 2.58dd (15.6:35) ¢ 2,57 dd (12,3) 01
9b 2,15 d (15,6) ’ 2,57 dd (12,3) ’
10 - 87,0 - 87,0
11 - 123,1 - 1232
12 - 171,2 - 170,7
13a 4,91 d (12,6) 4,89 d (16)
13b 4,74 d (12,6) 35,7 4,72 d (16) 358
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 s/ - - -
OH-5 3,27 sl - - -
1N - 169,7 - 169,7
2’ 2,06 s 20,6 2,05 s 20,6
1” - 170,3 - 170,3
2”7 2,09 s 20,9 2,08 s 21,9
| - 171,7 - 171,4
20 2,04 s 22,2 2,025 22,2
(300 MHz 'H, 75 MHz °C, (300 MHz 'H, 75 MHz °C,

CDCl;, 295 K) CDCl; temperatura ndo indicada)
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A comparagio entre os dados espectroscopicos de RMN 'H (Figura 108) e
bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 109 e 110) do derivado 16 com o material de partida
(4) (para maiores detalhes vide ifem 5.6.1.4), revelou a conversdo do esqueleto carbociclico,
cujos sinais se mostraram muito similares aos observados para as LS do tipo hirsutinolideo 1 e
3 abordadas anteriormente (para maiores detalhes vide itens 5.6.1.1 € 5.6.1.3).

Além dos sinais indicativos da presenca do anel y-lactona em C-6/C-7 contendo o
substituinte acetoxi na posi¢ao C-13, identificou-se também o anel tetrahidrofurano em C-1/C-
4 formado pelos carbonos oxigenados & 86,5 (C-4) e 6 108,8 (C-1), corroborando com o nticleo
hirsutinolideo (KOTOWICZ et al., 1998).

A partir da analise de HMBC do derivado 16 foi possivel corrigir as atribuigdes para os
carbonos do anel tetrahidrofurano nas posigdes C-2 e C-3, definidas de forma inversa por
Jimenez e colaboradores (1995).

Apesar das semelhangas, a comparagao entre o derivado 16 e seu andlogo hirsutinolideo
diacetilpiptocarfol (3) revelou a auséncia da funcao olefinica em C-5/C-6 para o derivado 16.
Em seu lugar, foram observadas as presengas dos hidrogénios oximetinicos 8 3,57 d (1H, J=9,1
Hz, H-5) e 0 5,11 d (1H, J=9,1 Hz, H-6) nos respectivos carbonos C-5 (3 75,9) e C-6 (5 82,0),
além de uma hidroxila na posi¢do C-5, cujo hidrogénio ressonando em 6 3,27 s/ (1H, H-5).

Ainda, foram mantidos os grupos acetoxi (6 2,06 s, 6 2,04 s e d 2,09 s) nas posicoes C-
8 (6 68,4), C-10 (6 87,0) e C-13 (6 55,7), cuja defini¢do da disposi¢do das acetila se deu pela
correlacdo entre os respectivos hidrogénios oximetinicos em 6 5,90 e & 4,75/6 4,92 das posigdes
C-8 e C-13 com as carbonilas dos substituintes acetoxi correspondentes.

A analise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 16 pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 111) do ion molecular
protonado m/z 457,1686 [C21H28011+H]" (calculado 457,1710), em acordo com o reportado na
literatura para o deriva 16 (FLORES-GUZMAN et al., 2019). Além disso, observou-se a
presenca do pico base na forma protonada com perda de dgua por ionizagdo na fonte em m/z
439,1578  [C21H28011+H-H20]"  (calculado  439,1604), seguindo  comportamento
correspondente as LS do tipo hirsutinolideo quando em presenga de fase movel aquosa
acidificada, como abordado previamente.

O derivado semissintético 16 correspondeu a LS andlogo hirsutinolideo 8,10,13-
triacetoxi-1(4)-epoxi-1,5-dihidroxigermacr-7(11)-en-6(12)-olideo (Figura 107), cuja férmula

molecular é C21H258011.



Figura 108 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético (16) do glaucolideo B (4).
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Figura 109 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético (16) do glaucolideo B (4).
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Figura 110 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz '3C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético (16) do glaucolideo B (4).
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Figura 111 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 16.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.
O composto 16 foi previamente obtido a partir transformagdo do glaucolideo B (4)
empregando terra bentonita (Tonsil) (JIMENEZ et al., 1995; FLORES-GUZMAN et al., 2019).
Nesse contexto, a obtengao de derivados hirsutinolideos a partir da semissintese de LS do tipo

glaucolideo também foi descrita na literatura por meio de reacdes ciclizagdo transanular com

silica na presenca de solventes proticos (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1992).

5.6.2.7 Derivado (17): 1,8-diacetoxi-1(4),7(10)-diepoxi-5-hidroxigermacr-11(13)-en-6(12)-

olideo

Figura 112 — Estrutura molecular do derivado semissintético 17.

@)

Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986b).

O Esquema 27 ilustra a proposta do mecanismo de reagdo para obtengdo do derivado
semissintético 17, a partir do derivado 16 em condi¢do alcalina, utilizando o carbonato de

potassio em solucdo aquosa como catalisador sob refluxo a 45 °C.
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Esquema 27 — Mecanismo de reagdo proposto para produgao do derivado semissintético 17 com
carbonato de potassio (K2CO3): condicao d.

KoCO3(a) —= Ko'ag + COz% () 2H,0 + CO% — 20H + CO, + Hy0

Q
2, o
ST

Condigdo reacional: (d) K,COs (aq.), THF, refluxo a 45 °C, 2 h.

Seguindo proposta similar a descrita por Jakupovic e colaboradores (1986b), baseada
na formag¢do de um produto de rearranjo estrutural, a etapa chave da reacdo para obtengao
derivado semissintético 17 foi a subtracdo do atomo de hidrogénio da fun¢do OH acetalica na
posicao C-1 do derivado 16, possivel em fun¢do do pKa do K2COs3 aquoso (10,25) ser suficiente
para essa condicao. Essa etapa inicial, desempenhada pelo hidroxido gerado da presenga do ion
carbonato (oriundo do catalisador) em meio aquoso, permitiu a formagdo do anion
intermediario 16.1, o qual sofreu um conseguinte rearranjo com o grupo acetil da fungdo éster
vicinal (16.2). Adicionalmente, o alcoxido originado na posi¢ao C-10 (16.3) desencadeou um
ataque nucleofilico ao carbono olefinico em C-7, seguido do deslocamento da dupla ligagao
para a posi¢ao C-11/C-13 e a perda do grupo acetoxi ligado na posi¢ao alilica C-13, originando
o derivado de LS (17) de interesse.

Os dados observados de RMN 'H e RMN '3C para o derivado 17 foram comparados
com dados da literatura, cujas informagdes estdo apresentadas na Tabela 30.

A partir da comparagdo dos dados espectroscopicos de RMN 'H (Figura 113) e
bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 114 e 115) observados para o derivado 17 com
relacdo aos dados do material de partida, o derivado 16 (para maiores detalhes vide item
5.6.2.6), foram caracterizados sinais indicativos da conversdo do esqueleto carbociclico ¢ a

formacao de um tipo variado de nucleo germacranolideo de LS.



247

Tabela 30 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para o derivado semissintético (17) e dados
comparativos da literatura.

Posicio a7 (JAKUPOVIC et al., 1986b)*
8 'H mult (JHz) & C 8 '"H mult .(J Hz)

1 - 112,1 -

2a 2,51-2,63 m 316 2,11 m

2b 2,17-2,27 m ’ 2,11 m

3a 2,51-2,63 m 36.8 2,29 m

3b 1,97-2,15m ’ 2,01 m

4 - 89,,2 -

5 4,004 (10,3) 73,2 542 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 6,41 s

13b 5,78 s 1294 5,85s

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

17 - 168,2 -

2” 2,04 s 22,3 -
(300 MHz 'H, 75 MHz °C, (400 MHz 'H, CDCl;,

CDCl;, 295 K) temperatura ndo indicada)

“, ndo foram encontrados relatos na literatura com a descri¢ao dos dados de RMN para o composto 17,
sendo este comparado ao analogo saturado em C-5/C-6 e hidroxilado em C-1, cujas diferencas na
comparacdo com 17 se da apenas pela auséncia do grupo acetila em C-1 e da hidroxila em C-5, além da
presenca da insaturacio C-5/C-6. Da mesma forma, devido auséncia de dados de RMN "*C para o
proprio andlogo comparado, realizou-se a comparagio apenas em relagdo aos dados de RMN 'H.

A principal diferenca em relacdo ao material de partida (derivado 16) foi observada a
partir das correlagdes entre os hidrogénios metilénicos simpletos 6 6,54 (1H, H-13a) e & 5,78
(1H, H-13b) com os carbonos carbonilico em & 167,7 (C-12) e olefinico em 8 136,9 (C-11),
além do carbono oxigenado na posicao C-7 (3 89,5), que comprovou a presenca do anel y-
lactonico em C-6/C-7 contendo uma a,B-insaturacdo exociclica (C-11/C-13), com a
consequente perda do substituinte acetoxi ligado a posi¢ao C-13 no derivado 16.

Ainda, a correlacdo entre os hidrogénios 6 3,02 dd (1H, J=13,9; 8,5 Hz, H-9a) ¢ 6 1,89
dd (1H, J=13,9; 7,5 Hz, H-9b) do metileno na posi¢ao C-9 (6 40,1) com o carbono oxigenado
ressonando em & 85,7 (C-10) e o B-carbono (C-7) do anel lactonico indicou a presenga de um

anel oxolano em C-7/C-10.



Figura 113 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, 295 K) para o derivado semissintético 17.
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Figura 114 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético 17.
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Figura 115 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético 17.
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Esses achados, complementados pela manutencao do anel tetrahidrofurano em C-1/C-4
ja presente no material de partida, sugeriu a forma¢ao de uma LS contendo um nucleo
diepoxigermacranolideo (CATALAN et al., 1988).

Ainda, foi possivel observar a presenga de um grupo acetoxi formado pelos sinal dos
hidrogénios simpleto 6 2,04 (3H, H-2") correlacionando com o carbono acetalico em C-1 (6
112,1), além do substituinte acetoxi cujo sinal de hidrogénio & 2,04 s (3H-H-2'") correlacionou
com o carbono oximetinico na posi¢ao C-8 (d 82,8).

A andlise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 17 pela presencga no espectro de EM full scan (Figura 116) do ion molecular
protonado m/z 397,1501 [C19H2409+H]" (calculado 397,1499), além do dimero adutado com
sodio 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.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.
O derivado semissintético 17 correspondeu a LS 1,8-diacetoxi-1(4),7(10)-diepoxi-5-
hidroxigermacr-11(13)-en-6(12)-olideo (Figura 112), com férmula molecular Ci19H240o.
Apesar do analogo saturado em C-5/C-6 e de seu derivado hidroxilado em C-1 ja terem
sido obtidos a partir de reagdes com o glaucolideo B (4) em condicdes similares as deste estudo
(JAKUPOVIC et al., 1986b; CATALAN et al., 1988), nio 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-vernomargolideo

Figura 117 — Estrutura molecular do derivado semissintético 18.

15 O 1u

Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986a).

O derivado semissintético 18 foi produzido a partir derivado 16 empregando o BiCls
com catalisador sob refluxo a 50 °C (condicao e), conforme proposto em mecanismo descrito

no Esquema 28.

Esquema 28 — Mecanismo de reagao proposto para produgdo do derivado semissintético 18 com
cloreto de bismuto III (BiCl3): condigao e.

cl Q cl” O\ Cl o)
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B QA @ CI-Bi —
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_Bi. 3 11 O
cl- o - Hel 30

- Bi(OAc)Cl,

work up

HO ‘0 OH  (Partigao com H,O/CH,Cly) HO
HO

- Bi(OH)Cl, |;| HO

Condi¢do reacional: (e) BiCl;, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h.

Nesse caso, a reacdo foi dependente da formag¢do do complexo ativado "O-BiCIl3" por
parte do cloreto de bismuto com o oxigénio do anel tetrahidrofurano (C-1/C-4). Em seguida,
um dos atomos de cloro atacou o hidrogénio da fun¢do hemiacetalica na posi¢do C-1,
promovendo a abertura do anel oxolano com consequente formagao de um grupo "O-BiCL2" em
C-4 e de uma fungdo cetona em C-1 no intermedidrio 16.4, além da perda de HCl. A

desprotonacao do hidrogénio metilénico na posicdo C-2 do intermediario 16.4 causada pelo
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BiCls promoveu, adicionalmente a perda de uma segunda molécula de HCI, a ciclizacdo
transanular do esqueleto carbociclico a partir do ataque nucleofilico ao carbono olefinico em
C-7, com o rearranjo da dupla ligag@o para a posi¢ao C-11/C-13 e a perda do grupo acetoxi em
C-13 na forma de Bi(OAc)Clz, originando um segundo tipo de esqueleto decalinico em C-2/C-
7, correspondendo ao intermediario 16.5.

Assim como observado na formagdo dos derivados 13-15 (vide item 5.6.2.3), o grupo
"O-BiCL" na posi¢do C-4 do intermedidrio 16.5 sofreu o ataque do HCI oriundo do passo
reacional anterior para a regeneracao do BiCls e formag¢do do grupo hidroxila na mesma posicao
(16.6). Posteriormente, o intermediario 16.6 sofreu uma segunda desacetilagdo na posicao C-
10 exercida pelo Bi(OAc)Cl2 (formado previamente na etapa de ciclizagdo transanular)
acarretando na perda de Ac20 e na formagdo do intermediario 16.7, contendo a porgdo "O-
BiCl2" em C-10. Por fim, a presenca de 4gua no processo de tratamento da reacdo (work up)
permitiu a liberacdo de Bi(OH)Cl: a partir do intermediario 16.7 e a consequente obtengdo do
derivado semissintético vernomargolideo (18) de interesse.

A utilizagdo de uma maior energia nas condigdes reacionais de semissintese para o
derivado 18 (em fung¢ao do refluxo a 50 °C) ¢ um dos fatores que pode explicar o favorecimento
da abertura do anel tetrahidrofurano com a formagdo de um nucleo decalinico contendo uma
funcdo cetona em C-1 na produg¢do do derivado vernomargolideo 18, diferentemente do
observado para os derivados 13-15 em que as reagdes foram desenvolvidas em temperatura
ambiente com a manutencao do ciclo tetrahidrofurano, permitindo a obtencdo de esqueletos
vernomargolideo hemiacetalicos. O aquecimento da reagdo (condigdo e) mostrou-se um
parametro determinante, justificando o processo termodinamico da formacao da decalina do
vernomargolideo 18.

Os dados observados de RMN 'H e RMN '*C derivado 18 foram comparados com dados
da literatura e as informagdes estdo 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 'H (Figura
118) e bidimensionais (HSQC e HMBC, Figuras 119 e 120) do derivado 18 mostraram a
conversao do esqueleto carbociclico, comprovado pelo sinal indicativo de hidrogénio metinico
0 3,37 d (1H; J=4,4 Hz; H-2) na posi¢ao C-2 (& 53,4) que correlacionou com os carbonos
oximetinicos em C-4 (6 84,4) e C-6 (0 87,4) e com os carbonos quaternario em C-7 (3 56,7) e
cetonico em C-1 (6 209,4). Esse conjunto de sinais sugeriram a formacdo de uma anel decalinico
em C-2/C-7, e que combinado com a presenca da funcdo cetona em C-1 confirmaram na

identificacdo de uma LS com nucleo vernomargolideo (JAKUPOVIC et al., 1986a).
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Somado a isso, a correlagao entre os hidrogénios metilénicos ¢ 6,48 s (1H, H-13a) e &
5,87 (1H, H-13b) com os carbonos em C-12 (0 168,6), C-11 (6 134,4) e C-7 (6 56,7) auxiliaram
na confirmagao do anel y-lactonico em C-6/C-7 contendo uma a,B-insaturacdo exociclica (C-

11/C-13).

Tabela 31 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para o derivado semissintético (18) e dados
comparativos da literatura.

Posicio (18) (JAKUPOVIC et al., 1986a)"
O'Hmult . (JHz) &2C o 'H mult .(J Hz) 6 2C
1 - 209,4 - 211,8
2 3,37d (4,4) 53,4 3,51dd (12; 3) 53,8
3a 1,78 dd (13,4; 4,4) 15.9 1,99 dd (14,5; 12) 311
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 5,10d (5,5) 79,6 5,68 dd (8; 3) 70,5
9a 2,58 dd (16,3; 5,5) 432 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 6,48 s
1B3b 587 1267 §30 1254
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 dI (1) 11,9
5’ - - 1,78 s/ 14,7
(300 MHz 'H, 75 MHz °C, (400 MHz 'H, 100 MHz °C,
CDCl;, 295 K) CDCl;, temperatura ndo indicada)

“, devido ao fato de ndo terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 18, este foi
comparado ao analogo C-8 tigloiloxi, cuja diferenga na comparagdo com 18 se da em fungdo do
substituinte éster em C-8 (com um tigloiloxi em vez do acetoxi em 18).

Em paralelo, a detec¢do de apenas um sinal indicativo de um grupo acetoxi a partir da
correlacdo dos hidrogénios simpleto & 2,16 (3H, H-2") com o carbono oximetinico em C-8 (3
79,6), inferiu que os demais carbonos oxigenados nas posi¢oes C-4, C-5 e C-10 corresponderam
a carbonos hidroxilados.

A andlise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 18 pela presencga no espectro de EM full scan (Figura 121) do ion molecular
protonado m/z 355,1396 [C17H220s+H]" (calculado 355,1393). O derivado semissintético 18

correspondeu a LS 8-acetoxi-vernomargolideo (Figura 117), com féormula molecular C17H220s.



Figura 118 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, 295 K) para o derivado semissintético 18.
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Figura 119 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético 18.
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Eixo Y: projecio para *C, expresso em ppm (relativo ao TMS - § 0,00); Eixo X: deslocamento quimico 'H, expresso
em ppm (relativo ao TMS - 6 0,00).

Figura 120 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético 18.
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Figura 121 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 18.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

Embora o andlogo 8-tigloxi-vernomargolideo ja tenha sido descrito na literatura, obtido
de espécies de Vernonieae (JAKUPOVIC et al., 1986a; BORKOSKY et al., 1997), ndo 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)-

olideo

Figura 122 — Estrutura molecular do derivado semissintético 19.

Fonte: adaptado de Jimenez e colaboradores (1995).

O derivado semissintético 19 foi produzido a partir do derivado 16 em reagao de
oxidagao com PCC, conforme ilustrado no Esquema 29 em mecanismo similar ao descrito por
Banerji (1978). O PCC vem sendo empregado na sintese organica principalmente para a
oxidacdo seletiva de alcoois para a formagdo de compostos carbonilicos, e sua utilizagao
associado a silica gel visa minimizar de produtos colaterais de reagdes e favorecer a purificagao

do produto de interesse (LUZZIO et al., 1999; HERAVI; FAZELI; FAGHIHI, 2016).



257

Esquema 29 — Mecanismo de reagdo proposto para producdo do derivado semissintético 19 com
clorocromato de piridinio (PCC): condigao f.
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Condigao reacional: (f) PCC/SiO; (1:1), DCM, Ar, rt, 48 h.

A presencga da silica gel no meio reacional parece estar envolvida na hidrolise e com
consequente abertura do anel lactdnico no derivado de partida 16, gerando a formagdo de uma
funcdo hidroxila adicional na posi¢ao C-6 e de um acido carboxilico em C-11, correspondendo
ao intermediario 16.8.

Em seguida, as hidroxilas nas posi¢des C-5 e C-6 do intermedidrio 16.8 foram oxidadas
por PCC resultando na formacao de um derivado 5,6-dicetona (16.14). Este intermediario, por
sua vez, sofreu uma adi¢ao-1,2 para restitui¢ao do anel y-lactonico e formagao de um hemiacetal
em C-6, correspondendo ao derivado semissintético 19.

Estudos mais aprofundados de mecanistica reacional sdo necessarios para confirma essa
proposta de producdo do derivado 19, e para melhor compreensdo da influéncia da silica gel e
do proprio PCC na abertura do anel lactdnico — etapa que pode ter ocorrido apos a primeira
oxidacdo da hidroxila na posi¢ao C-5.

A Tabela 32 apresenta as dados espectroscopicos de RMN 'H e RMN !3C (a partir de
analises desenvolvidas em temperatura reduzida a 278 K [4,8 °C]) para o derivado 19 em

compara¢do com dados do material de partida — derivado 16.
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Tabela 32 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para o derivado semissintético (19) e dados
comparativos com material de partida (16).

Posicao (19) (16)”

S 'Hmult . (JHz) &"C O 'Hmult.(JHz) §"C
1 - 111,1 - 108,8
2a 2,42-2,54 m 2,08-2,18 m
2b 1,86-2,01 m 34,9 1,78-1,88 m 33,9
3a 2,56-2,69 m 2,09-2,23 m
3b 1,99-2,12 m 36,9 2,09-2,23 m 343
4 - 87,2 - 86,5
5 - 2009  3,57d(9,1) 75,9
6 - 107,6  5,11d(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 3.32dd (14.3;117) o, 2.58dd (15.6:35) ¢
9b 2,60 dd (14,3; 6,4) ’ 2,15d (15,6) ’
10 - 86,5 - 87,,0
11 - 127,9 - 123,1
12 - 167,6 - 171,2
13a 4,84 d (12,7) 4,91d (12,6)
13b 4,71 d (12,7) 35,0 4,74 d (12,6) 35,7
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 'H, 75 MHz °C, (300 MHz 'H, 75 MHz °C,

CDCl;, 278 K) CDCls, 295 K)

¢, devido ao fato de ndo terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 19, este foi
comparado ao analogo C-5 hidroxilado correspondente ao material de partida (derivado 16) da reagao
de producao do derivado 19.

A comparagio dos dados espectroscopicos de RMN 'H (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 ifem 5.6.2.6) permitiu confirmar que a oxida¢ao da fungdo alcool
na posi¢ao C-5 aconteceu como pretendido.

As correlacdes entre os hidrogénios da metila 6 2,14 s (3H, H-4) na posi¢ao C-4 (6 87,2)
e os hidrogénios metilénicos o 2,56-2,69 m (1H, H-3a) e 6 1,99-2,12 m (1H, H-3b) em C-3 (o
36,9) com o carbono carbonilico 6 200,9 (C-5) corroboraram com a formagao da fungao cetona

a partir do alcool secundério na mesma posicao.



Figura 123 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 278 K) para o derivado semissintético 19.

— ar~snm O N O OCANEHETMNMEHOOWHOSEMOLIINDL >
Mmmnmnm 0 o~ Vv N NANLVOVOVNNINIIIFOOOOOONONOI™ LV
A S U MMM ANNANNNNANNNNANANNAAAAAA

o]
O [ IR I e JVe]

N N4 = \ke=—=—

6.40 ppm 3.3 ppm 2.6 2.5 ppm

EE

|

2

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25

a4

— T

N e N I T

1.5 1.0 0.5 ppm

Eixo Y: intensidade; Eixo X: deslocamento quimico, expresso em ppm (relativo ao TMS - & 0,00).

CHEEEE

S|5|3|3|3|S

O M= ™

b aLEL L -
2.0

65T



260

Figura 124 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCls, 278 K) para o derivado
semissintético 19.
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Figura 125 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz "3C, CDCl3, 278 K) para o derivado
semissintético 19.
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Adicionalmente a oxidagdo da posicao C-5, a segunda maior diferenca identificada no
derivado 19 em relagdo ao material de partida (derivado 16) foi evidenciada pelo sinal de
hidrogénio simpleto 6 6,81 s (1H, OH-6) correlacionando com os carbonos da j referida fungao
cetona em C-5 e da olefina em C-7 (6 162,7), bem como o carbono oxigenado ¢ 107,6 na posi¢ao
C-6, que sugeriu a presenca de uma hidroxila ligada ao y-carbono (C-6) do anel lactonico,
constituindo um grupo hemiacetal na mesma posigao.

A andlise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 19 pela presenga no espectro de EM full scan (Figura 126) do ion molecular

protonado m/z 471,1504 [C21H26012+H]" (calculado 471,1503).

Figura 126 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 19.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

Em fun¢do dos dados espectroscopicos e espectrométricos, o derivado semissintético 19
correspondeu a LS 8,10,13-triacetoxi-1(4)-epoxi-6-hidroxi-5-ceto-germacr-7(11)-en-6(12)-
olideo (Figura 122), com férmula molecular C21H26012.

Ressalta-se que ndo 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)-

olideo

O derivado semissintético 20 foi produzido a partir da desidroalogenacdo do derivado

16 em presenga de SOCI2 e piridina sob refluxo a 60 °C (condigdo g), por meio de reagdes de
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halogenagdo por substitui¢do nucleofilica Sn2 seguida de eliminagdo 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 reagdo proposto para produ¢do do derivado semissintético 20 com
cloreto de tionila (SOCI2): condigdo g.

Condigao reacional: (g) SOCl,, piridina, Ar, DCM, -10 °C (0,5 h) seguido por refluxo a 60 °C (3,5 h).
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Para tanto, a reagdo iniciou-se pelo ataque nucleofilico ao enxofre do SOCI2 por parte
da hidroxila na posi¢ao C-5 do intermediario de partida (16), com a formagdo de um complexo
carregado (16.15). Em seguida, o reestabelecimento da ligacdo m entre S=O promoveu a
eliminagdo de um cloro e a formagdo do intermediario "clorosulfito protonado" (16.16), o qual
sofreu o ataque sobre o proton a partir do proprio cloreto gerado anteriormente, para a obtengao
do intermediario 16.17.

Posteriormente, o ataque da piridina ao clorosulfito 16.17 desencadeou a perda do
segundo atomo de cloro e a formagao de um novo intermedidrio carregado ("piridiniosulfito",
16.19). O ion cloreto promoveu uma SN2 na posi¢ao C-5. Essa etapa resultou na formagao do
intermediario halogenado em C-5 (16.20), em acordo com a reacao de halogenagdo de Darzens
(DARZENS, 1911).

Devido ao excesso de SOClz, ocorreu um segundo ataque nucleofilico ao enxofre de
outra molécula de cloreto de tionila, agora por parte da hidroxila do hemiacetal em C-1 do
intermediario halogenado 16.20. Essa etapa promoveu a halogenagao também da posigao C-1,
seguido mesmo processo ja descrito anteriormente, com a formacdo do intermediario
dihalogenado 16.26.

Em fungdo da presenga de piridina e de aquecimento (refluxo a 60 °C), o intermediario
16.26 sofreu uma dupla reacao de eliminacdo dos halogénios das posicdo C-1 e C-5, em
mecanismo do tipo E2 (OUELLETTE; RAWN, 2014).

Nesse caso, a piridina promoveu o ataque aos hidrogénios vicinais em C-2 e C-6,
respectivamente, com consequente formagao de duplas ligagdes nas posigoes C-1/C-2 e C-5/C-
6, para a obtencdo do derivado semissintético 20, além de duas unidades de cloridrato de
piridinio.

A formacdo do derivado 20 duplamente insaturado em C-1/C-2 e C-5/C-6 foi
comprovada a partir dos dados espectroscopicos de RMN 'H (Figura 128) e bidimensionais
(HSQC e HMBC, Figuras 129 e 130, respectivamente) para este, cujos valores observados de
RMN 'H e RMN "3C esto 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 possivel observar a auséncia dos sinais
indicativos do grupo metilénico em C-2, dos hidrogénio oximetinicos em C-5 e C-6 e das

hidroxilas nas posi¢des C-1 e C-5.
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Tabela 33 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para o derivado semissintético (20) e dados
comparativos da literatura.

Posicio 20) (BOHLMANN et al., 1979)°
S'Hmult (JHz) &C 8 'H mult .(J Hz)

1 - 157.8 -

2 4,82 dd (3,2; 1,3) 94,1 5,07dd (3;2)

3a 2,78 dd (15,4; 1,3) 424 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 5,12d(12,9) 56.4 5,07 d (13,5)

13b 4,87d (12,9) ’ 4,85d (13,5)

14 1,81s 21,1 1,64 s

15 1,72 s 25,2 1,62 s

1 - 169,20 -

2 2,09 s 20,8 2,125

1” - 170,2 -

2” 2,08 s 20,9 2,07 s

1 - 169,25 -

2>” 2,04 s 22,1 2,025
(300 MHz 'H, 75 MHz "*C, (270 MHz 'H, CDCl3,

CDCl3, 295 K) temperatura ndo indicada)

“ ndo foram encontrados relatos na literatura com a descri¢iio dos dados de RMN "*C para o composto
20, por isso realizou-se a comparacio apenas em relacdo aos dados de RMN 'H.

Em vez disso, foram detectados os sinais dos hidrogénios olefinicos em 6 4,82 dd (1H,
J=3,2;1,3; H-2) e em & 5,70 s (1H, H-5) ligados respectivamente aos carbonos em C-2 (5 94,1)
e em C-5 (6 123,2).

A partir do mapa de correlagdo a longa distancia HMBC foram confirmadas as posi¢des
das insaturagdes em C-1/C-2 e C-5/C-6, considerando-se por exemplo, as correlagdes entre o
hidrogénio em C-2 com os carbonos olefinico oxigenado em 6 157,8 (C-1) e metilénico em C-
3 (6 42,4), bem como as correlagdes do hidrogénio em C-5 com os carbono oxigenado em C-4
(0 85,8) e 0 y-carbono do anel lactonico em o 144,8 (C-6).

Esse achados comprovaram a formag¢@o do derivado 20 a partir da desidroalogenagado

do derivado 16.
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Figura 129 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético 20.
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Figura 130 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético 20.
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A analise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 20 pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 131) do ion molecular

adutado com sodio m/z 443,1301 [C21H2409+Na]" (calculado 443,1318).

Figura 131 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 20.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

O derivado semissintético 20 correspondeu a LS 8,10,13-triacetoxi-1(4)-epoxi-
germacra-1(2),5(6),7(11)-trien-6(12)-olideo (Figura 127), cuja formula molecular ¢ C21H2409.
Este composto ja foi obtido a partir de reacdo de semissintese com a acetilagdo de
hirsutinolideos (BOHLMANN; MAHANTA; DUTTA, 1979; BOHLMANN et al., 1979), ainda
que empregando estratégias reacionais diferentes a utilizada neste estudo.

Da mesma forma, os analogos 8-metacriloiloxi (BOHLMANN et al., 1983) ¢ 10-hidroxi
(BOHLMANN et al.,, 1981) também ja foram obtidos de reagdo de semissintese de
hirsutinolideos.

Apesar disso, ¢ importante ressaltar que ndo foram encontrados relatos da investigagdo

do potencial bioldgico 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)-

olideo

O derivado semissintético 21 foi produzido a partir da reagao de acetilacao do derivado
16 em presenca de Ac20 e catalisado por DMAP (condi¢do h), conforme demonstrado no
Esquema 31 em acordo com mecanismo descrito da literatura (XU et al., 2005; MANDALI et

al., 2016).
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Figura 132 — Estrutura molecular do derivado semissintético 21.

Fonte: adaptado de Jimenez e colaboradores (1995).

DMAP tem sido empregado com agente catalitico em rea¢des envolvendo o Ac20 na
acetilacdo de produtos naturais, incluindo as LS (CHEN et al., 2017; CHOODEJ; PUDHOM,;
MITSUNAGA, 2018).

Esquema 31 — Mecanismo de reagdo proposto para acetilacdo do derivado semissintético 21
com DMAP e trietilamina (Et3N) em presenc¢a de anidrido acético: condi¢ao h.
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Condigao reacional: (h) 1) DMAP, Et;N, Ac,O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado 16, DCM, rt, 0,5 h.

O passo chave para essa reacgao foi dependente do ataque nucleofilico inicial do DMAP
sobre o agente acetilante Ac20, em que uma das carbonilas do anidrido foi atacada pelo
tautdmero de DMAP promovendo a formagao do intermedidrio catalitico acilpiridinio e de um
anion acetato. Em seguida, o proprio cation acilpiridinio sofreu o ataque nucleofilico do grupo
hidroxila na posi¢ao C-5 do derivado de partida 16, para a formar do derivado carregado 16.27.

O intermediario 16.27, por sua vez, foi desprotonado pelo anion acetato que atuou como
uma base de Bronsted aumentando a reatividade da hidroxila, obtendo-se o intermediario 16.28.

Por fim, o deslocamento da carga negativa do oxianion (16.28) com consequente rompimento
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da ligagao da porg¢do acetila do cation piridinio permitiu a formag¢ao do derivado semissintético
acetilado na posi¢do C-5 (21). Além deste, houve também a liberagdao de um sal de piridinio, o
qual foi neutralizado pela base auxiliar EtsN resultado na regeneragao do catalisador DMAP.
A Tabela 34 apresenta as dados espectroscopicos de RMN 'H e RMN !*C para o
derivado 21 em comparagdo com dados do material de partida — nesse caso o derivado 16, afim

de se confirmar se a reagdo foi bem sucedida.

Tabela 34 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para o derivado semissintético (21) e dados
comparativos com material de partida (16).

Posicao (21) (16)°

8 'Hmult (JHz) $1C S 'Hmult (JHz) $"C
1 - 109,5 - 108,8
2a 2,17-2,33 m 2,08-2,18 m
2b 1,77-1,88 m 33,6 1,78-1,88 m 33,9
3a 1,98-2,13 m 2,09-2,23 m
3b 1,82-1,93 m 34,3 2,09-2,23 m 34,3
4 - 85,0 - 86,5
5 4,88-4,96 m 734 3,57d(9,1) 75,9
6 5,10d (9,5) 794  511d(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 2.58dd (15.5:3.7)  ,,,  2.58dd(15.6:35) . ¢
9b 2,04-2,09 m ’ 2,15d (15,6) ’
10 - 86,7 - 87,,0
11 - 124,0 - 123,1
12 - 170,2 - 171,2
13a 4,92d (12,7) 4,91 d (12,6)
13b 4,74 d (12,7) 35,7 4,74 d (12,6) 35,7
14 1,62 s 17,6 1,62 s 17,5
15 1,56 s 22,4 1,50 s 21,9
I - 169,5 - 169,7
2 2,055 20,5 2,065 20,6
1” - 170,1 - 170,3
2” 2,09 s 20,8 2,095 20,9
1 - 171,4 - 171,7
27 2,04 s 22,1 2,04 s 22,2
1 - 170,2 - -
277 2,14 s 20,6 - -

(300 MHz 'H, 75 MHz °C, (300 MHz 'H, 75 MHz "*C,

CDCl;, 308 K) CDCls, 295 K)

“, devido ao fato de ndo terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 21, este foi
comparado ao analogo C-5 hidroxilado correspondente ao material de partida (derivado 16) da reagdo
de producdo 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 resolucio dos sinais € a observagao

das correlagoes nas analises bidimensionais.



Figura 133 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 308 K) para o derivado semissintético 21.
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Figura 134 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz '*C, CDCl3, 308 K) para o derivado

semissintético 21.
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Figura 135 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz '3C, CDCl3, 308 K) para o derivado

semissintético 21.
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Os dados espectroscopicos de RMN 'H (Figura 133) e bidimensionais (HSQC e HMBC,
Figuras 134 e 135) do derivado 21 em comparacao com o material de partida derivado 16 (para
maiores detalhes vide ifem 5.6.2.6) evidenciou que a acetilagdo da posi¢do C-5 foi bem
sucedida.

Esta hipdtese foi confirmada a partir dos sinais dos hidrogénios acetilicos na forma de
simpleto em 6 2,14 (3H, H-2"") e do carbono carbonilico ressonando em ¢ 170,1 (C-1"")
observados para 21, e pela correlacdo entre o hidrogénio oximetinico em 6 5,92 dd (1H, J=3,7;
3,5 Hz; H-5) em C-5 (0 68,3) com a carbonila em C-1"" (6 170,1) do respectivo substituinte
acetoxil.

A analise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 21 pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 136) do ion molecular

protonado m/z 499,1794 [C23H30012+H]" (calculado 499,1816).

Figura 136 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 21.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

O derivado semissintético 21 correspondeu a LS 5,8,10,13-tetraacetoxi- 1(4)-epoxi-1-
hidroxigermacr-7(11)-en-6(12)-olideo (Figura 132), cuja formula molecular ¢ C23H30012.
Embora o analogo 8,10, 13-triacetoxi-hirsutinolideo hidroxilado em C-5, j& tenha sido reportado

na literatura (FLORES-GUZMAN et al., 2019), ndo 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)-olideo
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Figura 137 — Estrutura molecular do derivado semissintético 22.

Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986b).

A produgdo do derivado semissintético 22 a partir do derivado 17 foi também baseada
na reacdo acetilagdo com Ac20 mediada pelo catalisador DMAP (condi¢do h), seguindo

mecanismo demonstrado no Esquema 32, conforme descrito anteriormente (vide item 5.6.2.11).

Esquema 32 — Mecanismo de reagdo proposto para acetilagdo do derivado semissintético 22
com DMAP e trietilamina (Et3N) em presenca de anidrido acético: condigd@o h.
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Condig¢ao reacional: (h) 1) DMAP, Et;N, Ac,O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado 17, DCM, rt, 0,5 h.

A Tabela 35 apresenta as dados espectroscopicos de RMN 'H e RMN !*C para o
derivado 22 em compara¢do com dados do material de partida — nesse caso o derivado 17, afim
de se confirmar se a reagdo foi bem sucedida.

Os dados espectroscopicos de RMN 'H (Figura 138) e bidimensionais (HSQC e HMBC,
Figuras 139 e 140, respectivamente) do derivado 22 em comparagao com o material de partida
derivado 17 (para maiores detalhes vide item 5.6.2.7) revelou uma eficiente acetilagdo da fun¢do

alcool na posicao C-5.
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Tabela 35 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para o derivado semissintético (22) e dados
comparativos com material de partida (17).

Posicao (22) ar-

8 'Hmult .(JHz) &1C S'Hmult . (JHz) &"C
1 - 112,0 - 112,1
2a 2,62-2,76 m 2,51-2,63 m
2b 2,17-227 m 312 2,17-2,27 m 31,6
3a 2,46-2,58 m 2,51-2,63 m
3b 1,87-1,94 m 36,3 1,97-2,15 m 36,8
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 528dd (8,3;62) 81,8 5,28 dd (8,5;7.,5) 82,8
9a 3,02dd (14.2;83) 4 3.02dd (13,9:85) 0,
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 6,54 s
13b 5,79 s 128,7 5,78 s 1294
14 1,41 s 22,6 1,38 s 22.8
15 1,45 s 20,0 1,44 s 19,4
r - 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 20,6 - -

(300 MHz 'H, 75 MHz °C, (300 MHz 'H, 75 MHz °C,

CDCl;, 295 K) CDCls;, 295 K)

“,uma vez que ndo foram encontrados relatos na literatura com a descri¢do dos dados de RMN para o
composto 22, este foi comparado ao analogo C-5 hidroxilado correspondente ao material de partida
(derivado 17) da reacdo de producao do derivado 22.

A existéncia dos sinais dos hidrogénios simpleto em 6 2,11 (3H, H-2"") e do carbono

carbonilico ressonando em 6 170,0 (C-1") do substituinte acetoxi, este tiltimo tendo correlacao
com o hidrogénio oximetinico em 6 5,33 4 (1H, J=10,4 Hz; H-5) na posi¢ao C-5 (o 71,9),
auxiliaram para confirmar a obteng@o do derivado acetila 22.

A analise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 22 pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 141) do ion molecular
protonado m/z 439,1612 [C21H26010+H]" (calculado 439,1604). O derivado semissintético 22
correspondeu a LS 1,5,8-triacetoxi-1(4),7(10)-diepoxi-germacr-11(13)-en-6(12)-olideo
(Figura 137), cuja formula molecular ¢ C21H26010. Assim como observado para seu precursor,

o derivado 17, esta ¢ a primeira vez que o derivado semissintético 22 esta sendo reportado na

literatura, indicando também se tratar de um composto novo.
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Figura 139 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético 22.
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Eixo Y: projecdo para '>C, expresso em ppm (relativo ao TMS - § 0,00); Eixo X: deslocamento quimico 'H, expresso
em ppm (relativo ao TMS - 6 0,00).

Figura 140 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz !*C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético 22.
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Figura 141 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 22.
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Espectro de massas de alta resolugcdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

5.6.2.13 Derivado (23): 5,8-diacetoxi-vernomargolideo

Figura 142 — Estrutura molecular do derivado semissintético 23.

Fonte: adaptado de Jakupovic e colaboradores (1986a).

A reacgdo acetilacdo catalisada pelo DMAP empregando o agente acetilante Ac20
(condi¢do h) também foi utilizada para a producdo do derivado semissintético 23 a partir do
derivado 18, conforme mecanismo discutido anteriormente (vide item 5.6.2.11), ilustrado no
Esquema 33.

E importante ressaltar que a tentativa inicial de acetilagio em todas as posigdes
hidroxilas C-4, C-5 e C-10 ndo aconteceu. A ineficiéncia da reacdo para acetilacao nas posi¢des
C-4 e C-10 pode ser explicada pelo impedimento estérico causado pelos grupos metila geminais
de ambas as posi¢des (FISCHER; XU; ZIPSE, 2006).

A confirmagdo da acetilacdo da funcdo 4lcool na posi¢cdo C-5 do derivado 18 se deu a
partir da comparac¢do dos dados de RMN 'H (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 5.6.2.5).
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Esquema 33 — Mecanismo de reacao proposto para acetilacdo do derivado semissintético 23
com DMAP e trietilamina (Et3N) em presenc¢a de anidrido acético: condi¢do h.
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Condicao reacional: (h) 1) DMAP, Et;N, Ac,O, DCM, -10 °C, 0,5 h, 2) derivado 18, DCM, rt, 0,5 h.

A Tabela 36 apresenta as dados espectroscopicos de RMN 'H e RMN !*C para o

derivado 23 em comparacao com dados do material de partida — nesse caso o derivado 18.

Tabela 36 — Dados de RMN 'H ¢ RMN !3C para o derivado semissintético (23) e dados
comparativos com material de partida (18).

Posicao (23) (18)°

S 'Hmult.(JHz) &"C S'Hmult . (JHz) &"C
1 - 208.,8 - 209,4
2 3,46 dd (3,5; 1,4) 52,0 3,37d(4,4) 53,4
3a 1,82 d (1,4) 1,78 dd (13,4; 4,4)
3b 1,81 d (3,5) 36,2 1,68 d (13,4) 35,9
4 - 83,7 - 84,4
5 4,90d (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 5,10d (5,6) 78,8 5,10d (5,5) 79,6
9a 2,65 dd (16,4; 5,6) 475 2,58 dd (16,3; 5,5) 439
9b 2,18 d (16,4) ’ 2,23 d (16,3) ’
10 - 96,6 - 96,5
11 - 133,3 - 1344
12 - 167,8 - 168.,6
13a 6,50 s 6,48 s
13b 5,84 s 126,3 5,87 s 126,7
14 2,29 s 26,2 2,30 s 26,5
15 1,30 s 20,6 1,45 s 21,2
r - 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 'H, 75 MHz °C,

CDCls, 295 K)

(300 MHz 'H, 75 MHz °C,

CDCls, 295 K)

“, uma vez que nao foram encontrados relatos na literatura com a descri¢do dos dados de RMN para o
composto 23, este foi comparado ao analogo C-5 hidroxilado correspondente ao material de partida
(derivado 18) da reacdo de producao do derivado 23.



Figura 143 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 295 K) para o derivado semissintético 23.
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Figura 144 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético 23.
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Eixo Y: projeciio para *C, expresso em ppm (relativo ao TMS - § 0,00); Eixo X: deslocamento quimico 'H, expresso
em ppm (relativo ao TMS - § 0,00).

Figura 145 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz "3C, CDCl3, 295 K) para o derivado
semissintético 23.
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A correlagdo entre o hidrogénio oximetinico em 6 4,90 d (1H, J=6,2 Hz; H-5) na posi¢ao
C-5 com a carbonila em C-1" (8 169,5) do novo substituinte acetoxi, assim como a correlagdo
entre os hidrogénios acetilicos em & 2,19 s (3H, H-2") com o carbono em C-5 (6 79,3)
corroboraram com a proposta de um grupo acetoxi em C-5 do derivado 23.

A andlise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 23 pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 146) do ion molecular

protonado m/z 397,1501 [C19H2409+H]" (calculado 397,1499).

Figura 146 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 23.
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Espectro de massas de alta resolugcdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.
O derivado semissintético 23 correspondeu a LS 5,8-diacetoxi-vernomargolideo (Figura
142), com formula molecular C19H2409.
Destaca-se que nao 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)-olideo

O derivado semissintético 24 foi produzido a partir derivado oxidado 19 empregando o
BiCl3 com catalisador sob refluxo a 50 °C (condi¢do e), em mecanismo descrito no Esquema

34.



282

Figura 147 — Estrutura molecular do derivado semissintético 24.

Fonte: autor.

Esquema 34 — Mecanismo de reagao proposto para producao do derivado semissintético 24 com
cloreto de bismuto III (BiCls): condigao e.

o4
HO

O
Hoo11 O_<

13 o}

O
Condig¢ao reacional: (e) BiCls, DCM, refluxo a 50 °C, 15 h.

O mecanismo de reacdo para produgdo do derivado 24 também foi iniciado pela
formacao do complexo ativado "O-BiCl3" a partir da interagdo do BiCls com o oxigénio do anel
tetrahidrofurano (C-1/C-4), originando o intermediario 19.1. O ataque ao hidrogénio da fung¢ao
hemiacetélica na posi¢cao C-1 por parte de um dos dtomos de cloro do catalisador resultou na
abertura do anel oxolano e na formagao de uma fungdo cetona em C-1. Contudo, a esperada
formacdo de um intermediario glaucolideo (contendo um grupo "O-BiCL" em C-4 além da
cetona em C-1), o qual sofreria a desprotonacdo na posi¢do C-2, seguida da ciclizagao
transanular para a producdo do derivado decalinico C-2/C-7 de interesse, ndo ocorreu.

Em vez disso, a abertura do anel oxolano desencadeou concomitantemente a ciclizagao
a partir do ataque nucleofilico ao carbono olefinico em C-7, seguido do rearranjo da dupla
ligagdo para a posi¢ao C-11/C-13 e a perda do grupo acetoxi em C-13 na forma de Bi(OAc)Cla,

originando o derivado semissintético 24 contendo um anel tetrahidrofurano em C-4/C-7.
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A formagdao do composto 24 pode ser resultante de um processo cinético, € a nao
formacgao do derivado decalinico de interesse pode ser explicada pelo fato de que as condigdes
reacionais ndo permitiram alcangar a energia de ativagdo necessaria para que a reacao
acontecesse. Além disso, a presenca da func¢ao cetona na posi¢ao C-5 do derivado de partida 19
pode ter conferido a estrutura carbociclica uma exigéncia de tor¢ao angular entre C-5 e C-6 que
foi limitante para atingir a energia de ativacao requerida. Em contra partida, essa caracteristica
pode ter favorecido o rearranjo entre C-4/C-7 para formag¢ao de anel tetrahidrofurano durante a
produgdo do derivado 24, ndo ocorrido na producao do derivado 18 (vide item 5.6.2.8). Todavia,
estudos mais aprofundados de mecanistica de reagao sdo necessarios para melhor compreender
a etapas da formagao do produto 24.

A Tabela 37 apresenta as dados espectroscopicos de RMN 'H ¢ RMN !*C para o

derivado 24 em compara¢do com dados do material de partida — nesse caso o derivado 19.

Tabela 37 — Dados de RMN 'H e RMN '3C para o derivado semissintético (24) e dados
comparativos com material de partida (19).

Posicao (24) (19)°

O 'Hmult.(JHz) §"C S 'Hmult.(JHz) &"C
1 - 203,9 - 111,1
2a 2,41-2,54 m 2,42-2,54 m
2b 1,93-2,03 m 29,5 1,86-2,01 m 349
3a 2,49-2,62 m 2,56-2,69 m
3b 2,14-2.26 m 34,3 1,99-2,12 m 36,9
4 - 83,9 - 87,2
5 - 2056 - 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 2,63dd (16,0;9.5) 3.32dd (143:11.7) o,
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) 4,84 d (12,7)
13b 6,06 d (0,7) 129,7 4,71 d (12,7) 35,0
14 1,71 s 18,3 1,615 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 'H, 75 MHz °C, (300 MHz 'H, 75 MHz °C,

CDCl;, 295 K) CDCL;, 278 K)

“ devido ao fato de ndo terem sido encontrados relatos na literatura para o derivado 24, este foi
comparado ao material de partida (derivado 19) da reagdo de producédo do derivado 24.



Figura 148 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, 295 K) para o derivado semissintétic
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Figura 149 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "*C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético 24.
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Figura 150 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz '3C, CDCls, 295 K) para o derivado
semissintético 24.
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A comparagio dos dados espectroscopicos de RMN 'H (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 formagdo de esqueleto
carbociclico germacranolideo diferentemente ao esperado nicleo vernomargolideo (pretendido
para essa condi¢do reacional — condigao e).

Ainda que se tenha observado a presenga do sinal da carbonila cetonica na posi¢ao C-1
(0 203,9) — confirmado pela correlagdo a partir do hidrogénio de metila 6 1,71 s (3H, H-14),
além do anel y-lactonico em C-6/C-7 com a a,B-insaturacdo exociclica (C-11/C-13),
comprovado pela correlagdo entre os hidrogénios metilénicos & 6,58 d (1H; J=0,7 Hz; H-13a)
e 0 6,06 d (1H; J=0,7 Hz; H-13b) com os carbonos em 6 166,0 (C-12), & 136,4 (C-11) e em o
82,2 (C-7), ndo foram identificados sinais sugestivos na presenga do nucleo decalinico.

No entanto, a abertura do anel tetrahidrofurano presente em C-1/C-4 do material de
partida 19 desencadeou como rearranjo a formagao de uma ponte éter entre as posicdes C-4/C-
7, evidenciada pela deteccao dos sinais de carbonos oxigenados em 6 82,2 (C-7) e 6 83,9 (C-4),
este ultimo comprovado em fun¢do da correlagdo a partir dos hidrogénios da metila o 1,28 s
(3H, H-15) localizada na propria posi¢ao C-4.

A andlise de ESI-QTof EM confirmou a proposta estrutural para o derivado
semissintético 24 pela presenca no espectro de EM full scan (Figura 151) do ion molecular

protonado m/z 411,1279 [Ci19H22010+H]" (calculado 411,1291).

Figura 151 — Espectro ESI-QTof EM full scan (100-1200 Da) para o derivado semissintético 24.
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Espectro de massas de alta resolugdo ESI-QTof (modo positivo) a partir da analise de CLUE-EM.

O derivado semissintético 24 correspondeu a LS 8,10-diacetoxi-4(7)-epoxi-6-hidroxi-

1,5-diceto-germacr-11(13)-en-6(12)-olideo (Figura 147), com féormula molecular Ci9H22010.
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Nao foram encontrados relatos para o ntcleo carbociclico do derivado 24, indicando se tratar
de um composto novo.

E importante ressaltar que embora alguns dos derivados preparados ja tenham sido
obtidos por outras vias, s3o escassas as informagdes quanto a avaliagdo de suas propriedades
biologicas, incluindo-se as atividades anti-inflamatdria e citotoxica, demostrando a relevancia
deste trabalho na busca por compostos/prototipos para o desenvolvimento de alternativas
terap€uticas para o tratamento de doengas inflamatorias e cancer.

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 & compostos capazes de interferir com varios tipos de ensaios
(BAELL; NISSINK, 2017; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017), sustentando a proposta de

investigacdo do potencial biologico destes compostos.

5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA in vitro

Os compostos investigados quanto ao potencial bioldgico in vitro apresentaram pureza
superior a 80%. A LS 1-5 foram investigadas quanto as propriedades antiparasitarias. J& 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 a atividade anti-inflamatoria.

5.7.1 Avaliacio das atividades leishmanicida e tripanocida

As LS 1-5 foram avaliadas (50 uM) quanto as atividades leishmanicida e tripanocida,
frente as formas amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi,
respectivamente.

Os valores de ICso e CCso de cada composto para as atividades leishmanicida e
tripanocida estdo apresentados na Tabela 38 e 39, respectivamente.

As LS piptocarfina A (1), diacetilpiptocarfol (3) e vernodalina (5) apresentaram
moderadas atividades leishmanicida (ICs0=18,83 a 26,58 uM) e tripanocida (ICs0=10,62 a 20,57
uM), testadas frente as formas amastigotas intracelulares dos parasitos, consideradas as formas
de maior relevancia clinica e ideais na investigagdo de prototipos a novos farmacos (CRUZ et

al., 2009; JONES et al., 2013).
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Tabela 38 — Valores de ICsoe CCso para as LS (1-5) purificadas a partir das espécies Vernonieae
avaliadas quanto a atividade leishmanicida frente a Leishmania amazonensis.

Composto ICs0 (uM)“* CCso (uM)* indice de seletividade
Piptocarfina A (1) 18,83 (+ 2,16) <15,60 <0,83
Glaucolideo A (2) s.a. - -
Diacetilpiptocarfol (3) 26,58 (£ 5,71) <15,60 <0,58
Glaucolideo B (4) s.a. - -
Vernodalina (5) 24,02 (£3,17) <15,60 0,65
Anfotericina B 0,14 (£ 0,02) 27,86 (+0,98) 199

“ resultados expressos como média (+ desvio padrdo) (n=3); ?, controle positivo (2 uM); s.a.,
sem atividade.

Tabela 39 — Valores de ICsoe CCso para as LS (1-5) purificadas a partir das espécies Vernonieae
avaliadas quanto a atividade tripanocida frente a Trypanosoma cruzi.

Composto ICso (uM)* CCso (uM)* Indice de seletividade
Piptocarfina A (1) 10,62 (£ 0,72) <15,60 <1,47
Glaucolideo A (2) 4543 (£0,88) 18,38 (£0,73) 0,40
Diacetilpiptocarfol (3) 20,57 (£ 1,96) <15,60 <0,76
Glaucolideo B (4) s.a. - -
Vernodalina (5) 20,54 (£ 2,64) <15,60 <0,76
Benznidazol? 10,18 (+ 0,30) >500 >49,11

“, resultados expressos como média (+ desvio padrio) (n=3); 2, controle positivo (20 pM); s.a.,
sem atividade.

Diferentes tipos de LS vem sendo investigadas quanto ao seu potencial leishmanicida e
tripanocida in vitro (AKENDENGUE et al., 2002; SULSEN 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 (ICs0=9,5 uM;
[S=0,09 e ICs0=24,1 uM; IS=0,06, respectivamente) ¢ amastigotas axénicas (ICs0=2,0 uM;
1S=0,09 e ICs0=4,7 uM; IS=0,06, respectivamente) de Leishmania infantum. Da mesma forma
Sosa e colaboradores (2016) recentemente demonstraram a atividade leishmanicida para o
glaucolideo A e glaucolideo B contra formas promastigotas de L. amazonensis (1Cs0=35,1 uM
e ICs0=46,1, respectivamente) e de L. braziliensis (ICs0=23,4 uM e I1Cs50=27,9,
respectivamente). Por sua vez, Kimani e colaboradores (2017) demonstraram a atividade
tripanocida da mistura da vernodalina e seu derivado 11,13-dihidrovernodalina (ICs0=0,069
ng/mL; IS=7,70), todavia contra formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei rhodesiense.
Zimmermann ¢ colaboradores (2014) também demostraram atividade tripanocida in vitro para

a vernodalina contra 7.brucei rhodesiense (cepa STIB 900) com 1Cs0=0,2 uM.
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Embora investigadas frente as formas promastigotas de L. infantum, a avaliagdo da
toxicidade frente a células VERO (epitélio renal de macaco verde africano) mostrou que as LS
piptocarfina A e o diacetilpiptocarfol foram tdxicas também para as células ndo tumorais
(GIRARDI et al., 2015), com valores IS=0,09 e 0,06, respectivamente, corroborando com a
seletividade baixa observada para os compostos 1 ¢ 3.

Esses achados vém 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 antiparasitario pode estar relacionado na verdade com as propriedades citotdxicas
das LS. Segundo Schmidt e colaboradores (2009), a atividade antiprotozoaria das LS esta
significativamente correlacionadas a sua citotoxicidade, tendo como fator determinante para a
atividade a presenga dos elementos estruturais o,B-insaturados, os quais também sdo
relacionados as demais atividades biologicas dessa classe de compostos. A alquilacdo de grupos
sulfidrila das proteinas do parasita pelas carbonilas a,B-insaturadas das LS (aceptores de
Michael), somada a interrup¢ao da bomba de célcio no reticulo endoplasmatico e o aumento da
geracdo de radicais livres, causam danos oxidativos irreversiveis ao DNA, lipidios e proteinas,
que levam a morte do parasita via apoptose, necrose e/ou autofagia (SAEIDNIA; GOHARI;
HADDADI, 2013; JIMENEZ et al., 2014).

Em termos estruturais, a andlise dos dados da investigacao antiparasitaria obtidos neste
estudo, apoiados pelos dados descritos na literatura para os mesmos compostos indicou que as
LS do tipo glaucolideo (2 e 4) tem uma menor atividade em relagdo aos hirsutinolideos (1 e 3),
sugerindo que a conversdo estrutural (anteriormente abordada) parece ser benéfica para a
atividade. Ainda, a comparagao entre os dois hirsutinolideo (Figura 152) testados mostrou que
a presenga de um substituinte éster mais volumoso na posi¢ao C-8, nesse caso um metacriloiloxi
para 1 em relag@o a um acetoxi para 3 promoveu o aumento da atividade e uma pequena melhora

na seletividade em relagado a células THP-1.

Figura 152 — Comparagao estrutural entre as LS testadas frente a atividade antiparasitaria.
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Por outro lado, o elemanolideo (5) diferindo-se dos outros dois subtipos de LS testadas
pode ter sua atividade explicada pelo niumero de elementos estruturais relacionados com a
atividade antiprotozodria de LS, tais com as carbonilas o,B-insaturadas e um grupo éster
volumoso (hidroximetacriloiloxi) em C-8.

O indice de seletividade (IS) consiste na razdo entre a concentragdo citotoxica 50%
(CCs0) para as células nao infectadas (nesse caso, macrofagos THP-1) e o ICso frente aos
protozodrios, € permite avaliar se a substdncia ¢ mais citotoxica (seletiva) para as células
acometidas em comparagao as células normais, determinante quando se considera sua atividade
biolégica. Devido a semelhanga nas concentragdes de CCso e ICso observados para as LS
testadas ndo foi possivel determinar os valores precisos para o IS, embora os resultados
indiquem que sdo valores baixos de IS (proximos a 1). Considera-se que uma substancia ¢
ativamente promissora como agente leishmanicida e tripanocida quando apresenta ICs0<10 uM
e IS>10 (ROLON et al., 2019).

Embora alguns dos compostos testado tenham apresentado uma moderada atividade
antiparasitaria, a baixa seletividade observada associada a uma quantidade restrita dos
derivados semissintéticos de LS (11-24) produzidos, fez com que se optasse momentaneamente
por ndo dar continuidade a investigagdo antiparasitaria destes composto, de modo a direcionar

o estudo com os derivados de LS para atividades mais promissoras.
5.7.2 Avaliacao da atividade citotoxica

As LS piptocarfina A (1) e glaucolideo A (2) foram avaliadas de forma preliminar
quanto a atividade citotoxica frente a diferentes linhagens de células tumorais, cujos valores de

CCso para as LS e os controles positivos estao apresentados na Tabela 40.

Tabela 40 — Valores de CCso para as LS 1 e 2 quanto a avaliacdo da atividade citotoxica.

Linhagens celulares (CCso=pM)*

Compostos 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.
Glaucolideo A (2) n.d. 13,4+1,4 11,9104 11,0+0,6 8,5+1,0 27,2422 20,6+49,3 13,4+1,3 15,1%1,1
Doxorrubicina?  21,0£7,0 28,1+3,0 n.d. n.d. n.d. 24,5437  2,4+0,5 11,9+1,2 5,9+0,9
Vincristina? n.d. n.d. 0,03+0,0 0,003+0,0 0,0001+0,0 n.d. n.d. n.d. n.d.

“, resultados expressos como média +desvio padrio (n=3); ®, controle positivo; n.d., ndo determinado. Linhagens
celulares de leucemias linfoide B (Nalm-6), miecloide aguda (K-562), pro-mielocitica (HL-60), linfocitica aguda (REH)
e linfoide T (JURKAT), e de células tumorais de adenocarcinoma de prostata (PC3), carcinoma de ovario (OVCAR),
carcinoma de pulmao (NCI-H1299) e osteosarcoma (HOS).
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A piptocarfina A (1) demostrou uma promissora atividade citotoxica in vitro frente as
linhagens de células leucémicas Nalm-6 e K-562, cujos valores de CCso foram respectivamente
2,8 uM e 3,0 uM. Ja o glaucolideo A (2) apresentou uma atividade moderada frente as linhagens
de células leucémicas K-562, HL-60, REH e JURKAT, e tumorais PC3, OVCAR, NCI-1299 e
HOS (CCs0=8,5 a 27,2 uM).

A capacidade citotoxica e antiproliferativa das LS esta associada a a,B-insaturagao,
endo ou exociclica, conjugada a carbonila no anel y-lactonico. Essa por¢ao confere um forte
poder de alquilagdo as LS que podem atuar sobre fatores de transcri¢do e enzimas no corpo
humano e afetam sua capacidade funcional. A alquilag@o das LS por meio da adi¢do de Michael
com tiois celulares (especialmente grupos mercaptil de residuos de cisteina e a glutationa
intracelular livre) interrompe os principais processos biologicos, resultando na morte celular
controlada por apoptose. Além da a,p-insaturagdo, outros elementos podem estar envolvidos na
atividade das LS, como grupos epoxi, aldeidos, perdxidos e radicais ésteres, como por exemplo,
metacrilato e tiglato (CHEN, 1980; SCHMIDT, 2006; GACH; DLUGOSZ; JANECKA, 2015).

A atividade citotoxica in vitro da piptocarfina A (ICs0=0,24 pM) também ja foi
demonstrada frente a células leucémicas HL-60 (promieldcito leucéminco 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 ICs50=0,77 uM, mas sem
atividade frente a células A549 (carcinoma de pulmdo humano). Em testes in vivo contra
leucemia linfoide P388, observou-se toxicidade dosagem-dependente e ligeira atividade para
piptocarfina A (atividade antitumoral [T/C maximo]=122 em 4,6 mg/kg) (COWALL et al.,
1981).

Apesar dos diferentes relatos de atividade citotdxica de LS (GHANTOUS et al., 2010;
CHEN; LIU; WANG, 2011; ITO et al., 2016) ainda sdo necessarios mais estudos para a
descoberta de compostos prototipos para um futuro desenvolvimento de uma alternativa
terapéutica no tratamento do cancer.

Neste sentido, diante dos resultados bastante promissores apresentados pela piptocarfina
A (1) frente as linhagens de células leucémicas Nalm-6 e K-562 (ICs50=2,8 uM e 1Cs0=3,0 uM,
respectivamente), um estudo paralelo in vivo com 1, realizado também em parceria o Dr.
Gilberto C. Franchi Jr, ainda esta em desenvolvimento. As observagdes iniciais deste teste pré-
clinico in vivo em modelo de leucemia linfocitica RS4 (leucemia prolinfocitica B com
translocacdo cromossomica t4;11) realizado com camundongo NodScid imunossuprimidos,
indicam que a associagdo da piptocarfina A (1) ao tratamento quimioterapico convencional

(com vincristina, dexametasona e L-asparagina) conseguiu manter a sobrevida do animal até o
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fim do periodo do teste e sem perda de peso, além de reduzir estatisticamente os clones
leucémicos na medula 6ssea quando comparado ao tratamento convencional s6 com
quimioterdpico. Todavia, os resultados ainda serdo compilados e os dados devidamente
tratados.

Adicionalmente, diante dos resultados obtidos para o glaucolideo A (2) frente a
linhagens de células tumorais (CCso=13,4 a 27,2 uM), especialmente quando comparado com
os controles positivos (mostrando-se bastante similar), percebeu-se a necessidade de se
aprofundar a investigagdo 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 trés outras
linhagens de células tumorais, cujos valores de porcentagem de viabilidade celular, CCso e IS

(definidos para alguns compostos) estdo apresentados na Tabela 41.

Tabela 41 — Valores de viabilidade, CCso e IS para as LS 1-10 de Vernonieae e derivados
semissintéticos 11-24 quanto a avaliacdo da atividade citotoxica.

Linhagens celulares

Compostos SK-MEL-28 HUVEC NCI-H460 SF295
Viabilidade CCso IS CCso Viabilidade CCs) Viabilidade CCso
(%) (uM) (LM) () @M (%) (M)
Piptocarfina A (1) 23,1+4,2 6,7 1,9 12,5 104,8+1,6 nd. 932432 n.d.
Glaucolideo A (2) 56,3+1,4 146 14 20,4 95,1+4,6 nd.  91,8+3,3 n.d.
Diacetilpiptocarfol (3) 9,0+0,5 38 33 12,6 63,8+6,9 n.d. 80,4+3,3 n.d.
Glaucolideo B (4) 82,6+4,1 nd. - n.d. 85,144.,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 nd.  77,9+6,0 n.d.
Tetrahidrovernolida (6) 70,2421 nd. - n.d. 87,3£5,1 n.d. 87,1£0,2 n.d.
Dihidrovernolida (7) 61,1£1,4 nd. - n.d. 90,3+5,6 n.d. 87,3+4,0 n.d.
Vernolida (8) 58,7+0,7 nd. - n.d. 87,8+2,3 nd. 932429 n.d.
Hidroxidihidrovernolida (9) 91,2+4.,5 nd. - n.d. 96,6+3,1 n.d. 94,6+0,9 n.d.
Hidroxivernolida (10) 86,9443 nd. - n.d. 96,7+6,1 n.d. 89,4+3,0 n.d.
Derivado cadinanolideo (11) 87,1£2,6 nd. - n.d. 91,8+3,6 n.d. 86,8+6,3 n.d.
Derivado cadinanolideo (12) 91,1£1,7 nd. - n.d. 88,4+3,4 n.d. 86,1+£2,3 n.d.
Derivado vernomargolideo (13) 85,9+4,0 nd. - n.d. 90,4+£1,5 nd. 90,4437 n.d.
Derivado vernomargolideo (14) 95,3+4,1 nd. - n.d. 100,3+5,5 n.d. 95,6+3,9 n.d.
Derivado vernomargolideo (15) 96,4+6,9 nd. - n.d. 100,2+2,7 n.d. 94,7+1,1 n.d.
Derivado hirsutinolideo (16) 76,2+7,5 nd. - n.d. 89,1£3,9 n.d. 86,7£3,8 n.d.
Derivado germacranolideo (17) 66,9+3,5 nd. - n.d. 87,3£1,6 n.d. 82,0+4,7 n.d.
Derivado vernomargolideo (18) 74,5+4.,9 nd. - n.d. 84,9+0,4 n.d. 85,2428 n.d.
Derivado hirsutinolideo (19) 79,2+6,4 nd. - n.d. 85,7£1,6 n.d. 88,6+4,8 n.d.
Derivado hirsutinolideo (20) 16,0+2,6 112 25 27,8 73,2+1,0 n.d. 83,3£1,2 n.d.
Derivado hirsutinolideo (21) 17,1£3,3 50 3,0 12,7 74,6+1,3 n.d. 86,9443 n.d.
Derivado germacranolideo (22) 5,3£0,3 31 3,0 9,0 53,1+0,0 nd.  67,3+4,0 n.d.
Derivado vernomargolideo (23) 73,8+3,1 nd. - n.d. 84,8+0,9 n.d. 85,9£5,0 n.d.
Derivado germacranolideo (24) 77,3+£0,3 n.d. - n.d. 88,7+6,7 n.d. 87,0+4,7 n.d.

4, resultados expressos como médiatdesvio padrio (n=3), dose dos compostos 50 pM; n.d., ndo determinado.
Linhagens de células tumorais humanas de carcinoma de pulmio (NCI-H460) glioblastoma (SF295) e melanoma
(SK-MEL-28); linhagem ndo tumoral de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC).



293

Assim como indicado no teste preliminar envolvendo as linhagens de células
leucémicas, as LS do tipo hirsutinolideo, piptocarfina A (1) e diacetilpiptocarfol (3),
apresentaram uma Otima e seletiva atividade citotoxica frente a linhagem de células tumorais
de melanoma humano (SK-MEL-28), apresentando respectivamente CCs0=6,7 uM (IS=1,9) e
CCs0=3,8 uM (IS=3,3). Além destes, o elemanolideo vernodalina (5) se mostrou a LS com o
mais potente e mais seletivo efeito citotoxico frente as células de SK-MEL-28, com valores de
CCs0=2,6 uM e IS=4,6. Corroborando com o potencial citotdéxico observado para a vernodalina,
Jisaka (1993) e colaboradores também demostraram seu efeito frente as linhagens de leucemia
linfoide de camundongos P-388 (CCs0=0,11 pg/mL) e L-1210 (CCs0=0,17 pg/mL).

Em relagdo ao derivados semissintéticos de LS (11-24), os derivados analogos
hirsutinolideos 20 e 21, e o analogo diepoxigermacranolideo 22 apresentaram excelentes
atividade citotoxica e seletividade diante, também, das células SK-MEL-28 de melanoma
humano, respectivamente com valores de CCso de 11,2 uM (IS=2,5); 5,0 uM (IS=3,0) e 3,1 uM
(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 quimioterapicos, a seletividade do composto para células
tumorais ¢ um fator fundamental a ser considerado visando o desenvolvimento uma opg¢ao
terap€utica clinicamente Util, uma vez que indica que a molécula pode apresentar menor
toxicidade sistémica quando usada em pacientes (LOPEZ-LAZARO, 2015). O indice de
seletividade (IS) reflete o quao seletivo € o efeito de um composto contra as células tumorais.
Valores de IS superiores a 2,0 sugerem uma toxicidade seletiva contra células tumorais (em
sobreposi¢ao a citotoxicidade em células ndo tumorais), ao passo que valores de [S<2,0 indicam
que a substancia 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 as células cancerigenas (PRAYONG; BARUSRUX; WEERAPREEYAKUL,
2008; BADISA et al., 2009; LAVORGNA et al., 2019).

E importante ressaltar que os resultados observados para 20-22 revelam que os trés
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 investigacdo da relagdo estrutura atividade seja dificultada em fun¢do do numero
reduzido de compostos ativos, uma breve avaliagdo 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 reacgdo de acetilagdo, indicando que a incorporacao de um substituinte acetoxi na posicao C-
5 influencia positivamente na atividade desses compostos em relagdo ao material de partida

contendo um grupo hidroxila na mesma posicao.

Figura 153 — Comparacdo estrutural entre algumas das LS testadas frente a atividade citotoxica.
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A reagdo de acetilacdo (ou esterificagao) de LS com a producao de derivados mais ativos
que o material de partida j4 vem sendo reportada na literatura, em que a presenca de um
substituinte acetoxi em relagao ao grupo hidroxila est4 relacionada ao aumento da lipofilicidade
do composto e com isso, facilitando a sua absorcdo nas células para desempenhar o efeito
biologico (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 a linhagem de células SK-MEL-28, a andlise comparativa da
porcentagem de viabilidade celular indicou que os derivados dos tipos cadinanolideo (11-12) e
vernomargolideo hemiacetalico (13-15), com porcentagens de viabilidade variando entre
85,944,0 e 96,44+6,9%, foram menos ativos que o produto de partida glaucolideo B (4, com
82,6+4,1% de viabilidade celular). Por outro lado, os derivados dos tipos hirsutinolideo (16,
19), germacranolideo (17, 24) e vernomargolideo (18, 23) foram mais ativos que componente
de partida (4), com valores de porcentagem de viabilidade variando entre 66,9+3,6 € 79,2+6,4%.

Ainda que o derivado 5-hidroxi-5,6-dihidrohirsutinolido 16 nao tenha se mostrado ativo
em relacdo a célula SK-MEL-28, a partir da atividade apresentada pelos compostos isolados de
Vernonieae 1 e 3 em associagdo com os resultado dos derivados 21 e 22, pode-se dizer que o

nucleo carbociclico de LS do tipo hirsutinolideo foi o mais ativo entre os compostos testados.
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Apesar de ndo se ter observado a atividade citotdxica do derivado 16 frete as linhagens
tumorais avaliadas, Flores-Guzman e colaboradores (2019) reportaram o efeito antiproliferativo
dose-dependente do 5-hidroxi-5,6-dihidrohirsutinolideo frente as células CaSki de céancer
cervical (15 pg/mL), MDA-MB-231 de cancer de mama (18 pg/mL) e células SK-LU-1 de
cancer de pulmao (30 pg/mL).

Diante dos resultados promissores observados para a LS vernodalina (5) e para o
derivado diepoxigermacranolideo (22), experimentos adicionais ja estdo em curso para a
investigagdo do tipo de morte e ciclo celular das células de melanoma humano SK-MET-28
expostas a estes composto. Uma vez que os experimentos ainda estdo sendo desenvolvidos os
dados ainda serdo devidamente tratados, e os resultados compilados em manuscritos que serao

submetidos a apreciacdo de revistas cientificas da area.
5.7.3 Avalia¢ao da atividade anti-inflamatoéria

O glaucolideo B (1) apresentou baixa citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7 com
valor de CCio de 14,11 uM (Figura 154). Considerando que a viabilidade das células RAW
264.7 nao foi significativamente afetada em doses abaixo de 14,11 uM, ¢ importante ressaltar

que todos os experimentos foram conduzidos respeitando esta concentracao nao téxica.

Figura 154 — Efeito do glaucolideo B (4) sobre a citotoxicidade em macréfagos RAW 264.7.
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Cada valor foi expresso como médiatdesvio padrio (n=3). DMSO, células tratadas apenas com

dimetilsulfoxido estéril; CCo, concentragdo citotdoxica a 10% do maximo (90% de viabilidade celular).

Viabilidade celular (%)

Em um estudo anterior, o glaucolideo B mostrou efeitos citotoxicos e clastogénicos in
vitro em linfocitos humanos a 8 pg/mL, aumentando a frequéncia de aberragdes

cromossomicas. No entanto, o mesmo efeito ndo foi observado in vivo nas células da medula
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0ssea de camundongos BALB/c tratados com este composto em concentracdes de até 640
mg/kg (BURIM et al., 1999), sugerindo a auséncia de toxicidade in vivo para a glaucolideo B.

A secrecdo de NO (Figura 155A) e IL-6 (Figura 155B) em macréfagos tratados com
LPS foi significativamente inibida pelo tratamento com glaucolideo B (4) nas doses de 1, 3 e
10 uM (p<0,0001). Além disso, foi observada uma inibi¢do dose-dependente de secreg¢do de
NO, cujos valores de NO foram 35,6 + 4,4, 32,8 £ 2,1 ¢ 16,0 £ 6,4 uM, respectivamente para
dosesde 1,3 e 10 uM de 1. Como esperado, o controle anti-inflamatorio dexametasona (DEX)
a 7 puM também reduziu os niveis desses mediadores pro-inflamatorios liberados dos
macrofagos RAW 264.7 (p<0,0001). De forma interessante, o efeito inibitdrio sobre o NO e IL-
6 apresentado pelo glaucolideo B (4) foi muito semelhante ao observado para o composto de
referéncia dexametasona (valores de p entre 0,0648 e 0,2605 e entre 0,6245 a >0,9999,

respectivamente para NO e IL-6 em comparagao ao controle).

Figura 155 — Efeitos do glaucolideo B (4) sobre os niveis de NO (A) e IL-6 (B) em macrofagos
RAW 264.7 tratados com LPS.
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Os resultados foram expressos como médiatdesvio padrao (n=3); **** p<0,0001 vs grupo LPS; ##
p<0.01 vs grupo BLK (células ndo inflamadas — células pré-tratadas com veiculo); DMSO, células
tratadas apenas com dimetilsulfoxido estéril; LPS, células tratadas apenas com lipopolissacarideo (1
ug/mL); DEX, células pré-tratadas com dexametasona (7 pM) antes da administragdo de LPS.

Do modo similar, outra LS do tipo glaucolideo, nomeadamente o glaucolideo A (2)
(diferindo do glaucolideo B pela presenca de uma porgao metacriloiloxi em C-8 em vez de um
grupo acetoxi) também foi capaz de inibir a sintese de NO dependente da enzima NO sintase
induzivel (iNOS) (ICso de 36,8 uM) nos mesmos macrofagos RAW 264.7 tratados com LPS
em estudos anteriores, embora ndo tenha mostrado efeito significativo na inibi¢do da ativagdo
do NF-kB (DIRSCH et al., 2000). Esses achados sugerem um possivel mecanismo alternativo

para a reducdo da sintese de NO do que pela inibi¢ao do NF-«kB.
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O mecanismo proposto pelo qual as LS exercem a atividade anti-inflamatoria ¢ baseado
em seu efeito sobre a secre¢ao de citocinas pro-inflamatorias e da diminuigdo da atividade do
NF-kB, afetando a atividade enzimadtica da ciclooxigenase (COX) e da iNOS (KREUGER et
al., 2012b; HOHMANN et al., 2016). Acredita-se que a capacidade das LS em prevenir a
ativacao de NF-kB estd relacionada a uma reacdo do tipo adi¢gdo de Michael aos grupos
sulfidrila de cisteina nucleofilica (Cys-38 e Cys-120) do complexo NF-kB (subunidades
p50/p65), a partir das carbonilas a,B- ou a,B,y-insaturadas das LS (RUNGELER et al., 1999;
GARCIA-PINERES et al., 2001; CHO, 2006). Além disso, a reducao da ativagao do NF-kB
também pode estar associada a indugdo da degradagdo dos inibidores kB alfa (IkB-a) e beta
(IxkB-B), interferindo no balango do complexo IKK (NF-«B/IxB quinase) (HEHNER et al.,
1998; CHO, 2006; RAUH et al., 2011a).

Embora a presenga de uma butirolactona contendo uma a,B-insaturagdo exociclica
pareca ser crucial para a atividade da LS (DIRSCH et al., 2000; CHO, 2006), os resultados para
o glaucolideo B (4) demonstram um efeito anti-inflamatério promissor para essa LS contendo
uma o,p-insaturacdo endociclica no anel y-lactonico. Nesse contexto, outros grupos funcionais
potencialmente reativos, como os grupos epoxido e carbonila cetdnica, também podem estar
envolvidos na atividade observada para o composto 4 (DIRSCH et al., 2000; CHO, 2006).

Esta ¢ a primeira vez que a avaliacao do efeito anti-inflamatorio do glaucolideo B (4)
esta sendo relatada e esses dados podem ajudar a estabelecer o perfil imunomodulatério para
esse composto. No entanto, mais estudos in vitro e in vivo sdo necessarios para entender melhor
as propriedades anti-inflamatdrias e o exato mecanismo de agao do glaucolideo B.

Considerado os resultados promissores observados para a LS glaucolideo 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 investiga¢ao do seu potencial anti-inflamatério (em parceria). Entretanto,
devido ao fato de os ensaios ainda estarem sendo realizados, os dados ainda serdo tratados e os
resultados compilados em manuscritos a serem submetidos para apreciagdo por revistas

cientificas da area.
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6 CONCLUSOES

. A técnica de extracdo por lavagem foliar nas condi¢des Otimas estabelecidas,
empregando como liquido extrator a acetona durante dez minutos de extragdo e de maneira
semiautomatizada, mostrou-se um método seletivo e eficaz para a extracdo de lactona
sesquiterpénica (LS) a partir das espécies selecionadas de Vernonieae, haja visto o perfil

cromatografico por CCD e CLUE-EM dos extratos obtidos.

. A partir da caracterizagdo das LS do tipo hirsutinolideo e glaucolideo (1-4) por ESI-
QTof-EM e EM/EM foi possivel estabelecer uma estratégia de diferenciacao entre esses dois
subtipos de LS, baseando-se nas diferencas entre seus respectivos perfis de ionizac¢do, formacao

de adutos e fragmentacao.

. Identificou-se o conjunto dos ions em m/z 277, m/z 259, m/z 241 e m/z 231 como ions
diagnostico para as LS do tipo hirsutinolideo e glaucolideo, a serem empregados em futuras

investigacdes e caracterizagao desses subtipos de LS.

. O mecanismo de fragmentacao para as LS do tipo glaucolideo esta sendo pela primeira

vez detalhadamente discutido/elucidado.

. A estratégia de diferenciagdo entre os subtipos de LS hirsutinolideo e glaucolideo foi
utilizada com sucesso para estabelecer o perfil quimico do extrato de lavagem foliar (ELF) de
V. tweedieana, empregando-se um método qualitativo de eficiente separa¢do por CLUE-EM na
desreplicacdo de 14 compostos, dos quais sete flavonoides e sete LS, sendo um décimo quinto

composto parcialmente caracterizado e atribuido a uma LS desconhecida.

. A técnica de cromatografia de particdo centrifuga (CPC) provou ser um método de
fracionamento simples e eficiente para o isolamento de LS, em unica etapa e com 6timos
rendimentos, ¢ permitiu a purificacdo de 1,04 g de glaucolideo B (4, 50% da fragdo de partida)
a partir de ELF de L. chamissonis, a purificacdo de 0,98 g de glaucolideo B (4, 38% da fracdo
de partida) a partir de ELF de C. scorpioides, e a purificacdo de 693 mg de vernodalina (5, 43%
da fracdo de partida) a partir de ELF de V. condensata.
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. Esta ¢ a primeira vez que o glaucolideo B (4) estd sendo descrito para as espécies L.

chamissonis e C. scorpioides.

. Ainda, a técnica de CPC foi novamente eficiente na purificacdo de analogos estruturais
de LS a partir de duas fragdes secundarias oriundas do fracionamento do ELF de V. condensata,
permitindo o isolamento de cinco LS (6-10) apenas com a adi¢ao de uma segunda etapa, sendo
a primeira vez em que o composto 11,13,16,17-tetrahidrovernolida (6) ¢ descrito para a espécie

V. condensata.

. A estratégia reacional de ciclizagdo transanular se mostrou um abordagem eficiente para
a producdo de derivados semissintéticos de LS, e que associada a condigdes reacionais
complementares possibilitou a producdo de quatorze (11-24) derivados, dos quais dez
compostos (13-15, 17-19, 21-24) estao sendo descritos pela primeira vez, enquanto que 12 esta

sendo obtido pela primeira vez por semissintese.

. A piptocarfina A (1), diacetilpiptocarfol (3) e vernodalina (5) apresentaram moderada a
fraca atividade leishmanicida (ICs0=18,83 a 26,58 uM) frente a Leishmania amazonensis, €
moderada atividade tripanocida (ICs0=10,62 a 20,57 uM) frente a Trypanosoma cruzi, enquanto

que as LS glaucolideo A (2) e glaucolideo B (4) ndo foram ativas para ambos os parasitas.

. A piptocarfina A (1) apresentou promissora atividade citotoxica in vitro frente as
linhagens de células leucémicas Nalm-6 e K-562 (CCs0=2,8 uM e CCs0=3,0 uM,
respectivamente), enquanto que o glaucolideo A (2) mostrou moderada atividade frente as
linhagens de células leucémicas K-562, HL-60, REH e JURKAT, e tumorais PC3, OVCAR,
NCI-1299 e HOS (CCs0=8,5 a 27,2 uM).

. Ainda, a piptocarfina A (1), diacetilpiptocarfol (3) e vernodalina (5) apresentaram uma
6tima e seletiva atividade citotoxica (CCso=6,7 pM/IS=1,9, CCs0=3,8 uM/IS=3,3 e CCs0=2,6
uM/IS=4,6, respectivamente) frente a linhagem de c€lulas tumorais de melanoma humano (SK-

MEL-28).

. Os derivados semissintéticos andlogos hirsutinolideos 20 e 21, ¢ o analogo
diepoxigermacranolideo 22 apresentaram excelentes atividade citotoxica e seletividade

(CCs0=11,2 uM/1S=2,5, CCs0=5,0 uM /IS=3,0 e CCs0=3,1 uM /IS=3,0, respectivamente) frente
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a linhagem de células tumorais de melanoma humano (SK-MEL-28), indicando que a proposta
de produgao de derivados de LS com atividade e seletividade melhoradas em relagdo ao material

de partida foi bem sucedida.

. Nenhum dos compostos testados (1-24) foi ativo contra as linhagens celulares tumorais

de carcinoma de pulmao (NCI-H460) e de glioblastoma (SF295).

. O glaucolideo B (4) apresentou promissora atividade anti-inflamatdria com inibigao da
produgdo de metabdlitos nitrito/nitrato (NOx) e da secrecdo de interleucina 6 pré-inflamatoria

em cé¢lulas RAW 264.7 estimuladas por lipopolissacarideos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho cumpriu com o seu objetivo principal, o qual foi fundamentado na
modificacdo estrutural por semissintese de lactonas sesquiterpénicas (LS) isoladas de espécies
de Vernonieae (Asteraceae) visando a otimizacao de suas propriedades bioldgicas, neste caso,
demonstrada em funcao da atividade citotoxica frente a células de melanoma humano SK-MET-
28 (in vitro).

Ainda assim, para melhor compreensdo do mecanismo de acdo dos compostos ativos,
experimentos complementares relativos a investigacao 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 estdo sendo finalizados e os resultados obtidos serdo compilados em
manuscritos a serem submetidos a apreciag@o de revistas cientificas da area.

Ainda em relacdo a avaliacdo do potencial bioldégico das LS, considerando a
reconhecida atividade anti-inflamatoria apresentada por essa classe de compostos (HOHMANN
etal., 2016; WANG et al., 2017), e tendo por base os resultados anti-inflamatdrios promissores
observados para a LS glaucolideo B (4), as demais LS isoladas de Vernonieae (1-10) bem como
os derivados semissintéticos de LS (11-24) foram encaminhados para a investigagdo da
atividade anti-inflamatoéria (em parceria). Contudo, em funcao de os ensaios ainda estarem
sendo realizados, os dados ainda serdo tratados e os resultados compilados na forma de
manuscrito para submissao a revista cientifica da area.

Os dados derivados da avaliagao citotoxica das LS piptocarfina A (1) frente a linhagens
de células leucémicas in vitro motivaram a realizagdo de um estudo paralelo para a avaliagdo
antitumoral (in vivo), o qual estd em vias de conclusdo e os resultados também serdo reunidos
em um manuscrito a ser submetido a revista cientifica na area.

Uma vez obtida em boa quantidade a partir do fracionamento por cromatografia de
particao centrifuga (CPC) do ELF da espécie Vernonanthura condensata, € considerando os
promissores resultados de citotoxicidade seletiva observados frente as células de melanoma
humano (SK-MET-28), a LS vernodalina (5) sera sujeita a rea¢des de modificagdo molecular,
por exemplo, explorando a por¢do do metileno exociclico em reagdes de adicdo de Michael
com aminas (primarias e secundarias) (WANG et al., 2015) e/ou em reagado de arilacao de Heck
(VADAPARTHI et al., 2015) visando a producdo de derivados semissintético com
propriedades bioldgicas melhoradas.

Por fim, duas publicacdes foram produzidas respectivamente a partir dos resultados

provenientes da purificagdo do glaucolideo B (4) por CPC a partir do extratos de lavagem foliar
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(ELF) da espécie Lepidaploa chamissonis e da avaliagdo de suas propriedades anti-
inflamatoérias (DA SILVA et al., 2019a), assim como a partir dos dados de caracterizacao das
LS do tipo hirsutinolideo e glaucolideo por CLUE-EM e a investigacao do perfil fitoquimico
do ELF da espécie Vernonanthura tweedieana (DA SILVA et al., 2019b).
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