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RESUMO

Conhecida popularmente como taiuia, Wilbrandia
ebracteata € uma espécie pertencente a familia Cucurbitaceae,
gue apresenta raizes e frutos com amargor caracteristico. O
objetivo deste trabalho consiste na complementacéo dos estudos
guanto a ocorréncia de cucurbitacinas na espécie Wilbrandia
ebracteata e obtencdo de material para avaliagcdo das atividades
biolégicas, bem como, também a realizacdo de modificacbes
estruturais nas substancias isoladas.

O extrato em diclorometano preparado a partir das raizes
secas foi fracionado em coluna cromatografica do tipo flash sobre
gel de silica com hexano e acetato de etila em ordem crescente
de polaridade. A partir dessas fracdes foram separadas as
cucurbitacinas diidroisocucurbitacina B, diidrocucurbitacina B e
uma cucurbitacina inédita na literatura. A elucidacdo estrutural foi
determinada com base no espectro de massas de alta resolucéo
e em métodos espectroscépicos de UV, IV, RMN 1D e 2D, com
os quais foi possivel identificar a substancia 16a,28,208-triidroxi-
10a,17a-cucurbit-5,25-dien-3,11,22-triona.  Foram  realizadas
modificacdes estruturais nessa substancia, que permitiram a
obtencdo dos derivados diacetilado nas posicdes em C2 e C16,
reduzido em C3 e C22 e do éster monossubstituido em C2.

Palavras-chaves: Wilbrandia  ebracteata, cucurbitacinas,
elucidacao estrutural.



ABSTRACT

OBTAIN CUCURBITACINES FROM Wilbrandia ebracteata
COGN. AND STRUCTURAL MODIFICATIONS

Popularly known as taiuia, Wilbrandia ebracteata is a
species of the family of Cucurbitaceae, which have roots and
fruits with a characteristic bitter taste. The aim of this work is to
complement the studies regarding the occurrence of
cucurbitacins in the specie of Wilbrandia ebracteata and to obtain
material for the evaluation of biological activities as well as the
implementation of structural modifications in isolated substances.

The dichloromethane extract prepared from dried roots
was fractionated on flash type column on silica gel with hexane
and ethyl acetate in increasing order of polarity. From these
fractions were separated cucurbitacines dihydroisocucurbitacin B
dihydrocucurbitacin B and a novel in the literature. Its structure
was determined from the mass spectrum of high-resolution
and spectroscopic methods of UV, IR, 1D and 2D NMR, with
which it was possible to identify the substance 16a, 23, 20B-
trihnydroxy-10a,17a-cucurbit-5,25-dien-3,11,22-trione. Structural
elucidation based on spectroscopic methods indicated the
substance as 16a, 2B, 20B-trihydroxy-10a, 17a-cucurbit-5,25-
dien-3,11,22-trione . Structural modifications were performed with
this substance, which allowed the production of diacetylated
derivatives in positions C2 and C16, reduced C3 and C22 and the
monosubstituted esters in C2.

KEYWORDS: Wilbrandia ebracteata, cucurbitacines, structural
elucidation.
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LISTA DE ABREVIATURAS E ACRONIMOS

AcOEt= acetato de etila

CCD-= cromatografia em camada delgada
CLAE= cromatografia liquida de alta eficiéncia
CH,Cl,=diclorometano

COSY= correlation spectroscopy

COX= enzima ciclooxigenase

DHB= diidrocucurbitacina B

DISO= diidroisocucurbitacina B

EtOH=etanol

HMBC= heteronuclear multiple bond correlation
HSQC= heteronuclear single quantum coherence
HSV-1=virus herpético simples 1
IV=infravermelho

MeOH=metanol

NOESY= the nuclear Overhauser enhancement spectroscopy

RMN ‘H=ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
RMN *2 C= ressonancia magnética nuclear de carbono
UV= ultravioleta
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Encontrada predominantemente nas regidées sul e sudeste
do Brasil, Wilbrandia ebracteata ¢ uma espécie da familia
Cucurbitaceae conhecida na medicina popular como taiuia
(FARIAS; SCHENKEL, 1987; PORTO, 1974). Seu uso remonta a
medicina indigena, como laxante ou drastico; no entanto, as
indicagbes foram sendo ampliadas, como, por exemplo, para
sifilis, picada de cobra, tumores na pele e doengas reumaticas
(D’AVILA, 1910; MOREIRA, 1862), de forma a ser considerada
ao final do século XIX uma panacéia. Com o mesmo nome
popular, outras espécies, como por exemplo, Cayaponia tayuya
sdo comercializados para fins farmacéuticos. No entanto, a
andlise da composicdo quimica de alguns produtos
comercializados indicou diferentes composicées em relacdo ao
perfil de cucurbitacinas e de flavonéides (FARIAS; SCHENKEL,
1987), sendo que algumas especialidades farmacéuticas
comercializadas na década passada ndo eram provenientes de
Cayaponia tayuya, mas sim de Wilbrandia ebracteata (SANTOS;
SANTOS; SCHENKEL, 1996; SANTOS, 1989).

A comercializagdo de produtos fitoterapicos com a
declaracdo de ftratar-se de Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn.
decorre, provavelmente, do fato da Farmacopéia Brasileira |
(1926), ter incluido essa planta como a droga vegetal taiuia. Os
estudos realizados por Schenkel e colaboradores demonstraram
a acumulagdo de cucurbitacinas e de C-glicosideos de
flavonodides, tanto em espécies de Cayaponia como de espécies
de  Wilbrandia, mas com  diferentes = composicdes.
Adicionalmente, cabe esclarecer que a composicdo quimica
descrita para as essas duas espécies é praticamente idéntica, o
que decorre da exportacdo da droga vegetal taiuia com a
declaracao de tratar-se de Cayaponia tayuya*.

Tendo em vista os trabalhos anteriores, com enfoque
quimico, que incluem duas dissertagcbes de mestrado (GAZOLA,
2008; FARIAS, 1986), uma tese de doutorado (FARIAS, 1991) e
as publicagbes (SANTOS; SANTOS; SCHENKEL, 1996;
SCHENKEL et al., 1992; FARIAS et al., 1987), a presente
proposta esta centrada na investigacao complementar das raizes
de Wilbrandia ebracteata, buscando verificar a presenga de
substancias ainda nao descritas, €, a0 mesmo tempo re-

* SCHENKEL, E.P: Informagdo pessoal junto a empresa exportadora
situada no municipio de Nova Petropdlis/ RS.
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isolamento de algumas cucurbitacinas em quantidades
suficientes para a realizagdo de ensaios biolégicos e
modificacdes estruturais.

Para realizacdo de ensaios biolégicos, existe a cooperacao
com grupos de pesquisa desta Universidade que desenvolvem
ensaios de citotoxicidade, atividade antiviral e antiinflamatdria.

O interesse em retomar esse tema decorre principalmente
devido a variedade estrutural das cucurbitacinas, substancias
triterpénicas tetraciclicas poliidroxiladas, que conferem sabor
amargo as plantas da familia Cucurbitaceae (SCHENKEL et al.,
1992; LAVIE; GLOTTER, 1971) e pela constatacdao das
importantes atividades biolégicas descritas, inclusive nesta
Universidade. Com a mesma espécie, foram realizados na
UFSC, trabalhos com enfoque farmacol6gico que incluem uma
dissertacdo de mestrado (FOLADOR, 2009), uma tese de
doutorado (SIQUEIRA, 2007) e as publicagdes (SIQUEIRA et al.,
2009; SIQUEIRA et al., 2007; PETERS et al., 2003; PETERS et
al., 1999; PETERS, FARIAS, RIBEIRO-DO-VALLE, 1997). Os
resultados apontaram uma destacada atividade antiinflamatéria
da cucurbitacina B e do extrato em diclorometano preparado com
as raizes de Wilbrandia ebracteata (PETERS et al., 1999), assim
como para a diidrocucurbitacina B foi constatada a redugéo do
crescimento tumoral e da formagdo de metastase em pulmao
induzidos pela inoculagdo de células B16F10 em camundongos
(SIQUEIRA, 2007).



2 REVISAO DE LITERATURA
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Nesta revisdo de literatura foram abordados, em um
primeiro momento, dados gerais a respeito da familia
Cucurbitaceae e de um dos principais constituintes do
metabolismo secundario dessa familia: as cucurbitacinas,
incluindo os estudos de atividade farmacolégica dessas
substancias obtidas de diferentes espécies vegetais. Sao
apresentados sequencialmente dados a respeito da composicao
quimica e estudos farmacolégicos concernentes as espécies
Wilbrandia ebracteata e Cayaponia tayuya.

2.1 Familia Cucurbitaceae

A familia Cucurbitaceae, inserida na ordem Violales, é
composta por aproximadamente 119 géneros, com 775 espécies
distribuidas principalmente em regides tropicais € com presenca
limitada em regides de clima temperado (MEBBERLEY, 1997).

Em nivel mundial essa familia ocupa um lugar
preponderante, em virtude de apresentar um expressivo valor
econdmico e medicinal, ja que muitas de suas espécies sao
plantas alimenticias de grande relevancia na agricultura e fazem
parte de outras facetas da vida humana em todo o mundo. No
Brasil, a familia Cucurbitaceae é representada por 30 géneros,
com aproximadamente 200 espécies relatadas (BARROSO,
1978). Abdbora (Cucurbita pepo), melancia (Citrullus vulgaris),
pepino (Cucumis sativus) e chuchu (Echium edule) sao alguns
exemplos de cucurbitaceas cultivadas e de amplo uso na
alimentagao no Brasil (PAGOTO; KAPLAN; GOTTLIEB, 1996).

Do ponto de vista quimico, os principais constituintes do
metabolismo secunddrio da familia Cucurbitaceae sé&o
cucurbitacinas, saponinas triterpénicas, 6leos fixos contendo
acidos triénicos conjugados e aminoacidos nao-proteinogénicos,
além de esterbides (SCHENKEL et al.,, 1992; HEGNAUER,
1989). Também tem sido descrita a presenca de proteinas e
polipeptideos biologicamente ativos (HAMATO et al., 1995) e C-
glicosilflavonéides (SANTOS et al.,, 1996; BARANOWSKA,;
CISOWSKI, 1995; BAUER et al., 1985). Dentre os constituintes
qguimicos presentes nessa familia, serdo abordadas nesta revisao
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apenas as cucurbitacinas que se encontram relatadas no item a
seguir.

Historicamente, as plantas da familia Cucurbitaceae tém
sido utilizadas como vermifugos e emeéticos devido as
propriedades téxicas dessas substancias (MIRO, 1995;
NEUWINGER, 1994; GUHA; SEM, 1975; LAVIE; GLOTTER,
1971). As cucurbitacinas também sdo conhecidas por suas
atividades citotéxicas e antitumorais (LAZARIS et al, 1998;
DUNCAN; DUNCAN; 1997; DUNCAN et al., 1996; KONOSHIMA
et al., 1995; MIRO, 1995; RYU et al., 1995; RAO et al., 1991;
GUHA; SEN, 1975).

2.1.1 Metabodlitos majoritarios da familia Cucurbitaceae:
cucurbitacinas

Esses metabdlitos secundarios sdo classificados como
triterpenos  altamente  oxigenados com o  esqueleto
biogeneticamente incomum 19-(10—9p3)-abeo-10a-lanost-5-eno
(também conhecido como 9 B-metil-19-norlanosta-5-eno) (figura
1), que podem ser encontrados na forma livre ou glicosilados
(LAVIE, 1971).

Figura 1: Estrutura geral das cucurbitacinas: nucleo cucurbitano.
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Embora as  cucurbitacinas  sejam encontradas
predominantemente em espécies da familia cucurbitaceae,
também estdo presentes em varias outras familias botanicas,
como Cruciferae, Begoniaceae, Scrophulariaceae, Primulaceae,
Datiscaceae, Desfontainaceae, Elaeocarpaceae, Sterculiaceae,
Polemoniaceae, Rubiaceae, e Rosaceae (SHIBUYA; SHINYA;
EBIZUKA, 2004; DINAN; HARMATHA; LAFONT, 2001). Das
cucurbitaceas utilizadas na medicina popular do Brasil destacam-
se as drogas vegetais “buchinha” (Luffa operculata L.), “taiuia”
(Wilbrandia ebracteata Cogn. e/ou Cayaponia tayuya (Vell.)
Cogn.).

Reconhecidas inicialmente por sua toxicidade e amargor
ao paladar, as cucurbitacinas apresentam uma variedade de
atividades farmacoldgicas, ressaltando-se como as mais
significativas as atividades citotdxica, antitumoral,
antiinflamatéria, antifertilizante, hepatoprotetora e antimicrobiana
conforme revistas por Mir6 (1995). Braga, Kreis e Oliveira (1995)
ainda relatam que essas substancias nas espécies em que estao
presentes exercem agao protetora ao vegetal (repelente,
formicida e téxica) contra fitéfagos e fungos parasitas.

As cucurbitacinas s&o estruturalmente muito diversas, pois
cerca de 50 analogos ja foram identificados (DINAN,
HARMATHA e LAFONT, 2001). Em uma revisdo de 1992, dos
autores Metcalf e Metcalf com espécies da familia Cucurbitaceae
foram apontadas como as mais comuns, as cucurbitacinas B, D,
G/H e E. As principais caracteristicas estruturais de diferenciacao
das cucurbitacinas estdo localizadas no anel A e na cadeia
lateral. Um aspecto destacado por Valente (2004) é a posicao
dos grupamentos carbonila, presentes de maneira sistematica na
maioria dessas substancias, e as possibilidades de oxigenacao
em C2, C3, C11, C16, C20, C22, C25 e eventualmente em C7 e
C19. Para maiores informagdes estruturais verificar as revisbées
recentes de Chen e colaboradores (2005) e Valente (2004).

2.1.2 Propriedades farmacoldgicas de cucurbitacinas

As cucurbitacinas foram investigadas nas décadas de 50 e
60 principalmente em relacdo as caracteristicas estruturais, as
propriedades quimicas e as atividades farmacoldgicas,
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especialmente em relacdo a atividade antitumoral. No entanto,
alguns estudos indicaram elevada toxicidade, o que trouxe
consigo, na época, uma reducao do interesse nessa classe de
substancias como possiveis farmacos, ou protétipos de
farmacos. Posteriormente, alguns estudos sugeriram que essa
citotoxicidade esta relacionada a algumas caracteristicas
estruturais, que sao freqlentes, mas nao estdo presentes em
todas as estruturas, especialmente a presenga ou ndo do grupo
cetona a-f insaturada na cadeia lateral (FREI et al., 1998).

Bartalis e Halaweish (2005) apontaram que o aumento da
citotoxicidade das cucurbitacinas esta  possivelmente
correlacionado com a hidrofobicidade dessas moléculas. Alguns
exemplos de cucurbitacinas citotoxicas sao cucurbitacina B
(ARISAWA et al, 1997), a isocucurbitacina B, a 3-epi-
isocucurbitacina B (ARISAWA et al., 1984), cucurbitacina F
(FANG et al,, 1984) e cucurbitacina D (DANG et al., 1994;
TESSIER; PARIS, 1978) (ver figura 2).

Ri R Rs Outros
m— OH 0 Ac A% Cucurbitacina B
— O H numoH Ac AR Cucurbitacina F
— OH —0 OH AR Cucurbitacina D
e § 1nmoH OH N Isocucurbitacina B
—0 HnininoH Ac A3 3-epiisocucurbitacina B

Figura 2: Exemplos de cucurbitacinas citotoxicas.
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A partir da década de 90, observou-se um interesse
crescente na investigacdo de propriedades farmacolégicas de
substancias desta classe, especialmente em relacdo as
atividades antiinflamatéria e citotoxica/antitumoral, o que é
apresentado a seguir através de alguns exemplos selecionados.

Zhang e colaboradores (2009) verificaram o efeito in vitro
da cucurbitacina B frente a viabilidade da linhagem celular de
carcinoma hepatocelular humano (HepG2) através do ensaio
MTT. A concentragdo que causou reducdo em 50% da
proliferagao celular (Clsy) foi de 1,66 uM e 0,52 uM, no periodo
de 48 h e 72 h, respectivamente. Os mesmos autores ainda
investigaram os efeitos in vivo do crescimento tumoral através do
teste do modelo enxerto em ratos, tratados com cucurbitacina B.
Os animais tratados com a cucurbitacina B na forma de
lipossomas (27,5; 55 e 110 mg/Kg; i.v) mostraram uma taxa do
crescimento tumoral significativamente inferior ao grupo controle
(solugdo glicosada 5%). Somado as informagdes com outros
trabalhos, os autores constataram pela primeira vez que a
cucurbitacina B pode inibir a viabilidade celular das células
HepG2 e induzir a apoptose celular através da supressao da
fosforilagdo da STAT3. Sugerindo entdo, que essa cucurbitacina
€ uma alternativa promissora para o tratamento do carcinoma
hepatocelular humano.

Outra cucurbitacina que in vitro induziu a apoptose das
células de carcinoma hepatocelular humana (Hep 3B) foi a
cucurbitacina D, isolada Trichosanthes kirilowii. A dose inibitoria
efetiva (EDs) foi de 0,32-0,63 ug/ml (TAKAHASHI et al., 2009).

Trabalho recente realizado nessa Universidade com a
diidrocucurbitacina B, principal componente das raizes de
Wilbrandia ebracteata, mostrou que essa cucurbitacina quando
administrada na dose de 10 mg/mL durante 12 dias (1x ao dia;
v.0) apresentou uma reducdo significativa do crescimento
tumoral e de metastases de pulmao, em 83,5% e 50,3%,
respectivamente, quando avaliada frente a linhagens celulares de
B16F10 (SIQUEIRA et al., 2009).

A terapia combinada com miltiplos farmacos é uma pratica
comum no tratamento do cancer por promover um efeito
adicional sinérgico e reduzir a toxicidade no hospedeiro. Os
resultados clinicos promissores com o farmaco docetaxel tem
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promovido um interesse consideravel em sua combinagdo com
outros agentes antitumorais. Liu e colaboradores (2008) com o
intuito de determinar se a cucurbitacina B (Shenyang
Pharmaceutical University, China) aumentaria a sensibilidade da
quimioterapia associada a esse farmaco no cancer de laringe,
realizaram estudo com a terapia combinada, cucurbitacina B (1
uM) e docetaxel (25 nM), em células humanas (Hep-2) Os
resultados mostraram que, em comparagao com o tratamento
com um Unico agente, a terapia combinada produziu uma maior
eficacia na inibicdo do crescimento das células Hep-2, com a
interrupgao do ciclo celular na fase G2/M e indugao da apoptose.

A cucurbitacina B, também foi avaliada frente a um mix de
seis linhagens de cancer de mama (MDA-MB 231; ZR-75-1;
MCF-7; T47D; BT474; MDA-MB-453) in vivo e in vitro, A dose
inibitdria efetiva (ED so) variou entre 3,03 x 10% a 4,18 x 107 M
para esta colecao de linhagens celulares. Em todas as células
apos 15 a 25 minutos de exposicdo com a cucurbitacina B na
concentragcdo 5 x 107 M foi observada uma répida alteragéo
morfolégica associada ao rompimento dos microtdbulos e actina-
F. Na avaliacdo da atividade antitumoral in vivo foram utilizadas
células MDA-MB 231 implantadas ortotopicamente em
camundongos. Os resultados mostraram que a cucurbitacina B
quando administrada na dose 1,0 mg/Kg (i.p), reduziu
potencialmente o crescimento do tumor em 55%, quando
comparado ao grupo controle (WAKIMOTO et al., 2008).

Em relacdo & atividade de crescimento inibitéria frente
células humana de céncer de mama, foram testadas duas
cucurbitacinas glicosiladas B e E, isoladas a partir das folhas
Citrullus colocynthis. Nesse estudo os autores observaram que o
tratamento com ambas combinadas na propor¢éo 1:1 apresentou
uma inibigdo crescimento celular (Clsg) de 8 pM para as
linhagens MDA-MB 231, ap6s 48 horas. Foi possivel verificar que
as cucurbitacinas glicosiladas B e E, tanto isoladas quanto
combinadas atuam interrompendo o ciclo celular na fase Go/M
através da via de supressao da fosfoforilagao da proteina STAT3
(TANNIN-SPITZ, et al., 2007).

Em relagdo a cucurbitacina E, foi constatada a inibicao do
crescimento de células de carcinoma de prostata. Estudando-se
0 mecanismo de acao foi verificado que esta substancia é capaz
de desestabilizar o citoesqueleto e desagregar os filamentos de
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actina (DUNCAN et al., 1996). Também, foi observada atividade
inibitéria sobre o endotélio em fase de proliferagao, sendo que
doses mais elevada e maior tempo de exposicdo € necessario
para atingir o endotélio normal, efeito que parece estar
relacionado com o fato da cucurbitacina E agir no citoesqueleto
(DUNCAN; DUNCAN, 1997).

Das raizes de Bryonia alba, foi isolado um di-glicosideo da
cucurbitacina R, que induziu a elevagao dos niveis plasmaticos
de prostaglandina-E, em ratos submetidos a estresse por
imobilizacdo. Ainda, foi observado a inibicdo da liberacdo de
acido araquiddnico, o que acarretou na diminuicao da biossintese
dos mediadores da inflamacgao (eicosanoides) e no aumento da
biossintese e secregdo de corticdides (PANOSSIAN;
GABRIELIAN; WAGNER, 1999; 1997; WAGNER; NORR;
WINTERHFF, 1994).

O potencial da atividade antitumoral de cucurbitacinas é
realgcado ainda por outros trabalhos. Witkowski e colaboradores
(1984) relatam que as cucurbitacinas B, D e |, e a tetra-
hidrocucurbitacina | tém a capacidade de inibir a biossintese de
DNA, RNA e proteinas em células HelLa-S3, levando a inibigéao
da proliferagao celular. Qutros trabalhos no mesmo sentido sdo
apontados em duas importantes revisbes sobre atividades
biolégicas de cucurbitacinas, Miré (1995), Chen e colaboradores
(2005). Esse conjunto de trabalhos indica que as cucurbitacinas
vém sendo investigadas por varios grupos, em relagcdo as
potenciais atividades antiinflamatérias e citotoxicas/antitumorais.
Em relagédo a atividade antiviral, sdo mais raros os trabalhos na
literatura, destacando-se um trabalho sobre a atividade anti-HIV
para derivados da cucurbitacina F, obtida da planta Cowania
mexicana, em células H9 com ECs, 0,3, 0,8 e 2,5 pg/ml
(KONOSHIMA et al. 1994). Por outro lado, foi observada, em
ensaios preliminares, significativa atividade do extrato metandlico
contra HSV-1 (cepa KOS e 29-R) e HSV-2, o que realca a
importancia da investigagao dessa atividade
(ANDRIGHETTIFROHNER, 2005).
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2.2 Espécie Wilbrandia ebracteata

O género Wilbrandia é composto por espécies tropicais e
subtropicais, proprias da América do Sul, cuja area de dispersao
estende-se do Rio Grande do Sul até o Espirito Santo. Muito
provavelmente, o centro de origem desse grupo compreende 0s
estados de Santa Catarina, S&do Paulo e Rio de Janeiro.
Conhecida popularmente como taiuid, Wilbrandia ebracteata
(figura 3) € uma espécie da familia Cucurbitaceae que ocorre nos
estados do Rio grande do Sul, Santa Catarina e Parana leste do
Paraguai e nordeste da Argentina (regido das Missdes)
(CROVETTO, 1960).

As raizes de Wilbrandia ebracteata sao citadas na
literatura com uso popular como: laxante, anti-helmintico, anti-
reumatico, em afecgGes da pele, como contraceptivo ou abortivo.
(PEREIRA et al.,, 1992; PIO CORREA, 1978; PORTO, 1974;
CROVETTO, 1960;HOEHNE, 1939; 1920).

Figura 3: Raizes de Wilbrandia ebracteata, coletada em Florianépolis,
agosto 2009.

Duas classes de substancias encontradas em grande
quantidade nas fracbes de Wilbrandia ebracteata sao as
cucurbitacinas, geralmente provenientes da fragdo diclorometano
das raizes (FARIAS et al., 1993; 1986; SCHENKEL et al., 1992)
e os flavonodides (majoritariamente os flavonoides C-glicosideos),
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provenientes da fragdo em n-butanol e acetato de etila das raizes
(SANTOS et al., 1996) ou das folhas de Wilbrandia ebracteata
(COELHO et al., 2008).

2.2.1 Constituintes quimicos descritos para Cayaponia
tayuya e Wilbrandia ebracteata

£ 9

O fato do nome popular “taiuia” ser utilizado para designar
diversas espécies como Cayaponia hirsuta, Cayaponia martiana,
Cayaponia tayuya, Wilbrandia ebracteata, Wilbrandia verticillata,
dentre outras espécies apresentadas na tabela 1, acaba gerando
uma determinada confusao quanto a diferenciagdo das mesmas.

Tabela 1: Espécies conhecidas popularmente como Taiuia,
segundo a literatura.

Tribo Subtribo Género Espécie
Ceratosanthes | C. hilariana Cogn.
Burm
Melothria L. M. fluminensis Gardn.

Melothriinae Anguiinae M. warmingii Gogn.
Wilbrandia W. verticillata Cogn.
Manso W. hibiscoides Manso
W. ebracteata Cogn.
W. glaziovii Cogn.

C. diversifolia (Cogn.)

Cogn.
C. bonarensis (Mill.) RM
Crovetto
Cayaponia C. podantha Cogn.
Cucurbiteae Abobriinae Manso C. tayuya (Vell.) Cogn.

C. racemosa Cogn.

C. glandulosa (Poepp.
Et Endl) Cogn.

C. martiana (Cogn.)
Cogn.

C. pedata Schrad var
Cyclanthera edulis Naud

Schrad C. Eichleri Cogn.

C. elegans Cogn.

Cyclanthereae

Fonte: Farias, 1991.
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Cayaponia tayuya (figura 4) é uma das espécies de
vegetais designadas popularmente como taiuia. Essa espécie de
trepadeira pertence a familia Cucurbitaceae e esta distribuida
predominantemente na América tropical e subtropical (MONRO,
1996). Adicionalmente, cabe destacar que é a espécie incluida
na Farmacopéia Brasileira (1926), o que facilita a sua entrada no
comércio em diferentes produtos farmacéuticos. Especificamente
para Cayaponia tayuya e Wilbrandia ebracteata, foi constatado
através da andlise cromatografica que a droga vegetal taiuia
comercializada pela industria farmacéutica do Rio Grande do Sul
como sendo proveniente de Cayaponia tayuya, tratava-se na
realidade de Wilbrandia ebracteata (FARIAS et al., 1986).

Figura 4: Raizes e frutos de Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn.

Os primeiros trabalhos sobre a composicdo quimica de
Cayaponia tayuya, foram realizados a partir de amostra
comercial de taiuid adquiridas da empresa alema F.G.Celo,
adicionalmente o material vegetal foi obtido através do Prof. Luis
H. Berganza (Paraguai), com a declaracao de tratar-se de raizes
de Cayaponia tayuya. Bauer e colaboradores (1985)
descreveram o isolamento de cucurbitacinas e flavonéides C-
glicosideos, de fracbes cloroférmicas e do extrato em metanol:
agua 1:1, respectivamente. Foram descritos o isolamento das
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cucurbitacinas: R e seu glicosideo, 23,24-diidrocucurbitacina B e
seu glicosideo, cucurbitacina B e seu 2-O-glicosideo, como

também dos flavonéides C-glicosideos swertisina, spinosina,
vitexina, isovitexina, vicenina-2, orientina e isoorientina (tabelas 2

e 3).

Tabela 2: Cucurbitacinas descritas por Bauer e colaboradores

para Cayaponia tayuya (1983; 1985).

Cucurbitacina R R, R A®®

—— OH . —
Cucurbitacina B =0 OCOCH;

—— OH —0 —OH
Cucurbitacina R -

= O-Glicose —
Cucurbitacina B-glicosideo =0 OCOCH,

= O-Glicose —0 —O0OH
Cucurbitacina R-glicosideo —

 OH
Diidrocucurbitacina B =0 OCOCH,
Diidrocucurbitacina = O-Glicose

] B S —OCOCH
B-2-4-D-glicosideo 0 3
—o mnnnQH —0COCH,

Diidroisocucurbitacina B
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Tabela 3: Flavondides descritos por Bauer e colaboradores para
Cayaponia tayuya (1983; 1985).

Flavonoides R . R; Rs
C-glicosideos
—OCH

Swertisina OCHq Glicose —H —H —OH
Vitexina —OH —H Glicose —H —OH
Isovitexina —OH Glicose —H —H —OH
vicenina-2 —OH Glicose Glicose —H —OH
Orientina —OH —H Glicose —OH —OH
Isoorientina —OH Glicose —H —OH —OH
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Por outro lado, cabe destacar que as cucurbitacinas que
foram isoladas de Cayaponia tayuya, também foram descritas
para Wilbrandia ebracteata, a partir de material vegetal
comercializado completo que séo indispensaveis para diferenciar
as espécies.

Os trabalhos realizados por Farias e colaboradores (1993)
com a raiz comercializada de Wilbrandia ebracteata, foram
assegurados através da coleta junto a empresa produtora do
material vegetal com flores, frutos e raiz, e identificados
botanicamente por especialista que conduziram o isolamento das
seguintes cucurbitacinas ja conhecidas (ver estruturas tabela 4):

cucurbitacina B, D, E, P, R, G/H, J/K;
diidrocucurbitacina B e seu 2-p-D-glicosideo;
diidroisocucurbitacina B e seu 3-B-D-glicosideo;
diidrocucurbitacina E e seu 2-3-D-glicosideo;
22-deoxo-cucurbitacina D;

Cayaponosideo As (nor-cucurbitacina)
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Tabela 4: Estruturas dos compostos descritos por Farias e
colaboradores (1993).

Cucurbitacinas R R1 R2 R3 R4 Outros
Diidrocucurbitacina E —OH =0 =0 | —H Acetila | A"?
m OH - _ I
Diidrocucurbitacina B 0 =0 H Acetila
. wOH . —
Diidroisocucurbitacina =0 0 i Acetila
B
= _
Cucurbitacina B =0 =0 H Acetila | A%*
Cucurbitacina E —OH =0 =0 | —H Acetila | A"?
A2324
itacina D
Cucurbitacina 04 —0 —0o| —H — OH A2
Cucurbitacina R (O —0 —0| —H — OH
Cucurbitacina G/H 04 —0 —0 ~wOH — OH
Cucurbitacina J/K —OH —0 —0o | ™OHl _on R
Cucurbitacina P (O () —0| —H —OH
Diidrocucurbitacina E- | Glicose - - —H
2-glicosideo =0 =0 Acetila | A"?
Diidroisocucurbitacina - Glicose —0 —H
B-3-glicosideo =0 _ Acetila
Diidrocucurbitacina B- | mmm(H Glicose
L —0Q | —H )
2-glicosideo Acetila
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Também foram descritas novas cucurbitacinas na época
(SCHENKEL et al., 1992) obtidas a partir desse material vegetal
apresentadas na tabela 5.

Tabela 5: Estruturas e nomenclatura dos compostos descritos
por Schenkel e colaboradores (1992).

2B,3B,16a,20,25-
pentaidroxi-10a-cucurbit-
5,23-dien-11-ona

16a,23a-epoxi-20,3f3,203-
triidroxi-10a,23a-cucurbit-
5,24-dien-11-ona

16a,23a-epoxi-23,3/3,206-
triidroxi-10a,236-cucurbit-
5,24-dien-11-ona

Com o material vegetal declarado como ‘“raizes de
Cayaponia tayuya coletadas no Brasil em 1984”, Rios e
colaboradores (1990) isolaram do extrato butanélico das raizes
de Cayaponia tayuya os flavondides C-glicosideos vicenina-2 e
spinosina.

Himeno e colaboradores (1992, 1993, 1994a, 1994b,
1994c) deram inicio ao isolamento e identificacdo de
cucurbitacinas mais polares, denominadas cayaponosideos,
presentes no extrato metandlico de Cayaponia tayuya. Na
declaracdo sobre a origem do material vegetal é declarado
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textualmente tratar da espécie Cayaponia tayuya, ainda que em
nenhum dos estudos realizados por esse grupo foi assegurada a
identificacdo botanica da espécie utilizada. Essas substancias
estado representadas nas tabelas 6 e 7 e podem ser diferenciadas
pelo anel A (ndo aromaticos ou aromaticos ) e pela cadeia
lateral.

Tabela 6: Glicosideos de nor-cucurbitacinas nido aromaticos
descritos por Himeno e colaboradores (1992, 1993, 1994a;
1994b; 1994c).

R
Cayaponosideo f Cayaponosideo
A1 )H_< Bsa
OAc

R
&
Cayaponosideo Cayaponosideo i
BGb )ﬁ¥< C3 )H_<
/ on

Cayaponosideo oH
Cayaponosideo Dsp
DSa ‘ OH OH




Tabela 7: Glicosideos de nor-cucurbitacinas com anel

A

aromatico, descritos por Himeno e colaboradores (1992, 1993,
1994 a,b,c) para Cayaponia tayuya.

R R A

o OH
Cayaponosideo )H_< Cayaponosideo ‘
A OAc A3 OBu

o o

Cayaponosideo —Q< Cayaponosideo )S_< P87
A4 A5 OAc

o OH
Cayaponosideo Cayaponosideo
A / B L/

OH OH
Cayaponosideo Cayaponosideo

2 { Bs _

OH OH

Cayaponosideo Cayaponosideo p87

B,

Bs

Cayaponosideo
C

/;:>:O /;:}
g 3
I
E,

Cayaponosideo
Csa

I

7l
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2.2.2 Propriedades farmacoldgicas descritas para
Cayaponia tayuya

Especificamente para cucurbitacinas obtidas de material
vegetal declarado como Cayaponia tayuya, os cayaponosideos
isolados por Himeno e colaboradores (1992; 1993; 1994a; 1994b;
1994c) foi relatada atividade em carcinoma induzido em
camundongos (KONOSHIMA et. al. 1995). Neste trabalho dentre
0s 24 compostos isolados, foi observado que a administracdo
dos cayaponosideos B, D e C, apdés 10 semanas acarretou na
diminuicdo da porcentagem dos papilomas nos camundongos,
indicando a inibicdo do segundo estagio da carcinogénese em
tumores de pele nesses animais.

A atividade anti-inflamatéria dos extratos em cloroférmio e
em metanol, das fracbes em acetato de etila e em n-butanol e
dos flavonbides C-glicosideos vicenina-2 e spinosina foram
avaliados no modelo de edema de pata induzido pela
carragenina em camundongos. O estudo permitiu constatar que
tanto o extrato, as fragbes bem como os flavonoides C-
glicosideos quando administrados por via intraperitoneal foram
eficazes, contudo por via oral apenas o extrato em cloroférmio foi
eficaz (RIOS et al., 1990).

Nos testes de modelos de edema de pata de camundongo
induzido pela carragenina (v.0), edema de orelha de
camundongo (v.0 e tdpico) e edema de pata de camundongo
induzido pela carragenina (subcutaneo), as cucurbitacinas R e
diidrocucurbitacina B mostraram-se eficazes, mas apenas a
cucurbitacina R (i.p) tenha inibido o edema de pata de
camundongo induzido pela fosfolipase A,. No teste de contor¢édo
induzida pelo &cido acético em camundongos nenhum dos
compostos avaliados na dose de 5 mg/Kg (v.0) apresentaram
efeitos positivos (RECIO et al., 2004).

Através do modelo artritico em ratos foi possivel comprovar
que a diidrocucurbitacina B, isolada das raizes Cayaponia
tayuya, quando administrada por via oral na dose de 1mg/Kg foi
capaz de diminuir o processo inflamatério (ESCANDELL et al.,
2006). O mesmo autor constatou que a cucurbitacina R
apresentou os mesmos efeitos (1mg/Kg; v.0) (ESCANDELL et
al., 2007). Com esses estudos foi observado que, além de ambas
cucurbitacinas serem capazes de diminuir o processo
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inflamatério, acabam tendo acdo em outros sintomas presentes
em modelo artritico em ratos como redugdo na perda de peso,
reducao da inflamacao e do edema, diminuicao da expressao de
COX-2 e oOxido nitrico sintetase-2, inibicdo da produgdo de
prostaglandina-E, e fator de necrose tumoral-a in vivo além de
diminuicdo do dano causado na articulagéo.

2.2.3 Propriedades farmacoldogicas descritas para
Wilbrandia ebracteata

Em estudo com o extrato aquoso a 10% de Wilbrandia
ebracteata observou-se inibicdo significativa em 30% do edema
frente ao veneno jararaca (Bothrops jararaca) na dose de 1g/Kg
(v.0). O uso popular de Wilbrandia ebracteata em mordeduras de
cobras pode decorrer da atividade anti-inflamatéria (Pereira et al.,
1992).

Peters e colaboradores (1997) investigaram a atividade
analgésica e anti-inflamatéria de cucurbitacinas obtidas de
Wilbrandia ebracteata. A avaliacdo da atividade analgésica foi
realizada através do teste de contor¢do induzida por acido
acético 0,6% com camundongos (i.p), tendo como controle
positivo o acido acetilsalicilico (i.p). Pode-se verificar atividade
significativa para a fragdo em diclorometano na dose de
10mg/kg. Os estudos mostraram que no teste de edema de pata
induzido pela carragenina em ratos o extrato em diclorometano
apresentou uma inibicao dose dependente, com Dlso 5 mg/Kg na
dose 1-10 mg/Kg (i.p) e uma Dlsy 15 mg/Kg na dose 3-30 mg/Kg
(v.0). A fracdo semipurificada (FIll), enriquecida em
cucurbitacinas B, e as cucurbitacinas isoladas B e E também
apresentaram atividade. As cucurbitacinas B e E apresentaram
uma inibicdo do edema de pata induzido pela carragenina de
60,8% e 58,1%, respectivamente, ambas testadas na dose de 1
mg/kg (i.p). No teste de dor induzido pela formalina foi possivel
verificar que o extrato em diclorometano via intraperitoneal na
dose 0,3-10 mg/Kg e via oral na dose 3-30 mg/Kg inibiu a fase
neurogénica (primeira fase) e a fase inflamatoria (segunda fase).

Os mesmos autores com intuito de avaliar o mecanismo de
acao do processo anti-inflamatério do extrato diclorometano, da
fracdo semipurificada Flll e da cucurbitacina B, de Wilbrandia
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ebracteata, utilizaram o modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos.

Pode-se observar que o extrato em diclorometano nas
doses 0,3-10 mg/Kg (i.p) e 3-30 mg/Kg (v.0) produziu uma
significativa inibicdo do influxo de células para cavidade pleural
induzida pela carragenina, ainda que de forma dose né&o
dependente.Também, foi possivel constatar que tanto o extrato
em diclorometano nas doses 0,01-10 mg/Kg (i.p) e 0,1-10 mg/Kg
(v.0), como a cucurbitacina B na dose 0,1 mg/Kg (i.p) diminuiram
0s niveis de prostaglandina PGE2 (PETERS et al.,1999).

O tratamento dos camundongos com a fragdo em
diclorometano por via oral (1, 3, 10 mg/Kg) reduziu
significativamente, de forma dose-dependente, o numero de
contorgdes abdominais pelo modelo de zymosan. O controle
positivo utilizado foi a indometacina (2mg/ Kg, i.p). Através do
teste rota-rod foi constatado que tal fracdo nao alterou a
coordenagdo motora dos animais, na dose de 30 mg/ Kg (v.0).
Quando administrado por via oral, a fragao em diclorometano no
modelo da artrite induzida pela zymosan em ratos reduziu a
incapacidade articular (1, 3 e 10 mg/Kg; v.0.). A dose de 10
mg/Kg também reduziu o influxo de células para dentro da
cavidade articular(PETERS et al., 2003).

Siqueira e colaboradores (2007) através do teste de
pleurisia induzida pela carragenina evidenciaram a atividade da
diidrocucurbitacina B na inibicdo do acumulo de leucécitos na
cavidade pleural, diminuicdo do influxo de células na dose de 10
mg/Kg (i.p) e inibicdo da produgéo de leucotrieno B, nas doses
de 3 e 10 mg/Kg (i.p). Ainda foi observado que essa
cucurbitacina na dose 10 mg/mL (i.p) inibiu em 72% a producao
de prostaglandina-E, pela enzima COX-2 humana in vitro. Os
autores afirmaram que o efeito anti-inflamatério in vivo da
diidrocucurbitacina B ocorre através da inibicao da enzima COX-
2.

A atividade anti-ulcerogénica da fracao hidrometandlico
obtidas das folhas de Wilbrandia ebracteata foi avaliada,
lembrando que os trabalhos anteriormente descritos referem-se
as raizes. Pode-se constatar nesse estudo que quando as lesdes
gastricas eram induzidas com etanol em camundongos,
observava-se uma inibicdo de 73% das lesdes. Por outro lado,
quando essas eram induzidas por indomentacina o extrato nao
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se mostrou eficaz. Além disso, ndo foi observada atividade
analgésica para esta fragdo quando avaliadas nos testes de
imersdao de cauda e contorcdo induzida pelo acido acético
(GONZALEZ; STASI, 2002).

O efeito ulcerogénico da mucosa do estdbmago de ratos foi
ainda avaliado para a fragéo diclorometano. Tal fragdo na dose
de 30 mg/ Kg (v.0) ndo provocou lesbes hemorragicas, quando
comparada aos controles indometacina (30 mg/Kg, v.0.) e ao
acido acetilsalicilico (100 mg/Kg, v.0). Através dos testes in vitro
foi possivel constatar que a fracdo em diclorometano nao
apresentou atividade sobre a enzima COX-1, por outro lado
quando as células eram expostas a 1 e 10 ug/mL ocasionava a
inibicdo da atividade da COX2 (PETERS et al., 2003).



3 OBJETIVOS



46

3.1 Objetivo geral

Complementagdo dos estudos quanto a ocorréncia de

cucurbitacinas na espécie de Wilbrandia ebracteata e obtencao
de material para avaliagdo das atividades biologicas e também
para a realizacao de modificacbes estruturais.

3.2 Objetivos especificos

Isolar através de métodos cromatograficos cucurbitacinas
das raizes de Wilbrandia ebracteata, buscando verificar a
ocorréncia de cucurbitacinas ainda nio descritas.

Comparar através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia extratos em diclorometano obtidos de raizes
secas adquiridas no comércio e de raizes frescas nao
expostas ao processo de secagem.

Elucidar através de métodos espectroscopicos de IV,
RMN 'H e ®C e bidimensionais as substancias isoladas.

Obter derivados semissintéticos das substancias isoladas
através de reacao de acetilacdo com piridina e anidrido
acético, reacao de reducdo com boroidreto de sodio e
obtencdo do derivado hemissucinato pela reacdo com
anidrido succinico.



4 MATERIAIS E METODOS



4.1 Procedimentos gerais

4.1.1 Solventes e reagentes

Para preparacdo dos extratos e fragbes foram utilizados
solventes e reagentes grau analitico de procedéncias variadas
(Merck®, Nuclear® e Vetec®). Nas analises por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram utilizados metanol e
acetonitrila grau HPLC (MTedia®) e agua Milli-Q (MiIIipore ).

Para as cromatografias em coluna foram utilizadas silica
gel 60 de procedéncia Merck® (tamanhos de particulas 0,04-
0,063 mm/ 0,063-0,2 mm), gel de permeagao molecular
Sephadex LH-20 de procedéncia GE Healthcare ®, silica gel 60 G
para placa preparativa (5um-40um), silica gel 60 RP 18 EMD®.

Foram utilizados cromatofolhas de aluminio, para as
cromatografias em CCD, de silica gel 60 da Merck® F256 e
Macherey-Nagel®. A deteccdo das substancias foi através da
observacao sob 1Ampada de ultravioleta de 254 nm e 366 nm. O
agente cromogénico utilizado foi vanilina fosférica (2,5 g de
vanilina em 50 mL de etanol e 12,5 mL de acido fosférico 85%).

4.1.2 Equipamentos

Os espectros de RMN foram obtidos em equipamento
Varian AS 400 MHZ (Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina) e em equipamento Bruker AM 500
MHZ (Instituto de Quimica da Universidade de Buenos Aires-
Argentina). O espectro de infravermelho das substancias foi
obtido em equipamento Shimadzu Prestige-2 no Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Santa
Catarina. Espectros de massas com ionizagao por electrospray
de alta resolucdo (ESI-HR-MS) foram obtidos em um Bruker-
Daltronics MicroTOF—Q Il em modo positivo utilizando
H.O/MeOH como solventes de infusdo. As rotagdes O6pticas
foram determinadas em polarimetro Perkin-Elmer, modelo 341,
sendo as medidas realizadas a 589 nm (25 °C).

Para realizagao dos experimentos também foram utilizados
0s equipamentos listados a seguir:
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e Cromatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia: As analises
foram realizadas em aparelho Shimadzu SCL-10A, com
duas bombas isocraticas modelo LC-10AD e detector UV
SPD-10AV.

e Espectrofotometro na regiao do ultra-violeta:
Espectrofétometro Perkin Elmer UV/VIS espectrometer
Lambda 10.

e Ponto de fusdo: Equipamento da Microquimica
MQAPF-301

4.2 Material vegetal

Amostras de raizes de Wilbrandia ebracteata foram
originalmente coletadas no municipio de Nova Petrépolis, Rio
Grande do Sul e identificadas pelo Prof. Dr. Sérgio A. L.
Bordignon (UNILASSALE, RS); material adicional foi adquirido no
comércio, de empresa que comercializa as raizes ja dessecadas.
Além disso, tendo como finalidade analise comparativa entre o
extrato preparado com as raizes secas e frescas, foi realizada
uma nova coleta das raizes de Wilbrandia ebracteata no bairro
Cacupé/Floriandpolis em 2009, sendo o material também
autenticado pelo botanico Prof. Dr. Sérgio A. L. Bordignon.

4.3 Preparacao dos extratos

Para realizacdo da investigacdo quimica foi preparado
extrato em diclorometano, em virtude do intuito do trabalho estar
centrado no isolamento de substancias com caracteristicas mais
apolares que a diidrocucurbitacina B.

4.3.1 Preparacao do extrato em diclorometano

As raizes de Wilbrandia ebracteata, tanto as adquiridas no
comércio previamente secas (Nova Petrépolis) como as
recentemente coletadas em Floriandpolis (frescas), foram
submetidas a maceragdo em diclorometano P.A, por 3 dias, e,
apos filtragdo e prensagem, o residuo foi novamente macerado.
Tanto para as raizes frescas como secas a proporgao utilizada
50 g (droga vegetal)/100 mL (liquido extrator).
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Os extratos em diclorometano foram concentrados em
evaporador rotatério a temperatura inferior a 50° C resultando em
27,0 g de extrato a partir das raizes secas (1,5 Kg) e de 2,0 g do
extrato obtido das raizes frescas (500 g).

4.3.2 Comparacao da composicao quimica do material
adquirido no comércio (raizes secas) e do material
coletado (raizes frescas) de Wilbrandia ebracteata

As raizes frescas e secas de Wilbrandia ebracteata, assim
como as fragdes obtidas durante fracionamento em coluna tipo
flash, foram analisadas cromatograficamente por cromatografia
em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As cromatografias em camada delgada foram
desenvolvidas em cromatoplacas em gel de silica 60 Fs4, fase
mével hexano: acetato de (6:4; V/V). As cromatografias foram
reveladas com vanilina fosférica/aquecimento e observadas sob
luz UV 254 nm e 366 nm.

A andlise por cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia das
mesmas foi realizada baseada na publicagdo de KREPSKY e
colaboradores (2009). A coluna utilizada foi coluna analitica C18
(150 X 4,6 mm; 5 um), fase movel acetonitrila na bomba A e
agua na bomba B (40:60, V/V; modo isocratico). O fluxo da fase
movel foi igual a 1,0 mL/min e a detecgcdo das substancias
ocorreu por absorcao UV a 230 nm.

4.4 Isolamento, purificacado e identificacao das
substancias WT-01, WT-02 e WT-03

4.4.1 Fracionamento em coluna cromatografica do tipo
flash do extrato obtido a partir das raizes secas

Uma parte do extrato em diclorometano (9,0 g), obtido
das raizes secas de Wilbrandia ebracteata, foi submetido a
fracionamento a vacuo utilizando funil de vidro sinterizado com
granulometria G4 (d = 7 cm; h = 18 cm de altura), contendo 35 g
de silica gel 60 G para placa preparativa. Foi empregado como
fase movel hexano e acetato de etila em gradiente crescente de
polaridade (70:30 a 20:80). Ao final, para eluicao das substancias
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retidas na coluna foi utilizado acetato de etila 100%, obtendo-se
dessa forma 7 fragbes. O volume de cada sistema de fase movel
utilizado em cada fragdo foi de 300 mL. A seguir as fragbes
obtidas foram secas com auxilio de evaporador rotatério sob
pressao reduzida com temperatura inferior a 50°C

4.4.2 Fracionamento sobre coluna em gel de silica das
fracoes obtidas da coluna cromatografica tipo flash

Em virtude das caracteristicas  cromatograficas
semelhantes observadas por CCD e por CLAE, além dos
rendimentos apresentados (tabela 8). As fragdes 50:50 e 40:60,
oriundas da coluna vacuo (flash), foram entdo reunidas
resultando em cerca de 4,15 g da mistura dessas fragbes.
Posteriormente, uma parte das fragbes reunidas (1,0 g) foi
submetida a um novo processo de separagcdo cromatografica
sobre 100 g de gel de silica (granulometria 0,063-0,02 mm) em
coluna de vidro (d = 3,5 cm; h = 40 cm de altura), com a mesma
fase movel empregada na separagcdo anterior, em ordem
crescente de polaridade (70:30-30:70, V/V), tendo sido utilizado
200 mL para cada sistema de eluente.

Foram obtidas 50 fragdes, posteriormente agrupadas em 5
(FW1, FW2, FW3, FW4 e FW5), de acordo com a semelhanca
cromatografica observada na cromatografia em camada delgada
(figura 5) .

Tew . .

Lo Jiome Jlo [ e e

Figura 5: Perfil cromatografico das fragdes obtidas a partir da coluna
cromatografica em silica.

Fase movel: hexano:acetato de etila (50:50, V/V).

Adsorvente: gel de silica Fasa.

Detecgéao: Vanilina fosférica/ aquecimento.
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Os rendimentos obtidos para as fragbes FW1, FW2, FW3,
FW4 e FW5 séo representadas no esquema da figura 6.

1 g Fracoes
reunidas

(50:50 e 40:60)

(100 49)

Colunagelde silica|_

FWA FW2 FW3 FW4 FW5
200 m 50 m 35m 365 m 350 m

.|

Figura 6: Esquema de fracionamento das fragbes reunidas da coluna tipo flash.

4.4.3 Isolamento da substancia WT-01 a partir do
fracionamento da fracao FW3

Para a purificacdo da fragdo FW3 (35 mg) foi realizada
uma nova coluna (d =1cm; h = 20 cm de altura) sobre gel de
silica (10 g; granulometria 0,04-0,063 mm), empregando a
mistura de eluentes de polaridade crescente hexano: acetato de
etila o que resultou no isolamento da substéancia WT-01 com as
seguintes caracteristicas fisicas:

e P¢ fino e branco (Aspecto fisico).
e 105-107° C (Ponto de fusao).
e 273 nm (UV-amostra dissolvida em metanol); 375 (g).

A substancia foi ainda analisada por espectroscopia de
RMN 'H, RMN ™C, correlagdes (COSY, HSQC/DEPT, HMBC e
NOESY) e infravermelho. Os espectros de massas e a medida
da atividade ética da substancia WT-01 estdo em andamento.
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4.44 Obtencao dos derivados semisintéticos do
composto WT-01

A partir do composto WT-01 foram preparados os
derivados: acetilado com piridina e anidrido acético, reduzido
com NaBH, e hemissucinato com anidrido succinico.

4.4.4.1 Derivado acetilado

Em um tubo de ensaio contendo 20 mg da substancia WT-

01, foram adicionados os reagentes piridina 0,3 mL e anidrido
acético 0,9 mL. A mistura ficou sob repouso durante 72 horas.
Foi entdo adicionado gelo, contudo nao ocorreu a formagao do
precipitado. A mistura foi entdo transferida para um funil de
separacdo. Essa foi extraida com 3 x 40 mL de acetato de etila.
A fase organica foi seca com sulfato de sédio, filtrada e o filtrado
evaporado sob pressao reduzida. O produto obtido foi purificado
por cromatografia em coluna com granulometria 0,04-0,063 mm
(d =1 cm; h =20 cm), utilizando hexano/acetato de etila como
eluentes, resultando no composto WT-01_acetilado (18 mg), com
as seguintes caracteristicas fisicas:

e P¢ fino e branco (Aspecto fisico)

e 140-141° C (Ponto de fusao)

e 268 nm (UV-amostra dissolvida em metanol); 276,5 (g)

A substancia foi ainda analisada por espectroscopia de
RMN 'H, RMN 'C, correlagdes (COSY, HSQC/DEPT, HMBC e
NOESY) e infravermelho.

4.4.4.2 Derivado obtido por reducao com NaBH,

O agente redutor utilizado nessa reacao para obtencao do
derivado reduzido foi NaBH,4. O produto de partida WT-01 (30 mg)
foi solubilizado em CH.Cl, (2 mL) e EtOH (2 mL), e
seqliencialmente transferido para um baldo com fundo cénico,
onde posteriormente foi adicionado NaBH,, mantendo a reagéo a
temperatura de 0°C sob agitacdo durante 2 horas. A mistura
reacional foi neutralizada com HCI 1N e o solvente evaporado a
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um quinto do seu volume sob pressao reduzida. Este foi entdo
extraido com acetato de etila e agua. A fase orgénica foi filtrada,
seca com Na,SO, e novamente concentrado sob pressao
reduzida resultando no composto WT-01 (21 mg), com as

seguintes caracteristicas fisicas:

e P¢ fino amarelado (Aspecto fisico).
e 120-123° C (Ponto de fusao).
e 268 nm (UV-amostra dissolvida em metanol); 151,5 (g).

A substancia foi ainda analisada por espectroscopia de
RMN 'H, RMN ®C e correlagdes (COSY/HSQC/DEPT) e

infravermelho.

4.44.3 Derivado obtido por esterificacio com anidrido
succinico

A uma solucéo contendo WT-01 (30 mg) em CH.Cl, seco
(3mL) e piridina (0,3 mL) foi adicionado anidrido succinico (30
mg) e dimetil-aminopiridina (DMAP). A mistura reacional ficou
sob agitacdo em atmosfera de nitrogénio durante 72 horas,
sendo que a cada 12 horas a reacdo era monitorada por
cromatografia em camada delgada. Foram obtidos dois produtos
com rendimento global de 20 mg. Através de coluna de vidro
com gel de permeagao Sephadex LH-20 utilizando metanol como
fase movel, obteve-se 6 mg (HEM1) e 10 mg (HEM2) . Foram
observadas as seguintes caracteristicas fisicas foram
observadas para o derivado HEM1:

e P¢ fino amarelado (Aspecto fisico).
e 130-132° C (Ponto de fusao).
e 278 nm (UV-amostra dissolvida em metanol); 280 ().

A substancia foi também analisada por espectroscopia de
RMN 'H e infravermelho.
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4.4.5 Isolamento das substancias WT-02 e WT-03 a partir
do fracionamento das fracoes FW4 e FW5

Com a fragdo FW4 (365 mg) e FW5 (350 mg) foram
realizadas colunas cromatogréficas utilizando gel de silica (37 ge
35 g, respectivamente) com granulometria 0,04-0,063 mm
utilizando a mistura de eluentes hexano e acetato de etila em
gradiente crescente de polaridade (60:40 a 30:70). Cada sistema
de fase mével passado na coluna foi de 150 mL.

Como resultado dessa primeira coluna realizada com a
fracdo FW4 foram obtidas cerca de 60 fragbes, das quais foram
reunidas as fragdes 32 a 55 por apresentarem majoritariamente
duas substancias que nao puderam ser separadas (320 mg)
nesse momento. Essa fracao foi entdo aplicada em coluna de
vidro (d = 2 cm; h =45 cm de altura) sobre silica gel 60 RP-18 (40
g), utilizando trompa d’dgua (vacuo). O sistema de eluentes
empregado foi acetonitrila e agua, 50 ml para cada sistema
(100% H»0; ACN: H,0 30:70; ACN: H,0 50:50, 100% ACN). As
quatro fragcdes foram concentradas em evaporador rotatério e,
posteriormente cromatografadas em CCD. Pode-se observar que
as duas substancias permaneceram juntas e concentradas na
fracdo ACN: H»0 (50:50).

Como os resultados obtidos nas separagdes anteriores nao
foram satisfatorios, parte da mistura (60 mg/mL) foi entdo
submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia . Os
parametros utilizados nas analises foram:

e Coluna preparativa Shim-pack ODS (250 x 21.2 mm; 10
mm);

e Fases moveis testadas: acetonitrila:agua (4:6; viv) e
acetonitrila:zmetanol (1:1);

¢ Fluxo de 4mL/min;
Deteccao 230 nm.

Apés a realizacdo de 4 analises por CLAE, obteve-se a
substancia WT-02 (2,1 mg) e a substancia WT-03 (200 mg)
presentes na fracdo FW4. A substancia WT-03 (320 mg) foi
obtida através da purificacdo da fragcdo FW5 em coluna de vidro
(d = 2,5 cm; h =36 cm de altura) sobre gel de silica (30 g) com



56

tamanho de particula 0,04-0,063 mm. As caracteristicas fisicas
observadas para WT-02 e WT-03 foram:

WT-02 WT-03
e P6 branco; Pé branco (Aspecto fisico);
o 224-226 °C; 180-183 °C (Ponto de fusao);

As substancias foram analisadas através da comparagao
com padrdes disponiveis no laboratério por cromatografia em
camada delgada e também por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Foram obtidos espectros de RMN 'H, RMN ™ C e
infravermelho. Contudo, em virtude de tratar de cucurbitacinas ja
descritas por Farias e colaboradores (1993) estes dados nao
serao apresentados na elucidagao estrutural dessas substancias.

Na figura 7 é mostrado esquema representativo do
isolamento das substancias WT-01, WT-02 e WT-03 e dos
derivados semissintéticos.
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Figura 7: Representa¢do esquematica do isolamento das substancias WT-01, WT-02
e WT-03 e dos derivados semissintéticos.
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Neste trabalho foi realizada a analise das raizes de
Wilbrandia ebracteata, visando o isolamento de compostos ja
conhecidos e a possivel presenca de compostos diferentes
daqueles ja descritos (FARIAS et al., 1993; SCHENKEL et al.,
1992; FARIAS et al., 1987; BAUER et al., 1985). Para tanto foi
utilizado o extrato em diclorometano obtido a partir de 1,5 Kg das
raizes de Wilbrandia ebracteata. Ao mesmo tempo, para
certificagdo da autenticidade do material foi preparado o extrato
com as raizes coletadas recentemente (frescas), junto com
material boténico necessario para identificacdo. Esses materiais
vegetais passam a ser aqui designados como raizes frescas e
raizes secas.

5.1 Analise comparativa dos extratos em diclorometano
de raizes frescas e secas de Wilbrandia ebracteata

Através da Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
analisados materiais provenientes das raizes secas adquiridas
no comércio e de raizes coletadas recentemente e extraidas logo
apos a coleta, sem expor o material a um processo de secagem.
A comparagao por cromatografia em camada delgada (figura 8)
dos extratos em diclorometano de raizes frescas e secas
mostraram a presenca dos mesmos compostos predominantes,
sendo possivel observar varias manchas com o0 mesmo
comportamento cromatografico (rf e coloragao), apds revelagao
com agente cromogénico vanilina fosforica/aquecimento.
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» Diidrocucurbitacina B

Secas Frescas

Figura 8: CCD do extrato em diclorometano das raizes secas e frescas de
Wilbrandia ebracteata.

Fase movel: hexano:acetato de etila (60:40, V/V).

Adsorvente: gel de silica Fasa.

Detecgéao: Vanilina fosforica/aquecimento.

Com intuito de realizar uma andlise qualitativa, foram
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia algumas
cucurbitacinas isoladas j& descritas, das quais havia
disponibilidade de amostras auténticas em nosso laboratério.
Inicialmente foram realizadas analises com as cucurbitacinas
designadas como cucurbitacina R, isocucurbitacina R,
cucurbitacina B e diidrocucurbitacina B. Os padrées da
diidroisocucurbitacina B e diidrocucurbitacina E também foram
analisados, contudo seus cromatogramas serdo apresentados
posteriormente. Nas andlises por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia dos padrdes de cucurbitacinas (Figura 9) e extratos em
diclorometano (Figura 10) foi utilizado o sistema desenvolvido por
KREPSKY (2009), consistindo da fase movel acetonitrila e agua
(40:60, V/V; modo isocratico), coluna (150 X 4,6 mm; 5 um) com
silica de fase reversa (C18). O comprimento de onda empregado
na deteccao das substancias foi de 230 nm.
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Figura 9: Cromatogramas, obtidos por CLAE, de cucurbitacinas ja descritas
na literatura.

Coluna: C18(150 X 4,6mm).

Eluente: CH3CN:H20 (40:60; V/V) - modo isocratico.

Detecgdo: 230 nm. Fluxo: 1 mL/min.
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Extrato em diclorometano raizes secas

Isocucurbitacina R
Cucurbitacina R

! Cucurbitacina B
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Cucurbitacina R

/
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! Diidrocucurbitacina B

/

Figura 10: Cromatogramas, obtidos por CLAE, das analises realizadas
com extratos em diclorometano das raizes secas e frescas de Wilbrandia
ebracteata.

Coluna: C18 (150 X 4,6 mm)

Eluente: CH3CN:H20 (40:60; V/V) — modo isocratico

Detecgao: 230 nm Fluxo: 1 mL/min
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Os cromatogramas obtidos pelas analises por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia indicam que os extratos,
obtidos a partir de raizes frescas e secas, apresentam um perfil
semelhante quanto a composi¢ao quimica em cucurbitacinas. No
entanto, observam-se algumas diferencas quantitativas,
especialmente em relagdo as substancias predominantes nos
extratos: em raizes frescas observa-se que os componentes
majoritérios sdo a cucurbitacina R e a isocucurbitacina R e a
cucurbitacina B, enquanto que em raizes secas predominam
também a cucurbitacina R e a isocucurbitacina R, mas a
diidrocucurbitacina B apresenta um teor maior. Dessa forma,
observa-se uma variagcdo no teor das cucurbitacinas entre o
extrato preparado com as raizes frescas e secas, especialmente
para a cucurbitacina B. Esse fato pode ser decorrente da
utilizacdo de raizes provenientes de diferentes localidades ou
diferentes épocas de coleta, mas também pode estar relacionado
a um processo de degradacdo da cucurbitacina B com o
processo de secagem, o que nao foi investigado. A tabela 8
mostra as areas dos principais picos.

Tabela 8: Comparacao da area dos picos dos extratos obtidos a
partir das raizes frescas e secas.

Cucurbitacina [ 1da Tempo de Raizes Raizes
Isolada amostra Retencdo  frescas secas
(Area) (Area)

Cucurbitacina R 100 pg/mL 4,42 min
1461528 729129

Isocucurbitacina R 100 pg/mL 4,71 min
Cucurbitacina B 100 pg/mL 14,31 min 934564 321147
Diidrocucurbitacina 100 pg/mL 16,26 min 306525 415848

B
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Os valores dos rendimentos obtidos com os extratos em
diclorometano das raizes de Wilbrandia ebracteata sao
apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Rendimentos da extragdo das raizes de Wilbrandia
ebracteata

Extratos Massa Rendimento*
Raizes Frescas® 500 g 0,40 %
Raizes Secas 1,5 Kg 1,80%

*As raizes frescas foram cortadas, enquanto que as raizes secas foram
moidas.

Diante, desses dados, o trabalho foi entdo realizado com
material vegetal raizes secas. Inicialmente foram feitas
sucessivas coluna tipo flash com cerca de 9,0 g do extrato. Com
esse procedimento foram obtidas 7 fragcbes e tiveram seus
rendimentos calculados conforme a tabela 10.

Tabela 10: Rendimentos das fracdes obtidas a partir da coluna
tipo flash das raizes de Wilbrandia ebracteata.

Fracao Massa (g)* Rendimento (%)
Fracdo 70:30 0,45 5,0
Fracao 60:40 0,72 8,0
Fracao 50:50 1,65 18,3
Fracao 40:60 2,50 27,8
Fracao 30:70 1,44 16,0
Fracdo 20:80 2,14 23,7
Fracao Acetato 0,10 1,2

* Valores calculados baseados em 9,0g de extrato em diclorometano.

A andlise cromatografica por cromatografia em camada
delgada das fracbes obtidas da coluna tipo flash séo
apresentadas na figura 11.
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o 33 % T Diidrocucurbitacina B
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Figura 11: CCD de fragbes obtidas a partir de coluna cromatografica tipo
flash com as raizes secas.

Fase moével: hexano:acetato de etila (60:40, V/V).

Adsorvente: gel de silica Foss.  Detecgdo: Vanilina fosférica/aquecimento.

Em um primeiro momento, com resultado da cromatografia
em camada delgada observa-se a presenca da
diidrocucurbitacina B, em quatro das fragdes da coluna
cromatogréfica do tipo flash, cucurbitacina essa ja descrita como
majoritaria no extrato em diclorometano das raizes de Wilbrandia
ebracteata. Pode-se constatar ainda, que dentre essas, as
fracbes 50:50 e 40:60, foram as que apresentaram o maior
numero de compostos em diferentes rf. Diante do que foi
exposto, associado aos maiores rendimentos, conforme
apresentado em materiais e métodos, essas foram as fragoes
inicialmente escolhidas para o isolamento de cucurbitacinas.

5.2 Isolamento e identificacao de cucurbitacinas a partir
do extrato diclorometano de raizes secas

5.2.1 Isolamento e identificacao da substancia WT-01

Na analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia a
substancia com tempo de retencao de 19,20 min, diferente dos
padrées de cucurbitacinas anteriormente analisados, nao pode
ser identificada através da comparagdo com amostras auténticas
disponiveis no laboratério (FARIAS, 1991).
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Na andlise por cromatografia em camada delgada (figura
12), pode-se observar que a substancia WT-01 (rf=0,59)
apresenta um rf muito préximo a diidroisocucurbitacina B
(rf=0,57), diidrocucurbitacina B (rf=0,55).

e,

—» WT-M
— ¥ Diidraisocucurbitacina B (DISO)

————— » Diidrocucurbitacina B

DISO DHB Extrato

Figura 12: CCD extrato em diclorometano das raizes secas e padrbes
DISO e DHB.

Fase movel: hexano:acetato de etila (60:40, V/V).

Adsorvente: gel de silica Fasa,

Detecgéo: Vanilina fosforica/ aquecimento.

Para o isolamento dessa substancia foram reunidas as
fracoes 50:50 e 40:60 (1,0 g), e realizadas subseqlientes
separagbes cromatograficas, conforme descrito na parte
experimental. Foram obtidos 25 mg dessa substancia, codificada
como WT-01.

5.2.2 Isolamento e identificacao das substancias WT-02 e
WT-03

Os procedimentos cromatograficos realizados a partir da
fragdo 50:50 e 40:60, permitiram além da separacdo da
substancia WT-01, a obtencdo das substancias WT-02 e WT-03,
com caracteristicas similares a diidroisocucurbitacina B e
diidrocucurbitacina B, respectivamente. A identidade dessas
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substancias foi confirmada pelo ponto de fusdo, cromatografia
em camada delgada e por CLAE. Como resultado, foram obtidos
2,1 mg da substancia WT-02 e 715 mg da substancia WT-03.

Para elucidagao estrutural dos compostos isolados foram
utilizados espectros de RMN 'H e ®*C, DEPT, HSQC, COSY,
HMQC e NOESY. Os dados obtidos foram comparados com
espectros da literatura para cucurbitacinas com caracteristicas
similares aos dos compostos isolados. Para a interpretagao dos
espectros de UV e IV foram utilizados basicamente as seguintes
literaturas: BREIATMAIER (1993); RUCKER; NEUGEBAUER;
WILLEMS (2001) e SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE (2005).

5.3 Isolamento e elucidacao estrutural da substancia WT-
01

A substancia WT-01 (25 mg) foi isolada como um pé fino e
branco com ponto de fusédo na faixa de 105 e 107 °C, a partir de
diferentes fracdes do fracionamento em coluna a vacuo, apés
purificagdo em coluna cromatogréafica de gel de silica. Na analise
cromatografica essa substancia apresentou valor de rf 0,59 no
sistema hexano:acetato de etila (60:40, V/V), com presenca de
extincdo de fluorescéncia sob luz ultravioleta em 254 nm. Apds
revelagdo com vanilina-fosférica, foi verificado o desenvolvimento
da coloragcdo amarela indicativo da presenca de cadeia lateral
saturada.

Avaliagdo do espectro de mfravermelho (figura 13) mostra
uma banda larga centrada em 3452 cm™ que junto com a banda
1089 cm™ (C-O-) sugere a presenga de hidroxila livre (-OH) n
molécula. Em 2968 cm™ e 2954 cm™' observa-se bandas de forte
intensidade, caracteristica do estiramento C-H.

Observam-se tambem absorgoes como de compostos
carbonilicos em 1710 cm™ e em 1693 cm™, além de absorcéo de
menor intensidade 1650 cm’ provavelmente de estiramentos
olefinicos (-C=C-).
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A analise conjunta do espectro de RMN '3C (figura 14) e os
experimentos HSQC- DEPT (figura 15) indicaram a presencga 30
atomos de carbonos, sendo dez carbonos quaternérios, seis
carbonos metinicos, sete metilenos e sete grupos metilas. Em
relagéo a estes carbonos, trés sinais estao relacionados com os
carbonos carbonilicos (8¢ 213,9, d¢c 213,0 e dc 212,1),
provavelmente de carbonilas de cetonas saturadas, quatro sinais
devem ser atribuidos a carbonos olefinicos (6¢c 144,5, 6¢c 140,5,
oc 120,4 e d¢c 110,5) e trés sinais podem ser atribuidos a
carbonos carbindlicos (8¢ 78,9, ¢ 71,7 e ¢ 71,1). Os demais
sinais estao localizados na faixa entre &¢ 18,9 e &c 57,6, e foram
atribuidos a carbonos sp® de metilas, metilenos e metinos. No
foram observados no espectro de RMN '*C expandido (figura 14)
sinais em campo mais desprotegido do espectro, regido em torno
de &c 170,0, referentes a presenga de grupamento acetila.
Portanto, pode-se inferir que a substancia WT-01 ndo apresenta
em sua estrutura esse grupamento, comum a outras
cucurbitacinas.

Através de trabalhos especificos de identificagdo de
cucurbitacinas com base em RMN 'H (KOCH, 1963; LAVIE,
1964a, VELDE, 1983; CHE, 1985; FARIAS, 1993; CHEN, 2004)
foi possivel verificar a presenca de sinais tipicos de determinados
hidrogénios e a partir destes dados comecar a definir o tipo
estrutural da cucurbitacina isolada. Também foram obtidos
espectros RMN 3C e espectros de correlagdo, sendo assim
possivel observar as conectividades entre carbonos e seus
respectivos hidrogénios (HSQC), entre hidrogénios vizinhos
(COSY) e entre hidrogénios e carbonos a longa distancia
(HMBC).
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Figura 14: Espectro de RMN °C (125 MHz), em CDCls, da substancia WT-01.



71

) i
@ L
B 'g’ PRC T F
. , DRI o5 S
1‘°. ca ! I
=g - ] o+ F
d F ° -
s B P L
.Dh‘
. et fl L
E S @ L
L] - o
o E
“En . F
iy e :
e L. O [
oW i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I
3.5 30 25 20 15 F2 [ppm]
FE
L &
L &
et [
- Lo
‘ @
Lo
Lo
[ e
o
[ e
@d rc
s [ o
- s
[ @
re
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T \7
6.0 55 5.0 4.5 F2 hkml

Figura 15: Espectros expandidos de correlagao HSQC (500 MHz), em
CDCl3, da substancia WT-01.

F1 [ppm]

20

30



72

Na avaliacdo inicial do espectro expandido RMN 'H
(figuras 16, 17 e 18) da substancia WT-01 é possivel constatar a
presenca do sinal em oy 4,42 (1H, dd, J =13; 6 Hz), o qual é
caracteristico para cucurbitacinas com o sistema a-cetol no anel
A, e pode ser atribuido ao hidrogénio em posi¢céo axial em C2
(posicao “a”) acoplado aos dois hidrogénios em C1. Com essas
constantes de acoplamento, pode-se concluir que o hidrogénio
ligado ao carbono hidroxilado esta em posicao axial (“a”),
enquanto a hidroxila esta em posicdo equatorial (“B”). Foi
possivel observar através do HSQC que esse hidrogénio esta
conectado ao carbono 8¢ 71,7, também ligado a hidroxila

—5.798:
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&
~
-

—4.704
— 44244
—4.3568

J'[L J “)MLLJN Wl
T LT
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Figura 16: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e ampliagdo, em CDCls, da
substancia WT-01.
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Ainda em relagdao a este sinal (o 4,42; &c 71,7), foi
possivel verificar pelo espectro 'H'H-COSY (figura 19) a
correlagcdo com os hidrogénios 842,32 e &y 1,23, 0s quais estao
conectados diretamente ao atomo de carbono &c 36,0 (C1),
justificando o duplo dupleto observado no espectro de RMN "H.
Os atomos de hidrogénios em oy 2,32 e Oy 1,23 apresentam
correlagdo no espectro 'H'H-COSY, com o hidrogénio dy 2,74.
Através do HSQC pode-se verificar sinal do hidrogénio em &y
2,74 esta conectado ao atomo carbono em &¢ 33,8 (C10).

By 4,42 on 2,32 du1.23
&
LY
aea
-]
™
om-_
é_.«-*’
& 2 e
T S S S
4 3 2 F2 [ppm]

Figura 19: Espectro de correlacdo expandido 'H'H-COSY da substancia
WT-01.

Esse conjunto de sinais definiu a estrutura do anel A (figura
20) como de uma cucurbitacina e nao isocucurbitacina, pois
estas Ultimas caracterizam-se pela presenga de um simpleto em
Oy 3,90 correspondente ao hidrogénio H3, sinal ndo observado
no espectro de RMN 'H (figura 16).
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Figura 20: Classificagao do tipo estrutural do anel A de cucurbitacinas.

Com os espectros de HSQC (figura 21) foi possivel
identificar os carbonos correspondentes a sete metilas em &y
0,98, &4 1,09, &4 1,28, &4 1,35, &4 1,38, &4 1,43 e b4 1,75, que
podem ser atribuidos aos atomos de carbonos em &¢ 19,8, &¢
20,1, dc 29,3, Oc 21,3, Oc 18,9, Oc 24,3 e Oc 22,6,
respectivamente.
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Figura 21: Espectro expandido de correlagéo (metilas) da substancia WT-
01.

Através do experimento HMBC foi possivel observar que
os hidrogénios metilicos em &y 1,28 estao correlacionando com
os carbonos em 8¢ 21,3, d¢c 50,3, ¢ 140,5 e 6 213,0. Com esse
mesmo experimento, pode-se ainda observar que os atomos dos
hidrogénios metilicos em &y 1,35 correlacionam com os atmos
de carbonos em &¢ 29,3, 8¢ 50,3, ¢ 120,4, &¢ 140,5, 6:213,0. O
atomo de carbono em 06 213,0 refere-se a carbonila do
grupamento a-cetol localizada no C3, A observacdo das
correlagbes dos atomos metilicos permitiu complementar as
atribuicbes do anel A, sendo que a analise desses dados
corrobora a subestrutura 1 proposta a partir dos espectros de
RMN 'H, RMN ®C e de correlagdo que podem ser sumarizados
na figura 22.
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Figura 22: Subestrutura 1 com atribuicdo dos deslocamentos quimicos (d)
obtidos para 0s hidrogénios e carbonos mostrando as principais
correlagdes 'H'H-COSY.

No espectro expandido RMN 'H (Figura 16) da WT-01 foi
observado o sinal em &y 5,80 (1H, ddd, J = 6; 2; 2 Hz) e que
aparece no espectro de HSQC conectado ao atomo de carbono
em d¢ 120,4. Esse atomo de hidrogénio em &y 5,80 é tipico de
hidrogénio olefinico em C6 originado pela dupla Ilgagao ue
ocorre entre o carbono C5 e C6 do anel B. No espectro de 'H'H-
COSY foi possivel observar a correlagédo deste duplo duplo
dupleto com os hidrogénios em oy 1,97 e oy 2,42. Os
hidrogénios em &y 1,97 e oy 2,42 foram atribuidos através do
HSQC ao carbono em &¢ 23 9 (C7) Esses hidrogénios, por sua
vez, apresentam correlagdo 'H'H-COSY com o hidrogénio em &y
2,0 atribuido ao carbono em d¢ 42,3 (C8) através do experimento
HSQC. A metila em &y 1,09 (6¢ 20,1) foi alocada na posi¢ao 19,
tendo em vista as correlagbes HMBC com os carbonos em &¢
33,8, 0¢c 42,3, Oc 50,3 e ©O¢ 212,1. O sinal do carbono em d¢
212,1 sugere a presenca da carbonila no C11.

Analise desses dados corrobora a subestrutura 2 proposta
a partir dos espectros de  RMN 'H, RMN ®C e de correlagdo
que podem ser sumarizados na figura 23.
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Figura 23: Subestrutura 2 com atribuicdo dos deslocamentos quimicos (d)
obtidos para os hidrogénios e carbonos mostrando as principais
correlagdes 'H'H-COSY.

Outros sinais caracteristicos observados no espectro
expandido de RMN "H (figura 17) foram referentes aos sinais dos
atomos de hidrogénios em C12, o que permitiu inferir a presencga
da fungéo carbonila em C11 no anel C. O atomo de hidrogénio
em C12 em posicao a apresentou deslocamento quimico em &y
3,26 (1H, dd, J =14,5; 1,0 Hz) e o hidrogénio em posigao 3 em &y
2,74. No espectro de correlagdo de 'H'H-COSY verificou-se a
correlagdo com o atomo hidrogénio em dy 0,98 (s, 3H), sendo
esse o sinal mais protegido do espectro RMN 'H. Essa metila foi
alocada no carbono 13 e pode ser atribuido ao carbono em &¢
19,8. Através do experimento HMBC pode se observar a
correlacdo com os carbonos em &g 48,7, &¢c 50,7 e &g 57,6.
Ainda em relacdo a essa metila foi possivel verificar correlagao
NOESY com os hidrogénios em o4 1,86, 42,0 e o 4,35. O sinal
do hidrogénio em &y 4,35 com multiplicidade duplo dupleto (J =
8,5; 7,0 Hz) integrando para um hidrogénio, refere-se a
presenca da hidroxila em C16 no anel D, presente na maior
parte das cucurbitacinas e possui correlacdo 'H'H-COSY com
os hidrogénios em oy 1,40, oy 1,86 € 0y 2,56.

Através do HSQC pode-se observar que o carbono em 0¢
57,6 estéa ligado ao hidrogénio em &4 2,56 (1H, d, 7,0 Hz), e que
esse hidrogénio possui correlagao no espectro de HMBC com os
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carbonos em 6¢ 19,8, 6¢ 24,3, 6¢ 50,7, &c 48,7, &¢c 71,1, ¢ 78,8
e 6(; 213,9.

A metila em &y 1,38 foi ligada ao carbono 14 em virtude de
apresentar HMBC com os carbonos em ¢ 42,3 e em &¢ 45,6. O
conjunto desses dados permitiu propor a subestrutura 3
apresentada conforme a figura 27.

Figura 24: Subestrutura 3 com atribuicdo dos deslocamentos quimicos ()
obtidos para os hidrogénios e carbonos mostrando as principais
correlagdes 'H'H-COSY

Em relacdo a cadeia lateral, o sinal do carbono em &
24,3(CH3) foi de grande relevancia para iniciar a elucidagao
estrutural dessa parte da molécula da substancia WT-01. Através
do HSQC observa-se os hidrogénios dessa metila em &4 1,43 (s,
3H). No espectro HMBC ¢é possivel verificar a correlagdo dessa
metila com os carbonos em &¢ 45,6, 0¢ 57,6, 0¢c 71,1, 8¢ 78,8 e O¢
213,9. Além disso, o sinal do carbono em &¢c 213,9 pode ser
atribuido a carbonila na posicdo em C22, tendo em vista as
correlagées do HMBC com os carbonos em 8¢ 24,3 € 57,6.

A substancia WT-01 apresentou no espectro de RMN 'H
(figura 16) expandido dois dupletos em &y 4,76 € Oy 4,70, ambos
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os sinais com constantes de acoplamento (Jy) de 0,8 Hz. Em
virtude da baixa constante de acoplamento desses hidrogénios,
pode-se sugerir que esses estdo ligados a um carbono terminal.
Com o experimento HSQC expandido (figura 25), foi possivel
atribuir a conectividade desses dois hidrogénios ao carbono &
110,4.

T T T
108 F1 [ppm]

LA s e
110

I
114 112

I
116

118

4.30 4.78 4.70 465 F2 [ppm]

Figura 25: Espectro expandido de correlagdo HSQC (8. 110,4; 844,76 e dH
4,70 ) da substancia WT-01.

Os sinais dos hidrogénios em 8y 4,76 e em &y 4,70
apresentam correlagdo no espectro de 'H'H-COSY com o
hidrogénio oy 1,75 (referente a metila mais desprotegida do
espectro de RMN "H), como pode-se observar na figura 26.



82

F1 [ppm]

4.7

50

51

52

-t —
26 24 22 2.0 16 F2 [ppm]

1.8
Figura 26: Espectro expandido de correlagdo 'H'H-COSY

Essa metila (64 1,75; 6¢ 22,6) por sua vez, apresenta
HMBC com os carbonos em &c 31,6, &¢c 110,5, d¢c 1445 e
NOESY com os hidrogénios em &y 2,34, &4 2,66, 04 2,91 e Oy
4,76. O sinal do carbono em &c 31,6 esta conectado aos
hidrogénios 0y 2,34 e Oy 2,34. Esses hidrogénios possuem
correlacdo 'H'H-COSY com os hidrogénios em &y 2,66 e dy
2,91. A partir destes dados foi possivel propor a subestrutura 4
da cadeia lateral da WT-01 observada na figura 27.

o N

1104

4,76 4,70

b I

[\°)
=)}

Figura 27: Subestrutura 4 com os deslocamentos quimicos (5) dos
hidrogénios e carbonos da cadeia lateral.
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Diante desses dados, pode-se atribuir a WT-01 a estrutura
de uma cucurbitacina com uma dupla ligagéo terminal na cadeia
lateral, conforme mostrado na figura 28

OH 0
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//// 7 1,
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Figura 28: Estrutura quimica proposta da cucurbitacina WT-01, com
atribuicdo dos deslocamentos quimicos (8) obtidos para os hidrogénios e
carbonos.

A substancia WT-01 apresenta férmula molecular
C3oH4406, determinada pela analise do espectro de massas de
alta resolucao via electrospray (ES-MS) no modo positivo, onde
se pode identificar o ion [M+H]* em 501,3193 u.m.a.. De acordo
com a estrutura proposta de massa molecular experimental
500,6783 u.m.a., foi confirmada a férmula molecular para tal
substancia (figura 29).
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Figura 29: Espectro de massas de alta resolugcdo (ionizagcdo por
eletrospray) da substancia WT-01.

Experimento de rotacdo 6tica forneceu [a]p® +38,8 (c.1,60;
cloroférmio), permitindo identifica-la como (+)-16a,23,20B-
triildroxi-10a,17a-cucurbit-5,25-dien-3,11,22-triona.

Na tabela 11 estdo apresentados os deslocamentos
quimicos obtidos no espectro de RMN "*C e HSQC da substancia
WT-01, comparado aos dados de deslocamento quimico da
dihidrocucurbitacina B. Na tabela 12 sdo mostrados os sinais dos
hidrogénios e suas correlagdes COSY.



85

Tabela 11: Dados dos espectros de RMN ® C e HSQC da
substancia WT-01, e os dados da diidrocucurbitacina B (DHB) da
literatura (FARIAS, 1991).

Diidrocucurbitacina B WT-01
(75 MHz;CDCl,) (125 MHz;CDCl5)
C S[ppm] S[ppm] HSQC
1 36,0 36,0 2,32; 1,23
2 71,6 71,7 4,42
3 211,8 213,0 -
4 50,2 50,3 -
5 140,3 140,5 -
6 120,2 120,4 5,80
7 23,9 23,9 2,42; 1,97
8 42,3 42,3 2,0
9 48,4 48,4 -
10 33,8 33,8 2,80
11 212,7 2121 -
12 48,7 48,6 3,26; 2,74
13 48,4 48,3 -
14 50,6 50,7 -
15 45,5 45,4 1,87; 1,40
16 70,9 71,6 4,35
17 57,8 57,6 2,56
18 19,8 19,8 0,98
19 20,1 20,1 1,09
20 78,9 78,8 -
21 24,5 24,3 1,43
22 213,6 213,9 -
23 30,7 34,4 2,91; 2,66
24 34,8 32,0 2,34; 2,34
25 81,2 1445 -
26 26,2 110,4 4,76;4,70
27 25,9 22,6 1,75
28 29,4 29,3 1,28
29 21,3 21,2 1,35
30 18,8 18,8 1,38
CH5CO 22,4
CHsCO 170,1

*Em destaque os principais valores de & diferentes entre as substancias WT-01 e DHB.
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Tabela 12: Dados espectrais de RMN 'H da substancia WT-01,
em CDCl; e correlacdes COSY observadas.

WT-01
(500 MHz;CDCls)
H M S[ppm] J[Hz] COSsY
1a ddd 2,32 13;6;3 H-1B;H-2;H-10
1B ddd 1,23 13,13,13 H-1a; H-2; H-10
2 dd 4,42 13;6 H-1a; H-1B
6 ddd 5,80 6; 2;2 H-7a
70 m 1,97 - H-6; H-7B
7B m 2,42 20;9; 3 H-7a; H-8
8 d 2,0 - H-7a; H-7B
10 m 2,8 13 H-1a; H-1B
12a dd 3,26 14,5;1,0 H-128 Me-18
128 d 2,74 14,5 H-12a
15a dd 1,40 14 H-158
158 m 1,87 14; 8,5 H-15a; H-16
16 dd 4,35 8,5;7,0 H-15B; H-17
17 d 2,56 7 H-16
23a m 2,91 17;10; 5,5 | H-24a; H-24b;23b
H-23a; H-24a;
23b m 2,66 17;10; 5,5 H-24b
H-23a; H-23b;
24a m 2,34 10;5,5 H-24b
H-24a;H-23a;
24b m 2,34 10; 5,5 H-23b
26a d 4,70 0,8 Me-27
26b d 4,76 0,8 Me-27
Me-18 S 0,98 H-12a
Me-19 S 1,09
Me-21 S 1,43
Me-27 S 1,75
Me-28 S 1,35
Me-29 S 1,28
Me-30 S 1,38

*M = multiplicidade (s=simpleto; dd=duplo dupleto;ddd=duplo duplo dupleto;
m=multipleto).



87
5.4 Derivados semissintéticos da substancia WT-01

Com o objetivo de obter compostos mais lipofilicos e
hidrofilicos para ensaios bioldgicos, foram preparados derivados
por acetilacdo, hidrogenacao e esterificacdo com anidrido
succinico.

5.4.1 Derivado acetilado

A reacédo de acetilacdo se realizou de maneira usual, com
piridina/anidrido acético obtendo-se o derivado acetilado (figura
30) como um p6 branco amorfo com faixa de fusdo 1402 -141° C.

[o]

25°C 72h

Figura 30: Obtengdo do derivado acetilado através da reagdo com
piridina e anidrido acético a partir da substancia WT-01

Esse derivado quando analisado por cromatografia em
camada delgada (figura 31) apresentou Rf 0,53 no sistema de
eluentes hexano:acetato de etila (75:25, V/V).
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WT-01 Acetilada

Figura 31: CCD da substancia WT-01 e derivado acetilado.
Fase moével: hexano:acetato de etila (75:25, V/V).
Adsorvente: gel de silica Fasa.

Detecgéo: Vanilina fosforica/ aquecimento.

Através do espectro de infravermelho (figura 32) foi
possivel, em comparagdo com a WT-01 observar a presenca de
bandas de absorgao atribuidas a carbonilas adicionais em 1737 e
1732 cm™, que juntamente com a banda em 1240 cm™ (-C-O-)
sugerem a presenca de grupamentos acetilas. Observa-se,
também uma banda centrada em 3446 cm”, de menor
intensidade quando comparada ao infravermelho do composto
WT-01, que corresponde ao estiramento —OH , indicando a
presencga desse grupamento também no derivado acetilado.
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O produto obtido apresentou em seus espectros de RMN
H (figuras 33 e 34) e RMN *3C (figura 35) sinais caracteristicos,
que comprovam a obtengao de um derivado acetilado. No
espectro expandido de RMN 'H (figura 31) os sinais diagndsticos
foram em &y 2,15 (s, 3H) e &y &4 1,93 (s, 3H), atribuidos a
grupamento metilas em acetilas.
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Figura 33: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e ampliagdo, em CDCls, da
substancia WT-01_acetilada.
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No espectro de RMN '®C (figura 35) pode-se evidenciar a
presenca de 34 atomos de carbono. Desses 34 carbonos, pelos
valores de deslocamento quimico, dois foram identificados como
carbonos carbonilicos (6, 169,9 e o, 170,0), considerados
diagnostico nesse experimento.

130

14 [rel

170.0508

—212.1404
—_ 1695248

— 2117774

12
—— 2055986

. 1439656
— 1387376
120.4222

10

200 180 100 50 0 [ppm]
Figura 35: Espectro de RMN 'C (125 MHz) da substancia WT-
01_acetilada, em CDCls,

Os experimentos HSQC, indicaram para essas acetilas os
sinais dos carbonos em &¢ 20,6 e ©&¢ 20,9, respectivamente.
Observa-se a correlagcdo do carbono em d¢ 20,6 ao hidrogénio
em 0y 2,15, enquanto que o carbono em &¢c 20,9 apresenta
correlagdo com o hidrogénio em oy 1,93 (figura 36). Esses dois
sinais encontram-se em regido tipica de hidrogénios ligados a
carbonilas, o que nos permitiu inferir que a molécula encontrava-
se acetilada em duas posi¢des.
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Figura 36: Espectro expandido de correlagdo HSCQ, na regido das metilas
da substancia WT-01_acetilada.

Com esse mesmo experimento, também foi possivel
constatar que os carbonos carbindlicos 6¢c 73,3 (C2) e 6c 74,1
(C16) estao conectados aos hidrogénios em &y 5,48 e oy 5,14,
respectivamente (figura 37).

F1 [ppm]

T
72

R T T e | o
5.5 5.4 5.3 5.2 F2 [ppm]

Figura 37: Espectro expandido de correlacdo HSQC dos carbonos
carbindlicos (8¢ 73,3e &¢ 74,1), da substancia WT-01_acetilada.
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Esses dados apontam para a acetilacao das hidroxilas nas
posicoes C2 e C16, nao tendo ocorrido a acetilagao da hidroxila
em C20. Os espectros de correlagdo HMBC permitiram confirmar
as posicdes de acetilagdo, tendo em vista as correlagcdes da
metila em &4 2,15 com o carbono ligado ao oxigénio o, 73,3
(C2), com o carbono da acetila 6. 170,0 e com carbonila &, 205,6
(C8), portanto alocada no C2. Para a metila em &y 1,93 observa-
se correlagcdo HMBC com os carbonos em &, 74,1 e em &, 169,9,
sendo entao alocada em C16 (figura 38)
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Figura 38: Espectro de HMBC (500 MHz; em CDCl3) da WT-01_acetilada.
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Dessa forma, através da analise dos dados RMN 'H, RMN
3C e espectros de correlacdo, foi possivel concluir que a
substancia WT-01_acetilada encontra-se substituida por
grupamento acetila nos carbonos C2 e C16 (figura 39).

S
N
NY
N
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N

Figura 39: Estrutura quimica proposta da substancia WT-01_acetilada.

Nas tabelas 13 e 14, os deslocamentos quimicos RMN *C
(125 MHz, em CDCl3s) e RMN 'H (500 MHz, em CDCls) do
composto WT-01_acetilada s&o comparados com aqueles da
substancia WT-01.
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Tabela 13: Comparagéo dos dados espectrais de RMN '°C (125
MHz) substancia WT-01_acetilada com WT-01, em CDCls.

WT-01 WT-01_acetilada
c (125 MHz; CDCl5) (125 MHz; CDCl3)
5 (ppm) 5 (ppm)
1 36,0 32,0
2 71,7 73,3
3 213,0 205,6
4 50,3 49,9
5 140,5 139,7
6 120,4 120,4
7 23,9 23,7
8 42,3 42,0
9 48,4 48,1
10 33,8 34,2
11 212,1 2117
12 48,6 48,8
13 48,3 48,5
14 50,7 51,2
15 45,4 43,2
16 71,1 74,1
17 57,6 54,0
18 19,8 19,6
19 20,1 19,9
20 78,8 78,4
21 24,3 243
22 213,9 2121
23 31,5 31,5
24 34,4 34,3
25 144,5 143,9
26 22,6 22,5
27 110,4 110,7
28 29,3 28,6
29 21,2 21,2
30 18,8 18,8
CHsCO 169,9
CHsCO 20,9
CHsCO 170,0
CHsCO 20,6

* Em destaque os principais valores & diferentes entre as substancias WT-01
e WT-01_acetilada.



97

Tabela 14: Dados espectrais de RMN 'H da substancia WT-
01_acetilada.

WT-01
acetilada
(500 MHz;CDCl5)
H M S[ppm] J[Hz] COSsY
1a ddd 2,13 13;6;3 H-1B;H-2;H-10
1B ddd 1,54 13;13;13 H-1a;H-2;H-10
2 dd 5,48 13;6 H-1a; H-1B
6 ddd 5,78 6;2;2 H-7a
7a m ~2,0 - H-6; H-73,H-8
7B m 2,43 20; 8; 2; H-6; H-7a; H-8
8 d ~2,0 - H-7a; H-78
10 m 2,75 13 H-1a; H-1B
12a dd 3,24 14,5;1,0 H-123 Me-18
128 d 2,75 14,5 H-12a
15a dd 1,40 14 H-15B
158 m 1,96 14;8,5 H-15a; H-16
16 dd 5,14 8,5;7,0 H-15B3; H-17
17 d 2,80 7,0 H-16
232 m 2,34 9;5 H-24a; H-24b;23b
23b m 2,28 9;5 H-23a; H-24a; H-24b
242 m 2,75 H-23a; H-23b; H-24b
24b m 2,73 H-24a;H-23a; H-23b
262 d 4,71 0,8 Me-27
26b d 4,79 0,8 Me-27
Me-18 S 1,02 H-12a
Me-19 S 1,10
Me-21 S 1,45
Me-27 S 1,77
Me-28 S 1,32
Me-29 S 1,27
Me-30 S 1,30
CH3CO S 2,15
CH3CO S 1,93

*M = multiplicidade (s=simpleto; dd=duplo dupleto;ddd=duplo duplo dupleto;
m=multipleto).
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5.4.2 Derivado reduzido
A reducdo da substdncia WT-01 foi realizada com o

NaBH, mantendo-se o meio reacional com CH,Cly/ EtOH a 0° C
(figura 40).

[o]

NaBH4 CH2Cl> EtOH

e —

0°C 2h

Figura 40: Obtencao do derivado reduzido através da reacdo com NaBHs a
partir da substancia WT-01

Apds purificagdo em cromatografia em coluna esse
derivado apresentou ponto de fusdo em 120-123 2 C e
comportamento cromatografico diferente (mais polar) do que o
composto WT-01, conforme esperado (figura 41).

WT-01 Red.

Figura 41: CCD comparativa substancia WT-01 e derivado reduzido.
Eluente: hexano:acetato de etila (40:60, V/V).

Adsorvente: gel de silica Fasa,

Detecgéo: Vanilina fosforica/ aquecimento.
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O espectro de infravermelho (figura 42) apresenta uma
banda alargada e intensa centrada em 3444 cm™ sugerindo a
presenca ligagdes O-H de alcool, o que é confirmado por duas
bandas em 1066 e 1020 cm™ provenientes do estiramento C-O
de alcool. Esse dado somado a polaridade da substéncia em
cromatografia em camada delgada (figura 41) indica a formagéo
de um derivado reduzido.
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Figura 42: Espectro de infravermelho da substancia WT-01_reduzida com
pastilhas de KBr através da reflectancia difusa.

No espectro de RMN '*C (figura 43) da substancia WT-
01_reduzida, quando comparado a da substancia WT-01, foi
possivel observar a auséncia de dois dos sinais referentes as
carbonilas na regiao de campo mais desprotegido do espectro.
Permanece apenas um sinal relativo a carbonila em &c 213,9,
que pode ser atribuida a carbono 11, em vista de tratar-se da
carbonila de mais dificil redugédo. Adicionalmente, a presenca de
dois novos sinais em &¢ 81,1 e &¢ 78,7 que podem ser atribuidos
a carbonos carbindlicos. Os demais sinais estdo localizados na
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faixa entre d¢ 19,1 e &c 55,0 e foram atribuidos a carbonos sp®

de metilas, metilenos e metinos.
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Figura 43: Espectro de RMN '°C e ampliagdo, em CDCls, da substancia

WT-01_reduzida.
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No espectro expandido de RMN 'H foram observados os
hidrogénios caracteristicos da estrutura WT-01, H6, H16, H26
com suas respectivas constantes de acoplamento conforme a
figura 44. No entanto, observa-se um sinal de impureza, visto a
presenca do sinal em 04 5,35, com integracao 1:0,5 em relacéao
ao sinal em 64 5,72.

1.95

T T T T T T T T T T T
58 a7 A6 A4 54 A3 52 A1 50 44 48 47 48 45

A L LAy B RALs) LR A ARAN LALRE ALY AR RAA R AR AN LR ARAA) RALRIAALSE RARALLARS RAMAR LAY AR AR RAAM AR |
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0

Figura 44: Espectro de RMN He ampliagdo 400 MHz, em CDCls,
da substancia WT-01 reduzida.



102

A reducdo das carbonilas C3 e C22 foi diagnosticada
através da observagdo da presenca de novos sinais na regiao
entre oy 2,97 a oy 3,56 (figura 42), quando comparado ao
espectro de hidrogénio do composto original. Pode-se constatar
o desaparecimento do sinal em &y 4,42 referente ao hidrogénio
ligado ao C2 do composto nao reduzido e adicionalmente foram
observados dois novos sinais em &y 2,97 e 6y 3,56. O sinal em
Oy 2,97 aparece como um dupleto (J=10 Hz) o qual pode ser
atribuido ao hidrogénio conectado ao carbono 3 e o sinal em oy
3,56 referente ao hidrogénio ligado ao carbono 2, de acordo com
a correlagao observada no espectro de correlagcdo COSY (figura
46).




103

Ainda no espectro de 'H'H-COSY (figura 46) foi possivel
observar a correlagdo do hidrogénio em oy 3,56 com os
hidrogénios em &y 2,97 , &y 1,10 e &y 1,85, que apresentam
correlacdo no espectro HSQC com o carbono em J¢ 35,3 (C1).
Esses hidrogénios, por sua vez, apresentam correlacdo 'H'H-
COSY com o hidrogénio em &y 2,34 ligado ao carbono em ¢
33,8 (C10).
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Figura 46: Espectro de correlacdo ampliado 'H'H-COSY da substancia WT-
01_ reduzida.

A observacgao das correlagdes desses hidrogénios permitiu
complementar as atribuigcdes, sendo que a analise desses dados
corrobora a subestrutura 1 proposta a partir dos espectros de
RMN 'H, RMN '®C e de correlagdo que podem ser sumarizados
na figura 47.



Figura 47: Subestrutura 1, com atribuigdo dos deslocamentos quimicos (d)
obtidos para os hidrogénios mostrando as principais correlagdes "H'H-
COSY dos anéis A e B.

A presenca do grupamento hidroxila em C22 pode ser
estabelecido considerando a auséncia da carbonila nessa
posicao e a presenga de um CH- carbinélico em &4 3,22 (dupleto;
J=10,5 Hz). No espectro de COSY (figura 46) esse hidrogénio
apresenta acoplamento com os hidrogénios em oy 1,50
referentes aos hidrogénios em C-23 (m, 3H). Esses por sua vez
apresentam correlagdo com os hidrogénios &y 2,07 € o4 1,80
correspondentes aos hidrogénios em C24. Na figura 48 é
apresentada a subestrutura 2, com atribuicdo dos deslocamentos
quimicos (8) obtidos para os hidrogénios da cadeia lateral
baseados no espectro de RMN 'H e as correlagdes 'H'H-COSY.
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Figura 48: Atribuigées com & dos hidrogénios da cadeia lateral baseados no
espectro de RMN 'H e correlagdo 'H'H-COSY.
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A observacao das constantes de acoplamento permitiu
estabelecer a estereoquimica relativa da hidroxila ligada ao
carbono 3. A multiplicidade do H-3 (&4 2,97 (1H, d, 10 Hz) e do
H-2 (0 3,56 (1H, 10; 3 Hz) indicam uma interagdo axial axial
para o hidrogénio em C3 permitindo inferir a posigao 3  para
esse hidrogénio, portanto com a hidroxila na posicdo em 3-a.

Em relacdo a reducdo da carbonila em C-22 é possivel ter
ocorrida com a formagédo da mistura dois esterecisdmeros ou de
apenas um deles. Nesse caso, a determinacdo da sua
configuracao, requer experimentos adicionais como a difragao de
raio-x ou a formagdo de ésteres quirais, como os ésteres de
Mosher *. A estrutura quimica proposta para WT-01_reduzida é
mostrada na figura 49.
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Figura 49: Estrutura quimica proposta da substancia WT-01 reduzida.

Os dados obtidos no espectro de RMN '*C e RMN 'H
encontram-se sumarizados nas tabelas 15 e 16.

*SECO, J.M, QUINOA, E.; RIGUERA, R. The assignment of absolute
configuration by NMR. American Chemical Society, n.104, p.17-117, 2004.
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Tabela 15: Comparagédo dos dados espectrais de RMN *C (100
MHz) da substancia WT-01_reduzida com WT-01, em CDCls,

WT-01 WT-01_reduzida
(125 MHz;CDCl5) (100 MHz;CDCl5)

C S[ppm] S[ppm] HSQC

1 36,0 35,4 1,85; 1,10
2 71,7 71,2 3,56

3 213,0 78,7 2,97

4 50,3 421 -

5 140,5 140,9 -

6 120,4 119,5 5,72

7 23,9 24,0 2,42;1,96
8 42,3 42,8 1,92

9 48,4 49,0 -

10 33,8 33,8 2,34
11 212,1 213,9 -

12 48,6 48,4 3,05; 2,54
13 48,3 47.9 -

14 50,7 51,7 -

15 45,4 45,1 1,90; 1,50
16 71,1 71,7 4,58
17 57,6 55,0 2,34
18 19,8 19,8 0,93
19 20,1 20,3 1,07
20 78,8 75,6 -

21 24,3 24,8 1,43
22 213,9 81,8 3,22
23 34,4 29,9 1,50;1,50
24 31,6 34,0 2,07;1,80
25 144,5 145,6 -

26 22,6 22,6 4,75;4,72
27 110,4 110,9 1,72
28 29,3 29,3 1,30
29 21,2 21,7 1,25
30 18,8 19,1 1,19

* Em destaque os principais valores & diferentes entre as substancias WT-01
e WT-01_reduzida.
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Tabela 16: Espectro de RMN 'H (400 MHz) da substancia WT-01
reduzida.

WT-01
acetilada
(500 MHz;CDCl,)
H M S[ppm] J[Hz] COSsY
1a m 1,85 10;6;3 H-1B8;H-2;H-10
1B ddd 1,10 - H-1a;H-2;H-10
2 m 3,56 10;3 H-1a; H-1B3; H-3
3 d 2,97 10 H-2
6 ddd 5,72 6;2;2 H-7a;H-7B
7a m 1,96 - H-6; H-73,H-8
7B m 2,42 21,8; 2; H-7a; H-6,H-8
8 d ~2,0 8 H-7a; H-7B
10 m 2,34 10 H-1a; H-1B
12a dd 3,05 14,5;1,0 H-128 Me-18
1213 d 2,56 14,5 H-12a
15a d 1,50 - H-1503
1503 m 1,90 - H-15a; H-16
16 dd 4,58 8,5;7,0 H-15a; H-158; H-17
17 d 2,30 7,0 H-16
22 d 3,22 10,5 H-23a;H-23b
23a d 1,50 - H-24a; H-24b;23b
23b d 1,50 - H-23a; H-24a; H-24b
24a m 1,80 H-23a; H-23b; H-24b
24b m 1,10 H-24a;H-23a; H-23b
26a d 4,72 0,8 Me-27
26b d 4,75 0,8 Me-27
Me-18 S 0,98 H-12a
Me-19 S 1,07
Me-21 S 1,43
Me-27 S 1,72
Me-28 S 1,30
Me-29 S 1,25
Me-30 S 1,19

*M = multiplicidade (s=simpleto; dd=duplo dupleto;ddd=duplo duplo dupleto;
m=multipleto).
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5.4.3 Derivado Ester

Foi obtido um produto através da reacdo da cucurbitacina
WT-01 com anidrido succinico/ CH,CIly/EtOH, utilizando como
catalisador DMAP em atmosfera de N, . Na analise por CCD do
produto final da reacdo observou-se a formacdo de dois
compostos (figura 50a). A mistura foi entdo submetida a
processo de separagao em Sephadex LH-20, resultando em dois
compostos (figura 50 b). Do produto codificado como HEM-01
foram obtidos 8 mg, com ponto de fusdo de 130-133 ¢ C.Para o
composto HEM-02 foram obtidos cerca de 10 mg, no entanto os
espectros indicam a presenca de mistura.

WT-01 HEMIS || HEM1 HEM2

Figura 50: Andlise cromatografica por CCD dos produtos da reagdo com
anidrido succinico.
Fase movel: a: hexano:acetato de etila (60:40, V/V).
b: hexano:acetato de etila (30:70, V/V).
Adsorvente: gel de silica Fasa.
Detecgéao: Vanilina fosférica/ aquecimento.
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Para o produto codificado como HEM1 foi possivel obter o
espectro de infravermelho (figura 51) e comparar com o da
substancia WT-01 (figura 13). Foi possivel, observar a presencga
de uma banda de absorcao atribuida a carbonila adicional em
1732 cm™, que juntamente com a banda em 1200 cm™ (-C-O-)
sugerem a formacao do éster do derivado succinico. Além disso,
foi constatada ma banda centrada em 3444 cm™, de menor
intensidade quando comparada ao infravermelho do composto
original.
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Figura 51: Espectro de infravermelho do produto HEM1 obtido na reagéo
com anidrido succinico em pastilha de KBr através de reflectancia difusa.
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Comparando os dados de RMN 'H do composto original,
com os deslocamentos quimicos observados no espectro de
RMN 'H do éster obtido (figura 52) pode-se constatar que o sinal
do hidrogénio em &4 4,42 correspondente ao hidrogénio ligado ao
carbono 2 do composto WT-01 encontra-se deslocado para &y
5,53 (dd, 1H, 13; 6 Hz) no derivado obtido com essa reacéo,
indicando que a esterificagdo ocorreu na posicdo 2. A
substituicdo por esse grupamento quimico ocorreu apenas no
C2, visto que nao foi observado deslocamento quimico do sinal
em oy 4,35 (dd, 1H, 8,0;7,5 Hz) atribuido ao hidrogénio H16.
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Figura 52: Espectro de RMN 'H e ampliagdo (500 MHz, em CDCls) do éster
obtido obtido HEM1.
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Além disso, foram observados os sinais dos hidrogénios
CH, do grupamento C4H4O, na regido em torno de oy 2,64.
Analise desses dados permitiu corroborar a estrutura do anel A
do derivado obtido conforme apresentado na figura 53.
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Figura 53: Espectro de RMN 'H e ampliacdo (500 MHz, em CDCls) do éster
obtido, com a subestrutura proposta para o anel A.
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A estrutura foi proposta baseada na comparacdao com dos
seus dados de RMN 'H com os deslocamentos quimicos
observados do composto original WT-01. Para a comprovacao da
estrutura serdo realizados ainda espectros de correlacdo e
medida da atividade otica. A estrutura proposta para o derivado
hemissucinato obtido é apresentada na figura 54.
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Figura 54: Estrutura do éster obtido pela reagdo com anidrido succinico.

Os dados de RMN 'H desse derivado estdo sumarizados
na tabela 17.
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Tabela 17: Dados de RMN "H (500 MHz) da substancia HEM1

WT-01 HEM1
(500 MHz;CDCls,)
H M S[ppm] J[Hz]
1a m 2,28 13;6;3
13 ddd 1,23 13;13;13
2 dd 5,52 13;6
2 m 2,65
6 ddd 5,78 6;2;2
7a m ~2,0 -
78 m 2,40 19;8; 3
8 d ~2,0 -
10 m 2,78 13
12a dd 3,28 14,5;1,0
123 d 2,78 14,5
150 dd 1,41 14
153 m 1,81 14; 8,0
16 dd 4,35 8,0;7,5
17 d 2,57 7,5
23a dd 2,30
23b dd 2,30
24a m 2,91
24b m 2,66
26a d 4,71 0,8
26b d 4,75 0,8
Me-18 S 0,98
Me-19 S 1,09
Me-21 S 1,44
Me-27 S 1,75
Me-28 S 1,26
Me-29 S 1,31
Me-30 S 1,37
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5.5 Isolamento e elucidacao estrutural das substancias
WT-02 e WT-03.

Para separacdo das substancias WT-02 e WT-03
presentes na fragdo FW4 foram utilizadas colunas em gel de
silica, assim como colunas de fase reversa, contudo s6 foi
possivel a obtengdo dessas substancias na forma pura com as
analises preparativas em cromatografia liquida de alta eficiéncia,
Foram testadas duas fases méveis na tentativa de separar essas
duas substancias de comportamento cromatografico semelhante
que estavam presentes na fragdo FW4, a primeira utilizando
acetonitrila (bomba A) e agua (bomba B), em sistema isocratico
(4:6) e a segunda fase mével acetonitrila (bomba A) e metanol
(bomba B), também em sistema isocratico (1:1) A deteccdo das
substancias ocorreu por absor¢do UV em 230 nm e o fluxo do
eluente foi igual a 4,0 mL/min (figura 55).

* Tr=28 min

Tr=24 min

\

Figura 55: Cromatogramas, obtidos por CLAE, das fragbes enriquecidas
com WT-02 e WT-03.

Eluentes: 1: ACN:H»0 (40:60) 2: ACN:MEOH (50:50).

Fluxo: 4ml/min. Detecg¢&o: 230 nm

Coluna preparativa Schim-Pack ODS (250X21,2 mm).
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Em relacdo as andlises, a principal diferenca observada
foi quanto ao tempo de retengdo. No primeiro sistema
cromatogréfico testado foi de 28 min, enquanto que na segunda
andlise o tempo de retencao foi de 24 min.

O resultado obtido na separagdo dessas substancias
utilizando sistema de eluente acetonitrila e agua (40:60; V/V) é
mostrado na cromatografia em camada delgada (figura 56). Cabe
ressaltar que a fragdo com a mistura de ambas cucurbitacinas foi
injetada na concentragédo de 60 mg/ml, tendo sido obtido 45 mg
da WT-03 e 0,66 mg da WT-02, Além de 14,34 mg da mistura.

WT-02 WT-02+WT-03  WT-03 P1 P2

Figura 56: CCD comparativa das substancias WT-02 e WT-03 e amostras
auténticas diidrocucurbitacina B (P1) e diidroisocucurbitacina (P2).

Eluente: hexano:acetato de etila (60:40, V/V).

Adsorvente: gel de silica Fasa.

Detecgéao: Vanilina fésforica/ aquecimento.

Para assegurar a identidade das substancias WT-02 e
WT-03 foram entdo realizadas analises comparativas com
amostras  auténticas da  diidroisocucurbitacina B e
diidrocucurbitacina B (figura 57).
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Figura 57: Cromatogramas, obtidos por CLAE, das substancias WT-02
e WT-03 com amostras auténticas da diidroisocucurbitacina B

e diidrocucurbitacina B.

Coluna: C18 (150 X 4,6mm).

Eluente: CH3CN:H20 (40:60; V/V) - modo isocratico.

Detecgdo: 230 nm. Fluxo: 1 mL/min.

Pode-se concluir que nas condicdes testadas foi verificado
comportamento cromatogréfico semelhante ao da
diidroisocucurbitacina B e diidrocucurbitacina B, referente as
substancias WT-02 e WT-03, respectivamente. Pela CCD nao
foram observadas outras manchas com comportamento
cromatografico (rf e coloragao) semelhante aos padroes.

Em relacdo ao ponto de fusdo, a substancia WT-02
apresentou 226-228 ¢ C, ja a WT-03 o ponto de fusao foi de 181-
183 ¢ C. Esses valores encontram-se na mesma faixa descrita
por Farias (1991) em sua tese de doutorado para a
diidroisocucurbitacina B e diidrocucurbitacina B. Estruturalmente
essas cucurbitacinas sdo muito semelhantes, diferindo apenas
quanto a estereoquimica e posicao da hidroxila do anel A,
conforme mostrado na figura 58.
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WT-03

Figura 58: Estruturas quimicas da diiidroisocucurbitacina B (WT-02) e
diidrocucurbitacina B (WT-03)

Em virtude dos baixos rendimentos obtidos no isolamento
da diiidroisocucurbitacina B foi inviavel a realizacdo de
modificagbes estruturais com essa molécula. A partir disso, uma
perspectiva ou necessidade a obtengdo de maiores quantidades
dessa substancia. Ja a diidrocucurbitacina B, pode ser isolada
tanto da fracdo FW4 como da FW5 (figura 59), com bons
rendimentos, sendo que nessa ultima estava praticamente pura.

DHB Padrao

Figura 59: CCD comparativa padrao dihidrocucurbitacina B e substancia
isolada DHB do extrato de W.ebracteata.

Fase moével: hexano:acetato de etila (1:1, V/V).

Adsorvente: gel de silica Fasa.

Detecgéao: Vanilina fosférica/ aquecimento.
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Com a diidrocucurbitacina B foram realizadas algumas
modificagbes estruturais que permitiram a obtengdo dos seus
derivados acetilado, reduzido e éster, mas nao serdo
apresentados esses dados nesse momento.

Cabe destacar, que estdo sendo realizada uma série de
modificacdes moleculares com as cucurbitacina
diiidrocucurbitacina B e com a cucurbitacina R, majoritarias no
extrato diclorometano, pela aluna de doutorado Karen Luise
Lang, visando ensaios bioldgicos e verificar a relagdo estrutura
atividade para esses compostos.



6 CONSIDERACOES FINAIS
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Com objetivo de obter cucurbitacinas de Wilbrandia
ebracteata em quantidades adequadas para possibilitar ensaios
biolégicos e modificagbes estruturais, bem como verificar a
existéncia de substancias ainda ndo descritas, foi testado um
procedimento cromatografico em coluna tipo flash que permitiu
constatar a predominancia da diidrocucurbitacina B nas fragoes
50:50 e 40:60 através das analises por CLAE (figura 60), o que
foi verificado também por CCD (ver figura 11).

Fracoes coluna flash

Diidrocucurbitacina B

»|[=][e] [=]

2 6 10 12 1 20 2 2 2 28 £l

Figura 60: Cromatogramas, obtidos por CLAE, das fragbes 70:30; 60:40;
50:50 e 40:60 obtidas a partir do fracionamento do extrato diclorometano.
Coluna: C18 (150x4,6 mm; 5um).
Eluente:CH3CN:H20(40:60; V/V)
Detecgéao:230 nm
Fluxo: 1mL/min.
Amostras: A-Fragao 70:30.
B-Fragéo 60:40.
C-Fragao 50:50.
D-Fracao 40:60.
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A predomindncia da diidrocucurbitacina B e da
cucurbitacina B em extratos de Wilbrandia ebracteata ja foi
apontada por Krepsky e colaboradores (2009) que realizaram
analise quantitativa do extrato diclorometano preparado com
raizes de taiuia. Os teores descritos para a diidrocucurbitacina B
foi de 63,0 mg/100 g de raiz, enquanto para a cucurbitacina B foi
de 4,13 mg /100 g de raiz. Em nossos experimentos foi possivel
obter 47,0 mg/100 g de raiz da diidrocucurbitacina B, rendimento
préximo ao descrito por esses autores, indicando a efetividade do
processo extrativo.

Por outro lado, entre as fracdes obtidas nesse processo, foi
observada a presenca de outras cucurbitacinas e algumas
dessas substancias puderam, com base na comparagao com
amostras auténticas, ser identificadas como a diidrocucurbitacina
E e diidroisocucurbitacina B, em concentracbes relativamente
baixas quando comparadas a diidrocucurbitacina B. Além das
citadas, foi constatada a presenca de uma substancia diferente
dos padrdes. Para essa substancia foi realizada a elucidacao
estrutural com base em métodos espectroscépicos (IV, UV, RMN
'H, RMN ®C, COSY, HSQC, HMBC). Experimento de rotagédo
6tica forneceu [a]p® +38,8 (c.1,60; cloroférmio) e espectrometria
de massas de alta resolugdo permitiram identifica-la como (+) -
16a,20B-triidroxi-10a,17a-cucurbit-5,25-dien-3,11,22-triona  (WT-
01). Para essa nova substancia foram preparados os derivados
por acetilagdo, reducdo com NaBH, e o éster com anidrido
succinico.

Nos cromatogramas da figura 61 sao representadas as
andlises realizadas com a WT-01 e padrdes de cucurbitacinas
com caracteristicas de polaridade semelhantes. Os tempos de
retencao observados foram de 14,31 min para a cucurbitacina B,
16,26 min para a diidrocucurbitacina B, 18,95 min para a
diidroisocucurbitacina B, 18,97 min para a diidrocucurbitacina E e
19,20 min para a WT-01. As cucurbitacinas WT-01,
diidrocucurbitacina E e diidroisocucurbitacina B apresentam
comportamento cromatografico por CLAE e CCD bastante
semelhante, sendo de dificil separagao.
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Cucurbitacinas de
polaridade semelhantes

1.
[=][=l[o] (o] [m
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Figura 61: Cromatogramas, obtidos por CLAE, de cucurbitacinas mais
apolares.
Coluna: C18 (150x4,6 mm; 5um).
Eluente:CH3CN:H20(40:60; V/V)
Detecgéao:230 nm
Fluxo: 1mL/min.
Amostras: A- Cucurbitacina B.
B- Diidrocucurbitacina B.
C- Diidrocucurbitacina B + Diidrocucurbitacina E.
D- Diidroisocucurbitacina B.
E- WT-01.

Nas analises com as fragbes mais polares provindas da
coluna tipo flash (figura 62) foi observada em todas elas a
predominancia majoritdria da isocucurbitacina R e da
cucurbitacina R.
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Fracoes coluna flash

\“ Isocucurbitacina R+ Cucurbitacina R

0,04

»| [=] [o]

Figura 62: Cromatogramas, obtidos por CLAE, das fragdes mais polares.
Coluna: C18 (150x4,6 mm; 5um).
Eluente:CH3CN:H20(40:60; V/V)
Detecgd0:230 nm
Fluxo: 1mL/min.
Amostras: A- Fragéo 30:70.
B- Fracédo 20:80
C- Fragao AcoEt.

As analises realizadas por CLAE permitiram, a partir da
area dos picos, determinar quais sdo as cucurbitacinas
encontradas majoritariamente em cada uma das fragbes obtidas
do fracionamento das raizes secas de Wilbrandia ebracteata. Na
tabela 18 sdo apresentados os valores obtidos nas analises.
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Tabela 18: Analise por CLAE da area dos picos de
cucurbitacinas presentes nas fragbes obtidas com o
fracionamento do extrato diclorometano.

F. F. F. F. F. F. F.
70:30 | 60:40 | 50:50 40:60 30:70 20:80 AcoEt

1 - 122341 | 305788 | 237921 - - -
2 - 118052 | 969687 | 1170610 | 74521 - -
3 - 56035 | 176185 | 911054 | 175873 - -
4

- - - 604258 | 819175 | 1102150 | 2573960
5 - - 13704 | 34142 | 64757

*Em negrito: fragdo na qual cada cucurbitacina é predominante.
Cucurbitacinas: 1-WT-01;
2-Diidrocucurbitacina B;
3- Cucurbitacina B;
4- [socucurbitacina R +cucurbitacina R;
5-W6/W7

Esses dados podem orientar a continuidade dos trabalhos,
visando o isolamento de maior quantidade das substancias
identificadas, por exemplo, para a mistura de isémeros W6/W?7,
0s quais nao foram avaliados quanto as atividades citostatica,
antiviral e antiinflamatéria. Essas substancias apresentam
estrutura diferenciada, com ciclo adicional na cadeia lateral,
possivelmente decorrente de uma reacao de desidratacdo de
outra cucurbitacina ja descrita para Wilbrandia ebracteata.

Farias em sua tese de doutorado (1991) descreve um
experimento realizado com a cucurbitacina codificada como W-
15, na qual através da reagdo com H,SO, 9N foi observada a
formagao das cucurbitacinas W6 e W7 (figura 63).



126

- H:0

Figura 63: Formagéo das cucurbitacinas W6 e W7 a partir da W-15 em
meio acido. Fonte: FARIAS, 1991.

Também foram descritos outros experimentos para
verificar a formacao dessas cucurbitacinas durante o processo de
secagem da raiz. Para tanto, amostras de W-6/W-7 foram
aplicadas em uma placa sobre silica gel a 602 C. Nao foi
constatada a formagédo da W6 e W7 a partir da W-15 durante
esse procedimento e nem por exposicao a luz. Dessa forma, nao
se comprovando a hipétese de tratar-se de um artefato formado
durante a secagem do material vegetal

Cabe ressaltar ainda, que nas analises por CLAE,
especialmente na fracao 50:50 observa-se algumas substancias
que ndo puderam ser identificadas, como as com tempo de
retencao de 6,93 min e 20,91 min.

Os cromatogramas obtidos através das analises por CLAE
das raizes secas e frescas de Wilbrandia ebracteata mostraram
semelhanca no perfil cromatografico, ainda que tenham sido
constatadas variagcbes em relacdo aos teores de algumas
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cucurbitacinas, como por exemplo, em relagdo a concentragéo
da diidrocucurbitacina B e da cucurbitacina B (figura 64). E
interessante observar que nas analises realizadas com as raizes
frescas, a cucurbitacina B apresentou maior teor do que no
extrato preparado com as raizes secas. Esse fato pode ser em
virtude dos diferentes locais de coleta, mas também sugere a
possibilidade de uma menor estabilidade da cucurbitacina B, fato
que nao foi investigado neste trabalho.

Extratos

0,14
7

z Isocucurbitacina R+ cucurbitacina R

/ Cucurbitacina B

-

0.10
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Diidrocucurbitacina B
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Figura 64: Cromatogramas, obtidos por CLAE, comparando extratos raizes
secas e frescas de Wilbrandia ebracteata.
Coluna: C18 (150 X 4,6 mm; 5um)
Eluente: CH3CN:H20 (40:60; V/V) - modo isocratico
Amostras: A- Raizes secas
B- Raizes frescas

N

Em relacdo a atividade biol6gica foram avaliados o
potencial citotoxico e a atividade antiviral de uma série de
cucurbitacinas modificadas sinteticamente pela aluna de
doutorado Karen Luise Lang, dentre os quais foram inclusos o
composto WT-01 e seus derivados acetilados e reduzidos. Esse
trabalho foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de
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Virologia Aplicada, do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa
Catarina, coordenado pela Profa. Dra. Claudia Maria Oliveira
Simdes. Na avaliacdo da citotoxicidade foi utilizado o método
colorimétrico do sal de tetrazolium (MTT) em células Vero.
Desses compostos, nenhum apresentou atividade antiviral. Os
mesmos compostos serdo avaliados ainda a atividade citostatica
em cultura de células, com diferentes linhagens.



7 CONCLUSOES
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A partir do fracionamento do extrato em diclorometano de
raizes de Wilbrandia ebracteata em coluna cromatogréafica do
tipo flash foi possivel a separacao da diidroisocucurbitacina B,
diidrocucurbitacina B e de uma cucurbitacina inédita na literatura,
cuja estrutura foi elucidada 16a,2(3,20B-triidroxi-10a,17a-cucurbit
5,25-dien-3,11,22-triona (WT-01).

As modificagbes estruturais com essa cucurbitacina
permitiram a obtencdo dos derivados:

Diacetilado nas posicoes C2 e C16, a partir da acetilacdo com
piridina e anidrido acético;

Reduzido nas posicoes C3 e C22, a partir da reagcdo com
NaBHy,.

Ester monossubstituido em C2, a partir da reagao com anidrido
succinico.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

