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RESUMO

Dihidrocucurbitacina B foi isolada do extrato didmeténico das raizes
deWilbrandia ebracteat& submetida a reac6es@eglicosilacdo, a fim
de obter derivados glicosilados bioativos. Duasodwbgias distintas
foram utilizadas para o acoplamento de glicosdactyse, na formacéo
da ligacadO-glicosidica com dihidrocucurbitacina B. A reacaassica
de Koenigs-Knorr forneceu o derivado 16-ortoésterapetilado de
dihidrocucurbitacina B7), enquanto a reacdo com imidatos resultou no
composto 29-B-galactosideo de dihidrocucurbitacina B2) As
estruturas dos compostos obtidos, bem como derddudurbitacina B,
foram confirmadas através de espectroscopia de RBIN 2D, IV e
espectrometria de massas (ESI-TOF). Cabe destaeangjcompostos
obtidos neste trabalho, sdo inéditos na literatu®s derivados
glicosidicos foram avaliados com relacdo a citaidgide em linhagem
celular de adenocarcinoma humano pulmonar (AS548presentaram
valores de Cgmaiores que o composto natural dihidrocucurbitaBina
ou seja, mostram-se menos citotoxicos.

Palavras-chave:dihidrocucurbitacina B,Wilbrandia ebracteata, O-
glicosilagéo, citotoxicidade.



ABSTRACT

Dihydrocucurbitacin B was isolated from the dicblmethane extract of
the roots ofWilbrandia ebracteatsand submitted tdD-glycosylation
reactions, in order to obtain bioactive glycosiat@erivatives. Two
different methodologies were used for couplinglotgse and galactose
for the formation ofO-glycosidic bond with dihydrocucurbitacin B. The
reaction of classical Kbenigs-Knorr provide theidive of 3,4,6-tri-
O-acetyla-D-glucopyranose-1,2-(dihydrocucurbitacin B orthetate)
(7) while the reaction with imidates reaction resuilte?-O-3-
glucopyranosyl of dihydrocucurbitacin B. The stwues of the
compounds obtained, as well dihydrocucurbitacinvBre confirmed by
spectroscopic 1D and 2D NMR, IR and mass spectpys{eSI-TOF).

It should be noted that the compounds obtainedhia study are
unpublished in the literature. Glycosidic derivaswvere evaluated with
respect to cytotoxicity in cell lines of human lurglenorcacinoma
(A549) and had Cg values higher than the natural compound
dihydrocucurbitacin B in other words that showeskleytotoxicity.

Keywords: dihydrocucurbitacin B, Wilbrandia ebracteata, O-
glycosilation, cytotoxicity
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1 INTRODUCAC IFEEIE

1 INTRODUCAO

A variedade de metabdlitos secundarios encontrados na natureza
representa uma ferramenta essencial na descoberta e desenvolvimento
de novos farmacos, tornando-se uma inspiragao para 0s quimicos neste
processo, em funcéo da diversidade de estruturas quimicas dos produtos
naturais (NICOLAOU;CHEN;DALBY, 2009)

A relevancia dos produtos naturais como fonte de potenciais
agentes quimioterapicos tem sido descrita na literatura. Em 2007,
Newman e Cragg analisaram os farmacos lancados no periodo de
janeiro de 1981 a junho de 2006 e constataram que 17 % das novas
moléculas (NCE = novas entidades quimicas) constituiam-se de
moléculas sintéticas que continham grupos farmacoféricos derivados
diretamente de fontes de produtos naturais. Dados de 2008 revelam que
225 farmacos baseados em produtos naturais estavam em diferentes
estagios de desenvolvimento, sendo que dois farmacos derivados de
plantas e dois semi-sintéticos encontravam-se na fase de pré-registro
(HARVEY, 2008). Nesse sentido, torna-se evidente a importancia dos
produtos naturais no processo de desenvolvimento de novos farmacos.

Cucurbitacinas séo triterpenos dotados de um esqueleto incomum
19 (10>9p) abeo-5a-lanostano (cucurbitano), sendo principalmente
encontradas na familia Cucurbitaceae. Esta classe de compostos pode
ser isolada na forma livre (aglicona) ou glicosilada. Algumas espécies
de cucurbitéceas sdo utilizadas na medicina tradicional para as mais
variadas enfermidades, dentre elas, artrite, sinusite, tumores de pele e
até mordida de cobras (MOREIRA, 1862, PIO CORREA, 1978) No
Brasil, foi incluida na Farmacopéia Brasileira | a cucurbitacea
Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn, popularmente conhecida como taiuia. O
uso popular para as raizes de taiuia é para o tratamento de doencas como
dermatoses, amenorréia, Ulcera gastrica aguda, prisdo de ventre e
doencas reuméticas (PIO CORREA, 1978). Na década de 80, 0 uso de
taiuia se tornou uma panacéia com alguns produtos contendo esta droga
vegetal sendo comercializados, inclusive exportados.

Uma andlise destes produtos revelou que o material vegetal
utilizado como insumo farmacéutico tratava-se de Wilbrandia
ebracteata Cogn., ao invés de C. tayuya a espécie da Farmacopéia
Brasileira I, pelo menos no que diz respeito ao material comercializado
no Rio Grande do Sul (FARIAS et al., 1986)

A partir dessa constatacdo, desde a década de 80, W. ebracteata
vem sendo estudada por nosso grupo de pesquisa com relacdo a sua
constituicdo quimica e propriedades bioldgicas, principalmente,



JFIN 1 INTRODUGAO

citotdxica, antitumoral e anti-inflamatéria, as quais demonstram
resultados promissores. Dentre as cucurbitacinas descritas para esta
espécie, destaca-se a dihidrocucurbitacina B por ser o composto
majoritario do extrato diclorometanico das raizes de W. ebracteata.

Especificamente dihidrocucurbitacina B, apresentou resultados
relevantes na reducdo significativa do crescimento tumoral quando
avaliada frente a linhagem de melanoma (B16F10), assim como,
inibicdo do edema de pata induzido por carragenina
(PETERS;FARIAS;RIBEIRO-DO-VALLE, 1997, SIQUEIRA JR et al.,
2007, SIQUEIRA et al., 2009).

Atualmente, as pesquisas de novos farmacos tem se baseado na
avaliacdo da estrutura quimica de compostos e no desenvolvimento de
substancias analogas, visto que a obtencdo de estruturas completamente
novas, despende grande investimento de tempo e dinheiro (PATRICK,
2009). Inserido neste contexto, est4 a obtengdo de derivados glicosilados
de dihidrocucurbitacina B, a fim de obter compostos ativos, com
caracteristicas  fisico-quimicas melhoradas, como por exemplo
solubilidade o que facilitaria os ensaios bioldgicos in vitro. Os O-
glicosideos de dihidrocucurbitacina B sintetizados neste trabalho serdo
avaliados por grupos de pesquisa colaboradores frente a atividade
citotdxica em linhagens tumorais, anti inflamatdria e anti-parasitaria.
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Na presente revisdo serdo destacados, de forma sucinta, aspectos
estruturais e alguns dados farmacoldgicos e toxicoldgicos sobre
cucurbitacinas e O-glicosideos de cucurbitacinas, especialmente sobre
dihidrocucurbitacina B utilizada como material de partida para as
reacOes de O-glicosilacdo. Ainda, sera abordada a espécie Wilbrandia
ebracteata Cogn, material vegetal utilizado como fonte de
dihidrocucurbitacina B. Revisdes mais amplas sobre o tema podem ser
encontradas na literatura (LAVIE;GLOTTER, 1971, MIRO, 1995,
CHEN et al, 2005, RIOS et al, 2005,
LEE;IWANSKI; THOENNISSEN, 2010).

2.1 Cucurbitacinas

Cucurbitacinas sdo triterpenos tetraciclicos altamente oxigenados
e predominantemente encontrados na familia Cucurbitaceae. No entanto,
estes compostos também sdo encontrados em menor freqiiéncia em
outras familias, como por exemplo, Begoniaceae, Cruciferae,
Dastiscaceae, Liliaceae entre outras. Os organismos vegetais das
familias citadas podem conter cucurbitacinas em diferentes 6rgdos,
desde raizes e rizomas até folhas e frutos, bem como nas sementes
(MIRO, 1995, VALENTE, 2004, CHEN et al., 2005).

As cucurbitaceas destacam-se pela importancia econdmica como
preciosa fonte de alimentos e plantas ornamentais. Referindo-se ao
primeiro aspecto estdo abdbora moranga (Cucumis pepo), pepino e
meldo (Cucumis sativus e Cucumis melo), melancia (Citrillus vulgaris),
maxixe (Cucumis anguria) e chuchu (Schium eduli). Outros géneros séo
cultivados para fins ornamentais, como por exemplo, cabaca (Lagenaria
vulgaris) também utilizada na fabricagdo de cuias e vasilhames
(PAGOTTO;KAPLAN;GOTTLIEB, 1996).

A primeira cucurbitacina foi descrita em 1831por Morries e
Hennel, recebendo o nome de elaterina, uma vez que o composto
cristalino foi isolado do suco dos frutos de Ecballium elaterium
(Cucurbitaceae) (figura 1). Porém, sua caracterizacdo estrutural ocorreu
em 1960, sendo descrita com um esqueleto tetraciclico do tipo
lanostano.
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Figura 1: Ecballium elaterium (flores, habitat e frutos) e estrutura de
elaterina (proposta em 1960). (Fotos: www.plantsystemactics.org).

No entanto, a estrutura proposta em 1960 foi contestada um ano
depois por Lavie e colaboradores, 0s quais comprovaram um novo
esqueleto para elaterina. Baseados nas observacGes provindas de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), os autores
definiram um esqueleto tetraciclico inédito, no qual a metila 19
inicialmente alocada no carbono 10, encontrava-se na posicdo 9.
Migragdo essa indicada com a nomenclatura 19 (10->9p) abeo (LAVIE
et al., 1961). Outras correcbes foram realizadas, como 0s
posicionamentos da dupla ligacdo no anel B e a carbonila no anel C,
caracterizando o esqueleto 19 (10->9p) abeo-5a-lanostano (cucurbitano)
e, posteriormente, elaterina recebeu 0 nome de cucurbitacina E (figura
2).

28 %29 .
19 (10—»9B) abeo-5a-lanosteno cucurbitacina E
elaterina (1961)

Figura 2: Estrutura correta de elaterina (cucurbitacina E).

Cucurbitacinas podem ser isoladas na forma livre (aglicona)
ou glicosilada, no entanto, o isolamento de glicosideos de
cucurbitacinas ¢ dificultado pela presenca da enzima [-glicosidase
em  muitos tecidos vegetais (LAVIE;GLOTTER, 1971,
DINAN;HARMATHA;LAFONT, 2001). Exemplos de O-glicosideos
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de cucurbitacinas, bem como suas atividades farmacoldgicas, serdo
abordados no item 2.1.2.

De maneira geral, existem mais de 50 cucurbitacinas
identificadas e suas principais diferencas estruturais estdo
relacionadas as funcionalidades no anel A, modifica¢Ges na cadeia
lateral e fatores estereoquimicos (VALENTE, 2004, CHEN et al.,
2005, RIOS et al., 2005). Na figura 3, estdo representados alguns
exemplos de cucurbitacinas, demonstrando a diversidade estrutural
desta classe de compostos:

cucurbitacina G/H cucurbitacina J/K

OH
s,
\

AcQ 9
o,

HO.

HO'

™. cucurbitacina O cucurbitacina S

datiscacina

Figura 3: Estruturas quimicas de algumas cucurbitacinas (CHEN et al.,
2005).

Dentre as vérias cucurbitacinas ja descritas na literatura, a
cucurbitacina B e cucurbitacina D séo freglientemente relatadas como as
mais comuns em espécies da familia Cucurbitaceae. Alguns autores
sugerem que as cucurbitacinas B e cucurbitacina E sdo 0s compostos
primarios e ddo origem as outras cucurbitacinas a partir de processos
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enzimaticos durante o desenvolvimento e maturagdo da planta
(METCALF;LAMPMAN, 1989).

Algumas espécies de cucurbitaceas sdo de uso tradicional na
medicina popular e foram objeto de intensa investigacdo nas décadas de
50 e 60 do século passado. No entanto, para algumas delas foi
evidenciada elevada toxicidade, o que trouxe consigo uma queda no
interesse sob o ponto de vista terapéutico. Em relacdo a toxicidade,
destacam-se os dados de dose letal mediana (DLsp) para a cucurbitacina
D, apenas 5 mg via oral e 2,0 mg via intraperitoneal em ratos
(DAVID;VALLANCE, 1955, GITTER et al., 1961). Estudos mais
recentes associam essa toxicidade com alguns elementos estruturais, que
sdo frequentes, mas ndo estdo presentes em todas as estruturas de
cucurbitacinas.

A propria variedade estrutural de cucurbitacinas isoladas de
fontes naturais permite avaliar qualitativamente a relagdo entre a
estrutura e a citoxicidade. Musza e colaboradores (1994) avaliaram
diferentes cucurbitacinas isoladas de Conobea scoparioides em um
modelo de citotoxicidade in vitro com células JY (virus Epstein Barr
imortalizado em células B), verificaram que a cadeia lateral esta
diretamente envolvida na citoxicidade, bem como a presenga de uma
carbonila o,p insaturada na mesma. J4 modifica¢des no anel A parecem
ndo influenciar na citoxicidade, no modelo utilizado.

No entanto, estudos mais amplos utilizam métodos
computacionais para avaliar a relacdo entre os elementos estruturais e a
toxicidade. Van Dang, Rode e Stuppner (1994) realizaram um estudo de
relacdo estrutura—atividade eletrénico quantitativo (QESAR) baseados
em resultados descritos na literatura de citotoxicidade e toxicidade
animal. Como resultado, observou-se que atomos estdo associados,
especialmente com a toxicidade animal: O-3, C-9, C-11, C-16 e C-25,
enquanto outros estdo relacionados com a citotoxicidade: C-1 e C-2
(insaturag@o ou posi¢do 2 oxigenada), carbonila aff insaturada em C-22,
metila em C-9, O-25 (substituido com acetila) (figura 4).
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Figura 4: Representacdo genérica de cucurbitacina e em destaque 0s
componentes estruturais relacionados com toxicidade e citotoxicidade.

O mesmo estudo ainda apontou que as hidroxilas em C-2 e C-16,
guando substituidas, aumentavam drasticamente a citotoxicidade, na
ordem de 100 vezes, quando comparados com compostos que
continham as hidroxilas livres. Com o auxilio de programas
computacionais foi possiveis estabelecer os grupos farmacoféricos,
dentre eles, estd o grupamento acetila substituido em C-25.
Substituicdes nesta posicdo com grupos fortemente doadores de elétrons
esterificados no O-25 tornavam a citotoxicidade seletiva cerca de 1700
vezes comparado a substituicdo com o grupamento acetila.

2.1.1 Potencial terapéutico de cucurbitacinas

Uma diversidade de atividades farmacoldgicas tem sido descritas
para cucurbitacinas baseada no uso etnofarmacolégico das plantas que
as contém, como por exemplo, antimicrobiana, hepatoprotetora,
antitumoral, anti-inflamatdria. Tendo em vista as revises publicadas
(MIRO, 1995, CHEN et al., 2005 RIOS et al, 2005,
LEE;IWANSKI; THOENNISSEN, 2010), abordaremos neste topico, de
forma sucinta, alguns estudos recentes sobre atividades citotdxica,
antitumoral e anti-inflamatéria.

2.1.1.1 Atividade citotoxica e antitumoral

As atividades citotoxica e antitumoral sdo as propriedades mais
investigadas para cucurbitacinas, reflexo da conhecida toxicidade destes
compostos, que presumivelmente exercem sobre células cancerigenas.
De fato, na literatura sdo descritos estudos frente a diversas linhagens
celulares in vitro e in vivo, sendo que cucurbitacinas exibem CCsy na
ordem de nanomolares, como por exemplo, cucurbitacina E que inibiu a
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proliferacdo de linhagens celulares de cancer de prdstata com doses de
12 nM a 295 nM (DUNCAN et al., 1996)

A toxicidade ndo seletiva e 0 baixo indice terapéutico sdo os
fatores apontados como limitante para o desenvolvimento de um
farmaco com base nas cucurbitacinas. Uma solucdo, atualmente
abordada, é o sinergismo de cucurbitacinas com agentes quimioterapicos
ja utilizados clinicamente. Tais associaces sdo vantajosas visto que 0
efeito terapéutico é alcancado em baixas doses e evitam a resisténcia
celular (LEE;IWANSKI; THOENNISSEN, 2010).

Nesse sentido, Sadzuka e colaboradores (2008) avaliaram in vitro
e in vivo o sinergismo entre cucurbitacina E e doxorrubicina em sarcoma
ovariano M5076. Cucurbitacina E na dose de 0,1 pM (in vitro)
aumentou os niveis de doxorubicina nas células tumorais e diminuiu o
efluxo de doxorrubicina das mesmas, mantendo o0s niveis do
quimitoterapico nas células. J& os ensaios in vivo mostraram que
cucurbitacina E (0,2 mg/kg) co-administrada com doxorrubicina
diminuiu o tamanho e o peso do tumor em 50 % quando comparado com
0 tratado com doxorrubicina.

Cucurbitacina B (0,5mg/kg), avaliada in vivo em osteosarcomas,
juntamente com metotrexato permitiu a diminuicdo para 1/3 da dose do
agente quimioterapico, mantendo a atividade antitumoral apresentada
somente pelo farmaco (LEE et al., 2011). O sinergismo de cucurbitacina
B (0,5mg/kg) também foi avaliado in vivo em tumor pancreatico com o
guimioterapico gencitabina (25mg/kg) e demonstrou reducdo no
crescimento tumoral em 79 %, sem apresentar sinais de toxicidade
(IWANSKI et al., 2010).

O efeito sinérgico de cucurbitacinas e agentes quimioterapicos
criam uma perspectiva para 0 uso terapéutico desta classe, visto que as
doses avaliadas normalmente estdo abaixo das doses toxicas.

2.1.1.2 Atividade anti-inflamatoria

Existem alguns relatos da potencial atividade anti-inflamatéria de
algumas cucurbitacinas. Cucurbitacinas B, D, E e | foram isoladas das
frutas de Cucurbita andreana e foram avaliadas in vitro com relacdo a
inibicdo das isoenzimas ciclooxigenases 1 e 2, apresentando seletividade
para COX-2. Porém, a inibicdo foi considerada moderada quando
comparada com anti-inflamatdrios ibuprofeno, naproxeno e rofecoxibe.
Na dose de 100 pg/ml, cucurbitacina B apresentou percentual de
inibicdo de 32 %, cucurbitacina D 29 %, cucurbitacina E 35 % e
cucurbitacina 1 27% (JAYAPRAKASAM;SEERAM;NAIR, 2003).
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Em outro estudo, cucurbitacina B reduziu a permeabilidade
vascular no modelo de edema induzido por &cido acético e apresentou
DEs, de 6,1 mg/kg (YESILADA et al., 1989). A mesma cucurbitacina
apresentou melhores valores de DEsy, em modelos de inflamagéo
induzido por serotonina (3,7 mg/kg) e bradicinina (3,7 mg/kg)
(YESILADA etal., 1997).

Cucurbitacina R também apresenta atividade anti-inflamatoria
relevante. No modelo de edema de pata induzido por fosfolipase A, em
ratos, foi capaz de reduzir em 61 % o edema na dose 3m/kg (v.i) e em
edema de orelha induzido por TPA, cucurbitacina R na dose de 10mg/kg
inibiu 36 % do edema (RECIO et al., 2004).

Outros trabalhos importantes destacam a atividade anti-
inflamatdria de dihidrocucurbitacina B e estdo descritos no item 2.2.1.2.

2.1.2 Glicosideos de cucurbitacinas

Alguns autores descrevem que o0s glicosideos de cucurbitacinas
apresentam  dificil isolamento (LAVIE;GLOTTER, 1971,
DINAN;HARMATHA;LAFONT, 2001). No entanto, existem diversos
exemplos de glicosideos de cucurbitacinas, sendo estes em sua
totalidade  O-substituidos, podendo ser monossacarideos ou
oligossacarideos (dextrogiros). Diferentes tipos de moléculas de agUcar
podem ser encontradas como, por exemplo, rhamnose, gentibiose, alose,
soforose e oligossacarideos de glicose. A orientacdo da ligacdo
glicosidica comumente encontrada ¢ [, porém existem relatos de
oligossacarideos orientados em o (CHEN et al., 2005).

Os oxigénios freqlientemente substituidos por estas moléculas
estdo ligados aos carbonos C-2, C-3, C-16 e C-25, e com menor
frequéncia em C-8, C-19, C-23 e C-24. Alguns exemplos de O-
glicosideos de cucurbitacinas encontram-se na figura 5:
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momordicosideos

Momordica charantia datiscosideo
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Figura 5: Exemplos de O-glicosideos de cucurbitacinas.

Apesar de cucurbitacinas serem conhecidas pelo seu sabor
amargo ao paladar, em 1990 foi isolado de Siraitia grosvenori
(Cucurbitaceae) um heterosideo extremamente doce. Siamenosideo |
(figura 5) é cerca de 560 vezes mais doce que o0 aglcar podendo ser um
substituto do mesmo em pacientes diabéticos (MATSUMOTO et al.,
1990). Com relacdo & atividade farmacoldgica de glicosideos de
cucurbitacinas, sdo poucos os relatos na literatura, concentrando-se
principalmente na avaliacdo da citotoxicidade.

Os datiscosideos (figura 5) sdo monossacarideos exclusivamente
substituidos no oxigénio ligado ao carbono C-16 e com diversas
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modificacdes (oxidacdo, acetilacdo e desoxigenagdo) na molécula de
aclcar (quadro 3). Estes compostos foram avaliados em linhagens
celulares de carcinoma nasofaringeal e demonstraram elevada
toxicidade, sendo a dose efetiva para inibir o crescimento de 50 % das
células foi de 0,05 mg/ml (SASAMORI et al., 1983).

Tannin-Spitz e colaboradores (2007) verificaram a atividade
citotdxica de 2-O-B-glicosideo de cucurbitacina B associado ao
glicosideo de cucurbitacina E, na propor¢do de 1:1, em linhagens
celulares de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231). A concentracao
citotéxica (ICso) para esta associacdo foi de 8 uM, para cada
cucurbitacina, apos 48 horas.

Alguns glicosideos foram isolados de rizomas da cucurbitacea
chinesa H.panacis-scandens, dentre eles o glicosideo da cucurbitacina F,
o qual apresentou significativa atividade inibitoria na ativacdo do virus
EBV. O mesmo glicosideo foi avaliado in vivo em ratos induzidos com
TPA para carcinoma de pele, sendo capaz de reduzir em 40 % o nimero
de papilomas por rato, quando comparado com 0 grupo ndo tratado
(KONOSHIMA et al., 1994).

No entanto, controvérsias sdo encontradas na literatura, ja que
alguns estudos indicaram para os glicosideos de cucurbitacinas a mesma
atividade citotoxica que suas agliconas avaliadas isoladamente (MENG
etal., 2008, MATSUDA et al., 2010)

2.2 Wilbrandia ebracteata Cogn

W. ebracteata (figura 5) é uma das espécies conhecidas
popularmente como “taiuid”, nome nativo de vérias espécies de
Cucurbitaceae, e sua distribuicdo ocorre desde o Rio Grande do Sul até
0 Espirito Santo (PORTO, 1974; MATOS, 1979). Essa espécie vem
sendo estudada desde a década de 80, devido a comprovacdo da
utilizacdo de suas raizes como insumo farmacéutico em produtos com
declaragdo de conteudo de Cayaponia tayuya. Esta Ultima, por sua vez,
¢ a espécie descrita como ‘taiuid” na primeira edi¢do da Farmacopéia
Brasileira (1926) (figura 6).
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Figura 6: Raizes de Wilbrandia ebracteata e raizes e frutos Cayaponia
tayuya (respectivamente). (Fotos: Eloir Paulo Schenkel).

Na medicina tradicional, as raizes de taiuid sdo utilizadas no
tratamento das mais diversas enfermidades: prisdo de ventre,
dermatoses, amenorréia, Ulcera gastrica aguda e doencas reumaticas
(PIO CORREA, 1978).

Estudos farmacoldgicos in vivo realizados com o extrato
diclorometanico de raizes de W. ebracteata, na dose de 10 mg/kg,
administrados via oral (v.0), em ratos com artrite induzida por zimosana
indicaram atividade antinociceptiva , diminuicdo da producdo de 6xido
nitrico e ndo foram observados danos na mucosa gastrica dos ratos em
gue foram administrados com até 30 mg/kg (v.0) de extrato
diclorometénico de W. ebracteata. (REBELO PETERS et al., 2003).

Em outro modelo de inflamacdo (pleurisia induzida por
carragenina) 0 extrato diclorometanico também  apresentou
significativos resultados na inibicdo do influxo de células, diminuicdo
no extravasamento dos fluidos na cavidade pleural, assim como, uma
gueda dos niveis de prostaglandinas E, na dose de 10 mg/kg (v.0) em
ratos (PETERS et al., 1999).

A atividade hepatoprotetora foi avaliada em um estudo in vivo
pela administracdo do extrato hidroetandlico das folhas de W.
ebracteata. Os ratos, previamente tratados (v.0) com o extrato, exibiram
reducdo da lesdo gastrica induzida por etanol, sendo estes resultados
mais expressivos que o tratamento com 20 mg/kg de omeprazol
(GONZALEZ;DI STASI, 2002). Na avaliagdo da atividade
antiherpética, os extratos (acetato de etila e butanélico) das raizes de W.
ebracteata ndo apresentaram bons indices de seletividade (I1S) em ensaio
in vitro (ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2005).
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2.2.1 Constituicdo quimica

Desde a década de 80, sdo realizados estudos sobre a
constituicdo quimica de W. ebracteata, 0s quais resultaram em
dissertacGes de mestrado (FARIAS, 1986, SANTOS, 1986, KREPSKY,
2003, GAZOLA, 2008, GUIMARAES, 2010) e tese de doutorado
(FARIAS, 1991). Destacam-se como constituintes majoritarios
cucurbitacinas, mas também foi verificada a presenca de flavondides C-
glicosideos. Recentemente, nosso grupo de pesquisa identificou a
presenca de duas cucurbitacinas inéditas (KL-39 e WT-01) e uma nova
cucurbitacina para a espécie W. ebracteata (isocucurbitacina R),
isoladas a partir do extrato diclorometanico (GUIMARAES, 2010,
LANG et al., 2011). Na figura 7, estdo representadas as cucurbitacinas
isoladas de W. ebracteata.
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Figura 7: Cucurbitacinas isoladas de W. ebracteata (SCHENKEL et al.,
1992, FARIAS et al., 1993, LANG et al., 2011)

S&0 descritos também o isolamento de alguns O-glicosideos
presentes nas raizes de W.ebracteata (SCHENKEL et al., 1992,
FARIAS et al.,, 1993, GAZOLA, 2008). Em sua totalidade O-f-
glicosideos de cucurbitacinas (figura 8):
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Figura 8: Estruturas quimicas de O-glicosideos de isolados de W.
ebracteata.

Dentre as cucurbitacinas descritas para a espécie W. ebracteata,
dihidrocucurbitacina B é composto majoritdrio do  extrato
diclorometanico das raizes desta espécie (KREPSKY et al., 2009).
Estruturalmente, é caracterizada pela presenga de dois sistemas a-cetol (
localizados no anel A e cadeia lateral), cadeia lateral saturada além da
presenca de um grupamento acetila na mesma. Ainda estdo presentes
grupamentos mais comuns em cucurbitacinas, como a cetona em C-11,
comum em esteroides, e hidroxila em C-16 (Figura 9).

) ",  diidrocucurbitacin B

Figura 9: Estrutura quimica de dihidrocucurbitacina B.
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2.2.1.1 Atividade citotoxica e antitumoral de dihidrocucurbitacina B

Seguindo a mesma Idgica dos estudos realizados para
cucurbitacinas em geral, a atividade citotoxica/antitumoral para
dihidrocucurbitacina B vem sendo investigada. A maioria dos estudos,
apresentam atividade citotdxica realizadas in vitro e apenas um estudo
in vivo para atividade antitumoral.

Dihidrocucurbitacina B (1,8 e 3,6 pg) inibiu de forma potente a
proliferacdo celular de maneira tempo e dose dependente em linhagem
celular de cancer de mama (Bcap37). Os estudos in vitro determinaram
gue a acdo citotoxica ocorra na fase G,/M do ciclo celular, seguido pela
apoptose (YANG et al., 2007).

O aprofundamento no estudo do mecanismo citotoxico de acdo de
dihidrocucurbitacina B mostrou que em linhagens celulares de cancer de
colo com a auséncia de fatores de transcricdo (STAT3), a mesma inibiu
significativamente a proliferacdo celular tumoral. Estes resultados
sugeriram uma nova via de acdo para a dihidrocucurbitacina B (MAPK),
uma vez que estudos com outras cucurbitacinas apontavam a via STAT3
(ESCANDELL et al., 2008). Na tabela 1, sdo apresentadas as
concentracdes citotoxicas de dihidrocucurbitacina B capazes de inibir 50
% o crescimento tumoral (CCs) em diferentes linhagens celulares.

Tabela 1: CCs, de dihidrocucurbitacina B para algumas linhagens
celulares tumorais.

Linhagem celular CCx Referéncia

(1M)
HCT116 (cancer de colo) 9,8 (ESCANDELL et al., 2008)
HKe3 (cancer de colo) 4,7 (ESCANDELL et al., 2008)
NUGC-3 (cancer gastrico 3,26 (WU et al., 2004)
humano)
HONE-1 (cancer 1,55 (WU et al., 2004)

nasofaringeal)

Ab49 (adenocarcinoma 12,84  (LANGetal., 2011)
de pulmao)

KB (cancer 14,72 (LANG et al., 2011)
nasofaringeal)

RD (rabdomiosarcoma) 12,74  (LANGetal., 2011)
HCT-8 (adenocarcinoma 10,57 (LANG et al., 2011)
ileocecal)
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Com relagdo a testes in vivo, o Unico trabalho descrito na
literatura até o presente momento para a atividade antitumoral foi
realizado nesta Universidade. Promissores resultados foram obtidos com
dihidrocucurbitacina B em camundongos induzidos com linhagem de
melanoma, especificamente células B16F10. Na dose de 10 mg/kg (v.0),
0 composto isolado foi capaz de reduzir em 83 % a massa tumoral, sem
apresentar distdrbios como diarréia e sangramentos. Ainda, neste
mesmo modelo, foi observada a reducdo em 50 % na metastase
pulmonar (SIQUEIRA et al., 2009).

2.2.1.2 Atividade anti-inflamatoria de dihidrocucurbitacina B

O uso popular mais difundido para a droga vegetal “taiuia” é no
tratamento de  doencas reumaticas, Ou  Seja,  Processos
inflamatorios.Neste sentido, objetivando explicar cientificamente a
tradicdo popular, alguns estudos avaliam a acdo anti-inflamatoria de
dihidrocucurbitacina B.

No modelo de estudo inflamat6rio em ratos com edema de pata
induzido por carragenina, dihidrocucurbitacina B na dose de 4mg/kg
inibiu ap6s 3 horas de administracdo (v.0) 46 % da formacdo do edema.
Estes resultados foram mais promissores que aqueles obtidos com o
farmaco indometacina (10mg/kg) (RECIO et al., 2004). Ainda
utilizando este modelo, porém com a via de administragdo
intraperitoneal, dihidrocucurbitacina B (3mg/kg) apresentou 56 % de
inibicdo do edema, enquanto a indometacina (5mg/kg) causou 46 % de
inibicdo (SIQUEIRA JR et al., 2007).

Outro modelo inflamatdrio avalia a acdo de dihidrocucurbitacina
B na hipersensibilidade tardia induzida por alérgenos utilizando a via de
administracdo  tépica. A aplicagdo de 0,3 mg/orelha de
dihidrocucurbitacina B inibiu em 24 horas 39 % do edema causado por
oxazolona, enquanto que resultados mais expressivos (60%) foram
alcangados apds 72 horas de administracdo topica de 0,5 mg/ orelha de
dihidrocucurbitacina B contra o alérgeno dinitrofluorobenzeno
(ESCANDELL et al., 2007).
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Os objetivos gerais do presente trabalho consistem na obtencéo
de dihicucurbitacina B a partir de raizes de W. ebracteata e a realizacéo
de reacGes de O-glicosilagdo, visando a obtengdo de derivados
glicosilados para a avaliagdo das atividades citotdxicas, antiviral, anti-
inflamatoria e antiparasitaria.

3.1 Objetivos especificos

. Isolar dihidrocucurbitacina B a partir de raizes de W. ebracteata;

o Realizar reaces de O-glicosilacdo na dihidrocucurbitacina B,
buscando a obtencdo de analogos mais hidrossoluveis e bioativos;

. Obter derivados contendo glicose e galactose nas posicbes C-2 e
C-16 de dihidrocucurbitacina B;
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Considerando o0 interesse na obtencdo de derivados de
dihidrocucurbitacina B (DCB) com caracteristicas hidrossoliveis o
trabalho foi direcionado para a obtencdo dos compostos A, B e C (figura
1), por meio de introducdo de diferentes unidades monossacaridicas via
ligacéo glicosidica.

diidrocucurbitacina B

(e)

Esquema 1: Representagdo esquematica de possiveis derivados
glicosilados de dihidrocucurbitacina B (unidade monossacaridica
representada genericamente)

Neste sentido, o desenvolvimento experimental do trabalho foi
dividido em 3 etapas: (i) isolamento dihidrocucurbitacina B a partir de
raizes de W. ebracteata, (ii) sintese dos doadores monossacaridicos (iii)
reagdes de O-glicosilagéo.

A formagdo da ligagdo O-glicosidica (figura 10) é quimicamente
caracterizada pela substituicdo de um grupo abandonador (X) da posicéao
anomérica do agUcar devidamente protegido, o qual € denominado
doador monossacaridico, por uma funcdo hidroxilica qualquer que
desempenha o papel de aceptor. A realizacdo desta ligacdo é alcancada
na presenca de promotores especificos para cada tipo de metodologia
utilizada, considerando o doador glicosidico  selecionado.
(DAVIS;FAIRBANKS, 2002, BRITO-ARIAS, 2007)
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Figura 10: Reacdo genérica de glicosilagdo. GP: grupo protetor; R:
substituinte; X: grupo abandonador em C-1 (anomérico).

A literatura descreve diversas metodologias para O-glicosilagéo.
Na tabela 2, estéo listados os principais métodos, denominados de forma

simplificada,

assim

como o0 grupo abandonador
monossacaridico e 0s respectivos promotores reacionais.

do doador

Tabela 2: Principais metodologias de formacdo da ligacdo O-

glicosidica.
Metodologia Grupo Promotor Referéncias
abandonador
no doador
Koenig Knorr Cl, Br Ag,CO3; Ag,O;  (KOENIGS;KNO
AgNOg; AgClO,; RR, 1901)
AgOTf
Fisher OH HCI (gés); (FISCHER, 1893)
pTsOH

Michael Cl, Br NaOH; K,CO3;  (ANDERSON;LE

NaH ABACK, 1961)
Helferich Cl, Br Hg(CN),; HgBr,; (HELFERICH;SC

Hgl, HMITZ-
HILLEBRECHT,
1933)
Fuséo OAcC ZnCl,; TsOH (BAGGETT;SAM
BF;.0Et, RA;SMITHSON,
1983)
Imidatos OC(NH)CCl; AgOTT; (SCHMIDT;KIN
TMSOTT; ZY,1992)

Tioglicosideos

Sililados

SCHj3, SCyH5,S
CeHs

SiCHs,
SiCH;BU'

BF3OEt2, NaH
Hg(OAC),, NBS,
DMTST,
NIS/TfOH, IDCP
TMSOTH,
BF;.Et,0

(LONN, 1985)

(TIETZE, 1983)
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4.1 Isolamento de dihidrocucurbitacina B

As raizes dessecadas e cortadas em pequenos fragmentos de W.
ebracteata foram adquiridas comercialmente na empresa Lohmann
Ltda, situada no municipio de Nova Petrépolis (RS). A autenticidade da
amostra foi aferida por meio de técnicas cromatogréficas, cromatografia
em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com material coletado e identificado com base em
caracteristicas das flores e frutos (KREPSKY et al., 2009). Na figura 11,
pode ser visualizado o perfil cromatografico do extrato diclorometanico,
como também, do composto isolado (dihidrocucurbitacina B ):

e

L

bCcB DCM

Figura 11: CCD comparativa extrato diclorometanico (DCM) e
composto isolado dihidrocucurbitacina B (DCB). Fase estacionaria: gel
de silica Fps4; Fase movel: hexano:AcOEt (60:40; v/v); Deteccao:
vanilina-H3PO,/ aquecimento (100°C).

A fim de aumentar a superficie de contato com o liquido extrator,
3,7 kg de raizes de W. ebracteata foram moidas em moinho de facas e
em seguida submetidas a maceracdo em diclorometano (10 L). Apds
quatro dias em contato com o solvente, o extrato foi filtrado e o solvente
concentrado em evaporador rotatério sob pressdo reduzida. O
diclorometano destilado foi re-utilizado na maceracdo subseqliente das
raizes, sendo este processo repetido por mais duas vezes. Ao final, a
massa total de extrato diclorometanico foi de 74 g, representando o
rendimento de 2 %.

O isolamento de dihidrocucurbitacina B a partir do extrato DCM
foi conduzido de acordo com a figura 12.
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10 g de extrato diclorometanico

Coluna cromatografica tipo “flash"em gel de silica G60
Fase movel: hexano com proporcao de acetato de etila
ate 100 % acetato de etila.

HA || wA || HAa | Ha H:A H:A HA | HA || AcoEt
8:2(v/v) 7:3(v/v) 6:4 (v/v) 5:5 (v/v) 4:6 (v/v) 3:7 (v/v) 2:8 (v/v) 1:9 (v/v) 100%
123% 7.43% 3,88% 252% 127% 19.5% 10,4 % 28.6% 8.88%

——

I Cromatografia em coluna classica

Fase estacionaria: gel de silica 40 - 63 um
Fase movel: Hex: AcOET (6:4 v/v)

Figura 12: Fracionamento cromatografico a partir do extrato
diclorometanico (DCM) de W.ebracteata.

A elucidacdo estrutural de DCB atraves de espectroscopia de
RMN H, °C, correlagdes bidimensionais (COSY, HMBC, HSQC,
NOESY) e espectrometria de massas esta detalhadamente descrita na
literatura (MORRIS KUPCHAN;GRAY ;GROVE, 1967,
DUNCAN;LEVI,PYTTEL, 1968, CHE et al., 1985, FARIAS, 1991). A
estrutura do composto isolado (dihidrocucurbitacina B) foi comprovada
utilizando as técnicas mencionadas acima, além de se basear na
literatura referenciada.

Em resumo, a estrutura triterpénica de dihidrocucurbitacina B é
composta por 32 carbonos, sendo que 11 sdo quaternarios, 9 metilicos, 6
metilenos e 6 metinos e ao todo sdo 46 hidrogénios ligados a estes
carbonos, com excecdo de 3 hidrogénios acidos, ou seja, hidroxilicos.
Tais hidroxilas estdo dispostas duas no cliclopentanoperidrofenantreno
(C-2 e C-16) e uma hidroxila ligada & um &omo de carbono terciario (C-
20) na cadeia lateral. Acredita-se que esta Ultima ndo seja capaz de
realizar o ataque nucleofilico devido ao impedimento estérico que a
metila ligada geminalmente neste carbono deve exercer, juntamente com
a cadeia lateral (SMITH;MARCH, 2007)(figura 13).
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Figura 13: Representagdo 3D de dihidrocucurbitacia B, em destaque
hidroxila ligada carbono 20 (Software Discovery Studio 3.1 Client).

Destacamos a seguir 0s sinais de ressonancia relacionados com 0s
carbonos hidroxilados, considerando a sua importancia em vista do
objetivo da glicosilacdo desses grupos. Cabe destacar que, o sinal do
hidrogénio ligado ao carbono 2 apresenta a multiplicidade de duplo
dupleto em & 4,41 ppm e suas constantes de acoplamento sdo J,g, 13 Hz
e Jiu» 6 Hz. J& o hidrogénio ligado ao carbono 16 (6 4,31) pode ser
interpretado como um pseudo-tripleto, uma vez que ao analisar o
espectro bidimensional COSY é possivel observar o acoplamento deste
hidrogénio com 3 ndcleos diferentes: H-17, H-15, e H-155. Uma
possivel explicagdo para o sinal em & 4,31 ndo resultar em duplo duplo
dupleto é o angulo diedro formado entre os planos préximo a 90° com os
atomos de hidrogénio ligados ao carbono 15, influenciando em uma
constante pequena (inferior a 1Hz), demonstrado na forma alargada do
sinal (figura 14).
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o7 H-2 =a/
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T
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Figura 14: Estrutura quimica de dihidrocucurbitacina B e seu espectro
completo de RMN “H (500 MHz, CDCIs). Em destaque 0s sinais
referentes aos hidrogénios em C-2 e C-16 em RMN 'H e COSY 'H-'H.

A estereoquimica do esqueleto cucurbitano foi determinada
através de dados cristalograficos como cis para juncdo dos anéis B e C,
enquanto que entre os anéis C e D é trans. Com relacdo a conformacgéo
adotada, os anéis A e C adotam a forma de cadeira, enquanto 0s anéis B
e D a forma usual é de meia cadeira (RESTIVO;BRYAN;KUPCHAN,
1973)(figura 15).

Figura 15: Estruturas 3D de dihidrocucurbitacina B na conformagéo
mais estavel (menor energia) (Software Discovery Studio 3.1 Client).
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4.2 Sintese dos doadores monossacaridicos

Na linha de pesquisa iniciada com a preparacédo de glicosideos de
cucurbitacinas, o interesse é possibilitar a avaliacdo das atividades
biolégicas desses triterpenos contendo  diferentes  unidades
monossacaridicas. Neste trabalho, o objetivo estabelecido foi a obtengdo
de glicosideos e galactosideos de dihidrocucurbitacina B.

Dessa forma, as reagGes para a preparacdo dos doadores
monossacaridicos, bem como as reagdes de O-glicosilagdo foram
realizadas com os monossacarideos D-glicose e D-galactose. Esses
doadores sdo os mais freqlientemente utilizados nas reacdes de O-
glicosilacdo e a partir dos mesmos foi planejada a sintese dos doadores
funcionalizados em C-1° com halogénio (bromo) e também o
grupamento tricloroacetimidato (esquema 2). O primeiro utilizado nas
reacdes de Koenigs-Knorr, desde o inicio do século passado e o
segundo, derivado tricloroacetimidato proposto por Schmidt e
colaboradores (1986) com algumas vantagens, principalmente maior
estabilidade quimica e o alto rendimento nas reacGes de O-glicosilagéo.

R; OH R; OAc R; OAc
/&W H,NNHAC Rz
TININAAC
/&WOH Ac e AcO Ac “pymE . AcO
1a:R= H, Rz— OH 2a:R;=H, Ry= OAc 4a:Ry=H, R= OAc
1b:Ry= OH, R;=H 2b:R;= OAc, R;= H 4b:R;= OAc, Ry= H
HBr CCI,CN | CH,Cl,
DBU | 0°C
R; OAc R; OAc
Ry Q R Q
AcO AcO
OAc OAc
Br O.__CClg
3a:R;= H, R,= OAC 5a:R,= H, R,= OAC
3b:R;= OAC, R;= H 5b:R;= OAC, Ry= H NH

Esquema 2: Rota sintética para a preparacao dos doadores
monossacaridicos. Série a: glicose; Série b: galactose.
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As reacgdes de sintese dos doadores monossacaridicos 3 (a,b) e 5
(a,b) envolve a formagdo de um intermediario comum (2a 2b), o qual
foi sintetizado a partir de D-glicose (1la) e D-galactose (1b), ambos
adquiridos comercialmente. Os compostos 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-
a, p-D-glicopiranose  (2a) e 1,2,34,6-penta-O-acetil-a,B-D-
galactopiranose (2b) foram obtidos a partir do tratamento dos
precursores (la,b) com iodo molecular e anidrido acético em
temperatura ambiente. Nos primeiros minutos da reacdo, ocorre intensa
liberacdo de calor e os monossacarideos 1 (a,b) permanecem insollveis
em anidrido até a formacdo completa do produto 2. O rendimento desta
reacdo é quantitativo, ndo sendo necessaria separacdo cromatografica
para ser utilizado nas préximas etapas.

Os compostos 2a e 2b foram caracterizados por espectroscopia de
RMN 'H, principalmente pela presenca de 5 simpletos préximos a
regido de & 2 correspondentes a CH3 de grupamentos acetila. Pode-se
observar também, a formacdo de isdmeros na propor¢do de 5:1 (a:f),
com base na integracdo dos sinais do hidrogénio em C-1, conforme
indicado na figura 16.

H-1la

J=3,8 Hz i ap=51 1
= 1 i OAc
| pA=Y
| AcO ~\L.0Ac
OAc
2a
H-1B
J=8,4 Hz 5 x COOCH;
7 ——
) | 1

il

.....

0.98 0.18 1.000.202.41
u

U U uu [ W]

TrrTTrTrTTTTYTYTYYY T UMAAALALIEA RASES LSS s aa RasY ) T
70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20
Chemical Shift (ppm)

Figura 16: Espectro RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de 1,2,3,4,6-penta-O-
acetil-D-a,3-D-glicopiranose (2a).

Cabe destacar que a diferenga estrutural entre glicose e galactose
esta na configuragdo adotada pelo carbono 4. Na glicose, este carbono
apresenta configuracdo S e a hidroxila esta em posicdo equatorial na



4 RESULTADOS E DIscussAO IEFR

conformacéo “Cy, a qual é predominante e mais estavel. Enquanto na
galactose, a configuracdo do carbono 4 é R na conformacdo 'C, e a
hidroxila ligada a este carbono esta na posi¢do axial. Essa diferenga é
visivel nos espectros de RMN 'H pelas diferentes constantes de
acoplamento destes epimeros (figura 17)

H-3

\wOAC o104z
1235 Hz
3
29,8 Hz

Froquency (H2)

J=10,4 Hz

i | 1=98Hz

Figura 17: Espectros comparativos RMN *H (CDCl,, 400 MHz): A)
constantes de acoplamento H-3 e H-4 do composto 2a. B) constantes de
acoplamento H-3 e H-4 do composto 2b.

Dentre os métodos existentes para reacdes de acetilacdo o uso de
iodo molecular como promotor da transferéncia de acetila em reacdes de
acetilacdo é uma alternativa de baixo custo e facil manuseio quando
comparada com o0s outros catalisadores comumente usados, por
exemplo, piridina e acetato de sodio. O iodo apresenta caracteristicas
acidas sendo capaz de interagir com os centros ricos em elétrons de
solventes e reagentes. Desta forma, torna possivel a polarizagdo de
anidridos provendo com eficiéncia reacdes de acetilagdo (esquema 3)
(KARTHAFIELD, 1997).

o
R R ; v sl

8 8* 8| \~—0 )I\ 0
>=0 5+>=0 ----- I—1 | HO gl R om
o + ) — o —_—

o
>:O FO )I\ I
2

R R TR OH *

Esquema 3: Mecanismo de acetilagdo promovido por iodo.
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Ap6s a preparacdo do intermediario comum (2a,b), deu-se
sequéncia na rota sintética para preparacdo dos doadores halogenados
(3) e tricloracetimidatos (5).

4.2.1 Doadores monossacaridicos funcionalizado em C-1 com
bromo

Inicialmente, optou-se em obter os doadores brometo de 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila (3a) e brometo de 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-a-D-galactopiranosila  (3b) a partir do tratamento dos
monossacarideos peracetilados (2) com acido bromidrico 33% em é&cido
acético glacial a temperatura ambiente (esquema 4).

R; OAc R, OAc
R, Q ) . . Ry o
AcO OAc + HBr Ac.acéticoglacial | aco
OAc temp. amb. OAcC
Br
2a:R;= H, Ry= OAc 3a:R,= H, Ry= OAC
2b:R;= OAc, R=H 3b:R.= OAC Ry= H

Esquema 4: Bromacao dos monossacarideos peracetilados.

O acompanhamento da reagdo por CCD mostrou a formacéo de
um produto com caracteristica mais apolar que o material de partida (2)
e alguns subprodutos. Ap6s a separacdo cromatografica, os brometos
foram cristalizados a partir de éter etilico e hexano, fornecendo cristais
brancos com rendimento de 67 % para ambas as unidades.

As estruturas foram comprovadas pelos espectros de RMN *H,
tanto pela presenca de 4 simpletos na regido de & 2 correspondentes a 12
hidrogénios (-OCOCH?3), como também pela desblindagem do sinal do
hidrogénio anomérico (H-1) para 8 6,61 (3a) € & 6,71 (3b) em relacdo ao
material de partida (8 6,33 em 2a; 6 6,38 em 2b) (figura 18). A posicao
o do bromo foi determinada com base na constante de acoplamento do
H-1 J;, = 4 Hz (figura 18). Esta tendéncia do substituinte eletronegativo
no carbono anomérico assumir orientagdo a, ao invés de B, a qual seria a
esperado devido ao menor impedimento estérico, € explicada pelo efeito
estereoeletrnico conhecido como efeito anomérico
(LEMIEUX;HAYAMI, 1965).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

H-1’ (3a)

s ]

¥ H-1'(2a)

—3.48
211
210
2.08

£

2,04

T T T LAARAA BARAE AAASS LALAS LALEN LAAAE LELRS AARAE T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 14
Chemical Shift (ppm)

Figura 18: Sobreposico dos espectros de RMN *H (400 MHz, CDCls)
de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D- a,B-D-glicopiranose (2a — azul) e
brometo de 2,3,4,6-penta-O-acetil-D- a-D-glicopiranose (3a —
vermelho).

Diversos fatores estruturais sdo considerados como as possiveis
causas para o efeito anomérico, dentre elas esta a grande repulsdo
dipolo-dipolo entre as ligacdes polares( C-O e C-Br) no carbono
anomérico quando o substituinte (X) estd na orientagdo equatorial. Esta
repulsdo é reduzida quando o substituinte encontra-se orientado
axialmente, contribuindo para a forma mais estavel do composto (figura
19).

Figura 19: Representacdo da influéncia dos dipolos na formacdo da
ligacdo B e a.

A estabilizacdo eletrdnica através da hiperconjugacdo é outra
explicacdo bastante aceita para este fendmeno. Ocorre entre o
substituinte eletronegativo (X) na posi¢do axial do centro anomérico e o
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atomo de oxigénio do anel pirano, quando este Gltimo tem um de seus
pares de elétrons dispostos antiperiplanar a ligagdo C-X. Este par de
elétrons pode participar estabilizando a estrutura, podendo esses
mesdmeros serem representados pelas formas de ressonancia A e B. Em
termos de orbital molecular, corresponde a doacgdo parcial (n = o*) dos
elétrons desemparelhados do atomo de oxigénio endociclico ( orbital n)
para o orbital antiligante ( orbital 6*) da ligacdo C-X. O efeito da
deslocalizacdo eletrbnica corrobora para a estabilizacdo da estrutura
(figura 20) (DAVIS;FAIRBANKS, 2002, CAREY;SUNDBERG, 2007,
SMITH;MARCH, 2007)

) + n O
ACOH AcO-X \ OU  AcO-_ N
(e}
R Xj KB—A \/ﬁ
n—o*

Figura 20: Estabilizacdo eletrdnica do efeito anomérico (A e B formas
de ressonancia). Orbitais moleculares n e 6* estdo sinperiplanares ideal
para a sobreposicéo.

4.2.2 Doadores monossacaridicos funcionalizados em C-1 com
tricloroacetimidato

Nos ultimos 5 anos, os doadores funcionalizados em C-1 com
tricloroacetimidato tém sido bastante utilizados devido a maior
estabilidade térmica e quimica, bem como o alto rendimento em reagdes
de glicosilacdo (SCHMIDT;KINZY, 1992,
JACOBSSON;MALMBERG;ELLERVIK, 2006).

Neste sentido, os doadores monossacaridicos tricloroacetimidatos
foram preparados a partir dos precursores peracetilados (2a e 2b —
esquema 5). Inicialmente, foi realizada a desprotecdo seletiva da
hidroxila anomérica na presenca de acetato de hidrazina (em excesso)
em DMF, gerando os compostos 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glicopiranose
(4a) e 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranose (4b) (esquema 5).
Embora o acetato de hidrazina tenha sido utilizado em excesso devido a
sua alta higroscopicidade, os compostos foram obtidos em rendimentos
menores (4a: 42 % e 4b: 62 %) que aqueles referidos na literatura
(96%) (REN;ZHANG;LIU, 2001).
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NH
Esquema 5: Esquema de sintese dos doadores funcionalizados com
tricloroacetimidato.

Na tentativa de melhorar os rendimentos desta etapa, foram
utilizados aquecimento convencional (60 °C) e aquecimento por
irradiacdo de micro-ondas (60 *C, 100 W) (REN;ZHANG;LIU, 2001,
CHENG et al.,, 2005). Porém, em ambas as tentativas ndo foram
observadas 0 aumento no rendimento, pelo contrario, 0 mesmo diminuiu
para 30%.

A estrutura deste intermediario (4a e 4b) foi confirmada por
espectroscopia de RMN 'H pelo deslocamento do dupleto
correspondente ao hidrogénio anomérico para a regido de menor
desblindagem do espectro e pela presenca de 4 simpletos na regido de 6
2, 0s quais correspondem a 12 hidrogénios e confirmam a perda de um
grupamento acetila em relacdo ao produto de partida (composto 2). A
propor¢ao entre os isdmeros a:p foi de 3:1 com base na integragdo dos
sinais do H-1. No entanto, ndo foi necessaria a purificacdo
cromatogréafica dos isbmeros e a mistura foi utilizada na préxima etapa
de reacdo (figura 21).
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Figura 21: Espectro de RMN *H (CDCl3, 400 MHz) do composto
2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glicopiranose (4a).

Acredita-se que o grupo amino livre do acetato de hidrazina atue
como nucledfilo e ataque o carbono carbonilico do grupamento acetila
da posicdo anomérica para formar o composto hemiacetal e gerar, ao

mesmo tempo, diacetato de hidrazina (esquema 6).
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Esquema 6: Mecanismo proposto para a desacetilacdo seletiva da

hidroxila anomérica com o reagente acetato de hidrazina.

Na sequéncia, os doadores tricloroacetimidatos (5a e 5b) foram
preparados através da reacdo da hidroxila anomérica (C-1) dos
compostos 4a e 4b com o grupamento tricloroacetimidato, na presenga
de DBU a 0° C (esquema 6). Os compostos 5a e 5b foram obtidos
exclusivamente na orientagio a e com rendimento de 50 % (5a) e 62 %
(5b).

O espectro de RMN 'H apresentou um simpleto em & 8,57
(composto 5a) e 6 8,67 (composto 5b) correspondente ao hidrogénio do
imidato (NH) ¢ um dupleto em & 6,65 ¢ & 6,60 (respectivamente, 5a e
5b) correspondente ao hidrogénio anomérico (figura 22). A orientacdo
da ligacdo foi confirmada como o, devido a constante de acoplamento
de 3,5 Hz. A auséncia de sinais de isdmeros no espectro sugere a
estereosseletividade da reacéo
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Figura 22: Espectro de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz) de 2,3,4,6-tetra-
O-acetil-a-D-galactopiranosil tricloroacetimidato (5b).

De maneira geral, bases fracas levam a formacdo predominante
do esteroisdbmero [, enquanto que bases fortes favorecem o
esteroisdmero o, sendo este tltimo o produto termodinamicamente mais
estavel (DAVIS;FAIRBANKS, 2002). Nesse sentido, acredita-se que
DBU (base muito forte) retire o préton da hidroxila anomérica para
formar o alcoxido, facilitando o ataque ao reagente tricloroacetonitrila.
(esquema 7).

o) N
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H
|
WO -DBU A b/o m (—‘N
AcO-Y cO L
\/@ \/ﬂ a%o N C@

5(b) o cCly o c

NH
Esquema 7: Mecanismo proposto para a formacdo do doador
tricloroacetimidato em presenca da base DBU.
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4.3 Reagdes de O-glicosilagao

A principio foram escolhidas dois métodos de O-glicosilacdo para
serem aplicadas neste trabalho, a classica reacdo de Koenigs-Knorr e a
reacdo com tricloroacetimidatos. A fim de determinar a estequiometria
dos reagentes e condicOes reacionais, foi realizada uma busca na
literatura de reacbes de O-glicosilagdo em produtos naturais, mais
precisamente, em estruturas triterpénicas (ANUFRIEV et al., 1997,
ATOPKINA;UVAROVAELYAKOV, 1997, YU et al, 2001,
ATOPKINA;DENISENKO, 2009; 2011).

Descrita em 1901, por Wilhelm Koenigs e Eduard Knorr, a
reacdo de Koenigs-Knorr é uma das mais antigas e mais relatada
metodologia de O-glicosilacdo. A sua principal caracteristica é a
utilizagdo de haletos (CI, Br) em C-1 como doadores monossacarideos
em presenca de sais de metais pesados, principalmente sais de prata e
mercudrio. Neste sentido, foram preparados os doadores brometo de
2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-glicopiranosila (3a) e brometo de 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila (3b).

De acordo com a método escolhido (ATOPKINA;DENISENKO,
2009), dihidrocucurbitacina B (6) foi submetida & reacdo de O-
glicosilacdo com o doador 3a, promovida por 6xido de prata (Ag,O) em
1,2 dicloroetano, a temperatura ambiente. O composto 7 foi obtido com
17 % de rendimento na forma de so6lido branco, ap6s a separagdo em
coluna cromatografica (esquema 8).

OAc

0
%%

AcO

OAc

(o] HO.
AcO C,H:CI
Ac% + A% PM 4 A

O

3a Br

Esquema 8: Reagdo de O-glicosilacdo de dihidrocucurbitacina B;
metodologia de Kdenigs Knorr.

A andlise dos espectros de RMN 'H do composto 7 revelou a
presenca de um dupleto em 6 5,61, sinais na regido entre 6 5,10 ¢ & 3,89
e ainda simpletos na regido de & 2. ESses sinais ndo estdo presentes no
espectro de RMN 'H de dihidrocucurbitacina B e referem-se
respectivamente, ao hidrogénio anomérico, aos hidrogénios do anel
pirano e as metilas dos grupamentos protetores acetilas (figura 23).
Além disso, baseado nas integrais destes sinais foi possivel afirmar a



I 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

presenca de apenas uma unidade monossacaridica, o que implicou na
necessidade de espectros bidimensionais para determinar a posicdo de
substituicéo.

\
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Figura 23: Sobreposicdo dos espectros RMN 1H (500 MHz, CDCly)
dihidrocucurbitacina B (composto 4-azul) e composto 7 (vermelho).

Inesperadamente, no espectro de RMN **C do composto 7,
chamou a atengdo um sinal em & 122, 0 qual ndo estava presente no
espectro de dihidrocucurbitacina B. Através do espectro heteronuclear
de maltiplas ligacdes (HMBC) foi possivel observar a correlagdo deste
carbono com um simpleto (3H) em 8 1,55, 0 qual também ndo pertencia
a dihidrocucurbitacina B. O simpleto em & 1,55, por sua vez, apresentou
correlagdo com o sinal em & 74, referente ao carbono 16 (figura 24).
Dessa maneira, pode-se alocar a unidade monossacaridica, porém o0s
sinais anteriormente descritos sugerem um rearranjo na mesma sendo
compativel com a formacdo de 16-(1,2-ortoacetato-3,4,6-tri-O-acetil-a-
D-glicopiranose)-dihidrocucurbitacina B (7).Cabe destacar que, ocorreu
uma desblindagem no sinal de C-16 em relacdo ao aceptor
(dihidrocucurbitacina B), porém o mesmo néo foi observado para o sinal
do hidrogénio ligado ao C-16.
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Figura 24: Espectro HMBC (CDClI3,500 MHz) composto 3,4,6-tri-O-
acetil-a-D-glicopiranose-16-ortoacetato de dihidrocucurbitacina B (7),
regido 2,2 a 0 ppm.

A formagdo de glicosideos ortoéster em reacdes de Kdenigs-
Knorr é descrita na literatura, principalmente quando sais de prata
insolUveis (Ag,0, Ag,COs3) sdo utilizados como agentes promotores da

O-glicosila¢éo (LEMIEUX;MORGAN, 1965,
ATOPKINA;UVAROVAELYAKOV, 1997, DESMARES et al., 2001,
SEEBACHER;HASLINGER;WEIS, 2001,

PRESSER;KUNERT;POTSCHGER, 2006). No entanto, a formagio do
produto B-D-glicosilado é descrita como sendo majoritaria, em torno de
40 a 50 % de rendimento, e apenas 8 % de glicosideos 1,2-ortoéster
(ATOPKINA;UVAROVAELYAKOV, 1997). Entretanto, em nosso
trabalho ndo foi observada a formag¢do do [-D-glicosideo de
dihidrocucurbitacina B, apenas do derivado 16- glicosideos ortoéster
peracetilado de dihidrocucurbitacina B.

O emprego de grupamentos ésteres protetores em C-2 na unidade
monossacaridea é uma estratégia para garantir a esterosseletividade da
ligacdo O-glicosidica. A carbonila do grupamento acetila em C-2
participa na estabilizagdo (B) do ion oxocarbénium (C) logo apés a
perda do grupo abandonador (Br). Esta participacdo do grupamento
vizinho no estado de transigdo leva a formagdo predominante de B-D-
glicosideos (D) (figura 25).
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Figura 25: Participag¢do do grupamento vizinho C-2 na formagao de B-
D-glicosideos.

O mecanismo de formacdo do composto 7 pode ser explicado
pelo ataque nucleofilico da hidroxila em C-16 ao ion oxocarbenium do
composto 3a, porém no carbono carbonilico do grupamento acetato de
C-2’, dando origem ao 3,4,6-tri-O-acetil-a-D-glicopiranose-16-
ortoacetato de dihidrocucurbitacina B (7) (esquema 9).

OAc

f (o)
= OAc
OAc

7 endo (?ACO

Esquema 9: Mecanismo de formagéo do 1,2-ortoéster (7).

Ademais, foi observada a formagdo de diasteroisbmeros no
espectro de RMN *H na proporgdo de 2:1, com base nas integrais do
hidrogénio olefinico (H-6). De acordo com a literatura, a isomeria é com
relacdo a estereoquimica da metila em & 1,55 ligada ao carbono
carbonilico (6 122), o qual sofreu o ataque nucleofilico. A metila pode
estar orientada em [ caracterizando o composto exo (trans ao anel
pirano), ou endo quando disposta em o (MILIJKOVIC, 2010). No
entanto, devido ao alargamento do simpleto em & 1,55, ndo foi possivel
distinguir a proporgéo destes diateroisdbmeros

A estrutura foi confirmada por espectroscopia de massas (ESI-
TOF) calculado para CsH70017N [M +NH,4]™: 909,0445; encontrado
908,46316 (figura 26).
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Figura 26: Espectro de massas (ESI-TOF) do composto 16-ortoéster
peracetilado de dihidrocucurbitacina B.

A fim de obter o derivado O-glicosidico de dihidrocucurbitacina
B desejado e evitar a formacdo do derivado ortoéster 7, a reacdo de
Kdenigs-Knorr foi repetida por algumas vezes. Algumas mudancas nas
condigdes reacionais como tempo de reacdo, solvente, promotor e
nimero de equivalentes entre os reagentes foram realizadas, conforme
tabela 3.
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Tabela 3: Principais mudancas nas condigdes reacionais na reagdo de
Kdenigs-Knorr*

Doador / n* Promotor/ n® Solvente :-eearggg de
equivalentes*  equivalentes* -
(horas)

1 glicose/ 3 Ag,0 /3 DCE 24

2 glicose/ 3 Ag,0O /3 DCE 48

3 glicose/ 3 Ag,0 /3 DCE 72

4 glicose/ 3 Ag,O /3 DMF 24

5 glicose/ 2 Ag,0 /2 DCE 24

6 glactose/ 4 Ag,O/3+3(24hs) DCE 88

7 galactose/ 3 Ag,CO3/ 3 DCM 24

*nidmero de equivalentes em relagio a 1 equivalente de
dihidrocucurbitacina B.

Diante das variagdes testadas ndo foi observada a formacdo do
derivado glicosilado desejado, sendo que apenas a condic¢do 2 forneceu
o0 derivado 16 -glicosideo ortoéster de dihidrocucurbitacina B. A reacéo
apresenta um perfil cromatografico complexo, no qual é observado a
formagdo de varios subprodutos, o que dificulta a purificacéo
cromatogréfica.

Na busca de um melhor entendimento do comportamento da
reacdo de O-glicosilacdo, a mesma foi realizada utilizando o colesterol
como aceptor, pelo fato de possuir caracteristica estrutural semelhante a
dihidrocucurbitacina B, porém com apenas uma hidroxila passivel de
substituicdo (figura 27).

HO

Figura 27: Estrutura quimica de colesterol.

Dessa maneira, 0 colesterol foi submetido a reacdo de O-
glicosilacéo utilizando Ag,O (6xido de prata) como promotor reacional.
A reacdo foi conduzida em temperatura ambiente, com prote¢do da luz,
em atmosfera de N, e acompanhada por CCD durante 24 horas
(esquema 10).
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Esquema 10: Reacdo de O-glicosilacdo utilizando colesterol como
aceptor.

O vperfil da reacdo foi similar aquela realizada com
dihidrocucurbitacina B como aceptor (esquema 10), ou seja, ndo houve
conversdo completa do material de partida (8) no derivado glicosilado
(9), sendo este obtido com 17 % de rendimento.

A anélise do espectro de RMN 'H demonstra a formacéo da
ligacdo O-glicosidica pela presenga do dupleto em & 4,59 com constante
de acoplamento de J 8 Hz, indicando um [-glicopiranosideo. No
entanto, ndo evidenciou a formacdo do derivado ortoéster,
principalmente pela auséncia do simpleto em o 1,55, conforme
verificamos no caso da reagdo com o aceptor dihidrocucurbitacina B.
Ainda, foram observados 4 simpletos na regido de 2 ppm
correspondentes a 12 hidrogénios (de acordo com a integral relativa)
confirmando o monossacarideo com 4 acetilas.

A fim de avaliar o desempenho do promotor Ag,0O, a reacdo de
Kdenigs-Knorr foi realizada utilizando outro sal de prata para essa
funcdo, desta vez, carbonato de prata 50 % em Celite® (Ag,COs3)
(esquema 11). O composto de 3a foi empregado como doador
monossacaridico e o colesterol como aceptor. A reacéo foi conduzida a
temperatura ambiente, sob atmosfera de N, pelo periodo de 24 horas.
Também nestas condicGes, o derivado 9 foi obtido com rendimento
similar .

O composto 9 foi identificado, desta vez, por comparacdo com o
fator de retencdo (Rf) em CCD com o produto obtido pela metodologia
anterior. Além disso, a espectroscopia na regido do infravermelho indica
a presenca de uma banda intensa na regido de 1752 cm™, caracteristica
do estiramento da ligagdo CO de éster atribuido as acetilas dos grupos
protetores do glicosideo formado (figura 28).
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A

Figura 28: Espectro na regido do infravermelho (pastilha KBr)
colesterol (A) e produto glicosilado 9 (B).

Fazendo uma analise comparativa entre 0s aceptores,
dihidrocucurbitacina B e colesterol, utilizados nas reacfes de Kdenigs-
Knorr, algumas caracteristicas em comum podem ser destacadas, como
por exemplo, a reacdo é lenta além dos aceptores ndo serem
completamente transformados no produto glicosilado. Porém, quando o
colesterol foi utilizado como aceptor, ndo foi observada a formagéo do
1,2 ortoéster.

Uma alternativa para melhorar o rendimento da reacdo é a
utilizacdo de doadores monossacaridicos funcionalizados em C-1 com
tricloroacetimidato (compostos 5a e 5b) devido a sua maior reatividade,
conforme discutido no item 4.2 (SCHMIDT;KINZY, 1992).

A reacdo de Imidatos foi desenvolvida com o doador 5b e,
inicialmente, com o colesterol 8 na presenca do promotor triflato
trimetilsilila (TMSOTf) em quantidades cataliticas (14 pL) a 0 > C, por
uma hora. Ao final da reacdo o produto 10 foi obtido como sélido
branco com 40% de rendimento (esquema 11).

,
4 OAcoAC
M& S'OSCF3PM4A00 N ’(igjig\/\r
5b O._CCly Acoé;'\\ 10

OAC O
NH

Esquema 11: Reacdo de imidatos com molécula simplificada (8).

A identificagdo do composto 10 foi realizada por meio do
espectro de RMN 'H, o qual indicou a presenga de um dupleto em &
4,55, referente ao hidrogénio anomérico com constante de acoplamento
J=7,9 Hz, cujo valor indica a estereoquimica da ligacdo glicosidica
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formada (). O espectro comparativo entre o aceptor (8) e 0 produto
glicosilado (11) esta apresentado na figura 29.
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Figura 29: Espectros comparativos de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz).
Colesterol (composto 8-azul) e 2,3,4,6-per-O-acetil-p-D-
galactopiranosideo colesterol (composto 10-vermelho).

Pode-se observar também, a manutencdo do deslocamento do
hidrogénio ligado ao carbono hidroxilado (H-3), ap6s a formacdo da
ligagdo glicosidica. A falta de deslocamento do hidrogénio ligado ao
carbono carbinélico, apés a formacdo da ligacdo O-glicosidica também
foi observada para dihidrocucurbitacina B (8). Este fato implica na
necessidade de espectros bidimensionais para a confirmagdo estrutural
dos derivados glicosilados de dihidrocucurbitacina B.

Motivado pela melhora significativa no rendimento obtido com o
aceptor colesterol utilizando a reacdo com imidatos, foram realizadas as
reaces com dihidrocucurbitacina B como aceptor monossacaridico nas
mesmas condi¢des aplicadas para a obtencdo do composto 11 (esquema
12).
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Esquema 12: Reagdo de O-glicosilagdo com imidatos utilizando como
aceptor dihidrocucurbitacina B.

Dihidrocucurbitacina B e o doador galactosideo (5b) em
diclorometano foram submetidos a atmosfera inerte (N,) na presenga do
promotor TMSOTT, em quantidades cataliticas. A reacdo foi mantida a
0%C até o consumo total do doador (5b), apesar de dihidrocucurbitacina
B ainda estar presente no meio reacional, o que foi observado por CCD.
O produto bruto da reacdo foi purificado por cromatografia em coluna e
0 composto 11 foi isolado com 17 % de rendimento.

A confirmacdo da formacdo do galactosideo 2-O-B-D-2,3,4,6-
tetra-O-acetil-galactopiranosideo de dihidrocucurbitacina B (11) através
do espectro de RMN 'H foi possivel, principalmente, pela presenca de
um dupleto em & 4,63, referente ao hidrogénio anomérico da unidade
monossacaridica, bem como os outros sinais da unidade na regido de &
5,5 a 3,5. Os simpletos correspondentes aos grupamentos —CHs das
acetilas na regido de 6 2,2 a 1,9 ppm, também confirmaram a formag&o
do produto 11, como mostra a figura 30.
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Figura 30: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl5) do composto 2-O-p-
D-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-galactopiranosideo) de dihidrocucurbitacina B
(12).

Com relacdo ao numero de unidades monossacaridicas, a
integracdo dos hidrogénios indica a presenca de apenas uma unidade
galactosidica no composto 11 e ndo foi observada a formacdo de
esteroisdmeros. Ja a posicdo de substituicdo na dihidrocucurbitacina B
pode ser determinada pelo espectro 2D HMBC, no qual o sinal do
hidrogénio ligado ao carbono hidroxilado C-2 (& 4,54) apresenta
correlagdo com o carbono anomérico (6 100,3) (figura 31).



I 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

H-17 H-2 H-16
| )
\
JML_M e MMUALM
- | s [E
— os [
cz = =" : e e
76 ppm — - fs
1 g [g
100,3 ppm ‘
Jrl Fe

140

A T
5.0 48 48 a4 F2 [ppm]

Figura 31: Espectro 2D HMBC (500 MHz, CDCl5) regido 6 5,5 a 3,8.

A estrutura foi confirmada por espectroscopia de massas (ESI-
TOF) calculado para CsHgsO17 [M - H]: 889,9981; valor encontrado
889,41956 (figura 32)
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[%]4
1004 935.42541
80+ 889.41956
60 |
401
201
1 559.32442 l
0 - + - - - —k 7
500 600 700 800 900 miz

Figura 32: Espectro de massas (ESI-TOF) do composto 11.

A reacdo foi repetida algumas vezes com ambos os doadores
tricloroacetimitidatos (5a e 5b), porém ndo foi possivel obter nenhum
derivado de dihidrocucurbitacina B contendo glicose como unidade
monossacaridica, por meio da reacdo com imidatos. Diferentes
variages foram realizadas como, por exemplo, aumento do nimero de
equivalentes do doador, maior tempo de reagdo e temperatura, porém
ndo houve aumento significativo no rendimento do produto 11.
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No mecanismo da reacdo é atribuido ao TMSOTT a funcédo de
acido de Lewis, ou seja, 0 mesmo facilita a saida do grupo abandonador
retirando um par de elétrons do grupamento tricloacetimidato, Dessa
forma, a hidroxila de C-2 do aceptor (dihidrocucurbitacina B ) faz o
ataque nucleofilico na posi¢do anomérica, invertendo a configuracdo da
ligacdo glicosidica (B), conforme esquema 13.

AcO _TMSOTf
DCM/0°C

ocha

-CF3SO3H

Esquema 13: Provavel mecanismo da reacdo de Imidatos para a
formag&o do composto 11.

A fim de obter o derivado glicosilado com as caracteristicas
fisico-quimicas desejadas, o composto 11 foi submetido a reacdo de
desacetilacdo para desprotecdo dos grupos hidroxilicos da unidade
galactosidica. A reacdo foi efetuada com solucdo de NaOMe 0,1 mol/L,
em quantidade catalitica, sendo realizado o controle do pH da mistura
reacional até pH 9-10. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente por 1 hora. No final, foi tratada com resina
Dowex 50WX8-200 (Sigma) até pH neutro para troca dos ions Na* e
H", sendo filtrada logo em seguida (esquema 14).

HQ HQ 9

,,,,,,,,,,,

OAc OH_on OAc
. b
NaOMe/MeOH  HO O,
0,1M =

OAc O.

OAc
oo
AcO O.

OAc OH

Resina Dowex® o, 12

Esquema 14: Reacdo de desacetilacdo do composto 11.

A confirmacdo da desprote¢do da unidade monossacaridica do
composto 11, bem como da massa molecular, foi realizada por
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espectrometria de massas ESI-TOF calculado para CzgHe,O13N [M +
NH,]": 740.89778; valor encontrado 740.42041 (figura 33).

Intenf:“ +MS2(740.00000), 0.1-0.2min #(5-14),
x10¢

501.32120
25
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663.37420
74042041
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00 N | .
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Figura 33: Espectro de massas [M + NH,]"do composto 12.

O valor de massa molecular encontrado no espectro de massas
apresentado na figura 22 indica que a desacetilacdo ocorreu em 4
unidades de acetila. No entanto, a confirmacdo que a acetila substituida
no O-25 da cadeira lateral de dihidrocucurbitacina B ndo foi afetada
com a reacdo de desacetilacdo foi possivel por meio do padrdo de
fragmentacido do ifon molecular m/z = [740.42041]" (Figura 34).
(composto 12)
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CagHg;013N"
m/z=740.42041

+
\ HO 9@

CagHssO11"
[M-18],[M-59]*
m/z=663.37420

HQ

CaoHas06"
[M-162] *
m/z=501.32120

Figura 34: Proposta de fragmentacdo do composto 12.

A formagdo do ion m/z= 663.37420 indica a perda do fragmento
(C,H30,) correspondente ao grupamento acetila da cadeia lateral, sendo
este resultado descrito na literatura para a fragmentacdo da
dihidrocucurbitacina B (DUNCAN;LEVI;PYTTEL, 1968). Ja a perda da
molécula monossacaridica (CgHy0Og) levou a formacdo ion
m/z=501.32120, confirmando dessa forma o derivado 2-O-f-
galactosideo de dihidrocucurbitacina B.

4.3 Avaliacédo da atividade citotoxica

Os derivados glicosilados de dihidrocucurbitacina B foram
avaliados com relagdo ao potencial citotoxico em linhagens de células
tumorais A549, correspondentes ao adenocarcinoma humano de pulmao.
Esta parte do trabalho foi desenvolvida em cooperagdo com o
Laboratério de Virologia Aplicada desta Universidade sob coordenacéao
da Prof®. Dra. Claudia Oliveira Simdes.

A metodologia utilizada para avaliar a concentracdo citotéxica
necessaria para reduzir o crescimento celular de 50 % das células
tumorais (CCs) foi conduzida conforme o ensaio de redugdo metabdlica
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazo-2-il]-2,5-difeniltetrazélio)
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(MOSMANN, 1983). Os valores de CCs, foram calculados baseados na
viabilidade celular ap6s 72 horas de tratamento das células tumorais
com o0s compostos. A tabela 4 apresenta os valores de CCsy para a
dihidrocucurbitacina B (6) e seus derivados glicosilados sintetizados:

Tabela 4: Avaliacdo da atividade citotoxica dos derivados glicosilados

Estrutura quimica (composto)

CCs (UM)

HQ

OAc

Paclitaxel
Doxorrubicina

12,84 + 0,58

38,72 +2,.81

81,82 +1,79

>100

0,054 £0,010
1,459 £ 0,160

Diante dos resultados obtidos, pode-se avaliar que os compostos
glicosilados (7, 11, 12) ndo exibiram significativa atividade citotdxica
frente a linhagem de células tumorais A549. Os trés derivados
glicosidicos testados apresentaram valores de CCsy maiores do que a

dihidrocucurbitacina B.

Estudos de atividade citotoxica frente a linhagem de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2) mostraram que 2-O-B-glicosideos de
cucurbitacina E e | apresentaram atividade citotoxica inferior as suas
agliconas (cucurbitacina E e 1). Os autores sugerem uma correlagdo
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entre lipofilicidade e a atividade citotdxica dos compostos
(BARTALIS;HALAWEISH, 2005).

A predicdo da lipofilicidade dos compostos pode ser feita através
do célculo do coeficiente de particdo octanol-dgua (Po), 0 qual é a
razdo entre a concentracdo do composto solubilizado em octanol pela
concentracdo do mesmo solubilizado em agua. O log P é um parametro
de lipofilicidade utilizado com freqiiéncia em estudos de relagcdo
estrutura - atividade (REA).

Existem algumas ferramentas computacionais que auxiliam na
predicdo de valores de logP de novos compostos. Neste sentido, mesmo
com o nimero reduzido de compostos obtidos, foi realizado o célculo do
logP para avaliar, preliminarmente, a relacdo entre lipofilicidade e os
valores de CCs. Os compostos 6, 7, 11, 12 foram submetidos ao calculo
de logP através do programa on-line ALOGPS 2.1 (Virtual
Computacional Chemistry Laboratory) de acesso livre em
www.vcclab.org.

Na tabela 5, estdo apresentados os valores estimados de log P e
os valores de CCx, dos derivados glicosilados

Tabela 5: Valores estimados de log P e valores de CCsg, dos derivados
glicosilados

logP
Composto (calculado) CCs (LM)
6 3,84 12,84 + 0,58
7 3,39 38,72+2,81
11 3,02 81,82+ 1,79
12 2,26 >100

Os resultados apontam que o glicosideo ortoéster de
dihidrocucurbitacina B (7) apresenta o maior logP, ou seja, o derivado
mais lipofilico com CCs, de 38,72 uM. Ja o 2-O-B-galactosideo de
dihidrocucurbitacina B com as hidroxilas do monossacarideo protegidas
(11) exibe CCsy de 81,82 uM e logP 3,02, enquanto que 0 mesmo
galactosideo desacetilado (12) apresenta uma diminuicdo no logP (2,26)
e a perda da atividade citotoxica. Dessa forma, na linhagem celular
tumoral (A549), os resultados observados estdo concordantes com o
trabalho discutido anteriormente, visto que o derivado mais hidrofilico
(12) néo apresenta atividade citotoxica.


http://www.vcclab.org/
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Materiais

Aparelhagem analitica:

e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C: Varian AS 400
MHz (Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina), Bruker Advance DPX 400 MHz (Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — FCRRP-USP) e
Bruker AM 500 MHz (Departameno de Quimica da
Universidade de Buenos Aires).

e Espectometria de Massas de alta resolugdo: Bruker Daltronics
MicroTOF-Q Il (Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Buenos Aires);

e Espectrometria na regido do Infravermelho: Schimadzu
Prestige-2 (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Santa Catarina);

e Atividade Optica: Polarimetro Perkin Elmer modelo 141 com
lampada de sadio.

Aparelhagem laboratorial:

e Evaporador rotatério: Biichi V-700
e Balanca: Bioprecisa FA.2104 N

e Luz ultravioleta: Dist modelo GRC-03

e Ponto de fusdo: Microguimica MQAPF-301

Solventes, reagentes e outros materiais

e As Cromatografias em Camada Delgada (CCD) foram
realizadas em cromatofolhas de gel de silica G60 com indicador
de fluorescéncia utilizando como suporte de aluminio
(Macherey-Nagel ®)

e As Cromatografias em Coluna foram realizadas utilizando gel
de silica com as seguintes granulometrias: 40-63 um e 63-200
um. Agentes cromogénicos de deteccdo: vanilina fosforica (2,5
g de vanilina em 50 mL de etanol e 12,5 mL de &cido orto-



5. MATERIAIS E METODOS

fosférico 85 %) e solugdo 4cida de cério molibdénio (cério
molibdénio 1%, &cido molibdico 1,5 % diluidos em &cido
sulfdrico concentrado 10 % (v/v) e dgua gsp.).

e Alguns reagentes foram convenientemente purificados
conforme  métodos usuais, descritos na literatura
(PERRIN;ARMAREGO;PERRIN, 1996)
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5.2 Métodos
5.2.1 Aceptores monossacaridicos

Dihidrocucurbitacina B

HQ @

F.M.: C32H4803
M.M.: 560,72 g. mol *
P.F.:180 — 184 °C

As raizes dessecadas de W. ebracteata foram adquiridas comercialmente
da empresa Lohmann Ltda, situada no municipio de Nova Petropolis
(RS). As raizes de W. ebracteata (3,7 kg) foram moidas em moinho de
facas e em seguida submetidas a maceragdo em DCM (10 L). Apoés
guatro dias em contato com o solvente, as raizes foram filtradas e o
solvente foi concentrado em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida.
O DCM destilado foi re-utilizado na maceracdo subsequente das raizes,
sendo este processo repetido por mais duas vezes. Ao final, a massa
total de extrato DCM foi de 74 g, representando o rendimento de 2 %.

O isolamento de dihidrocucurbitacina B a partir do extrato DCM
(10 g) iniciou com fracionamento cromatogréafico do tipo “flash” em
funil com placa de vidro sinterizado, utilizando como fase estacionaria
gel de silica para CCD G60. A fase movel foi constituida com a mistura
de solventes hexano com propor¢do crescente de acetato de etila, até
final de acetato de etila (300 mL). Deste fracionamento inicial, foram
obtidas 9 fracOes, sendo que, 3 dessas foram reunidas devido a sua
semelhanca cromatografica em CCD e também por apresentarem
dihidrocucurbitacina B como constituinte majoritario.

A etapa seguinte foi a realizacdio de uma nova coluna
cromatogréafica das fragdes reunidas contendo dihidrocucurbitacina B
majoritariamente. A fase estacionéria foi silica gel G60 e a fase mével
foi a mistura de solventes hexano e acetato de etila na proporcéo 60:40
(v/v). O rendimento final de dihidrocucurbitacina B foi de 20 % em
relagéo ao extrato DCM (m/m).

Dados do composto: Rf 0,53[ Hex: AcOEt: 50:50 (V/V)]. & 'H (CDClIs.
500 MHz): 5,79 (1H, m, H-6), 4,41 (1H, dd, J;5.» 13; Jj0. 2 6, H-2),
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431 (1H, t, Jyo17 7.4, H-16), 3,25 (1H, d, Jjs0rzs 14,5, H-120), 2,82
(1H, m, 23 a), 2,73 (1H, m, H-10), 2,70 (1H, d, J;25. 124 14,5, H-12p),
2,54 (1H, m, H-23b), 2,49 (1H, d, J 1716 7,4 Hz , H-17), 2,41 (1H, m, H-
78), 2,31 (1H, ddd, 31, 15 13; J1ue2 6; Jia10 3.6, H-1a1), 2,03 (2H, m, H-
23a, H-23b), 1,99 (1H, m, H-7a), 1,98 (1H, m, H-8), 1,96 (3H, s, -
OCOCHy), 1,85 (1H, dd, J 9; J 13; H-15p), 1,46 (3H, s, CH;-27), 1,44
(3H, s, CH3-26), 1,43 (3H, s, CH3-21), 1,40 (1H, m, H-15a), 1,37 (3H, s,
CH3-30), 1,35 (3H, s, CH5-28), 1,29 (3H, s, CH3-29), 1,24 (1H, m, H-
la), 1,08 (3H, s, CHz-19), 0,98 (3H, s, CH4-18).

8"°C (CDCls. 500 MHz): 213.9 (C-22), 213.1 (C-3), 212.1 (C-11),
170.4 (OCOCHs3),140.6 (C-5), 120.5 (C-6), 81.3 (C-25), 78.9 (C-20),
71.7 (C-2), 71.1 (C-16), 57.8 (C-17), 50,7 (C-14), 50.3 (C-4), 48.7 (C-
12), 48,4 (C-9), 48.3 (C-13), 45.5 (C-15), 42.3 (C-8), 36.1 (C-1), 38,4
(C-24), 33.8 (C-10), 30,7 (C-23), 29,4 (C-29), 26.2 (C-26), 25.8 (C-27),
24.5 (C-21), 23,9 (C-7), 22.4 OCOCHs), (21.3 (C-28), 20.1 (C-19), 19.8
(C-18), 18.8 (C-30).

ESI-MS (M - H): calculado para CsH470g: 559.3276; encontrado:
559.3314
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5.2.2 Sintese dos doadores monossacaridicos
5.2.2.1 Derivados glicosidicos — série a

1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-glicopiranose (2a) (KARTHA;FIELD,

1997)
OAC
(0]
AcO F.M.: C;sH»,01;
AcO ™~ M.M.: 390,34 g. mol t
C . _ .
28 OAC P.F.:91-93"C

Uma suspensdo de D-glicose 1a (1,0 g; 5,5 mmol) em anidrido acético
(5 mL) foi tratada com iodo (0,05 g, 0,47 mmol) e o sistema foi agitado
a temperatura ambiente. Apds uma hora, todo o agUcar havia se
dissolvido formando uma solugdo castanha escura. O acompanhamento
da reacdo por CCD [hexano: acetato de etila 1:1 (v/v)] mostrou a
formacdo de apenas um produto. A mistura reacional foi diluida em
DCM e extraida com solugdo de Na,S,0, 5% e gelo picado. A fase
organica foi lavada com solucdo saturada de Na,SOs3, seca com sulfato
de sddio anidro e concentrada sob pressao reduzida, fornecendo um 6leo
viscoso amarelo, o qual resultou na formacdo de cristais durante a
secagem em alto vacuo. O rendimento do composto 2a foi quantitativo
(2,14 g; 5,5 mmol) observando-se a formagéo de isbmero na propor¢do
de 4:1 a:p.

Dados do composto (a): Rf 0,63[Hex: AcOEt 1:1 (v/v)]. dn (ppm)
(CDCl3. 400 MHz): 6,33 (1H, d, J; » 3,8 Hz, H-1), 5,48 (1H, dd, J,3 10,4
Hz; J34 9,8 Hz, H-3), 5,15 (1H, dd, J34 10,4 Hz; J,5 9,8 Hz, H-4), 5,10
(1H, dd, J,3 10,4 Hz; J; ; 3,8 Hz, H-2), 4,26 (1H, m, H-6a), 4,11 (2H, m,
H5, H-6a), 2,19 - 2,02 (15 H, 5s, 5 -OCOCHy).
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Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila (3a)
(LEMIEUX;LINEBACK, 1963)

OAc
Q F.M.: C14H10BrOq
ACAOco M.M.: 411,20 g. mol 1
OAc P.F.: 85-86 °C
3a Br

Uma solucéo de penta-O-acetil-D-glicopiranose 2a (1,0 g; 2,43 mmol )
em acido acético glacial (5 mL) foi resfriada em banho de gelo e tratada
lentamente com solucdo de HBr (4 mL, solucdo em 30 % de acido
acético m/v). A solugdo foi agitada por 4 horas e armazenada na
geladeira por 12 horas. A mistura reacional foi diluida com
diclorometano e vertida em mistura de gelo picado e agua. A fase
aquosa foi separada e extraida com DCM e as fragBes organicas
reunidas foram lavadas com solucédo de NaHCO3 5%, secas com Na,SO4
anidro e concentradas sob pressdo reduzida, resultando em um éleo
amarelado viscoso, cristalizado na presenca de éter etilico e éter de
petrdleo. O produto 3a foi obtido como um sélido branco (0,67 g; 1,63
mmol) com 67% de rendimento.

Dados do composto: Rf 0,81 [Hex: AcOEt 1:1 (v/v)]. &y (ppm)
(CDCl;. 400 MHz): 6,61 (1H, d, J;, 4,0 Hz, H-1), 5,56 (1H, dd, J,3
10,1 Hz; J34 10,4 Hz, H-3), 5,17 (1H, dd, J34 10,4 Hz; J,5 9,4 Hz, H-4),
4,85 (1H, dd, J,3 10,1 Hz; J;, 4,0 Hz, H-2), 4,32 (2H, m, H-5, H-6a),
4,14 (1H, m, H-6a), 2,11 - 2,04 (12 H, 4s, 4 COCHy,).
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2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glicopiranose (4a)
OAc

0
ACO% F.M.: C14H»019
AcO OH M.M.: 348,3 g. mol !

OAcC
4a

O reagente acetato de hidrazina (H,NNHACc) (0,236 g; 2,56 mmol) foi
adicionado a solugdo de 2a (1,0 g; 2,56 mmol) em DMF (5 mL) e a
reacdo foi deixada sob agitacdo durante 16 horas em temperatura
ambiente. Em seguida, o sistema reacional foi diluido em AcOEt, lavado
com solucéo saturada de cloreto de sodio (NaCl) e 4gua. A fase aquosa
foi extraida com ACOEt e as fracdes organicas foram reunidas,
dessecadas com Na,SO,4 anidro e concentrado sob pressdo reduzida. O
produto bruto foi purificado por coluna cromatografica [Hexano: AcOEt
4:6 (v:v)] fornecendo o composto 3a, na forma de um éleo transparente
com rendimento de 62 % (0,54g; 1,59 mmol). Com base na integracéo
dos sinais foi possivel observar a propor¢ao de isdmeros a:f3 (2.8: 1).
Dados do composto: Rf 0,36 [Hex: AcOEt 1:1 (v/v)]. oy (CDCl3. 300
MHz): 5,54 (1H, t, J 10 Hz, H-3), 5,47 (1H, d, J;, 3,6 Hz, H-1), 5,09
(1H, dd, J34 10 Hz; J43 9,5 Hz, H-4), 4,90 (1H, dd, J;, 3,6 Hz; J;, 3,7
Hz), 4,25 (2H, m, H-5, H-6a), 4,15 (m, 1H, H-6b), 2,10-2,02 (12H, 4s, 4
-OCOCHy)
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2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosil  tricloroacetimidato  5b
(REN;ZHANG;LIU, 2001)

OAc
AcO °
CACO F.M.: C16H20C|3N010 L
OAc M.M.: 492,69 g. mol -

5a O_ CCly

e

NH

A uma solugdo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glicopiranose (4a) (0,5 g;
1,44 mmol) em DCM destilado (5mL), resfriada em banho de gelo e sob
atmosfera inerte (N;), foram adicionados tricloroacetonitrila (CCI;CN)
(0,56 mL; 5,74 mmol) e 1,8-diazobiciclo[5,4,0Jundec-7-eno (DBU)
(0,06 mL; 0,43 mmol). A reacdo permaneceu sob agitacdo por 2 horas.
Ap0s evidenciado o término da reacdo por CCD, a mistura reacional foi
concentrada e purificada por cromatografia em coluna cromatografica
em gel de silica [hexano: acetato de etila 7:3 (v:v)] e forneceu um éleo
viscoso amarelado. O composto 5a apresentou rendimento de 50 %
(0,354 g; 0,72 mmol) e foi possivel identificar no espectro de RMN *H
apenas a formagao do isomero o.

Dados do composto: Rf 0,88 [Hex: AcOEt: 1:1 (v/v)]. &4 (CDCls. 400
MHz): 8,57 (1H, s, NH), 6,65 (1H, d, J;, 3,7 Hz, H-1), 5,66 (1H, t, J34
9,8 Hz, H-3), 5,19 (1H, dd, J;, 3,7 Hz; J,3 10,2 Hz, H-2), 5,10 (1H, dd,
J,310,4 Hz; J;, 3,8 Hz, H-2), 4,26 (1H, m, H-6a), 4,11 (2H, m, H5, H-
6a), 2,19 - 2,02 (15 H, 5s, 5 -OCOCHj3).
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5.2.2.2 Derivados galactosidicos — série b

1,2,3,4,6-penta-O-acetil-p-D-galactopiranose (2b)(KARTHA;FIELD,

1997)
OACOAC
o F.M.: C16H22011 .
M.M.: 390,34 g. mol ~
AcO . 0.
OAG P.F.. 86-88 “C
2b OAc

A reacdo foi conduzida como descrito para o composto 1b e foram
utilizados (1,0 g; 5,5 mmol) de D-galactose , anidrido acético (5 mL) e
iodo (0,05 g, 0,47 mmol), porém o tempo reacional foi de 4 horas. O
composto 2b foi obtido como 6leo viscoso amarelado, cristalizado em
etanol, com rendimento de 94 % (2,0 g; 5,2 mmol) sendo observada a
propor¢ao de formagdo de isdmeros de 5:1 a: , com base na integragao
dos sinais no espectro de RMN *H.

Dados do composto: Rf 0,63 [Hex: AcOEt 1:1 (v/v)]. oy (CDClI3. 400
MHz): 6,33 (1H, d, J; > 1,5 Hz, H-1), 5,44 (1H, dd, J34 3,5 Hz; J 45 0,9
Hz, H-4), 5,35 (1H, dd, J; ; 8,4 Hz; J,310,4 Hz, H-2), 5,08 (1H, dd, J;3
10,4 Hz; J;, 3,5 Hz, H-3), 4,15 (3H, m, H-5, H-6a, H-6b), 2,17 - 2,00
(15H, 45,5 -OCOCHj3).
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Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila (3b)
(LEMIEUX;LINEBACK, 1963)

OAc

OAc
0] F.M.: C14ngBrOg )
M.M.: 411,20 g. mol
AcO OAS P.F.:85 86 °C
3b Br

A reacdo foi conduzida como descrito para o composto 3a e foram
utilizados (1,0 g; 2,43 mmo) de D-galactose, acido acético glacial (5
mL) e solucdo de HBr (4 mL, solugdo em 30 % de &cido acético m/v). O
composto 3b foi obtido como 6leo viscoso amarelado, cristalizado na
presenca de éter etilico e hexano fornecendo um sélido branco com
rendimento de 67% (0,67 g; 1,63 mmol), sendo observada apenas a
formacdo do isémero o, de acordo com o espectro de RMN H.

Dados do composto: Rf 0,81 [AcOEt: Hex 1:1 (v/v)]. dn (ppm)
(CDCl3. 400 MHz): 6,71 (1H, d, J;, 3,9 Hz, H-1), 5,53 (1H, dd, J34 3,3
Hz; Jss 1 Hz, H-4), 5,41 (1H, dd, J34 3,3 Hz; J,3 10,6 Hz, H-3), 5,05
(1H, dd, J,5 10,6 Hz; J;» 3,9 Hz, H-2), 4,49 (1H, m, H-5), 4,19 (1H, dd,
Js6a 6,4 HzZ; Jsaen 11,5 Hz ), 4,12 (1H, dd, Jsea 6,4 HZ; Jgaep 11,5 H2)
2,16- 2,01 (12 H, 4s, 4 -OCOCHy).
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2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranose (4b)

OAc

OAc
o) .
F.M.: C14H20010
AcO OH M.M.: 348,3 g. mol *

OAc
4b

A reacdo foi conduzida como descrito para o composto 4a e foram
utilizados (1,0 g; 2,56 mmol)de penta-O-acetil-D-galactopiranose 2b,
acetato de hidrazina (H,NNHACc) (0,236 g; 2,56 mmol em DMF (5mL).
O composto 4b foi obtido como um 6leo transparente com rendimento
de 42 % (0,37 g; 1,07 mmol). Baseado nas integrais relativas dos sinais
no espectro de RMN 'H, pode-se constatar a formago de isomeros na
propor¢ao de a:p (3:1).

Dados do composto (a): Rf 0,36 [ACOEt: Hex 1:1 (viV)]. &n (ppm)
(CDCls, 400 MHz): 5,52 (1H, d, J;» 3,5 Hz, H-1), 5,47 (1H, dd, J;4 3,3
Hz; J 45 1,3 Hz, H-4), 5,41 (1H, dd, J;, 3,5 Hz; J,53 10,6 Hz, H-2), 5,14
(1H, dd, J,5 10,6 Hz; J1» 3,5 Hz, H-3), 4,49 (1H, m, H-5), 4,41 (2H, m,
H-6a, H-6b), 2,16 - 2,00 (12 H, 4 s, 4 -OCOCHy).
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2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosil tricloroacetimidato 5b
(REN;ZHANG;LIU, 2001)

OAc
OAcC
O

AcO F.M.: C16H20C|3N010 .
OAC M.M.: 492,609 g. mol
b O _CCl, P.F.: 95-98°C

NH
A reacdo foi conduzida como descrito para o composto 5a e foram
utilizados (1,0 g; 2,87 mmol) do composto 4b, CCIsCN (1,2 mL; 11,48
mmol) e DBU (0,13 mL, 0,861 mL) em DCM (5mL). O composto 5b
foi obtido como um pé branco com 62 % (0,848 mg; 1,72 mmol) de
rendimento, sendo observada no espectro de RMN 'H apenas a
formagdo do isomero o

Dados do composto: Rf 0,88 [AcOEt: Hex 1:1 (v/v)]. oy (CDCls. 400
MHz): 8,67 (1H, s, NH), 6,60 (1H, d, J; » 3,5 Hz, H-1), 5,57 (1H, dd, J34
3,2 Hz; J 45 1,2 Hz, H-4), 5,43 (1H, dd, J34 3,2 Hz; J,3 10,5 Hz, H-3),
5,37 (1H, dd, J,3 10,5 Hz; J;, 3,5 Hz, H-2), 4,44 (1H, m, H-5), 4,17
(1H, m, H-6a), 4,09 (1H, m, H-5) 2,17 - 2,02 (12 H, 4 5, 4 -OCOCHy).
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5.2.3 Derivados glicosilados de dihidrocucurbitacina B

16-(1,2-ortoacetato-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-glicopiranose)-
dihidrocucurbitacina B (7)(ATOPKINA;DENISENKO, 2009)

OAC F.M.: C4sHgs017
0 M.M.: 891,01 g. mol **

HO 5 onc P.F.:123-134 °C
o 0 OAc
7 AcO

Os reagentes, bem como os materiais necessarios para a realizacdo da
reacdo, foram mantidos sob alto vacuo por 1 hora antecedente a reacéo,
a fim de manter o sistema seco. Em um bal&o de 2 bocas contendo o
composto brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila (3a)
(0,242 g; 0,54 mmol), dihidrocucurbitacina B (6) (0,1 g; 0,18 mmol),
Ag,0 (0,124 g; 0,54 mmol) e peneira molecular (0,3 g) foram diluidos
em 5 mL de 1,2 dicloroetano seco e submetidos a atmosfera de N, sob
protecdo de luz. O sistema foi mantido com agitacdo por 24 horas a
temperatura ambiente sendo acompanhado por CCD [hexano: acetato de
etila 4:6 (v/v)]. Apds 24 horas a mistura reacional foi diluida em
diclorometano e filtrada em Celite® utilizando funil com placa de vidro
sinterizado. O produto bruto da reacdo foi purificado por coluna
cromatografica em gel de silica [hexano: acetato de etila 1:1 (v/v)] e 0
composto 7 foi isolado como um sélido branco com 17 % de rendimento
(0,027 g, 0,030 mmol). De acordo com as integrais relativas no espectro
de RMN 'H, o composto 7 foi isolado como uma mistura de
diasteroisdmeros endo e exo, na propor¢ao de 2:1.

Dados do composto: Rf 0,38 [AcOEt: Hex 1:1 (v/v)]. 84" (CDCls. 500
MHz): 5,85 (1H, m, H-6), 5,61 (1H, d, J;.,-5 Hz, H-1), 5,10 (1H, m, H-
5%), 4,89 (1H, dd, J;.,- 9,7 Hz; 3,5 2,8Hz, H-4"), 4,40 (1H, m, H-2),
4,30 (1H, m, H-16), 4,20 (2H, m, H-2’, H-6a"), 4,18 (1H, m, H-6b"),
3,89 (1H, m, H-3°), 3,60 (1H, d, Jop2 4 Hz), 3,20 (1H, d, J;25, 15 15Hz,
H-120), 2,72 (IH, d, J;2135 15Hz, H-12B), 2,70 (1H, m, H-10), 2, 68
(1H, m, H-23a), 2,58 (1H, d, Ji517 7Hz, H-17), 2,51 (1H, m, H-23b),
203 (2H, m, H-24a, H-24b), 2,13 (3H, s, COCHa), 2,10 (3H, s,
COCH,), 2,09 (3H, s, COCH.), 1,98 (1H, m, H-8), 1,96 (1H, s, -
OCOCH), 1,74 (1H, m, H-15B), 1,65 (1H, m, H-15q), 1,55 (3H, s,
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CHy’), 1,45 (3H, s, CH;-27), 1,44 (3H, s, CH3-26), 1,42 (3H, s, CHs-21),
1,34 (3H, s, CH3-28), 1,27 (3H, s, CH3-29), 1,26 (3H, s, CH3-30), 1,24
(1H, m, H-1a), 1,09 (3H, s, CH3-19), 0,98 (3H, 5, CH3-18).

8 °C (CDCl;. 100 MHz): 213.9 (C-22), 212.9 (C-3), 211.9 (C-11),
170.7 (C-OAc), 170.2 (C-OAc), 169.7 (C-OAc), 169.3 (C-OAc), 140,0
(C-5), 122 (C-7°), 120.8 (C-6), 96.7 (C-1°), 81.3 (C-25), 78.9 (C-20),
73.8 (C-16), 72.3 (C-2°), 71.7 (C-2), 70.6 (C-5°), 68.0 (C-4°), 67.0 (C-
3%), 62.9 (C-6), 56.3 (C-17), 50.1 (C-4), 49.0 (C-13), 48.7 (C-12), 48.3
(C-9), 48.1 (C-14), 42.3 (C-8), 41.1 (C-15), 35.9 (C-1), 35.0 (C-24),
33.8 (C-10), 30.1 (C-23), 29.4 (C-29), 26.2 (C-26), 25.8 (C-27), 24.4
(C-21), 23.6 (C-7), 22.4 (C-OAc),21.3 (C-28), 21.3 (C-8’), 20.1 (C-19),
19.8 (C-18), 18.8 (C-30) .

ESI-TOF: calculado para CsH7qO7N [M + NH": 909,0445;
encontrado 908,46316
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2-0-p-D-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-galactopiranosideo) de
dihidrocucurbitacina B (11) (CHENG et al., 2005)

F.M.: C45H65017
M.M.: 891,01 g. mol *
P.F.: 121-128°*C
[a]p: +22.8 (c 0,25 %;
CHCly)

Em um baldo de duas bocas, foram reunidos 0s compostos
dihidrocucurbitacina B (0,1 g; 0,178mmol), 1- tricloroacetimidato de
2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila (5b) (0,105 g; 0,214 mmol)
e peneira molecular 4 A e mantidos sob alto vacuo por 1 hora, a fim de
manter o sistema seco. Em seguida, foram diluidos em diclorometano
destilado (5 mL) e mantidos sob N, a temperatura de -10°.C para a
adicdo do promotor triflato de trimetilsilila (TMSOTf) (14 uL; 77
pumol). O sistema foi agitado por 1 hora nas condi¢des mencionadas
anteriormente, em seguida a reagdo foi finalizada com a adi¢éo de Et3N,
concentrada. O produto bruto da reacdo foi purificado por coluna
cromatografica em gel de silica [hexano: acetato de etila 1:1 (v:v)],
sendo 0 composto 11 isolado como um sélido branco com 17 % (0,027
g; 0,030 mmol).de rendimento. De acordo com o espectro de RMN * H,
foi observada apenas a formagdo do isdémero f.

Dados do composto: Rf 0,31 [AcOEt: Hex 1:1 (v/v)]. dy (CDClI3. 500
MHz: 5,76 (1H, m, H-6), 5,39 (1H, dd, J;-,- 3,4 Hz, J,5:1,0 Hz, H-4"),
5,20 (1H, dd, J;:»- 7,9 Hz, J,.;-10,8 Hz, H-2"), 5,03 (1H, dd, J;:, 3,4
Hz; J;.,- 10,8 Hz, H-3%), 4,63 (1H, d, J;:,- 7,8 Hz, H-2"), 4,54 (1H, dd,
J215 13 Hz, 354, 5,7Hz, H-2), 4,31 (1H, m, H-16), 4,25 (1H, dd, Js.: s
5,7 Hz, Js, 65 11,2 Hz, H-62), 4,05 (1H, dd, Jg5- 7,8 Hz, Jsq 65 11,2
Hz, H-6b"), 3,81 (1H, m, H-5"), 3,28 (1H, d, J;2,,,2 15 Hz, H-12a ),
2,82 (1H, m, H-23a), 2,76 (1H, m, H-10), 2,70 (1H, d, J;2, 25 15Hz, H-
12B), 2,54 (1H, d, J117 7THz, H-17), 2,52 (1H, m, H-23b), 2,40 (1H, m,
H-7B), 2,20 (1H, m, H-1B), 2,05 (2H, m, H-24a, H-24b), 1,97 (1H, m,
H-8), 1,96 (1H, m, COOCHj3), 1,95 (1H, m, H-7a), 1,84 (1H, m, H-15p),
1,46 (3H, s, CH3-27), 1,44 (3H, s, CH3-26), 1,42 (3H, s, CH3-21), 1,42
(1H, m, H-1a), 1,40 (1H, m, H-15a), 1,36 (3H, s, CH3-30), 1,27 (3H, s,
CH3-28), 1,25 (3H, s, CH3-29), 1,07 (3H, s, CH3-19), 0,98 (3H, s, CH3-
18).
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& °C (CDCl;. 100 MHz): 213.9 (C-22), 212.0 (C-11), 208.7 (C-3),
170.5 (C-OAc), 170.4 (C-OAc), 170.3 (C-OAc), 170.2 (C-OAc), 170.1
(C-OAc), 140.0 (C-5), 120.3 (C-6), 100.1 (C-1°), 81.3 (C-25), 78.9 (C-
20), 76.0 (C-2), 71.1 (C-16), 70,8 (C-3"), 70.5 (C-5"), 68.8 (C-2"), 66.8
(C-4%), 60,9 (C-6"), 57.8 (C-17), 50.7 (C-14), 50.3 (C-4), 48.9 (C-17, C-
12), 48.5 (C-13), 48.4 (C-9), 45.5 (C-15), 42.3 (C-8), 34.9 (C-24), 34.4
(C-10), 33.8 (C-1), 30.7 (C-23), 28.8 (C-29), 26.2 (C-26), 25.8 (C-27),
24.4 (C-21), 23.9 (C-7), 21.5 (C-28), 20.0 (C-19), 19.8 (C-18), 18.7 (C-
30).

ESI-TOF: calculado para CyHgsO17 [M - H]: 889,9981; valor
encontrado 889,41956
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3-0-B-D-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-galactopiranosideo) de colesterol
(10)(CHENG et al., 2005)

F .M.: C41Hg4019
M.M.: 716,94 g. mol *
P.F.:170 - 175°C

OAC

OAC
(0]
Acoléwo

OAc

10

A reacdo foi conduzida nas mesmas condigdes descritas para a sintese
do composto 16-(1,2-ortoacetato-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-glicopiranose)-
dihidrocucurbitacina B (7), porém partindo do colesterol (0,1 g; O,
258mmol), adquirido comercialmente. A uma mistura de colesterol em
DCM (5 mL), foram acrescentados o composto 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-
D-galactopiranosil tricloroacetimidato (5b) (0,32 g; 0,65 mmol) e
TMSOTf (14 uL). O produto foi obtido como um p6 branco com
rendimento de 40 % (0,074 g, 0,203 mmol).

Dados do composto: Rf 0,31 [Hex: AcOEt: 9:1 (v/v)]. 6y (CDCls. 400
MHz): 5,38 (2H, m , H-4’, H-6), 5,19 (1H, dd, J,,7,9 Hz; J,510,4 Hz,
H-2"), 5,02 (1H, dd, J,3 10,4 Hz; J34 3,4 Hz, H-3"), 4,55 (1H, d, J;, 7,9
Hz, H-1"), 4,18 (1H, dd , Js6s 6,4 Hz; Jgaep 11,4 Hz, H-62%), 4,12 (1H,
dd, Jsga 7,2 HZ; Jeaep 11,4 Hz, H-6b"), 3,89 (1H, m, H-5"), 3,29 (1H, m,
H-3), 2,23 — 0,68 (43 H, sinais do colesterol, incluindo os simpletos em
0,99 (CH3) , 0,68 (CHj3) e os dupletos em 0,86 (J 2 Hz), 2,15 — 1,99
(12H, 4s, 4x ~OCOCHj).
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2-O-p-D-galactopiranosideo de dihidrocucurbitacina B (12)

HQ @

F.M.: C33H53013
M.M.: 722,86 g. mol *
P.F.: 145-148° C

O composto 2-O-B-D-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-galactopiranosideo) de
dihidrocucurbitacina B (11) (33 mg, 0,037 mmol) foi dissolvido em
MeOH (1 mL) seguido do tratamento com solugio de NaOMe 1M (Na *
em MeOH) até pH bésico (9-10). O sistema reacional foi mantido sob
agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora, e em seguida resfriado a O
°C para a adicéo de resina Dowex 50WX8-200 para a neutralizagio (pH
7) da mistura reacional. O produto bruto da reagdo foi filtrado,
concentrado e purificado por coluna cromatografica com sistema de
solventes [DCM: MeOH 5:0,5 (viv)]. O composto 2-O-B-D-
galactopiranosideo de dihidrocucurbitacina B 12 foi isolado com 48 %
(0,013 mg; 0,018 mmol) de rendimento.

Dados do composto: Rf 0,17 [DCM: MeOH: 5:0,5 (v/V)].ESI-TOF:
calculado para CsgHg;013N [M + NH,]™: 740.89778; valor encontrado
740.42041
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O interesse em obter compostos semi-sintéticos de
cucurbitacinas, provém dos resultados promissores das atividades
bioldgicas exercidas por esta classe de compostos, associado ao fato de
que alguns elementos estruturais peculiares a algumas estruturas tornam
limitante 0 avanco das pesquisas, pois 0s mesmos estdo relacionados a
toxicidade ndo seletiva. Neste sentido, a obtencdo de analogos de
cucurbitacinas por meio de reagBes de modificagfes estruturais, tem
como objetivo estabelecer quais 0s elementos estruturais estdo
relacionados com as atividades bioldgicas e com a toxicidade, bem
como melhorar as caracteristicas fisico-quimicas de algumas
cucurbitacinas, corroborando para a melhora do indice terapéutico das
mesmas.

Inseridos neste contexto, 0 nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo essa abordagem desde 2008, motivados principalmente
por resultados relevantes no dmbito da atividade antitumoral e anti-
inflamatdria, de alguns trabalhos desenvolvidos, inclusive, nesta
Universidade. Siqueira e colaborares (2009) analisaram acdo
antitumoral de dihidrocucurbitacina B em camundongos induzidos com
células de melanoma (B16F10), na qual a mesma foi capaz de diminuir
0 crescimento tumoral e reduzir a metastase pulmonar. Este trabalho
destaca-se ainda, por ser o Unico relato de estudo in vivo de
dihidrocucurbitacina B para esta atividade. O potencial anti-inflamatério
de dihidrocucurbitacina B foi demonstrado em estudo in vivo em
diferentes modelos de inflamac&o (edema de pata e pleurisia), sugerindo
uma acao inibitdria de COX-2 (SIQUEIRA JR et al., 2007).

Ha apenas trés trabalhos na literatura que abordam derivados
sintéticos e semi-sintéticos de cucurbitacinas. Bartalis e Halaweish
(2005) obtiveram ésteres e éteres das cucurbitacinas B, E, | e L através
de reacBes de semi-sintese e avaliaram a relagdo entre lipofilicidade e
potencial citotéxico dos mesmos. Posteriormente, 0 mesmo grupo
localizado na Universidade da Dakota do Sul (EUA) apresentou estudos
de QSAR da atividade hepatoprotetora das cucurbitacinas semi-
sintéticas (BARTALIS;HALAWEISH, 2005; 2011).Recentemente, um
grupo de pesquisa da Universidade da California, descreveu a sintese
total das cucurbitacinas B e D por uma rota sintética que envolve
conjugacdo de Diels-Alder entre um dieno derivado de 2,2-dimetil-1,5-
ciclohexanona e um diendfilo derivado de metilciclopentanona, obtido
por uma sequéncia de reacdes de conjugacdo, redugdo e condensagdo
alddlica, em um total de 16 etapas de reacdo (JUNG;LUI, 2010). No
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entanto, cabe destacar que ndo sdo encontrados trabalhos descrevendo a
sintese de derivados glicosilados de cucurbitacinas.

Os estudos com Wilbrandia ebracteata foram iniciados na década
de 80 e até o presente momento ja foram identificadas mais de 20
cucurbitacinas desta espécie. Popularmente conhecida como taiuid,
W.ebracteta ¢ uma planta nativa da regido sul usada na medicina
tradicional para diversas finalidades. As raizes desta espécie sao
robustas e apresentam um bom rendimento, uma vez que existem relatos
que 1/3 das raizes de um exemplar forneceu cerca de 70 kg de material
vegetal (SCHENKEL, E.P, depoimento pessoal). Na figura 7 (pagina
34), estdo representadas as principais cucurbitacinas descritas para esta
espécie. Na amostra de material vegetal utilizada neste trabalho foi
possivel identificar, principalmente, a dihidrocucurbitacina E,
dihidrocucurbitacina B, os isémeros W-6 e W-7, cucurbitacina R, além
de trés novas cucurbitacinas (WT-1, KL-39, e isocucurbitacina R)
recentemente descritas por nosso grupo (LANG et al., 2011). Na figura
35 abaixo, pode ser visualizado o perfil cromatografico do extrato
diclorometénico das raizes de W. ebracteata utilizada neste trabalho e a
representacdo esquematica de algumas cucurbitacinas ja descritas,
conforme comparacdo com padrdes disponiveis no laboratorio.
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Figura 35: CCD extrato diclorometanico (DCM) e dihidrocucurbitacina
B (DCB). Fase estacionaria: gel de silica F,s4; Fase movel:
hexano:AcOEt (60:40; v/v); Deteccdo: vanilina-H3zPO,/ agquecimento
(100°C).

As cucurbitacinas majoritarias do extrato diclorometanico de W.
ebracteata sdo dihidrocucurbitacina B e cucurbitacina R. No entanto,
observou-se um maior rendimento de dihidrocucurbitacina B, cerca de
20 % do extrato diclorometanico (m/m) e aproximadamente 0,054 g em
100 g de material vegetal.

Os motivos que culminaram na escolha da estrutura de
dihidrocucurbitacina B como material de partida para as reacfes de O-
glicosilacdo foram os resultados relevantes apresentados nas atividades
bioldgicas antitumoral e anti-inflamatéria descritas anteriormente, e o
bom rendimento no isolamento do extrato diclorometanico das raizes de
W. ebracteata.

E interesse do grupo avaliar a acdo farmacolégica de glicosideos
de outras cucurbitacinas, como por exemplo, a cucurbitacina B. As
estruturas diferem-se pela presenca de uma insaturagdo na cadeia lateral
de cucurbitacina B, formando uma cetona o, insaturada na mesma, a
qual alguns autores associam a toxicidade desta cucurbitacina (MUSZA
et al., 1994, RIOS et al., 2005). Tendo em vista os resultados obtidos
para os glicosideos de dihidrocucurbitacina B frente a linhagem celular
de adenocarcinoma humano de pulmédo (A549), se torna interessante a
avaliacdo da influéncia de unidades monossacaridicas na estrutura de
cucurbitacina B frente & toxicidade.

A presenca de cucurbitacina B nas raizes de W. ebracteata é de
aproximadamente 2 mg/100 g de material vegetal (KREPSKY et al.,
2009). No entanto, 0 mesmo composto é encontrado majoritariamente
em Luffa operculata Cogn, outra espécie da familia Cucurbitaceae A
partir do extrato etandlico dos frutos de L. operculata (figura 36),
cucurbitacina B pode ser isolada com cerca de 15% de rendimento. L.
operculata é conhecida popularmente como buchinha-do-norte ou
cabacinha e é usada na medicina tradicional para inalacdo no tratamento
de doengas do trato respiratorio e abortivo (MATOS, 1979).
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Figura 36: Frutos secos de Luffa operculata Cogn e estrutura quimica
de cucurbitacina B. Foto: Vanessa Rocha Machado.

Com relagdo aos derivados monoglicosilados descritos neste
trabalho, os mesmos foram obtidos em diferentes posi¢cBes na
dihidrocucurbitacina B (C-2 e C-16). Inicialmente, dihidrocucurbitacina
B foi submetida & classica reacdo de O-glicosilacdo de Kdenigs Knorr.
Esta metodologia utiliza haletos como doadores monossacaridicos,
sendo que neste trabalho foram utilizados os brometos. Os doadores,
brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila (2a) e brometo de
2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila (2b), foram sintetizados em
rendimentos moderados (~50 %) em uma rota sintética constituida por
duas etapas reacionais. Uma desvantagem destes doadores é que 0s
mesmos precisam ser utilizados logo que preparados, visto que sdo
compostos de alta labilidade quimica e térmica. Em média, estes
doadores demonstraram estabilidade por 60 dias com armazenamento a -
17°C.

Os promotores reacionais utilizados em reacbes de Koenigs—
Knorr sdo sais de metais pesados, normalmente sais de prata ou
mercurio, e em nosso trabalho foram avaliados os sais de prata (Ag,CO;
e Ag;0). No entanto, apenas as rea¢fes com Ag,O forneceram o
derivado 16-(1,2-ortoacetato-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-glicopiranose)-
dihidrocucurbitacina B (7) em rendimentos moderados (17%). A
formacéo de 1,2 ortoéster de glicosideos em reacdes de Kdenigs-Knorr é
descrita na literatura, principalmente, quando séo utilizados sais de prata
insolUveis como promotores da reacdo (DESMARES et al.,, 2001,
SEEBACHER;HASLINGER;WEIS, 2001,
PRESSER;KUNERT;POTSCHGER, 2006). Porém, o0s mesmos
trabalhos descrevem o isolamento do composto glicosilado desejado de
forma majoritaria e seu derivado 1,2 ortoéster apresenta-se como um
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subproduto de baixo rendimento. No entanto, em nosso trabalho foi
observada apenas a formacdo do derivado 16-(1,2-ortoacetato-3,4,6-tri-
O-acetil-a-D-glicopiranose)-dihidrocucurbitacina B (7), visto que néo
foi possivel identificar a formagéo do produto O-glicosilado.

O derivado 1,2-ortoéster (7) foi submetido a reacdo de
desprotecdo das hidroxilas da unidade monossacaridica com solugdo
metandlica de NaOMe, porém devido a quantidade reduzida de material
e a formacdo de alguns subprodutos, ndo foi possivel isolar 0 composto
desacetilado em quantidades para a anlise espectroscopica de RMN *H.
A reacdo de desprotecdo precisa ser repetida para avaliar a estabilidade
da ligacdo glicosidica formada.

Uma alternativa descrita na literatura é a obtencdo do derivado
glicosilado evitando a formacado de 1,2 ortoéster nas reacfes de Koenigs
Knorr é a utilizagdo de sais prata soltvel, como triflato de prata, além da
protecdo das hidroxilas da unidade monossacaridica com grupos
protetores volumosos, como por exemplo, isobutirila (DESMARES et
al., 2001).

As mesmas condi¢Bes reacionais utilizadas na obtencdo do
derivado 1,2-ortoéster (7) foram utilizadas na reacdo de Kdenigs-Knorr
com colesterol como aceptor glicosidico. O derivado glicosilado de
colesterol foi obtido em rendimento similar ao composto 7, porém ndo
foi observada a formacdo do derivado 1,2-ortoéster. Outra observacao
importante do desenvolvimento desta reacdo foi a conversdo completa
do aceptor glicosidico em produtos, independente de tempo reacional e
proporcdo entre os reagentes. O mesmo fato foi observado quando
dihidrocucurbitacina B é utilizada como aceptor glicosidico nas mesmas
condicdes reacionais, 0 que sugere que esta é uma peculiaridade da
metodologia e independe da estrutura do aceptor glicosidico, visto que a
molécula de colesterol apresenta apenas uma hidroxila passivel de
glicosilacéo.

A utiliza¢do do colesterol como molécula modelo nas reagdes de
O-glicosilacdo mostrou-se bastante valiosa para a compreensdo do
desenvolvimento das mesmas. O composto 3-O-B-galactosideo de
colesterol foi obtido também através da reacdo com o doador
tricloroacetimidato em presenca do promotor triflato de trimetilsilila
(TMSOTHT). Porém, o rendimento do produto glicosilado foi superior ao
obtido na reacdo de Koenigs-Knorr (40 %), motivando o
desenvolvimento desta metodologia com a dihidrocucurbitacina B.

A metodologia de O-glicosilacdo com doadores monossacarideos
funcionalizados em C-1 com imidatos (trifluoroacetimidatos e
tricloacetimidatos) tem sido bastante relatada na literatura nos Gltimos
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anos, principalmente devido a maior estabilidade destes doadores
guando comparados com o0s haletos, assim como pelo o alto rendimento
do produtos glicosilados (JACOBSSON;MALMBERG;ELLERVIK,
2006).

Em nosso trabalho, utilizamos os doadores funcionalizados em C-
1 com tricloracetimidato e os mesmos foram sintetizados em trés etapas
reacionais em rendimentos moderados (50 a 60 %). As reagdes de O-
glicosilacdo de dihidrocucurbitacina B foram realizadas com ambos os
doadores monossacaridicos [2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosil
tricloroacetimidato (5a) e 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosil
tricloroacetimidato (5b)], no entanto, apenas as reagcbes com o doador
galactosideo forneceram o derivado desejado com 17 % de rendimento e
substituido na posicdo C-2 de dihidrocucurbitacina B.

Uma perspectiva do trabalho é estudar estratégias sintéticas de
protecdo e desprotecdo das hidroxilas em C-2 e C-16, com o objetivo de
desenvolver as reactes de O-glicosilacdo realizadas neste trabalho de
maneira seletiva, visto que as metodologias apresentaram seletividade
para diferentes posi¢des de substitui¢do na dihidrocucurbitacina B.

A escolha dos grupos protetores deve ser adequada com a rota
sintética de O-glicosilacdo escolhida, ou seja, 0s mesmos precisam ser
estaveis nos meios reacionais. Alguns exemplos de grupos protetores
como cloreto de terbutildimetilsilila (TBDMSCI), cloreto de tosila e até
oxidacdes estdo planejadas para trabalhos futuros.

Tentativas preliminares foram realizadas, de acordo com o0s
resultados prévios da tese em desenvolvimento em nosso grupo de
pesquisa (LANG, K.L, tese em andamento, 2011). Dessa forma, foi
possivel obter a hidroxila de C-2 substituida com o grupamento tosila e
a posicdo 16 com funcdo cetona, a partir da oxidagcdo da hidroxila
(esquema 15)
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Esquema 15: Preparacdo de derivados substituidos em C2 com tosila e
posi¢do C-16 oxidada.

Os compostos 13 e 14, por sua vez, foram submetidos as reacdes
de O-glicosilagdo de Kdenigs-Knorr e reacdo com tricloroacetimidatos.
No entanto, ndo foi evidenciada a formagéo dos respectivos derivados
glicosilados. Estudos adicionais precisam ser desenvolvidos com relacéo
as condigdes reacionais, como por exemplo, tempo de reacéo, ajustes da
propor¢do de equivalentes dos reagentes e mudangas no promotor
reacional.

Os doadores monossacaridicos utilizados nas reacfes deste
trabalho foram glicose e galactose, uma vez que 0S mesmos Sao 0S mais
comuns utilizados na obtencdo de derivados glicosidicos, facilitando a
padronizagdo das reagBes devido a disponibilidade de dados na
literatura. No entanto, é interesse do grupo obter derivados de
dihidrocucurbitacina B com outras unidades monossacaridicas, como
por exemplo, pentoses (ribose, arabinose e xilose) e 0 monossacarideo
insaturado, glical (Figura 37).
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&)
16 OH 17 OH

Figura 37: Monossacarideos glical (15), xilose (16), ribose (17) e
arabinose (18)

Dentre 0s monossacarideos citados, o glical foi previamente
avaliado. Dihidrocucurbitacina B foi submetida a reacdo de O-
glicosilacdo com 3,4,6,-tri-O-acetil-D-glucal utilizando &cidos de Lewis
como promotores de glicosilagdo (LiBr e 2ZnCl), conforme
metodologias descritas na literatura
(FLEKHTER;BALTINA;TOLSTIKOV, 2000,
BETTADAIAH;SRINIVAS, 2003). Entretanto, o produto glicosilado de
interesse ndo foi obtido, sendo necesséarios estudos adicionais com
relagdo as condigBes reacionais utilizadas, como por exemplo, o tempo
da reacdo, purificacdo dos reagentes (umidade) e até o uso de irradiacdo
por micro-ondas estdo planejados.

Em resumo, o trabalho desenvolvido apresenta perspectivas de
continuidade, ndo somente no a&mbito da obtencdo de compostos
glicosilados de dihidrocucurbitacina B, como também de outras
cucurbitacinas como, por exemplo, cucurbitacina B. Ainda séo previstas
reacbes com outras unidades monossacaridicas e o direcionamento da
glicosilacdo para diferentes posi¢Ges no esqueleto cucurbitano (C-2 e C-
16). Os compostos obtidos serdo avaliados frente a outras atividades
bioldgicas, como por exemplo, anti-inflamatéria, antiparasitaria e
antiviral, corroborando desta forma, com outros trabalhos desenvolvidos
pelo nosso de grupo de pesquisa em estudos de relagdo estrutura-
atividade desta classe de compostos.
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7 CONCLUSOES

Dihidrocucurbitacina B, utilizada como o aceptor glicosidico nas
reacOes de O-glicosilacdo desenvolvidas neste trabalho, foi
isolada a partir do extrato diclorometanico das raizes de W.
ebracteata. O processo extrativo foi exaustivo e a purifica¢do do
composto isolado por processos cromatograficos forneceram
dihidrocucurbitacina B em rendimentos satisfatorios, em torno de
20 %, o que viabilizou as rea¢des de modificacdo molecular.

A metodologia classica de Koéenigs-Knorr em presenca do
promotor reacional 6xido de prata (Ag,O) e brometo de 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila ndo forneceu o composto
glicosilado desejado, porém o composto 16-(1,2-ortoacetato-
3,4,6-tri-O-acetil-a-D-glicopiranose)-dihidrocucurbitacina B (7)
substituido na posicdo 16 de dihidrocucurbitacina B foi isolado
com 17 % de rendimento.

A reacdo de O-glicosilacdo com o doador 2,3,4,6-tetra-O-acetil-
a-D-galactopiranosil tricloroacetimidato promovida por triflato
de trimetilsilila (TMSOTf) forneceu o derivado 2-O-p-
galactosideo de dihidrocucurbitacina B, apds reacdo de
desprotecéo das hidroxilas da unidade monossacaridica.

De acordo com revisdo bibliogréfica realizada e apresentada no
item 2 deste trabalho, os derivados glicosilados obtidos sdo
inéditos na literatura. Ressaltando que sdo poucos os glicosideos
de cucurbitacinas substituidos na posicdo 16 (com excegdo de
dastiscosideos) e ndo ha relato de galactose como unidade
monossacaridica em glicosideos de cucurbitacinas.

Na avaliagdo da citotoxicidade em linhagem celular de
adenocarcimoma humano de pulmdo (A549), os derivados
glicosilados ndo mostraram inibicao significativa do crescimento
celular. Nessa linhagem celular O galactosideo de
dihidrocucurbitacina B apresentou perda da atividade citotoxica
guando  comparado  com atividade da  aglicona
(dihidrocucurbitacina B).
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Figura 16: Espectro RMN H (CDCl3, 400 MHz) de 1,2,3,4,6-penta-O-
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Figura 17: Espectros comparativos RMN *H (CDCls, 400 MHz): A)
constantes de acoplamento H-3 e H-4 do composto 2a. B) constantes de
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