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RESUMO

Na busca por novas moléculas com potencial bioldgico, o objetivo deste
trabalho foi complementar o estudo fitoquimico do extrato DCM de
Wilbrandia ebracteata, bem como o isolamento dos constituintes
majoritarios deste e do extrato DCM de Luffa operculata para utilizagio
como material de partida na obtengcdo de andlogos de cucurbitacinas.
Foram isoladas e caracterizadas 2 novas cucurbitacinas naturais e os
compostos majoritdrios di-hidrocucurbitacina B (CN-1), cucurbitacina R
(CN-3) e cucurbitacina B (CN-7) foram obtidos em quantidades
adequadas para utilizagdo como material de partida na sintese de
derivados. Através de modificacdes estruturais aplicadas seguindo
diferentes estratégias de quimica medicinal, como variacdo de grupos
substituintes, simplificacdo e extensdo de cadeia, foram obtidos 55
derivados semissintéticos. No anel A, modificagdes foram realizadas no
grupo a-hidroxi-cetona através de reacdes de substituicdo nucleofilica,
desoxigenacao, esterificacfio e eliminacdo da hidroxila na posi¢ao 2; no
anel B, uma cetona a,B-insaturada foi introduzida; a hidroxila na posicao
16 do anel D foi oxidada, desoxigenada ou convertida a éster; a cadeia
lateral foi clivada, a cetona o,B-insaturada modificada e a acetila em C-
25 eliminada. As cucurbitacinas naturais e semissintéticas foram
avaliadas quanto as propriedades anti-herpética, citotoxica frente a
linhagens de células tumorais e anti-inflamatéria. Na avaliacdo da
atividade anti-herpética, somente o derivado CS-46 apresentou alguma
atividade, porém com baixo indice de seletividade. Frente as linhagens
de células tumorais avaliadas, A549, RD, KB, HCT-8 e RD, os
resultados mais promissores foram obtidos com as cucurbitacinas
naturais CN-3, CN-4, CN-5 e CN-7, com ClIs, entre 0,01 e 7,22 uM, e
com os derivados da cucurbitacina B CS-15 (2,64 uM), CS-34 (0,12
uM), CS-41 (0,12 uM) e CS-44 (11,52 puM) para a linhagem AS549.
Estudo de QSAR sugeriu que a morte celular provocada pelas
cucurbitacinas nas células tumorais pode estar associada a ataques
eletrofilicos e a distribuicéo eletronica no anel A. Em relagéo a atividade
anti-inflamatéria, os derivados da cucurbitacina B CS-34 ¢ CS-44
apresentaram atividade promissora, com Clsy = 0,66 e 1,04 uM,
respectivamente.

Palavras-chave: cucurbitacinas, semissintese, atividade bioldgica.






ABSTRACT

Searching for molecules with biological potential, the aim of this work
was to complement the phytochemical study of the dichloromethane
extract of Wilbrandia ebracteata roots, as well as the isolation of its
major constituents from it and the dichloromethane extract of Luffa
operculata, in order to use them as starting material for the synthesis of
cucurbitacins analogues. Two new natural cucurbitacins were isolated
and characterized and the major compounds dihydrocucurbitacin B
(CN-1), cucurbitacin R (CN-3) and cucurbitacin B (CN-7) were
obtained in adequate quantities for use as starting material in the
synthesis of derivatives. Through the applying of structural changes
using different strategies of medicinal chemistry, such as variation of
substituent groups, simplification and chain extention, 55 cucurbitacins
derivatives were obtained. In the ring A, modifications of the a-hydroxy
ketone group were made by nucleophilic substitution, esterification and
deoxygenation of the hydroxyl at position 2; at the ring B, the formation
of a,B-unsaturated ketone was performed; the hydroxyl in position 16 at
the ring D was oxidized, deoxygenated or converted to ester; the side
chain was cleaved, the o,B-unsaturated ketone was modified and the C-
25 acetyl was eliminated. The natural and semisynthetic cucurbitacins
were evaluated for their anti-herpetic, cytotoxicity against tumor cell
lines and anti-inflammatory properties. In the anti-herpetic activity
assays, only CS-46 analog showed some activity, but with low
selectivity index. Against the tumor cell lines analyzed, A549, RD, KB,
HCT-8 and RD, the best results were obtained with the natural
cucurbitacins CN-3, CN-4, CN-5 and CN-7, with ICs, values between
0.01 and 7.22 pM, and with cucurbitacin B derivatives CS-15 (2.64
uM), CS-34 (0.12 uM), CS-41 (0.12 uM) and CS-44 (11.52 uM), for
A549 cell line. QSAR studies suggest that the cell death caused by
cucurbitacins may be associated with electrophilic attacks and eletronic
distribuition in ring A. With regard to anti-inflammatory activity,
cucurbitacin B derivatives CS-34 and CS-44 showed promising activity,
with ICsp = 0.66 and 1.04 uM, respectively.

Keywords: cucurbitacins, semisynthesis, biological activity.
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APRESENTACAO

Para facilitar a leitura e compreensdo deste material, esta tese
foi organizada da seguinte forma:
Inicialmente, apresenta-se uma breve introdu¢do do tema, abordando
quimica medicinal e a desenvolvimento de firmacos a partir de produtos
naturais, as caracteristicas estruturais de cucurbitacinas, e as espécies
vegetais utilizadas para obten¢@o dos precursores semissintéticos;
Em seguida, sdo apresentados justificativa e objetivos (geral e
especificos) do trabalho;

3) Na continuidade, sdo apresentados os resultados e discussdo divididos

4)

em trés partes: Na primeira, relativa a obten¢do dos precursores e ao
isolamento de novas cucurbitacinas de W. ebracteata e L. operculata,
apresenta-se a discussdo dos resultados do isolamento e elucidacio
estrutural; Na segunda parte, relativa a sintese e caracterizagdo de
derivados, apresenta-se a discuss@o dos resultados da semissintese de
cucurbitacinas; Na terceira parte, expde-se a atuacdo dos compostos
naturais e semissintéticos sobre os sistemas bioldgicos, envolvendo
herpes, cincer e inflamagdo. Esta terceira parte é subdividida em
subitens referentes a cada atividade bioldgica investigada, com uma
introducdo para atualizagdo sobre o tema, seguida dos resultados
bioldgicos obtidos nesta pesquisa, bem como as discussdes de relagdo
estrutura-atividade;

Na sequéncia, apresenta-se a se¢do experimental, dividida em duas
subsecdes. Na primeira estdo descritas as metodologias de isolamento
dos precursores, de sintese dos intermediarios e dos produtos finais,
enquanto na segunda apresenta-se a descricio das metodologias dos
testes bioldgicos realizados;

5) Finalmente, relacionam-se as conclusdes e as referéncias;

6) Nos anexos, disponibilizam-se:

i) o resumo das estruturas;

ii) os espectros de RMN He 13C;

iii) os espectros de correlacdio mononucleares (COSY e NOESY) e
heteronucleares (HMBC e HMQC); e

iv) os trabalhos cientificos publicados e a relacdo dos apresentados em
CONgressos.

iv) os trabalhos cientificos publicados e a relacdo dos apresentados em
Congressos.
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1.1.A QUIMICA MEDICINAL E O DESENVOLVIMENTO
DE NOVOS FARMACOS A PARTIR DE PRODUTOS
NATURAIS

A quimica medicinal é conceituada como uma disciplina
baseada na quimica, envolvendo aspectos das ci€ncias bioldgicas,
médicas e farmacéuticas, cuja missdo € o planejamento, descoberta,
invencdo, identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente
ativos (protétipos), o estudo do metabolismo, interpretacio do
mecanismo de a¢do a nivel molecular e a construcao das relagdes entre a
estrutura quimica e a atividade farmacolégica (WERMUTH et al,,
1998). Dessa forma, a quimica medicinal é considerada uma ciéncia
tipicamente interdisciplinar, transitando entre as subdreas da quimica e
das ciéncias bioldgicas. A aproximagdo destas duas grandes dreas do
conhecimento propiciou as condi¢des necessdrias e essenciais a
interacdo entre quimicos medicinais e farmacologistas, conduzindo,
dessa forma, a descoberta de novos farmacos, inovagdes terap€uticas
auténticas e com padrdes moleculares originais, atuando, em muitos
casos, por mecanismos farmacolégicos de acdo inéditos (BARREIRO,
2009).

A descoberta de novos farmacos inclui trés etapas importantes:
1) descobrimento — que consiste na identificacdo e produgdo de novas
substincias ativas, originadas de produtos naturais, sintese organica ou
de processos biotecnoldgicos; ii) otimizagdo — que baseia-se nas
modificacdes sintéticas das estruturas, no sentido de aumentar a
poténcia, seletividade e conferir menor toxicidade; iii) desenvolvimento
— que consiste na otimizagdo das rotas sintéticas para a producdo em
larga escala e a modificacdo das propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas da substincia ativa para uso clinico (WERMUTH,
2008).

A utilizagdo de produtos naturais ativos como matéria-prima,
modelo ou molécula-protdtipo para a sintese de andlogos mais potentes
e seletivos tem contribuido significativamente para a obten¢do de novos
agentes terapéuticos. Muitos farmacos disponiveis atualmente no
mercado farmacéutico foram obtidos sinteticamente baseados em
estruturas ativas de fontes naturais. Como exemplo (Figura 1), podem
ser citados fadrmacos como o captopril (2, Capoten®), obtido a partir da
simplificacdo molecular de um peptideo (1) isolado do veneno de
Bothrops jararaca ou ainda o aciclovir (4, Zovirax®), um derivado
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purinico sintético, obtido por simplificacdo molecular da guanosina (3)
(BARREIRO, 2002).

0
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Figura 1: Farmacos obtidos a partir de produtos naturais.

Diversas estratégias daquimica medicinal podem  ser
empregadas no desenho molecular de novos candidatos a agentes
terapéuticos. Além disso, estas estratégias sdo cruciais na etapa de
modificacdo molecular necessdria a sua otimizagdo, reduzindo efeitos
adversos e aumentando sua poténcia, por exemplo. Dentre muitas se
destacam a varia¢do de grupos funcionais e a simplificacdo molecular
(BARREIRO, 2002).

A variacdo de grupos funcionais é uma estratégia interessante
quando se inicia o estudo de relacdo estrutura atividade (SAR) de um
composto. Nesse caso, obtém-se derivados através de modifica¢des
minimas na estrutura do precursor, como hidrogenagdes, metilagoes,
acetilagdes, modificacdo de substituintes e isosterismo. Apesar de
simples na maioria das vezes, mudangas pequenas poderdo produzir
alteragdes expressivas na atividade de um determinado protdtipo
(WERMUTH, 2008).

A simplificacdo molecular foi inicialmente empregada na
obten¢do de compostos estruturalmente mais simples, a partir de
protétipos naturais ativos, estruturalmente complexos. Esta estratégia de
planejamento foi inicialmente empregada sem o prévio conhecimento
das diferentes contribuicdes farmacoféricas das distintas subunidades
estruturais do protdtipo, geralmente de origem natural. Atualmente, os
avangos observados no estudo da relagdo entre a estrutura quimica e a
atividade permitiram que esta estratégia passasse a ser empregada de
forma racional, preservando as subunidades farmacofdricas,
previamente identificadas no composto-protétipo eleito, natural ou
sintético (BARREIRO, 2002).
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Produtos naturais sdo fontes importantes de substincias
biologicamente ativas, sendo que a maioria dos farmacos em uso clinico
ou sdo de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese quimica
planejada a partir de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012,
BUTLER, 2008). A singularidade dos metabdlitos secunddrios
encontrados na natureza ocupa um espago quimico diferenciado e por
vezes dificil de ser alcangado através da sintese pura, representando uma
ferramenta essencial na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos e uma fonte constante de inspiracdo para os quimicos nestes
processos (NICOLAOU; CHEN; DALBY, 2009).

1.2. CUCURBITACINAS

Inicialmente consideradas os principios toxicos da familia
Cucurbitaceae, as cucurbitacinas estdo presentes em algumas espécies
utilizadas na medicina popular brasileira como a “buchinha” (Luffa
operculata) (MATOS; GOTTLIEB, 1960, KAWAHARA et al., 2001)
“taiuid” (Wilbrandia ebracteata e/ou Cayaponia tayuya) (SCHENKEL
et al, 1992, FARIAS et al 1993) e “nhandiroba” (Fevillea trilobata)
(VALENTE et al., 1993, VALENTE et al., 1994).

Cucurbitacinas  sdo triterpenos tetraciclicos  altamente
oxigenados, com o esqueleto biogeneticamene incomum 19(10—9p)-
abeo-100-lanosteno (cucurbitano, Figura 2), que pode ser encontrado
livre ou glicosilado (LAVIE; GLOTTER, 1971). As primeiras agliconas
isoladas com esqueleto cucurbitano receberam como nome a palavra
cucurbitacina seguida de uma letra, de acordo com a cronologia do
isolamento/elucidacido estrutural. No entanto, isso ndo se constituiu
numa regra geral, encontrando-se atualmente diversos nomes para essas
substancias (VALENTE, 2004).

Embora encontradas predominantemente em espécies da familia
Cucurbitaceae, esses compostos ja foram também identificados em
representantes das familias Begoniaceae, Cruciferae, Datiscaceae,
Desfontainaceae,  Elaeocarpaceae, Polemoniaceae, Primulaceae,
Rosaceae, Rubiaceae, Scrophulariaceae e Sterculiaceae (DINAN;
HARMATHA; LAFONT, 2001), podendo ser encontradas em diversas
partes dessas plantas. Em Cayaponia tayuya (HIMENO et al., 1992),
Wilbrandia ebracteata (SCHENKEL et al, 1992), Bryonia alba e
Bryonia dioica (UKIYA et al., 2002), por exemplo, esses compostos
concentram-se majoritariamente em partes subterraneas, como raizes e
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rizomas. Ja  em espécies como  Cucurbita andreata
(JAYAPRAKASAM; SEERAM; NAIR, 2003), Trichosanthes
tricuspidata (KANCHANAPOOM; KASAIL;, YAMASAKI, 2002),
Citrullus colocynthis, Luffa operculata e Ecballium elaterium (BAUER,;
WAGNER, 1983), os frutos s@o a principal fonte de cucurbitacinas. Em
outras plantas como Iberis amara, esses compostos sdo encontrados
majoritariamente nas sementes, enquanto que em espécies como
Kageneckia oblonga (DELPORTE et al., 2002) e Gratiola officinalis
(BAUER; WAGNER, 1983) cucurbitacinas podem ser obtidas das
folhas.

Figura 2: Esqueleto cucurbitano [19-(10—9p)-abeo-10a-lanosteno]

A grande variedade estrutural encontrada em cucurbitacinas,
decorrente de diferentes padrdes de oxigenacdo, posi¢ao de insaturacdes
e fatores estereoquimicos, deu origem a ampla gama de compostos
conhecidos atualmente, porém com algumas caracteristicas em comum.
Grande parte das cucurbitacinas descritas até o momento possui
insaturagdo entre C-5 - C-6 e muitas delas possuem dupla ligacio entre
C-1 - C-2 e/ou em C-23 — C-24. Frequentemente, diversos carbonos do
esqueleto cucurbitano possuem substituintes oxigenados, gerando
compostos com variados padrdes de oxidacdo. Hidroxilas estdo
presentes normalmente em C-16 (o), C-20 (B) e C-25, enquanto os
carbonos 11 e 22 sdo tipicamente carbonilicos. Adicionalmente, C-2 e
C-3 podem estar substituidos por um grupo hidroxila ou carbonila.
Outras substitui¢des tipicas incluem hidroxilas em C-24 e raramente em
C-9 e acetilagdo da hidroxila em C-25 (RIOS et al., 2005).

Todo o histérico da elucidagdo estrutural das cucurbitacinas até
1970, incluindo a determinacgdo da estereoquimica dos centros quirais de
seu esqueleto, foi detalhadamente revisto por Lavie e Glotter (1971). Os
trabalhos descritos basearam-se principalmente em transformagdes
quimicas, andlises de Dispersdio Optica Rotatéria e Ressondncia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) de virios derivados em
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comparag¢do com modelos. Com a evolucdo das técnicas de separacio e
elucidagdo estrutural, varias estruturas foram sendo isoladas e
identificadas com precisdo, através da utilizacdo de métodos como
RMN "C e 'H (VELDE; LAVIE, 1983, SASAMORI et al., 1983, CHE
et al., 1985) e espectrometria de massas (AUDIER; DAS, 1966,
KUPCHAN et al., 1970), inclusive de alta resolu¢do (JOHNSON et al.,
1991).

Mais recentemente, com as modernas técnicas de RMN
bidimensional, difragdo de raios-X (OKABE et al., 1980, NES et al.,
1991) e técnicas hifenadas (STURM; STUPPNER, 2000), estd sendo
possivel ampliar cada vez mais o universo estrutural das cucurbitacinas,
detectando estruturas mais complexas mesmo quando minoritrias. O
conhecimento acumulado até o momento tem mostrado que as principais
caracteristicas estruturais de diferenciacdo das cucurbitacinas estdo
localizadas no anel A e na cadeia lateral (VALENTE, 2004, CHEN et
al., 2005, RIOS et al., 2005).

1.2.1. VARIACOES DO ANEL A DE CUCURBITACINAS

Até o momento sdo descritas para cucurbitacinas doze variagdes
estruturais no anel A (Figura 3) que podem ser agrupadas em oito
sistemas bdsicos. Os sistemas 12 (tipo diosfenol) e 13 (tipo «-cetol)
foram os primeiros a serem descritos (LAVIE; GLOTTER, 1971), e foi
através da observacdo de que o préton olefinico (H-1) do sistema 12
apresentava-se como um dupleto em 8 = 5,97 (J = ~ 3Hz) no RMN 'H,
que se confirmou a presenca de um hidrogénio em C-10, surgindo assim
uma das primeiras evidéncias do esqueleto lanostano rearranjado das
cucurbitacinas.

Ainda relacionadas as variagdes no anel A, sdo denominadas
isocucurbitacinas aquelas que possuem o sistema 14a (a-cetol, com 3a-
OH em posicao equatorial) e epi-isocucurbitacinas as do sistema 14b (-
cetol, com 3B-OH em posi¢do axial). No sistema 2,3-di-hidroxi, as
variagdes 15b (2,30 com ambas hidroxilas em posicdo equatorial) e
15c¢ [2P (equatorial),3p (axial)] s@o as de maior ocorréncia (VALENTE,
2004). A determinacdo da configuracdo relativa desses centros &
geralmente assinalada por RMN, principalmente através da observacio
da constante de acoplamento entre H-2 e H-3 (STUPPNER, 1990;
SCHENKEL et al., 1992).

34



16b 17 18 19
R=HougGli

Figura 3: Principais variacdes no anel A encontradas em cucurbitacinas

Cucurbitacinas contendo no anel A somente uma hidroxila em C-
3 (sistemas 16a e 16b) sdo geralmente encontradas na natureza na forma
de glicosideos e podem apresentar um esqueleto menos oxigenado que
as outras cucurbitacinas. A orientacdo da hidroxila em C-3 é de um
modo geral B (axial), entretanto foram isoladas algumas cucurbitacinas
glicosiladas com o substituinte em C-3 (OGli) com posi¢io o
(ACHENBACH et al., 1993, HUANG et al.,, 1998). Podem ser
encontradas ainda variacdes onde a posicdo 3 apresenta-se oxidada,
como € o caso do sistema 17 (RODRIGUEZ et al., 2003).

Sdo denominadas norcucurbitacinas as que possuem o anel A
aromatizado, com perda de um dos grupos metila geminais ligados a C-
4 (sistema 18). Essas substancias sdo em sua grande maioria glicosiladas
em C-2 e foram isoladas, em sua grande maioria, de espécies latino-
americanas da familia Cucurbitaceae (FARIAS et al., 1993, VALENTE
et al., 1993; 1994, ACHENBACH et al., 1993, PAGOTTO; KAPLAN;
GOTTLIEB, 1996).

Cucurbitacinas com o anel A rearranjado, com a perda de um
atomo de carbono e formacdo de um anel d-lactona C-1/C-3 (sistema
19) sdo denominadas neocucurbitacinas, sendo a variacdo de anel mais
recentemente descrita para a classe (KAWAHARA et al., 2001).
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1.2.2. VARIACOES DA  CADEIA LATERAL DE
CUCURBITACINAS

Podem ser encontradas diversas variacdes na cadeia lateral de
cucurbitacinas, sendo que as primeiras estruturas a serem identificadas e
de ocorréncia majoritaria até hoje, foram aquelas com cadeia lateral
aciclica e grupamento o-cetol, com hidroxila em C-20 e carbonila em C-
22, com ou sem insaturacdo em C-23 (Figura 4, sistema 20). Outras
variacdes incluem cucurbitacinas com cadeia lateral aciclica ndo-
oxigenada (sistema 21) (FUJIMOTO et al.,, 1987, AKIHISA et al.,
1994), di-hidroxilada (sistema 22) (STUPPNER, 1990), tri-hidroxilada
(sistema 23) (ACHENBACH et al., 1993) até tetra-oxigenadas (sistemas
24 e 25) (KANCHANAPOOM et al., 2002), além de uma nova variago
(sistema 26) observada em uma cucurbitacina isolada de W. ebracteata
(LANG et al., 2011). Sao descritas também cadeias laterais ciclizadas,
que resultam de reagdes intramoleculares entre diferentes dtomos de
carbono e de oxigénio presentes no anel D (sistemas 27 e 28 )
(JOHNSON et al., 1989, STUPPNER; MULLER; WAGNER, 1991,
HUANG et al., 1998) ou na cadeia lateral (sistemas 29, 30 e 31)
(HYLANDS; KOSUGI, 1982, SCHENKEL et al., 1992, CHEN et al.,
2009).

Mesmo com o avango das técnicas de elucidagdo estrutural, a
determinagdo da configurag@o absoluta dos centros quirais presentes nas
cadeias laterais de algumas cucurbitacinas ainda permanece um desafio.
Okabe e col. (1980), Achenbach e col. (1993) e Lang e col. (2011),
através da obtencdo de derivados conseguiram definir a estereoquimica
desses centros nos sistemas 22, 23 e 25. No sistema 24, a estereoquimica
de C-24 ainda permanece indeterminada (FARIAS et al., 1993).
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Figura 4: Principais variagdes de cadeia lateral encontradas em
cucurbitacinas.

Também ja foram descritas algumas cucurbitacinas com perda
parcial da cadeia lateral (Figura 5), como as hexanor (32) (STUPPNER
et al., 1990, KANCHANAPOOM et al., 2002) e heptanorcucurbitacinas
(33) (VALENTE et al., 1993), com manutencdo de C-20 e C-21, ou
ainda perda total da cadeia lateral, denominadas octanorcucurbitacinas
(34) (KANCHANAPOOM et al., 2002).

32 R=HouGli 33 R=HougGli

Figura 5: Estrutura de hexanor (32), heptanor (33) e octanorcucurbitacinas
(34).

1.2.3. TOXICIDADE

Plantas contendo cucurbitacinas despertaram interesse
inicialmente devido a preocupacdo com sua possivel toxicidade. Em
Israel, foram relatados casos de intoxica¢do por suco do fruto de
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Ecbalium elaterium (pepino-de-Sdo-Gregério), uma planta cujo
componente principal € a cucurbitacina B e cujo uso popular é
semelhante ao de L. operculata, para tratamento de sinusite e doencas
hepdticas. Observou-se que a exposicdo ao suco, especialmente se
concentrado, pode causar irritagdo de membranas mucosas,
supostamente de origem inflamatéria (RAIKHLIN-EISENKRAFT;
BENTUR, 2000). Anteriormente, Vlachos e Kanitsakis (1994) ja
haviam relatado caso de morte por insuficiéncia cardiaca e renal de
usudrio do suco de E. elaterium em aspiragdes nasais no tratamento de
sinusite cronica.

Alguns estudos com diferentes cucurbitacinas, obtidas de fontes
naturais, parecem indicar que a cadeia lateral € essencial para a
toxicidade desses compostos, enquanto que substituicdes no anel A
parecem ndo afetar a toxicidade. Musza e col. (1994) observaram que os
di-hidro derivados da cucurbitacina 1 (cucurbitacina L) e da
cucurbitacina D (cucurbitacina R) sdo significativamente menos toxicos
que seus andlogos que possuem uma cetona o.,p-insaturada na cadeia
lateral. Além disso, observou-se que a presencga de uma acetila na cadeia
lateral (C-25), € responsdvel por um aumento da toxicidade de
cucurbitacinas (MUSZA et al., 1994, RECIO et al., 2004). Esses
mesmos dados foram observados em um estudo sobre relacdes entre a
estrutura quimica e a atividade de cucurbitacinas, no que diz respeito a
atividade citotdxica in vitro e a toxicidade em animais a partir de dados
ja descritos na literatura (VAN DANG; RODE; STUPPNER, 1994).
Embora o nimero de compostos estudados e a variabilidade estrutural
dos mesmos tenham sido limitados, os dados existentes também
sugeriram a relacdo entre a presenga de carbonila o,B-insaturada na
cadeia lateral e a presenca de acetila em C-25 com a toxicidade destes
compostos.

1.2.4. DERIVADOS SEMISSINTETICOS

Na literatura sdo encontrados poucos relatos de semissintese de
derivados triterpénicos, sendo que a maioria se refere a obtencdo de
derivados dos acidos betulinico, ursélico e oleandlico. Em relacdo as
cucurbitacinas, grande parte dos trabalhos de modificagdes estruturais é
referente a estudos de comprovacdo de caracteristicas estruturais,
realizados na década de 1950 e 1960 (LAVIE; WILLNER, 1960,
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SCHLEGEL; MELERA; NOLLER, 1960, LAVIE et al., 1961, LAVIE;
GLOTTER, 1971, LAVIE; SHVO; WILLNER, 1958).

Na década de 1990, Ryu e col. (1995) descreveram a preparacao
de andlogos de hexanorcucurbitacinas utilizando reacdes cldssicas de
protecdo/desprotecao/oxidacio (Esquema 1).

59

a) Na,Cr,0O7 AcOH
b) 1% Na,CO3/MeOH

! !

o o o
g b /\g b b\’\%
L "OAC o, P HO._~. r g

Esquema 1: Obtencdo de andlogos de hexanorcucurbitacina descrita por
Ruy e col. (1995).

Mais recentemente, Bartalis ¢ Halaweish (2005), obtiveram
através de reacdes de alquilacio e acetilagdo, derivados das
cucurbitacinas E (9) e I (JSI-124) (Esquema 2) com a finalidade de
avaliar a influéncia da hidrofobicidade dos compostos sintetizados,
juntamente com cucurbitacinas isoladas de fontes naturais, na
citotoxicidade frente a uma linhagem de células tumorais (HepG2).
Dentre os compostos avaliados, foi possivel observar que o aumento da
lipofilia, calculada através do Log P, apresenta uma forte correlagio
com o aumento da citotoxicidade sobre as células tumorais.

(9) R;=COCH,4 R =COCH; ou H Ry =COCH; ou H
(ISI-124) R;=H R; = -Me, -Et, -iPr ou -nPr R, = -Me, -Et, -iPr ou -nPr

a)RI(R= CH; CH,CH; CH{CH;);, CHyCHCH3), KyCO3 acetona; b) AcyO, Py
Esquema 2: Obtencdo de derivados das cucurbitacina E (9) e I (JSI-124)
descrita por Bartalis e Halaweish (2005).
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Desde 2006 sdo publicadas comunicacdes em congressos da
Sociedade Americana de Quimica, a respeito da obtencdo de derivados
semissintéticos de cucurbitacinas com atividade citotoxica frente a
linhagens de células tumorais. Os resumos relatam a obtengdo de
diversos andlogos, estudos de QSAR e de Docking, porém nio
apresentam as metodologias utilizadas e tampouco os derivados obtidos
(YOUNG; HALAWEISH, 2006, YOUNG; HALAWEISH, 2007b; a,
RICE et al., 2008, YOUNG; HALAWEISH, 2008, FAHEY; YOUNG;
HALAWEISH, 2009).

Recentemente, Jung e Lui (2010) descreveram a sintese de um
diastereoisdmero do nticleo cucurbitano, epimérico em C-8, C-9 e C-10
(65), obtido por uma sequéncia de reacdes de conjugacdo, reducdo e
condensacdo alddlica, em um total de 16 etapas de reagdo, através de
uma rota sintética que envolve conjugacdo de Diels-Alder entre um
dieno derivado de 2,2-dimetil-1,5-ciclo-hexanona (64) e um diendfilo
(63) (Esquema 3).

63 64

Esquema 3: Sintese de um epimero do niicleo cucurbitano descrita por
Jung e Lui (2010).

1.3. Wilbrandia ebracteata Cogn.

O género Wilbrandia, familia Cucurbitaceae, é composto por
espécies tropicais e subtropicais, proprias da América do Sul. Muito
provavelmente, o centro de origem deste grupo compreende os estados
de Santa Catarina, Sao Paulo e Rio de Janeiro, no entanto, a sua
distribui¢do vai do Rio Grande do Sul até o Espirito Santo (PORTO,
1974, MATOS, 1979). O género possui cinco espécies (CROVETTO,
1960), porém na literatura sdo encontrados dados apenas sobre W.
ebracteata Cogn. e W. verticillata Cogn.

Wilbrandia ebracteata Cogn. (Figura 6) é uma das vdrias
espécies de Cucurbitdceas conhecidas popularmente como “taiuid”. A
planta é empregada (como falsificagdo ou por equivoco), como insumo
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farmacéutico, ao invés de Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn., a espécie
descrita na primeira edicao da Farmacopéia Brasileira (FARIAS, 1986).

Espécies conhecidas como taiuid sdo empregadas na medicina
popular para o tratamento das mais diversas enfermidades. Em W.
ebracteata, a parte utilizada € a raiz, empregada na medicina popular no
tratamento de prisdo de ventre, dermatoses, amenorréia, tlcera gastrica
aguda e doencas reumticas (PIO CORREA, 1978).

Figura 6: Exemplar da espécie W. ebracteata Cogn. Foto: Andressa C.
Gazola

1.3.1. CONSTITUINTES QUIMICOS

Para W. ebracteata & descrita a presenga majoritdria de duas
classes de metabdlitos secunddrios: flavonoides e cucurbitacinas. O foco
deste trabalho € as cucurbitacinas, por isso a abordagem serd restrita a
essa classe de compostos.

As cucurbitacinas sfo encontradas predominantemente nas
raizes de W. ebracteata, para as quais ja foi descrito um grande nimero
de compostos dessa classe (Figura 7) (SCHENKEL et al., 1992,
FARIAS et al, 1993), sendo majoritiria a presenga de di-
hidrocucurbitacina B (~45%) (KREPSKY et al., 2009) e cucurbitacina R
(GUIMARAES, 2010).

41



di-hidrocucurbitacina B N cucurbitacina R “"Ngi-hidrocucurbitacina E

LOHP L OHQ _OHO

OAc
HO.

HO

cucurbitacina L cucurbitacina B

_OHQ

curbitacina D cucurbitacina E

OHO _OoHQ

OAc

HO™

di-hidroisocurbitacina B ) isocucurbitacina R } 22-deoxocurbitacina D

oHP oy LOHP o

OH OH
HO. H =

22-deoxocurbitacina L cucurbitacinas G e H cucurbitacinas J e K

Figura 7: Estrutura das principais cucurbitacinas isoladas de W. ebracteata
Cogn. (SCHENKEL et al., 1992; FARIAS et al., 1993).

1.4. Luffa operculata (L.) Cogn.

O género Luffa, familia Cucurbitaceae, possui sete espécies
conhecidas, sendo quatro delas origindrias do Velho Mundo (L.
echinata, L. acutangula, L. aegyptiaca e L. graveolens) e trés com
origem no Novo Mundo (L. operculata, L. quinquefida e L. astorii)
(DUTT; ROY, 1990).

Luffa operculata (L.) Cogn. é origindria da américa tropical e
cultivada principalmente no norte e nordeste do Brasil. A planta é
conhecida popularmente como buchinha, cabacinha, purga-de-jalapa e
purga-dos-paulistas, entre outros nomes (MATOS, 1979, OLIVEIRA;
AKISUE; AKISUE, 1991, JOLY, 1998, SIMOES, 2000, MILIJKOVIC,
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2010) A parte da planta utilizada € o fruto (Figura 8), empregado na
medicina tradicional principalmente como purgativo, emenagogo e
descongestionante nasal (VASQUES et al., 1982, LORENZI; MATOS,
2002).

N\

Figura 8: Frutos de L. operculata. Fonte: (MENON-MIY AKE et al., 2005).

Os frutos de L. operculata também sdo utilizados na medicina
popular como abortivos, estando entre as dez plantas mais utilizadas
para essa finalidade no Brasil (MENGUE et al., 1997).

Em livro a respeito do uso de plantas medicinais empregadas na
regido nordeste do Brasil, Matos (2000) cita a espécie L. operculata
como responsdvel por intoxicagdes graves, cujos sintomas incluem
diarréia, vOmitos, prostragcdo, bradicardia, hipotensdo, no caso de uso
oral, e hemorragia nasal nos casos de tratamento local. O autor relaciona
a toxicidade com a presenca de saponinas e cucurbitacinas, referindo-se
a estas substincias como pré-inflamatdrias.

1.4.1. CONSTITUINTES QUIMICOS

Para L. operculata é descrita a presenca de triterpenos,
saponinas e principalmente, cucurbitacinas, sendo as tltimas associadas
ao amargor e aos efeitos toxicos dos frutos.

A composi¢do quimica dos frutos de L.operculata comecou a
ser estudada na década de 1960, quando Matos e Gottlieb descrevem a
presenca de isocucurbitacina B no extrato cloroférmio da planta
(MATOS; GOTTLIEB, 1960). Também ¢ relatada a presenca de
glicosideos de triterpenos do tipo damarano, denominados luperosideos
A — H (KUSUMOTO et al., 1989) e saponinas com esqueleto do tipo
oleanano, denominadas luperosideos I — L (OKABE et al., 1989).

Em relagdo as cucurbitacinas, para os frutos de L. operculata,
além da isocucurbitacina B (5) € descrita a presenca de cucurbitacina B
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(CN-7), cucurbitacina D (6) e seus 2-O-glicosideos (7 e 8,
respectivamente) (BAUER; TITTEL, 1996, KAWAHARA et al., 2004),
cucurbitacina E (9) e das neocucurbitacinas A (10) e B (11). As
estruturas dos compostos sdo apresentadas na Figura 9 (KAWAHARA
etal., 2001).

(CN-DR, =H: R, = COCH,
(6)R, =H:R,=H

(DR, =Gli: R, = COCH;
(®)R, =Gli:Ry=H

(10) R, = COCI;
(DR, =H

Figura 9: Estrutura das principais cucurbitacinas isoladas de L.
operculata.
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2. JUSTIFICATIVA



H4 muito tempo compostos obtidos de fontes naturais tém sido
utilizados como modelos para a sintese e semissintese de novos
compostos bioativos e sdo inimeros os exemplos de farmacos de
alguma forma baseados em produtos naturais. Certamente a terapéutica
moderna, composta por um grande nimero de medicamentos com acdes
especificas sobre receptores, enzimas e canais idnicos, ndo teria atingido
o grau de desenvolvimento atual ndo fosse o auxilio dos produtos
naturais, notadamente aqueles derivados das plantas superiores. Uma
revisdo recente publicada por Newman e Cragg (2012), estima que
grande parte dos medicamentos disponiveis na terap€utica moderna,
entre os anos de 1981 e 2010, foram desenvolvidos, direta ou
indiretamente, a partir de fontes naturais, sendo que cerca de 39% possui
uma estreita ligacdo com produtos naturais, tendo sido descobertos
diretamente ou obtidos por semissintese.

A busca por farmacos mais eficientes para o tratamento de
patologias como o cancer e para contornar a resisténcia de diversos
micro-organismos aos antimicrobianos existentes tem motivado a
pesquisa envolvendo novas substancias oriundas de fontes naturais. Das
plantas, como exposto anteriormente, ja foram isolados muitos
compostos utilizados na medicina para a cura de varias enfermidades,
sendo esta considerada uma fonte inesgotdvel de compostos com
caracteristicas estruturais Unicas.

O interesse na obtengdo de derivados de cucurbitacinas deve-se ao
fato de que esses compostos, quando anteriormente investigados nesta
Universidade (PETERS; FARIAS; RIBEIRO-DO-VALLE, 1997,
PETERS et al., 1999, PETERS et al., 2003, SIQUEIRA et al., 2007,
SIQUEIRA et al., 2009) apresentaram marcante atividade antitumoral e
anti-inflamatéria e em doses reduzidas, como descrito nos itens 4.4.2 e
4.4.3. Adicionalmente, cucurbitacinas isoladas de produtos naturais
vem sendo também estudadas por diversos outros grupos de pesquisa,
onde se destacam as mesmas atividades, inclusive em estudos in vivo.

Cabe aqui salientar o importante rendimento obtido a partir das
raizes de W. ebracteata, o que viabiliza a utilizacdo das cucurbitacinas
isoladas como precursoras para a obtencdo de derivados. O material
coletado inicialmente, em 1987, forneceu cerca de 70 kg, o que
corresponde a aproximadamente 1/3 das raizes de um exemplarl. (0]
extrato DCM apresenta um rendimento aproximado de 2% a partir no
material vegetal, e € composto majoritariamente por cucurbitacinas,
tendo sido descritos até o momento mais de 20 compostos desse grupo

" E. Schenkel, S.A.L. Bordignon, M.R. Farias, depoimento pessoal.
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(Figura 7) (SCHENKEL et al, 1992; FARIAS et al, 1993), destacando-
se a di-hidrocucurbitacina B como principal componente (~45%),
conforme doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (KREPSKY et al., 2009).

Apesar da promissora atividade apresentada em muitos modelos
farmacoldgicos, algumas cucurbitacinas sdo descritas como compostos
com elevada toxicidade, tendo sido este, durante muitos anos, um fator
limitante para o seguimento de ensaios pré-clinicos. Nesse sentido, a
obten¢do de derivados é importante para que possam ser estabelecidas
quais partes da molécula estdo diretamente relacionadas a acdo
farmacoldgica e a ac@o téxica, bem como a avaliacdo da possibilidade
de reduzi-la a niveis tolerdveis, possibilitando a continuidade dos
estudos com essa classe de compostos.

Embora apresentem grande potencial como modelo para o
desenvolvimento de farmacos, sdo relativamente raros os estudos
visando a obtencdo de derivados semissintéticos de cucurbitacinas.
Como apresentado anteriormente, ndo existem estudos envolvendo a
obten¢do de derivados de cucurbitacinas em que as alteracdes tenham
sido feitas no sentido de remover, modificar ou substituir grupos
funcionais a fim de explorar a influéncia dessas alteragdes sobre
sistemas bioldgicos.

47



3. OBJETIVOS



3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho compreende a
complementacio do estudo fitoquimico do extrato DCM de Wilbrandia
ebracteata, bem como o isolamento dos constituintes majoritdrios deste
e do extrato DCM de Luffa operculata para utilizacdo como material de
partida na obtencdo de andlogos de cucurbitacinas. Os derivados
semissintéticos obtidos serdo submetidos a avaliacio de suas
propriedades anti-herpética, citotdxica e anti-inflamatdria a fim de, ao
final, buscar estabelecer as bases para um estudo quantitativo de relagéo
estrutura-atividade (QSAR).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Separar e identificar novas cucurbitacinas no extrato DCM de
W. ebracteata

® Jsolar, a partir do extrato DCM de W. ebracteata e L.
operculata, di-hidrocucurbitacina B, cucurbitacina R e
cucurbitacina B, em quantidades adequadas para utilizagdo
como material de partida na sintese de derivados.

e Explorar a reatividade das diferentes funcionalidades presentes
nas cucurbitacinas através de reagdes de protegdo,
desprotecdo, oxidagdo, redugdo, entre outras;

Realizar modificacdes estruturais em cucurbitacinas, como
desoxigenag¢ao, desidratacdo e simplifica¢cdo molecular;

Obter por via sintética cucurbitacinas minoritarias em
Cucurbiticeas, possibilitando assim a avaliacdo de atividades
bioldgicas desses compostos;

Avaliar cucurbitacinas naturais e semissintéticas quanto a
atividade anti-herpética;

e Avaliar cucurbitacinas naturais e semissintéticas quanto as
atividades citotoxica e anti-inflamatéria através da interacio
com grupos de pesquisa desta Universidade;

e Realizar um estudo de QSAR com os dados de atividade
citotéxica através da colaboracdo com outros grupos de
pesquisa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO



Nessa secdo serdo inicialmente apresentadas a obtengdo e a
identificac@o estrutural de cucurbitacinas isoladas de W. ebracteata e L.
operculata. Em seguida sdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos na sintese de derivados de trés cucurbitacinas presentes em
grande quantidade no extrato dessas duas plantas, bem como a avaliagio
das atividades anti-herpética, citotdxica e anti-inflamatéria.

4.1. OBTENCAO DOS EXTRATOS

Raizes de W. ebracteata compradas da empresa Lohmann Ltda
(Nova Petrépolis, RS) foram moidas e submetidas & maceragdo em
DCM por 4 dias. A partir de 8 kg de raizes foram obtidos cerca de 160 g
de extrato, representando um rendimento final de 2%.

Frutos de L. operculata foram adquiridos comercialmente,
cortados com o auxilio de uma tesoura e submetidos & maceragdo em
DCM por 7 dias. A partir de 2 kg de frutos foram obtidos 35,3 g de

extrato, representando um rendimento final de 1,8%.

4.2. ISOLAMENTO DE CUCURBITACINAS
4.2.1. A PARTIR DE W. ebracteata

O extrato DCM de W. ebracteata foi inicialmente submetido a
coluna cromatogrifica a vacuo, seguido de colunas cromatogrificas
cldssicas para isolamento de di-hidrocucurbitacina B (CN-1), di-
hidroisocucurbitacina B (CN-2), cucurbitacina R (CN-3) e de trés novas
cucurbitacinas para a espécie [composto CN-4, composto CN-5, e
isocucurbitacina R (CN-6)], como descrito na Figura 10.

A partir de 160 g de extrato DCM foi possivel obter cerca de 32
g de CN-1 (20%) e 30 g de CN-3 (18,8%), utilizadas para obtencdo de
derivados semissintéticos. A unido das fracdes F3 e F4 (9,2 g) permitiu
o isolamento de 120 mg de CN-2 (0,075%) e 72 mg de CN-4 (0,045%).
A partir da unido das fracdes F5, F6 e F7 (68,2 g), além de CN-1, foram
isolados 130 mg de CN-5 (0,08%) e a unido das fracdes F8 e F9 (53 g)
possibilitou, além do isolamento de CN-3, a purificagdo de cerca de 100
mg (0,06%) de CN-6.
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EXTRATO
DICLOROMETANO

Coluna cromatografica a vacuo em gel de silica G60
Fase movel: hexano () com proporeao de acetato de ctila (A) até 100% de A

I T T T T T T T 1
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F§ FY
HA HA HA HA HA HA HA HA ACOEt
8:2 (viv) 7:3 (viv) 64 (v/v) 5:5 (V) 46 (VIV) 3:7 (viv) 2:8 (VIv) 1:9 (viv) 100 %
11,9 % 6.7 % 32% 2.5% 127 % 19.5 % 104 % 26,2 % 6.9%
CC clissica CC classica o clissica
FE: gel de silica 40— 63 um FE: zel d2 silica 40 - €3 um F=: gel de silica 40— 63 um.
FM: H:A (6:1,v/v) FM: H:A (5:5,v/v) FM: HA (2:8. v/v)
CN-2 CN-1 CN-3
CN-4 CN-5 CN-6

Figura 10: Fracionamento do extrato DCM de W. ebracteata.

A elucidagdo estrutural de todos os compostos isolados foi
baseada em espectros de RMN lH, RMN B C, correlagdes
bidimensionais (COSY, HMBC, HSQC, NOESY), espectrometria de
massas, infravermelho (IV) e, quando possivel, confirmada através da
comparacido com dados disponiveis na literatura (FARIAS, 1991). Os
dados completos de RMN 'H e C podem ser visualizados no item
5.2.3.

O espectro RMN "C de di-hidrocucurbitacina B (CN-1, Figura
11) mostrou a presenca de 32 carbonos, que através da comparacdo com
o espectro de HSQC-dept puderam ser definidos como quaterndrios
(11), metinicos (6), metilénicos (6) ou metilicos (9). Destaca-se a
presenca de quatro carbonilas [213,1 ppm (C-3), 212,1 ppm (C-11),
213,9 ppm (C-22) e 170,4 ppm (C-31)] e quatro carbonos oxigenados,
dois secunddrios [71,7 ppm (C-2) e 71,1 ppm (C-16)] e dois tercidrios
[78,9 ppm (C-20) e 81,3 ppm (C-25)].

No espectro RMN 'H de CN-1 destaca-se o hidrogénio em 5,79
ppm (Je.10 = 2 Hz, J6.74 =2 Hz e Js73= 6 Hz, H-6) ligado ao carbono C-
6 e aqueles correspondentes as posi¢des hidroxiladas 4,41 ppm (H-2) e
4,31 ppm (H-16). Como pode ser observado na Figura 12, H-2 aparece
como duplo dupleto com Jy,, = 6 Hz e J,.;3 = 13 Hz e H-16 aparece
como um duplo dupleto de dupleto com Jy6.15¢ = 1,5 Hz, Ji6.17=7 Hz e
J15_15 B = 9 Hz.
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Figura 12: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de CN-1, com destaque
para os sinais referentes aos hidrogénios H-6, H-2 e H-16.
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A elucidacdo estrutural de di-hidroisocucurbitacina B (CN-2)
foi baseada na comparacio de seu espectro de RMN 'H com dados da
literatura (FARIAS, 1991, AFIFI et al., 1999) e com substincia de
referéncia disponivel no laboratério. Destaca-se para esse composto a
presenca de um sistema 3a-OH no anel A (Figura 13), caracteristica que
o diferencia de CN-1. No espectro de RMN 'H observa-se a presenca
de um duplo dupleto (3,91 ppm) com J = 1,2 e 4,5 Hz, referente ao
acoplamento de H-3 com H-1B e com 3-OH, respectivamente (FARIAS,
1991). A presenca do dupleto 3,51 ppm (J = 4,5 Hz) confirma a
correlagdo entre H-3 e 3-OH.
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Figura 13: Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCl;) e estrutura de CN-2, com
destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-3 e 3-OH.

No espectro de RMN 'H de cucurbitacina R (CN-3) destaca-se
o hidrogénio em 5,79 ppm (Js.10 = 2 Hz, Jo.7,=2 Hz € Js.75= 6 Hz, H-6),
associado ao carbono C-6 e os hidrogénios correspondentes as posi¢des
hidroxiladas, 4,42 ppm (H-2) e 4,32 ppm (H-16), os dois dltimos em
destaque na Figura 14.

O espectro de RMN C de CN-3 apresenta 30 carbonos, que
através da andlise comparativa com o espectro de HSQC-dept puderam

54



ser definidos como quaterndrios (10), metinicos (6), metilénicos (6) ou
metilicos (8). Destaca-se a presenca de trés carbonilas (C-3, 213,1 ppm;
C-11, 212,1 ppm e C-22, 215,4 ppm) e quatro carbonos oxigenados,
sendo dois secunddrios (C-2, 71,6 ppm e C-16, 70,9 ppm) e dois
tercidrios (C-20, 79,2 ppm e C-25, 70,2 ppm).
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Figura 14: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCL;) e estrutura de CN-3, com
destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-2 e H-16.

O espectro RMN 'H de CN-4 (Figura 15) revelou a presenca do
duplo dupleto de dupleto em 5,79 ppm (Je.10 =2 Hz, Jo74=2 Hz e Jg.75=
6 Hz, H-6), caracteristico do esqueleto cucurbitano. Adicionalmente, foi
possivel observar a presenca de um duplo dupleto em 4,42 ppm, tipico
de cucurbitacinas com o sistema o-cetol no anel A e de um duplo
dupleto de dupleto em 4,35 ppm, indicando a presenga de uma hidroxila
em C-16, no anel D. No mesmo espectro destaca-se a presenga de dois
dupletos em 4,70 ppm e 4,75 ppm, ambos com J = 0,8 Hz, sugerindo a
presenca de um metileno terminal na estrutura de CN-4. Dessa forma, a
andlise desses dados iniciais permitiu inferir que este composto trata-se
de uma cucurbitacina com esqueleto semelhante a CN-1, diferenciando-
se desta, provavelmente, na cadeia lateral.
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Figura 15: Espectro RMN 'H de CN-4 (500 MHz, CDCl5), com destaque
para os sinais referentes aos hidrogénios H-6, H-2 e H-16.

O espectro RMN C de CN-4 (Figura 16) apresenta 30
carbonos, definidos como quaterndrios (10), metinicos (6), metilénicos
(6) ou metilicos (7) através da andlise comparativa com o espectro
HSQC-dept. O espectro HMBC permitiu atribuir aos sinais 213,0, 212,1
e 213,9 ppm as carbonilas C-3, C-11 and C-22, respectivamente.

No espectro de RMN PC de CN-4 destaca-se também a
presenca de quatro carbonos: 144,5, 140,5, 1204 e 110,4 ppm, que
indicam a presenca de dois sistemas olefinicos na estrutura. Dois deles
(140,5 e 1204 ppm) foram facilmente associados a C-5 e C-6,
constituindo a insaturagdo tipica do esqueleto cucurbitano. Através da
andlise dos espectros bidimensionais, a segunda insaturacdo pode ser
localizada na porg¢ao final da cadeia lateral, e confirmada pelos sinais do
metileno e da metila 1,75 ppm (3H, Me-26) ligada a dupla ligacéo.
Dessa forma, CN-4 pode ser identificada como 2f3,160,20R-tri-hidroxi-
10a,17a-cucurbit-5,25-dien-3,11,22-triona, uma cucurbitacina com
cadeia lateral inédita, provdvel precursor biossintético das
cucurbitacinas com hidroxila ou grupo acetila em C-25.
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Figura 16: Espectro RMN °C (125,8 MHz, CDCl;) e estrutura de CN-4.

A andlise do espectro RMN 'H de CN-5 (Figura 17) mostrou-se
semelhante ao da CN-1, com a presenca de 8 metilas, um duplo dupleto
de dupleto em 5,80 ppm (H-6), um duplo dupleto em 4,40 ppm (H-2),
tipico de cucurbitacinas com o sistema a-cetol no anel A e um duplo
dupleto de dupleto em 4,60 ppm (H-16), indicando a presenga de uma
hidroxila no anel D e sugerindo que a diferenga entre os compostos
também estaria localizada na cadeia lateral.

Da mesma forma que para CN-4, o espectro RMN "°C de CN-5
evidenciou a presenca de uma insaturagdo incomum em sua estrutura. A
andlise dos espectros bidimensionais permitiu localizar tal insatura¢do
entre C-24 e C-25 (120,6 e 135,1 ppm), confirmado pela presenca de
duas metilas olefinicas, no espectro HSQC, em 1,74 ppm e 1,64 ppm,
ligadas a0 mesmo carbono quaterndrio (C-25). Além disso, foi possivel
observar a presenca de uma hidroxila em C-22 (3,35 ppm, dd, J.134 =
10,7 Hz e Jx.23 = 3,4 Hz), posi¢do que normalmente aparece oxidada
nessa classe de compostos.
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Figura 17: Espectro RMN 'H de CN-5 (500 MHz, CDCl5), com destaque
para os sinais referentes aos hidrogénios H-6, H-2 e H-16.

Para determinagdo da estereoquimica relativa de C-22 em CN-
5, preparou-se o derivado acetonideo (CS-8, Figura 18) (GOMEZ;
KOLENDER; VARELA, 2006). A derivatizacio de CN-5 permitiu
observar claramente, através da andlise do espectro NOESY, a
correlacdo entre os sinais em 3,88 ppm (H-22) e 1,40 ppm (Me-21).
Assumindo a configuracdo tipica 20R em triterpenos do tipo
cucurbitano, a correlagdo observada indicou uma configuragio S para C-
22.

A comparagdo com dados da literatura (STUPPNER et al.,
1990) permitiu identificar CN-5 como 2f,160,20R,22S-tetrahidroxi-
10a,17a-cucurbit-5,24-dien-3,11-diona. ~ Stuppner e col. (1990)
descrevem o isolamento de um composto semelhante & CN-5 a partir
das raizes de Picrorhiza kurrooa (Scrophulariaceae). Apesar da
semelhanca estrutural, tal composto foi isolado na forma de glicosideo e
a configuracdo de C-22 ndo foi estabelecida. Sendo assim, CN-5 pode
ser considerada uma nova cucurbitacina ja que é descrita pela primeira
vez na forma livre.

58



M MI |

ML

- P TS WP IRV N PN P

{3.88.140},
\

I

!

=)

Ao} f e oA

=)

T T T T T T T T T T T T T T T T
44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10

Figura 18: Estrutura molecular e espectro NOESY (500 MHz, CDCl;) de
CS-8.

O espectro RMN 'H de isocucurbitacina R (CN-6, Figura 19)
apresenta sinais caracteristicos de isocucurbitacinas, como ji descrito
para CN-2. Nele pode ser observada a presenca de um duplo dupleto de
dupleto em 4,30 ppm (Ji6.15¢ = 1,5 Hz, Ji6.17 =7 Hz € J16.15 3 = 9 Hz, H-
16), de um duplo dupleto em 3,90 ppm (J = 1,5 e 4,5 Hz), referente ao
acoplamento de H-3 com H-1B e com 3-OH, respectivamente e do
dupleto 3,52 ppm (J = 4,5 Hz) que confirma o correlagéo entre H-3 e 3-
OH. As correlagdes observadas no espectro HMBC juntamente com a
comparacdo com dados da literatura (HYLANDS; MAGD, 1986)
permitiram identificar a 16a,3a,20R,25-tetrahidroxi-10a,17a-~cucurbit-5-
en-2,11,22-triona, conhecida como isocucurbitacina R.
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Figura 19: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCL;) e estrutura de CN-6, com
destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-16, H-3 e 3-
OH.

4.2.2. A PARTIR DE L. operculata

O extrato DCM de L. operculata foi inicialmente submetido a
coluna cromatogrifica a vécuo, seguido de coluna cromatografica
classica para isolamento de curbitacina B (CN-7), como descrito na
Figura 20.
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EXTRATO DICLOROMETANO
L. opperculata

CCavicuo em carvio + gel de silica G60 (4:1)
FM: EtOH ¢ AcOEt

FEtOH FAcOEt

1% 65%

CC cldssica
FE: gel de silica10 - 63 .
FM: A (5:5.9/%)

cucurbitacina B

Figura 20: Fracionamento do extrato DCM de L.operculata.

A partir de 35,3 g de extrato DCM de L. operculata foi possivel
obter cerca de 15 g de CN-7 (42,5%) para utilizacdo com precursor na
obten¢do de andlogos semissintéticos.

Estruturalmente, CN-7 diferencia-se de CN-1 pela presenca de
uma cetona a,B-insaturada na cadeia lateral, como pode ser observado
na Figura 21. Os sinais referentes a insaturagdo podem ser observados
no espectro RMN "H como dois dupletos em 7,06 ppm (J23.04= 15,6 Hz,
H-24) e 6,48 ppm (Jp304 = 15,6 Hz, H-23). Além desses sinais,
destacam-se os referentes a insaturac@o do anel B em 5,79 ppm (ddd, Js.
10=2Hz, Jo74 =2 Hz e Jo73= 6 Hz, H-6), ao H-16 em 4,36 ppm (ddd,
-116-1501 = 1,5 HZ, -116-17 =7 Hze -116-15[3 =9 HZ) e ao H-2 em 4,42 ppm,
que nesse caso aparece como um ddd (Jo30u= 3,5 Hz, Jioo =6 € Jigo =
13 Hz) devido a correlagdo com 2-OH, confirmada pelo dupleto em 3,62
ppm (J = 3,5 Hz).
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Figura 21: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCL;) e estrutura de CN-7, com

destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-23, H-24,
H-2 e H-16.

Os compostos isolados foram submetidos a avaliacdo da
atividade citotdxica frente a quatro linhagens de células tumorais (A549,
KB, RD e HCT-8), conforme descrito na secio 4.4.2.3. A elucidacio
estrutural e os resultados referentes a atividade bioldgica foram reunidos
em artigo publicado recentemente (LANG et al., 2011).
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4.3. SINTESE DE DERIVADOS DE CUCURBITACINAS
4.3.1. CONSIDERACOES INICIAIS

Pretendeu-se realizar a sintese de uma biblioteca de derivados
de cucurbitacina B (CN-7), cucurbitacina R (CN-3) e principalmente de
di-hidrocucurbitacina B (CN-1) na busca por protétipos candidatos a
farmacos antitumorais e anti-inflamatérios em vista da promissora
atividade bioldgica apresentada pelos precursores ja bem documentada
na literatura.

Para o desenvolvimento dos andlogos foram aplicadas
estratégias consolidadas em Quimica Medicinal, como a simplificacio
molecular, extensdo de cadeia e a variagdo de grupos funcionais,
envolvendo as posicdes 2, 3, 7, 16, 20, 22 e 25 do esqueleto cucurbitano.

4.3.2. REACOES DE OXIDACAO E REDUCAO

Diante dos escassos relatos de derivados semissintéticos de
cucurbitacinas, inicialmente foram empregadas metodologias cldssicas
de oxidagdo e reducdo que possibilitaram explorar aspectos da
reatividade dos compostos.

Com o objetivo de estudar a reatividade das hidroxilas
secunddrias, 2-OH e 16-OH, quatro diferentes agentes oxidantes foram
avaliados. Jones, IBX e Dess Martin foram testados sem sucesso: a
reacdo com Jones originou uma mistura complexa de produtos e os dois
ultimos reagentes ndo foram efetivos na oxidacdo da di-
hidrocucurbitacina B (CN-1), sendo possivel a recuperacdo total do
produto de partida. A reacdo de CN-1 com PCC (clorocromato de
piridinio) resultou na formacio de dois produtos (Figura 22), com 48%
(CS-9) e 2% de rendimento (CS-10). Tentativas de otimizagdo, com
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varia¢do do nimero de equivalentes de PCC (3 até 6 equivalentes) ¢ a
utilizacdo de peneira molecular (3 A) (HERSCOVICI; ANTONAKIS,
1980) néo foram eficientes na melhora do rendimento.

PCC, BaCO3

CH,Cl,

Figura 22: Produtos obtidos na oxida¢do com PCC CS-9 ¢ CS-10

A andlise do espetro RMN 'H de CS-9 permitiu identificar
facilmente a oxidacdo de C-16, devido ao desaparecimento do sinal
referente ao H-16, como pode ser observado na Figura 23. Confirmando
essa observacdo, H-17 aparece como um simpleto em 3,61 ppm.
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Figura 23: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl5) e estrutura de CS-9, com
destaque para a comparagio com o espectro RMN 'H de CN-1.
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No espectro RMN "°C observam-se quatro sinais na regido entre
220 e 210 ppm, correspondentes as quatro cetonas presentes em CS-9.
Através da andlise do espectro HMBC (em destaque na Figura 24) foi
possivel determinar C-16, que apresenta correlacdo com H-17 (3,61
ppm) e com os hidrogénios H-15, (2,06 ppm) e H-155 (2,14 ppm).
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Figura 24: Espectro RMN B¢ (125,8 MHz, CDCl;) e estrutura de CS-9,
com destaque para as correlacdes entre C-16 e H-17, H-15a e H-
15 no espectro HMBC.

Em geral, reagdes com PCC apresentam rendimentos superiores
a 90% (TOJO; FERNANDEZ, 2006), fato ndao observado nesse
trabalho. De certa forma, o baixo rendimento obtido pode ser mais bem
compreendido com a identificacdo do produto CS-10. A andlise de seu
espectro RMN 'H (Figura 25) mostrou que este se trata do tautdmero do
produto de oxidacdo das hidroxilas 2-OH e 16-OH (Esquema 4). No
espectro, além dos aspectos ja descritos para CS-9, pode ser observada
também a auséncia do sinal correspondente a H-2 (4,43 ppm) e a
presenca de um dupleto em 5,95 ppm, caracteristico de cucurbitacinas
com sistema diosfenol no anel A.
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Figura 25: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) e estrutura de CS-10,
com destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-1 e H-
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Esquema 4: Provavel rota smtetlca de formacdo do dlosfenol CS- 10

Em a-dicetonas ciclicas a forma diosfendlica é geralmente mais
estivel que a forma dicetdnica, sendo este, muitas vezes, o Unico
tautdmero isolado (KALSI, 2004, TROST; DONG; VANCE, 2010). Por
esse motivo, o baixo rendimento observado na oxidacdo de CN-1
poderia ser explicado, pelo menos em parte, pela reduzida estabilidade
observada em a-dicetonas ciclicas. Aparentemente, 16-OH ¢é mais
reativa e € oxidada mais rapidamente. Na sequéncia, a oxidag¢do de 2-
OH geraria um produto instdvel, que sofreria decomposi¢do ou
conversdo a forma diosfendlica.

Quanto as reacdes de reducdo, foram utilizados inicialmente os
hidretos de boro e s6dio (NaBHj) e de litio e aluminio (LiAlH,), visando
estudar a reatividade das carbonilas C-3, C-11 e C-22. Com ambos 0s
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reagentes foi observada por CCD a formagdo de apenas um produto,
porém a andlise espectroscopica revelou a presenga de estereoisdmeros.

_OHO

A reacdo de CN-1 e CN-3 com NaBH, aconteceu com 95% e
96% de rendimento, respectivamente, dando origem ao mesmo produto
majoritdrio CS-11. Observa-se no espectro RMN Bc (Figura 24) a
manutencdo de apenas uma carbonila, identificada através do espectro
HMBC como C-11, sugerindo que as carbonilas de C-3 e C-22 (do
precursor CN-1) tenham sido reduzidas e o éster em C-25 tenha sofrido
hidrolise.
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Figura 26: Espectro RMN "°C (125,8 MHz) e estrutura de CS-11.

67



Quanto a estereoquimica do principal produto de redugdo (CS-
11), o espectro NOESY (Figura 27) permitiu observar a correlagdo de
H-3 (2,86 ppm) com H-15 (1,02 ppm) e com a metila 1,19 (Me-28). No
espectro RMN H H-2 aparece como um ddd com J,.1,= 4,2 Hz, J, 3=
9,4 Hz e J,.;3= 11,5 Hz. Ja H-3 aparece como um dupleto, com J,3= 9,4
Hz. A constante de acoplamento observada entre H-2 e H-3 apresenta
valor caracteristico de acoplamento axial/ axial (WEN et al., 2006), e
juntamente com os dados observados no espectro NOESY sugerem uma
orientacdo alfa para 3-OH.
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Figura 27: Espectro NOESY (500 MHz, CDCl;) de CS-11.

A andlise dos espectros de RMN (resultados ndo apresentados)
do produto de reagdo de CN-3 com LiAlH, revelou a presenca de um
grande ndmero de isomeros, ndo sendo possivel a separacdo e
identificagdo.

Conforme apresentado, pode-se observar que a reducido de CN-
1 e/ou CN-3 com NaBH,; (produto CS-11) e LiAlH; ndo ¢
estereosseletiva. Como alternativa, podem ser empregados hidretos mais
volumosos, como o hidreto de diisobutilaluminio (DIBALH), hidreto de
tert-butoxialuminio, n-butilboroidreto de litio e trisec-butilboroidretos
de litio e potdssio (L e K-selectride®) na tentativa de aumentar a
seletividade das reacdes (CAMOZZATO et al., 2008). Nesse sentido, o
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hidreto de fert-butoxialuminio também foi empregado na reducio de
CN-1, dando origem ao mesmo produto CS-11, porém sem melhora
aparente na estereosseletividade.

A cucurbitacina B (CN-7) foi submetida a reacdo com NaBH,
na presenga de CeCl;.7H,O (composto CS-13) em metanol a -30 °C,
conhecida como reducdo de Luche (Esquema 5). Nesse caso, a
utilizac@o do sal de cério favorece a redugdo 1,2 e evita a formacdo do
produto de reducdo 1,4, que é altamente favordvel na auséncia desse
lantanideo, possibilitando assim a obten¢do de um d&lcool alilico na
cadeia lateral (ST'ASTNA et al., 2010). O CeCl; é um acido de Lewis
que catalisa a metandlise do NaBH, dando origem a metoxiboro-
hidretos de sodio. Esses agentes sdo redutores mais duros, sendo,
portanto, mais seletivos a reducdo 1,2. O sal de cério participa também
através da ativac@o do solvente, que ao se coordenar com a carbonila
cetdnica ird aumentar a eletrofilicidade do carbono, contribuindo para a
formac@o do dlcool alilico.

CeCly (cat)
NaBH, + n CH,OH ———= NaBH 4.n)OCHz(y + N Hy

Ho— SN HsCO. R/ N R
3 ’%b 0---H>0CH; OH
(HH;CO G — {
3 Ce®*
R R}

Esquema 5: Mecanismo da reducio de Luche.

O produto CS-13 possui o mesmo anel A de CS-11, como pode
ser observado em seu espectro RMN 'H (Figura 28). A reducio da
carbonila em C-22 pode ser confirmada pela mudanca na multiplicidade
dos sinais dos hidrogénios H-23 e H-24 e pela presenca de um novo
sinal no espectro RMN lH, referente ao H-22. Nesse espectro, os
hidrogénios olefinicos aparecem como dois duplos dupletos, H-23 com
J22_23 = 5,9 Hz e J23_24 = 16 Hz e H-24 com J22_24 = 1,2 Hz e .123,24 =16
Hz. H-22 também aparece como duplo dupleto em 3,97 ppm, com Jy; 24
= 1,2 Hze J22_23 = 5,9 Hz.
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Figura 28: Espectro RMN 'H (500 MHz, MeOD) e estrutura de CS-13,
com destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-24, H-
23 e H-6 (a) e H-22, H-2, H-120.¢ H-3 (b).

No espectro NOESY de CS-13 (Figura 29) observa-se
correlagdo de H-22 (3,97 ppm) com H-17 (2,37 ppm) e Me-21 (1,23
ppm). Assumindo a configuracdo R para C-20, caracteristica no
esqueleto cucurbitano, pode-se sugerir que C-22 possui configuracdo S.
No entanto, essa evidéncia s6 poderia ser confirmada com a
derivatizacdo do produto CS-13.
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Figura 29: Espectro NOESY (500 MHz, CDCl;) de CS-13, com destaque
para a correlacdo de H-22 com H-17 e H-21.

A fim de conhecer a reatividade da insaturacdo presente em C-5,
caracteristica de triterpenos do tipo cucurbitano, algumas metodologias

como hidrogenacdo catalitica e reagdes de epoxidagdo foram
conduzidas.

A hidrogenacdo catalitica de CN-1 foi testada tanto com
catalisadores heterogéneos, como Pd/C e PtO, quanto com homogéneos,
como o de Wilkinson [RhCIl(PPhj3),]. Utilizando AcOEt como solvente,
procurou-se variar a concentracdo do catalisador (10% até 20%) e a
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pressdo empregada (2,0 até 3,5 bar), porém ndo houve formacdo de
produtos em nenhuma das tentativas.

Seguindo metodologia descrita por Leng e col. (2010), utilizando
m-CPBA e por Salvador, Melo e Neves (1996), empregando KMnO, e
Fe(NO;);.9H,0, foram realizadas tentativas de epoxidacdo da
insatura¢do em C-5 de CN-1, porém ambas resultaram em uma mistura
complexa de produtos. Na reacdo com m-CPBA, o resultado observado
deve-se provavelmente a reacdo de Baeyer-Villiger com as carbonilas
C-3 e C-11, favorecida pela presenca dos carbonos quaternirios C-4 e
C-9 na vizinhanca.

O insucesso da hidrogenacdo e da epoxidacdo da insaturagdo
presente no anel B de CN-1 também pode ser associado ao impedimento
estérico dessa posi¢do (Figura 30). Como pode ser observado, a
vizinhanga € constituida por quatro metilas (Me-18, M-28, Me-29 e Me-
30) que dificultam a aproximacio tanto dos catalisadores nas reagdes de
hidrogenac¢do quanto dos reagentes para a epoxidacgao.

‘ d M:lx

‘ Y
Me-28%
&
> 82,
Me29 &
Me-30 9 £9

9

Figura 30: Estruturas 3D de CN-1 na conformacgdo mais estdvel (menor
energia). Hyperchem 8.0.
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4.3.3. OBTENCAO DE ESTERES

No presente trabalho foram obtidos dez diferentes ésteres
através de reagOes cldssicas com anidridos ou haletos de dacidos
(MARCH; SMITH, 2007). De maneira geral, todos os produtos foram
sintetizados com rendimento superior a 70%, com esterificacdo das
hidroxilas secundarias 2-OH e 16-OH ou, ainda, somente de 2-OH.

A reagdo de CN-1 e CN-7 tanto com anidrido acético quanto
com cloreto de acetila originou os produtos CS-14 e CS-15,
respectivamente. Apesar de ambas apresentarem rendimentos
semelhantes (> 90%), a reagdo com anidrido acético € mais limpa,
facilitando a purificagdo do produto obtido.

Na Figura 31, observa-se nitidamente, na comparagdo entre os
espectros RMN 'H de CS-14 (a) e do precursor CN-1 (b), o
deslocamento para regido menos blindada dos sinais associados a H-2
(5,48 ppm) e H-16 (5,14 ppm), as duas posicdes esterificadas.
Confirmando a reago, dois novos sinais relativos as metilas das acetilas
podem ser observados no espectro [2,15 (Me-2") e 1,95 (Me-2"")].

Da mesma forma, no espectro RMN 'H de CS-15 podem ser
observados os sinais 5,48 ppm (H-2) e 5,18 ppm (H-16), deslocados
para regido menos blindada, indicando a acetilagdo dessas posi¢des. No
espectro observa-se também a presenca de duas novas metilas (2,15 ppm
e 1,95 ppm) que confirmam a esterificagdo.
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Figura 31: Comparacio entre os espectro RMN 'H (500 MHz, CDCL;) de
CS-14 (a) e CN-1 (b), com destaque para os sinais referentes aos
hidrogénios H-6, H-2, H-16 e metilas Me-2’, Me-32 e Me-2"".

A reagdo de CN-1 e CS-9 com anidrido succinico originou os
produtos CS-16 e CS-17, respectivamente (Esquema 6). Utilizando

anidrido ftélico, os mesmos precursores deram origem aos ésteres CS-
18 e CS-19.

Al
R, OAc

anidrido succinico

e e
DMAP, py o CS$-16 R, = Ry = 0-CO(CH,),CO,H, R, = H

CS-17 R, = 0-CO(CH,),CO,H, R, =Ry = O

LOH O

CN-1 R, =OH, R, = H, Ry = OH
CS9 R, =OH,R,=R3=0 R, | % OAc
anidrido ftdlico : T

DMAP, py

o CS-18 R, =Rj=0-COArCO,H,R,=H
CS-19 R =0-COArCO,H, R, =R;=0
Esquema 6: Sintese dos derivados ésteres succinicos e ftalicos CS-16 - CS-

19.

A principal evidéncia para confirmar a formagao dos produtos
foi o deslocamento dos sinais dos hidrogénios carbindlicos H-2 e H-16,
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no espectro RMN 'H, além do surgimento de sinais adicionais neste e no
espectro RMN el

O produto CS-16 corresponde ao derivado 2p,160-di-
hemissuccinila de CN-1, estando os dois hidrogénios carbindlicos
deslocados [5,53 ppm (H-2) e 5,36 ppm (H-16)]. Observa-se também o
surgimento de quatro sinais na regido entre 2,4 e 2,6 ppm, relativos aos
hidrogénios metilénicos dos substituintes succinila. O composto CS-18
corresponde ao derivado 2f,160-di-ftaloila de CN-1, com as duas
hidroxilas secunddrias sofrendo esterificacdo [5,75 ppm (H-2) e 5,49
ppm (H-16)]. Nesse caso, também se observa nos espectros
monodimensionais o surgimento de sinais relativos a hidrogénios e
carbonos aromdticos (7,40 a 7,80 ppm e 128 a 135 ppm,
respectivamente).

Os produtos CS-17 e CS-19 foram identificados através de seus
espectros RMN e confirmados por espectrometria de massas, como 0s
ésteres succinico e ftalico do derivado CS-9 (Esquema 6).

De maneira geral, a reacdo com cloretos de dcido deu origem a
produtos mono ou dissubstituidos com rendimentos superiores a 90%. A
formagdo dos produtos é dependente do tempo de reagdo, sendo que
com maiores tempos obtém-se somente os produtos dissubstituidos.

A reacdo de CN-1 com cloreto de benzoila (Esquema 7)
originou como produto majoritrio o diéster CS-20, ocorrendo formagao
também do composto CS-21, onde somente 2-OH foi convertido a éster.

BzClI
DCM, py, 4h

cs-21

Esquema 7: Sintese dos ésteres benzoilicos CS-20 e CS-21.

No espectro RMN 'H de CS-20 (Figura 32) observa-se o
deslocamento de H-2 e H-16 para regido mais desblindada (5,74 e 5,53
ppm, respectivamente) e o surgimento de sinais referentes a dois anéis
aromdticos na estrutura, na regido entre 7,40 e 8,10 ppm. Na Figura 33,
o espectro RMN 'H de CS-21 evidencia o deslocamento de H-2 (5,73
ppm), e a permanéncia do sinal referente a H-16 em 4,32 ppm,
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confirmando, juntamente com os sinais quatro hidrogénios arométicos
entre 7,40 e 8,10 ppm, a esterificacdo somente de 2-OH
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Figura 32: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) e estrutura de CS-20,

com destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-6, H-2
H-16 e H-aromaticos.
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Figura 33: Espectro RMN "H (500 MHz, CDCl;) e estrutura de CS-21

= )
com destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-6, H-2
e H-aromdticos.
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A reacdo de CN-1 e CS-9 com cloreto de bromobutirila
originou os produtos CS-22 e CS-23, respectivamente (Esquema 8). Da
mesma forma que para as outras reacdes de esterificagdo, no espectro
RMN 'H do derivado CS-22 (Figura 34), observa-se o deslocamento de
H-2 (5,48 ppm) e H-16 (5,18 ppm), além do surgimento de novos sinais,
entre 2,0 e 3,5 ppm, referentes aos metilenos dos substituintes
bromobutirila. Ji no espectro RMN 'H de CS-23, observa-se o
deslocamento de H-2 (5,50 ppm) e a inexisténcia do sinal referente a H-
16.

OAc

“Ra cloreto de bromobutirila
3 [

CILCl, py

CN-1 Ry =H,R,=11,Rs = Ol CS$-22 R, = Ry = 0-CO(CHo);Br, R, = H
CS9 R;=H,R,=R;=0 C$-23 R, = O-CO(CH,);Br, R, = R; = O

Esquema 8: Obtencdo dos ésteres bromobutirilicos CS-22 e CS-23.
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Figura 34: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) e estrutura de CS-22,
com destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-6, H-2
e H-16.
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O produto CS-22 foi utilizado como intermedidrio para a reagio
de cicloadicdo 1,3-dipolar conhecida como “click”. Nesse tipo de
reacdo, um alcino, geralmente terminal, reage com uma azida orgénica
utilizando cobre (Cu(I)) como catalisador, para formacdo de um anel
triaz6lico. O 1,2,3-triazol € relevante para a quimica medicinal, pois
pode ndo sé atuar como um grupo farmacoférico (MANETSCH et al.,
2004, WHITING et al., 2006) mas também como uma conexio entre
duas ou mais substincias de interesse, em uma estratégia de hibridacio
molecular, por exemplo. Além disso, o anel triazélico funciona como
um bioiséstero do grupo amida por apresentar propriedades fisico-
quimicas semelhantes (FREITAS et al., 2011).

Inicialmente CS-22 foi convertido a azida (ODLO;
HOYDAHL; HANSEN, 2007) através da reacdo com NaN; (CS-24),
utilizando micro-ondas (100 W, 2 min., 70 °C). Ap6s conversdo total do
composto de partida, controlada por CCD, adicionaram-se os demais
reagentes e a mistura foi irradiada por mais 5 minutos para formacio do
produto final CS-25 (Esquema 9).

cs22 2. N-!W ‘

CS-24 OH

a) NaN; DMF, MW, 2 min.; b) alcool propargilico. CuSO4.H,0, ascorbato de sodio, MW, 5 min.

Esquema 9: Obtenc¢ao do derivado triazélico CS-25.

No espectro RMN 'H de CS-25 (Figura 35) evidencia-se a
presenca de dois hidrogénios aromdticos, em 7,83 e 7,84 ppm,
correspondentes aos hidrogénios do anel triazélico (H-9” e H-9).
Adicionalmente, o simpleto em 4,58 ppm possui integragdo para quatro
hidrogénios e apresenta correlacido no espectro HMBC com os carbonos
dos anéis triazélico (124,2, 124,4, 149,0 e 149,2 ppm), podendo assim
ser associado aos hidrogénios metilénicos H-10"e H-10"".
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Figura 35: Espectro RMN 'H (500 MHz, MeOD) e estrutura de CS-25,
com destaque para os sinais referentes aos hidrogénios H-9° e H-
97?

Nos ultimos anos vdrios carbamatos foram sintetizados
e apresentaram atividade promissora como agentes antitumorais,
diretamente como fiarmacos ou ainda como pré-farmacos
(BANDYOPADHYAY et al., 2001). Alguns carbamatos sdo descritos
como inibidores da proliferacdo de células endoteliais e de tumor de
prostata, in vitro, e de crescimento tumoral e angiogé€nese induzida, em
camundongos (RAY; CHATRURVEDI, 2004, MOREIRA et al., 2008).

Na tentativa de obter derivados carbamatos de cucurbitacinas
foram empregadas duas diferentes metodologias. Inicialmente,
conforme descrito por Bandyopadhyay e col. (2001), a reagdo foi
conduzida com clorossulfonilisocianato em CHCl;, porém nado foi
possivel isolar nenhum produto da mistura complexa formada. Jd a
tentativa de obtencdo de carbonilimidazdis a partir da reacdo de CN-1
com 1,1 -carbonildiimidazol (CDI) (SANTOS et al., 2009) deu origem a
trés diferentes produtos, os carbamatos CS-26 e CS-27 e o carbonato
ciclico CS-28 (Esquema 10).
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€S-26 R, = CO-Imi
€S-27 Ry=H

Cs-28

Esquema 10: Sintese dos carbamatos CS-26, CS-27 e CS-28.

O composto CS-26 foi identificado através da andlise de seu
espectro RMN 'H (Figura 36) como o derivado 2,160-di-
carbonilimidazélico de CN-1. Observam-se em regio mais desblindada
(7,08 a 8,17 ppm) os sinais referentes a dois imidazdis e o deslocamento
dos sinais de H-2 e H-16 para regido de desblindagem (5,64 ppm,
sobrepostos), indicando a modificacdo dessas duas posicdes.
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Figura 36: Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de CS-26, com destaque
para os sinais referentes aos hidrogénios aromadticos, H-6, H-2 e
H-16.
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Observa-se no espectro RMN 'H de CS-27 (Figura 37) que a
reacdo aconteceu apenas na posi¢do 2, uma vez que o sinal de H-2
aparece deslocado para 5,63 ppm e H-16 (4,32 ppm) ndo apresentou
variacdo em seu deslocamento quimico. A incorporacdo de apenas um
carbonilimidazol na estrutura é confirmada pela presenca de apenas trés
sinais correspondentes a hidrogénios imidazdlicos no espectro [8,16
ppm (H-37), 7,44 ppm (H-6") e 7,08 ppm (H-57)].
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Figura 37: Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de CS-27, com destaque
para os sinais referentes aos hidrogénios arométicos (a) e H-6 e
H-2 (b).

O terceiro produto da reagdo de CN-1 com CDI (CS-28)
corresponde a um composto bastante atipico para esta reacdo.
Inicialmente o espectro RMN 'H (Figura 38) chama atenciio em trés
aspectos: auséncia do sinal correspondente a H-2 (usualmente em 4,42
ppm), deslocamento para regido mais desblindada de H-16 (5,58 ppm) e
sinais de hidrogénios aromadticos que indicam a presenga de somente um
anel imidazélico. O espectro RMN e (Figura 39) tem destaque pela
presenca de apenas duas carbonilas cetOnicas, presenca de trés carbonos
adicionais (153,4 ppm, 141,5 pm e 134,6 ppm) e auséncia do sinal
correspondente a C-2 (regido de 71,0 ppm), quando hidroxilado. A
comparacdio com os dados espectroscOpicos de CS-26 permitiu
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confirmar que a posicdo 16 foi convertida a éster e que alteracdes

importantes aconteceram no anel A, com modifica¢do tanto em C-2
como em C-3.
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Figura 38: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de CS-28, com destaque
para os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos, H-6 e H-2.
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Figura 39: Espectro RMN B¢ (125,8 MHz, CDCl;) de CS-28, com

destaque para a regido de 170 a 115 ppm (a) e de 81 a 78 ppm
(b).
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Com o auxilio de espectros bidimensionais e a confirmacdo do
espectro de massas foi possivel apontar a formagdo de um carbonato
ciclico conjugado ao anel A para CS-28 (Figura 40).

_LOHO

Figura 40: Estrutura molecular de CS-28.

A formacdo de um produto semelhante foi descrita por Datta e
col. (1994) a partir do tratamento da 7,10-di-trocbacatina III com t-
butéxido de potassio (Figura 41).
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Figura 41: Obtencéo de carbonato ciclico a partir de 7,10-di-trocbacatina
1.

Com relagdo a CS-28, o mecanismo de obtengdo do carbonato
pode ser explicado pelo ataque nucleofilico inicial do dlcool sobre a
carbonila do reagente carbonildimidazol. Forma-se um intermedidrio
tetraédrico que sofre eliminacdo de imidazol e leva consigo um préton
dando origem a um enolato. A formagdo do enolato é seguida pelo
ataque intramolecular deste a carbonila do carbonilimidazol, levando a

formacao do carbonato ciclico (Esquema 11).
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7o\
+ @N—B

84



4.3.4. OBTENCAQ DE DERIVADOS VIA SUBSTITUICAO
NUCLEOFILICA

Em uma molécula ativa, a substituicio de um &dtomo de
hidrogénio por um substituinte ou um grupo funcional pode modificar
profundamente a poténcia, a duragdo ou até mesmo a natureza do efeito
farmacologico. Da mesma maneira, qualquer mudangca na
estereoquimica relativa de uma determinada molécula pode modificar
drasticamente sua forma geral e, consequentemente, o seu perfil
bioldgico (WERMUTH, 2008). Nesse sentido procurou-se obter uma
série de derivados de cucurbitacinas através de reacdes de substituicao
nucleofilica especialmente na posicdo 2 do anel cucurbitano a fim de
avaliar a importancia bioldgica de 2-OH livre e da orientacdo desse
substituinte.

A primeira etapa consistiu na obtencdo de um intermedidrio
com bom grupo abandonador, a fim de viabilizar reacdes de substituicio
nucleofilica. Com esse objetivo, foram empregadas metodologias de
mesilagdo e tosilagdo.

A mesilacio resultou em um produto instdvel, sendo
abandonada como intermedidrio sintético. Para a tosilagdo foram
empregadas duas diferentes metodologias, com variagdo da base
empregada.

Utilizando cloreto de tosila, piridina e DMAP (GARATE;
MAGALHAES; ROMEIRO, 1998) o grupo 28-OH de CN-1 e de CN-7
foi convertido em tosilato com 48% (CS-29) e 45% (CS-30) de
rendimento, respectivamente. Apesar de ter sido possivel isolar e
identificar os produtos desejados, as reagdes deram origem a uma série
de produtos minoritarios, o que dificultou a purificacdo dos compostos.
Por esse motivo, uma metodologia alternativa utilizando DABCO em
substituicdo a piridina (HARTUNG et al., 1997) foi aplicada, com
tosilacao seletiva da posi¢ao 2, sem formagdo de produtos secunddrios e
com rendimento superior a 75% para ambos os precursores. Para
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obtencdo de alguns derivados de CN-1, a hidroxila em C-16 foi
acetilada com anidrido acético dando origem ao produto CS-31.

Nos espectros de IV das 2-O-tosil cucurbitacinas CS-29 - CS-
31 sdo observadas as duas bandas caracteristicas do grupo tosila na
regido de 1180 e 1370 cm™. A incorporagdo do grupo tosila as estruturas
é confirmada nos espectros de RMN 'H, onde sdo observados simpletos
referentes aos hidrogénios metilicos do grupo tosila (CHj) na regido de
2,45 ppm, bem como dupletos em 7,85 e 7,34 ppm, referentes aos
hidrogénios metinicos arométicos (CH). A Figura 42, relativa ao
espectro RMN 'H de CS-29, ilustra tais sinais, presentes também nos
espectros de CS-30 e CS-31.
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Figura 42: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) e estrutura molecular de
CS-29, com destaque para os hidrogénios aromdticos do grupo

tosila.

Nas reagdes de substituicdo procurou-se obter derivados com a
maior variedade possivel de substituintes, de acordo com a
disponibilidade de reagente no laboratério.

Inicialmente, utilizando acetato de césio (10 equivalentes) em
DMF, tentou-se inverter a configuracio de 2-OH, porém o método
resultou em uma mistura complexa de produtos.

Visando a obten¢do de cucurbitacinas com halogénios em C-2,
reacdes foram conduzidas com fluoreto, brometo e iodeto de
tetrabutilaménio em DMF (Esquema 12) (AMER et al.,, 2010).
Atualmente um em cada trés farmacos possui halogénio em sua
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estrutura (majoritariamente F e I), sendo estes elementos encontrados
em exemplares de praticamente todas as classes terap€uticas
(WERMUTH, 2008).

A reagdo das 2-O-tosil cucurbitacinas CS-29 e CS-30 com
iodeto de tetrabutilamonio, tanto a temperatura ambiente quanto com
aquecimento (50 °C), originou uma mistura de produtos e permitiu a
recuperacdo de parte do produto de partida. J4 a reacdo de CS-29 com
fluoreto de tetrabutilamdnio, tanto a temperatura ambiente quando a 0
°C, resultou no composto CS-32. Acredita-se que a formagdo deste
produto seja devida a basicidade do reagente, havendo competi¢do entre
o fluoreto e a hidroxila, gerando novamente a hidroxi-cetona que se
oxida a diosfenol.

Quando submetidos a reagdo com brometo de tetrabutilamdnio
em DMEF, os intermedidrios CS-29 e CS-30 deram origem aos produtos
bromados CS-33 e CS-34, respectivamente (Esquema 12).
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Esquema 12: Obtenc¢do de derivados halogenados de cucurbitacinas.

Surpreendentemente, o0 que se observou tanto no espectro RMN
'H de CS-33 (Figura 43) quando no de CS-34 foi a manutencio da
estereoquimica do substituinte em 2-B, uma vez que ndo houve
modifica¢do nas constantes de acoplamento de H-2 (Jio, = 6 Hz e Jip.,
= 13,5 Hz), como seria esperado com a inversao da configura¢do. Como
observado no Esquema 13, a presenca de uma carbonila vicinal em C-3
pode ser considerada responsdvel pelo resultado observado, levando a
um intermedidrio mais estdvel com substituinte em posi¢do
pseudoequatorial, devido a enolizagdo nas condi¢des reacionais.
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Esquema 13: Provdvel mecanismo de formacdo de derivados via
substitui¢do nucleofilica.
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Figura 43: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) e estrutura molecular de
CS-33, com destaque para os sinais referentes a H-6 e H-2.

Os reagentes tioacetado de potdssio e tiofenol também foram
empregados em reacdes para obtencdo de derivados com variacdo do
substituinte em C-2. A rea¢do de CS-29 e CS-31 com tioacetado de
potdssio deu origem aos produtos CS-35 e CS-36, respectivamente,
ambos com substituinte pseudoequatorial. Ja a reagdo de CS-29 com
tiofenol originou os estereoisomeros CS-37 e CS-39 (Esquema 14).

Interessante observar que para a reacdo com tiofenol foi
possivel obter tanto o produto com substituinte em alfa (a) quanto em
beta (B). Na Figura 44, através da comparacdo entre os espectros RMN
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'H de CN-1, CS-37 e CS-39 observa-se, além do deslocamento do sinal
relativo a H-2 para regido mais blindada, a alteragdo da constante de

acoplamento para Ji,.2 =5 Hz e J,.13 = 7 Hz em CS-39, ocasionada pela
modificacdo do angulo diedro do novo derivado.
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Esquema 14: Obtencdo de derivados sulfurados de cucurbitacinas CS-35 —
CS-39.
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Figura 44: Comparacio entre os espectros RMN 'H (500 MHz, CDCls) de
CN-1, CS-37 e CS-39.
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Ainda com relagdo aos produtos CS-37 e CS-39, os espectros
NOESY mostram a correlagdo de H-20. com a metila C-29 (CS-37) e de
H-2B com a metila C-18 (CS-39) (Figura 45), confirmando o que foi
observado no espectro RMN 'H.

CS-37

29 28

Figura 45: Correlagdes NOE para CS-37 e CS-39.

Visando a obtengcdo de um novo intermedidrio azida, para a
sintese de aminas através de hidrogenacdo catalitica, e de triazdis,
através de reacdes do tipo “Click”, as 2-O-tosil cucurbitacinas CS-29 -
CS-31 foram submetidas a reacéo de substituicdo utilizando NaNj3, tanto
a temperatura ambiente quando sob aquecimento. Todas as reacdes
deram origem a produtos tnicos que, quando analisados, revelaram
tratar-se das enaminonas CS-40, CS-41 e CS-42 (Esquema 15) e ndo de
azidas, como esperado.

LOHO LOHO

A A
TsO Ohe NaN,  HoN : Ohe
DMF, 60 °C
(0] CS-29 R4=H 07 3 CS-40 Ry=H
CS-30 Ry=H a%%24 N CS-41 Ry=H A23.24

CS-31 R4=Ac CS-42 R=Ac

Esquema 15: Sintese das enaminonas CS-40, CS-41 e CS-42

Acredita-se que o mecanismo de formagdo dos derivados CS-40
- CS-42 seja semelhante ao descrito por Drogemiiller e col. (1998) na
sintese de andlogos de cefalostatinas. A substituicdo do grupo tosila por
azida aconteceria em uma primeira etapa, seguida da formacdo do
enolato devido a perda do préton 4cido H-2 com subsequente perda
irreversivel de N, dando origem as enaminonas correspondentes
(Esquema 16).
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Esquema 16: Provdvel mecanismo de formagdo das enaminonas CS-40 -
CS-42.
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Também foram obtidos trés novos compostos através da reagdo
das 2B-O-tosil cucurbitacinas CS-29 - CS-31 com tioureia, utilizando
aparelho de micro-ondas, como mostrado no Esquema 17.

_OHO _OHO

OAc OAc
TsO. SC(NHy); :
EtOH H2N—<\ \
O MW, 100 °C, 10 min N CS-43 R;=H
CS-29 Ry=H CS-44 Ry=H a2
CS-30R;=H a2 CS-45 Ry=Ac
CS-31 Ry=Ac

Esquema 17: Sintese dos aminotiazois CS-43, CS-44 ¢ CS-45.

A formacdo dos aminotiazéis CS-43 — CS-45 ocorre devido ao
ataque nucleofilico inicial da tiouréia sobre a 2-O-tosil cucurbitacina,
fornecendo um intermedidrio que sofre ciclizacdo seguida de
desidratago para originar os produtos correspondentes (Esquema 18).
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Esquema 18: Provavel mecanismo de formac¢do dos aminotiazéis CS-43 -
CS-45
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No espectro de RMN 'H dos trés aminotiazéis observa-se o
desaparecimento dos sinais relativos a tosila e do duplo dupleto
caracteristico de H-2, que no precusor tosilado encontra-se na regido de
5,39 ppm.

No espectro RMN BC de CS-45 (Figura 46) observa-se a
auséncia dos sinais relativos a C-2 e C-3 (regido de 78,0 e 203,0 ppm,
respectivamente) e presenca dos sinais relativos ao aminotiazol, na
regido de 115,0 ppm (C-2), 150,0 ppm (C-3) e 166,0 ppm (C-17). Os
demais dados encontram-se descritos na parte experimental.
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Figura 46: Espectro RMN C (500 MHz, CDCl,) e estrutura molecular de
CS-45.
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4.3.5. OBTENCAO _ DE DERIVADOS VIA
DESOXIGENACAO OU DESIDRATACAO

Seguindo o mesmo objetivo exposto no item anterior - avaliar a
importancia da modificacdo de grupos funcionais na atividade bioldgica
de cucurbitacinas-, procurou-se sintetizar derivados
desoxigenados/desidratados nas posi¢oes 2, 16, 20 e 25.

A substituicdo seletiva de grupos hidroxila por hidrogénios (R-
OH - R-H) é uma importante transformacdo quimica, especialmente
em moléculas altamente funcionalizadas, como € o caso de grande parte
dos compostos bioativos (CHATGILIALOGLU; FERRERI, 1993). Para
cumprir essa proposta, visando a desoxigenacgdo de dlcoois secundarios,
foi escolhida inicialmente a metodologia desenvolvida por Barton e
McCombie (1975). Esta reacdo consiste na reducdo radicalar de
derivados tiocarbonilicos (xantatos, tiocarbamatos, etc.) empregando
agentes redutores, tais como hidreto de tributilestanho (Bu3;SnH) ou
hidretos de silicio, na presenca de um iniciador de radicais, como 2,2’-
azabisisobutironitrila (AIBN) ou perdéxido de lauroila (Esquema 19).

Ph,SiH, _[CH3(CH210COLO2 _  pposiH™ 4 H*

s Ph,SiHS o
Ph,SiH I vy — 9y R M, R-oH
ro” N_ 0" NN

Ph,SiHS
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o N_N

Esquema 19: Mecanismo de desoxigenacdo radicalar de tiocarbamatos
descrito por Barton e McCombie (1975).

Partindo da di-hidrocucurbitacina B (CN-1), os tiocarbamatos
CS-46 e CS-47 foram preparados utilizando excesso de 1,1°-
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tiocarbonildiimidazol (TCDI) (Esquema 20). A estrutura dos dois
derivados foi confirmada através de seus espectros de RMN 'H, onde se
observa a incorporagdo do grupamento tiocarbonilimidazdlico através da
presenca de trés hidrogénios imidazélicos (& = 7,06, 7,66 e 8,41 ppm)
em CS-46 e de seis hidrogénios imidazoélicos na mesma regido do
espectro RMN 'H de CS-47. Os hidrogénios cabindlicos H-2 ¢ H-16
aparecem acima de 6,0 ppm, deslocamento quimico tipico para esses
derivados, quando as hidroxilas geminais s3o convertidas a
tiocarbonilimidazdis.

O passo seguinte foi a desoxigenacdo dos tiocarbamatos
formados utilizando difenilsilano como redutor e peréxido de lauroila
como iniciador radicalar. Em ambos os casos obteve-se apenas um

produto, com rendimento de 67 e 19%, respectivamente.
OHO

a) TCDI, Et,Cly, 60 °C; b) [CH3(CH,)1oCO1,0,, Ph,SiHy, tolueno, 115 °C
Esquema 20: Sintese dos derivados 2-desoxi e 2,16-di-desoxi-di-
hidrocucurbitacina B CS-48 e CS-49.

Os produtos CS-48 e CS-49 foram submetidos a andlises
espectroscopicas para comprovacdo das estruturas propostas. Nos
espectros RMN 'H, a informagdo que chama atencdo é a auséncia dos
sinais correspondentes a H-2 (CS-48, Figura 47) e a H-2 e H-16 (CS-49,
Figura 47). Nos espectros RMN BC observa-se o desaparecimento de
sinais relativos aos carbonos metinicos C-2 e C-16 na regido de 71,0
ppm, com deslocamento dos mesmos para regido mais blindada [38,0
ppm (C-2) e 21,5 ppm (C-16)]. Os demais dados de RMN e os dados de
IV e massas encontram-se descritos na parte experimental.

Tentativas de desidratacdo tanto das hidroxilas secunddrias
quanto das tercidrias também foram realizadas. A 2p-tosil-di-
hidrocucurbitacina B (CS-29) foi submetida a condi¢gdes de eliminagio
utilizando DBU em DMF, a temperatura ambiente ou ainda com
aquecimento em banho de silicone (70 °C) ou irradiagio por micro-
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ondas (300 W, 5 min., 50 e 70 °C). A temperatura ambiente ndo houve
formacdo de produto. J4 com aquecimento, tanto de maneira
convencional quanto com aparelho de micro-ondas, todo o produto de
partida foi consumido, com formacdo de uma mistura complexa de
dificil separacao.
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Figura 47: Comparacio entre os espectros RMN 'H (500 MHz, CDCls) de
CN-1, CS-48 ¢ CS-49.

Experimentou-se também a desidratacdo de 20-OH através da
reacdo com os agentes desidratantes POCI;, SOCl, e TFAA. Partindo
de CS-14 em DCM, inicialmente a temperatura ambiente, os trés
reagentes foram testados (2 equivalentes). A reacdo com POCI; ndo
aconteceu mesmo quando aquecida em banho de silicone a 70 °C; com
SOCl, ocorreu a formagdo de uma mistura complexa de produtos, tanto
a temperatura ambiente, quanto quando a reacdo foi realizada com
resfriamento a 0, -10 ou -30 °C.

Na reacdo utilizando TFAA (Esquema 21) houve formacgado de
um produto, que foi isolado e identificado como o derivado 20-
trifluoroacetil-di-hidrocucurbitacina B (CS-50).
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Esquema 21: Sintese do trifluoroacetato CS-50.

A fim de eliminar o trifluoroacetato formado em C-20, o
produto CS-50 foi submetido a refluxo em DBU:xileno ou DBU:DCM,
porém, em ambos os casos o resultado ndo foi satisfatério, ndo
ocorrendo a eliminagao.

Outra metodologia aplicada com o objetivo de eliminar a
hidroxila tercidria de C-20 foi a desenvolvida por Alvarez-Manzaneda
(ALVAREZ-MANZANEDA et al., 2004; 2005), na qual o complexo
iodo-trifenilfosfina é utilizado para a conversdo de dlcoois e ésteres
tercidrios a olefinas. A metodologia foi testada inicialmente com o
composto CN-1, dando origem a uma mistura complexa de produtos,
oriundos provavelmente de reagdes paralelas com as hidroxilas livres da
molécula. Diante desse resultado, optou-se pela utilizacio do
intermedidrio CS-14, que apresenta as hidroxilas secunddrias em C-2 e
C-16 acetiladas. Tal intermedidrio possui um éster tercidrio ao final da
cadeia lateral, mas devido ao impedimento causado por duas metilas
geminais acreditou-se que a reacdo ndo ocorreria nessa Pposicao.
Entretanto, quando submetido a andlises espectroscdpicas, foi possivel
observar que o produto de reacdo de CS-14 com o iodo-trifenilfosfina
tratava-se de uma olefina (Esquema 22), produto de eliminag¢dao do
grupo acetila de C-25 (composto CS-51), sem alteracdo de C-20,
provavelmente devido ao impedimento estérico presente. Uma parte do
composto CS-51 foi submetida a hidrogenagido com Pd/C, originando o
produto CS-52.

Pd/C
& CS-14 & CS-51 acclona, La. © & CS-52
Esquema 22: Sintese dos derivados 25-deacetil-di-hidrocucurbitacina B

CS-51 e CS-52.
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Tentativas de desprote¢do das hidroxilas secundérias tanto de
CS-51 quanto de CS-52 utilizando solucdo metandlica 1M de KOH,
NaOH ou K,COj; resultaram em misturas complexas de produtos.

4.3.6. OBTENCAO DE DERIVADOS COM CETONA A,B-
INSATURADA NOS ANEIS AEB

A presenca de uma cetona o,B-insaturada na cadeia lateral de
algumas cucurbitacinas € apontada por muitos estudos como sendo a
unidade responsdvel pela forte citotoxicidade observada para esses
compostos (JAYAPRAKASAM; SEERAM; NAIR, 2003, BARTALIS;
HALAWEISH, 2005; 2011). Dessa forma, com o objetivo de avaliar a
atividade de cucurbitacinas contendo essa funcionalidade em outras
partes da molécula, compostos contendo uma cetona a,p-insaturada no
anel A (CS-54) e no anel B (CS-55), foram sintetizados.

Utilizando metodologia descrita por Trost e Curran (1981), o
tioéter CS-37 foi convertido a sulféxido com a utilizacdo de Oxone®
(monoperoxissulfato de potdssio). De maneira geral, o tratamento por
tempos curtos (2 a 5 min.) e baixa temperatura origina o sulféxido
correspondente; o tratamento por periodos mais longos (acima de 5
horas) e a tempertura ambiente da origem a sulfona corresponte.

Uma vez que o objetivo final era a obtenc¢do de uma cetona a,f3-
insaturada no anel A, o tratamento com Oxone® foi conduzido a 0 °C
por 5 minutos, dando origem ao sulféxido CS-53, o qual foi submetido a
irradiacdo com micro-ondas na presenca de TEA (300 W, 5 min., 120
°C), originando o produto de elimina¢do CS-54 (Esquema 23).
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cs-37 0°C, 5 min. Cs-53 MW, 120°°C, 5 min. cs-54
Esquema 23: Obtengdo do derivadocom cetona o,B-insaturada no anel A,
CS-54.

No espectro RMN 'H (Figura 48) do composto CS-54 observa-
se o aparecimento de dois sinais correspondentes aos hidrogénios
olefinicos H-1 (5,98 ppm) e H-2 (6,70 ppm), bem como a mudancga da
multiplicidade do sinal de H-10 (3,36 ppm). No espectro RMN B,
constata-se o surgimento de dois sinais correspondentes aos carbonos C-
1 (127,3 ppm) e C-2 (145,7) além do desaparecimento do sinal
correspondente a C-2, na regido de 70 ppm.
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Figura 48: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) e estrutura molecular de
CS-54, com destaque para H-1 e H-2.

14

Com o objetivo de formar uma cetona a,f-insaturada também
no anel B do esqueleto cucurbitano, CS-14 foi submetido a condig¢des
oxidativas utilizando o complexo CrO;.Py, (reagente de Collins) (CUI
et al., 2009) e K,Cr,O; (MISHARIN et al., 2008). A reacdo com o sal de
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cromo originou uma mistura complexa de produtos, porém, com a
utilizacdo do reagente de Collins foi possivel obter o produto desejado
(CS-55).

No espectro RMN 'H (Figura 49) de CS-55 é possivel observar
que o sinal relativo a H-6 (6,23 ppm), agora aparece como um dupleto,
com Jg10 = 2 Hz e H-8, deslocado para 2,59 ppm, passa a ser um
simpleto.

6.26 622 6.18
f1 (ppm}

H-8

H-6

1.01=
1.00x
1.03=<
2,031

T T T T T
70 65 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 2.
f1 (ppm)

Figura 49: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) e estrutura molecular de
CS-55, com destaque para H-6.

No espectro RMN C de CS-55 observa-se o surgimento de um
novo sinal, relativo a carbonila em C-7 (198,3 ppm) e o deslocamento
de C-8 para regido mais desblindada (57,2 ppm). Os demais dados de
RMN e os dados de IV e massas encontram-se descritos na parte
experimental.
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4.3.7. OBTENCAO SEMISSINTETICA DE
CUCURBITACINAS NATURAIS

A fim de obter as cucurbitacinas L, E, I e di-hidrocucurbitacina
E (Esquema 24), presentes nos extratos de W. ebracteata e L. operculat

a em quantidade reduzida, os precursores di-hidrocucurbitacina
B (CN-1), cucurbitacina R (CN-3) e cucurbitacina B (CN-7) foram
submetidos a reagdes para obten¢do de diosfenol no anel A, através de
duas diferentes metodologias.

Inicialmente, os trés precursores foram submetidos a reagfo
com hidréxido de potdssio em DMF e metanol, seguindo metodologia
descrita por Wen e col. (2006). Os produtos de reacdo foram
identificados pela comparagdo entre os espectros RMN 'H e dados da
literatura e com padrdes, quando disponiveis no laboratdrio.

O composto CN-1 deu origem a dois diferentes produtos, di-
hidrocucurbitacina E (CS-32) e cucurbitacina L, formada devido a
desacetilacdo da cadeia lateral de CS-32 (Esquema 24). A reagdo com
CN-3 também originou a cucurbitacina L, e CN-7, quando submetido as
condigdes descritas acima, originou uma mistura complexa de produtos,
sendo possivel identificar, através da comparacdo com padrdes, a
formacdo das cucurbitacinas I e E.

KOH
MeOH:DMF
HO

Bi,O3 07
ACOH A di-hidrocucurbitacinaE R =Ac
<0 cucurbitacinalL R=H

KOH
A MeOH:DMF
° HO

Bi,O5 07
AcOH cucurbitacinaE R =Ac
cucurbitacinal R=H

Esquema 24: cucurbitacinas contendo diosfenol no anel A.

Utilizando o método descrito por Rigby e col. (1951),
empregando Bi,O3; em 4cido acético, cada precursor deu origem a um
produto tnico. O composto CN-1 originou somente o produto CS-32 e
partindo de CN-3 foi possivel obter novamente a cucurbitacina L,
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identificada através da comparacdo com substincia de referéncia. O
melhor resultado foi observado na reacdo de CN-7, onde o produto
obtido foi identificado como a cucurbitacina E através da comparacio
com substancia de referéncia.

Seguindo o mesmo objetivo — a obtengcdo de cucurbitacinas
minoritdrias em fontes naturais —, além de avaliar a importincia da
cadeia lateral na atividade biolégica dessa classe de compostos, uma
rota semissintética envolvendo a estratégia de simplificacio molecular
foi desenvolvida para a obten¢do de hexanorcucurbitacinas. Estas
constituem um grupo diferenciado de compostos onde ocorre a perda
parcial da cadeia lateral. De maneira geral, esses compostos sio
encontrados em concentracdes reduzidas em plantas da familia
Cucurbitaceae, dificultando a realizacdo de ensaios biolégicos.

Inicialmente, CN-1 foi submetido a reacdo com HIO4 e NalO,
como descrito por Ryu e col. (1995) para clivagem da ligagdo C-20 — C-
22, porém em nenhum dos casos ocorreu a formacdo de produtos.
Optou-se entdo pela obtencdo de um intermedidrio contendo um diol na
cadeia lateral, através da redugdo da carbonila C-22, a fim de formar um
substrato adequado para a clivagem oxidativa no tratamento com HIO,.

Para possibilitar a formacdo de um diol unicamente na cadeia
lateral, foi necessdria a protecdo da hidroxila secunddria em C-2, uma
vez que o sistema a-hidroxi cetona estd presente tanto na cadeia lateral
quando no anel A de CN-1. Para isso, foram testadas diversas
metodologias, que de maneira geral resultaram também na protecio de
16-OH.

As tentativas de protecdo das hidroxilas secunddrias com
TBDS-Cl, TES-Cl e cloreto de benzila ndo foram eficientes, ndo
ocorrendo formag@o de produtos nos dois primeiros casos, ou devido a
formacgdo de uma mistura complexa de produtos (na reagdo com cloreto
de benzila). J4 a acilacdo utilizando cloreto de benzoila (CS-21) ou
anidrido acético (CS-14), como apresentado no item 4.3.3., resultou na
esterificacdo de ambas as hidroxilas com rendimento superior a 80%.

Os compostos CS-14 e CS-21 foram submetidos a redugdo com
hidreto de tert-butoxialuminio, resultando na formac¢do de um produto
majoritrio (CS-57) na reagdo de CS-21 (Esquema 21). A redugio de
CS-14, mesmo com a utilizacdo do hidreto volumoso, ndo foi
estereosseletiva, sendo esse intermedidrio descartado para as préximas
etapas.
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No passo seguinte, a reacdo de CS-57 com HIO, permitiu a
clivagem oxidativa da ligacdo C-20 — C-22, com formacgdo de CS-58
(Esquema 25).

. Bzl
CoHagAlO;L

Cs-21
THF, 0 °C

Cs-57
Esquema 25: Clivagem da cadeia lateral de CS-57.

No espectro RMN 'H de CS-58 (Figura 50) observa-se a
presenca de sinais correspondentes a seis metilas na estrutura [2,20 ppm
(Me-21), 1,36 ppm (Me-30), 1,25 ppm (Me-28), 1,13 ppm (Me-19),
1,07 ppm (Me-29) e 0,76 ppm (Me-18)], ndo sendo observados os sinais
das metilas Me-25 e Me-26, originalmente localizadas na porcao
terminal da cadeia lateral. Em 5,13 ppm (J1,.2=4,3 Hz, b3=10¢e Jip, =
11,5 Hz), o duplo dupleto de dupletos correspondente ao H-2,
juntamente com o duplo dupleto em 3,34 ppm (H-3), semelhantes ao
observado nos produtos de reducdio com hidretos metdlicos, CS-11 e
CS-13, confirmam a configuracgfo alfa da hidroxila formada em C-3.
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Figura 50: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) e estrutura molecular de
CS-58, com destaque para H-2, H-3 e H-120.
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Na tentativa de restabelecer a a-hidroxi cetona no anel A, CS-
58 foi oxidado com PCC para obter o intermedidrio CS-59 (Esquema
27). Nessa etapa também foram testados outros agentes oxidantes, como
Jones, onde se observou a formag¢do de uma mistura complexa, e Dess
Martin, onde ndo ocorreu formagdo de produto.

Para evitar a isomerizacdo de C-17, protegeu-se a carbonila C-
20 de CS-58 e CS-59 com etilenoglicol, dando origem aos acetais CS-
60 ¢ CS-61 com 79 e 88% de rendimento, respectivamente (Esquema
27).

Para remocdo dos grupos protetores foram testadas diversas
metodologias, como por exemplo, KCN em MeOH ou DMSO (HERZIG
et al., 1986); NaSCH; em DMF (DURAN, 2005) ou ainda NaOH ou
K;CO3; em MeOH (MASHIMO; SATO, 1970). Com excecdo da reagcdo
com KCN/MeOH, que resultou na desprote¢do de 2-OH e elimina¢do de
16-OH (CS-62, Esquema 26), todos os outros métodos resultaram em
uma mistura complexa de produtos. Ao final, a remocdo dos grupos
benzoila de CS-60 e CS-61 foi possivel utilizando solu¢do metandlica
1M de KOH e em seguida a carbonila C-20 foi desprotegida com HCI
1M para obtencdo dos produtos finais CS-63 e CS-64 (Esquema 27).

BzO. KCN

MeOH

cs-58 cs-62
Esquema 26: Desprotecio de CS-58 com formacao de CS-62.

a) PCC, BaCO3, DCM; b) etilenoglicol, HC(OE)s, TsOH; ¢) iy KOH, MeOH, ii) HCI, Et,O

Esquema 27: Obten¢do das hexanorcucurbitacina F (CS-63) e I (CS-64).
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No espectro RMN 'H de CS-64 (Figura 51) observa-se que
remog¢do dos grupos protetores deu origem a um diosfenol no anel A,
determinado pela presenca do dupleto em 5,91 ppm (Ji.;0 = 2,4 Hz)
correspondente a H-1, sinal comum a cucurbitacinas naturais com esse
tipo de anel.
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Figura 51: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de CS-64, com destaque
para os sinais referentes a H-1 e H-6.

Ao final, foi possivel obter a hexanorcucurbitacina F (CS-63) e
a hexanorcucurbitacina I (CS-64) com rendimento global de 22,5% e
39,6%, respectivamente.

Através de hidrogenacdo catalitica, utilizando Pd/C, foi
possivel converter a cucurbitacina B (CN-7) em di-hidrocucurbitacina B
(CN-1) de maneira quantitativa (Esquema 28). A hidrogenacgdo da dupla
ligacio da cadeia lateral de CN-7 pode ser confirmada por RMN 'H
pelo desaparecimento dos hidrogénios olefinicos C-23 (6,48 ppm) e C-
24 (7,06 ppm) e por RMN Bc pelo desaparecimento dos sinais 120,3
ppm e 151,9 ppm, correspondentes a C-23 e C-24, respectivamente,
com surgimento dos sinais 30,7 ppm e 34,8 ppm, referentes a0os mesmos
carbonos em CN-1.
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CN-7 CN-1
Esquema 28: Obtencdo de di-hidrocucurbitacina B (CN-1) através da
hidrogenagdo de CN-7.
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4.4. ATIVIDADES BIOLOGICAS

A partir desse item sdo apresentados e discutidos os resultados
da avaliacdo das atividades anti-herpética, citotoxica e anti-inflamatéria
das cucurbitacinas naturais e semissintéticas obtidas neste trabalho.
Para facilitar a compreensdo, essa parte € subdividida em subitens
referentes a cada atividade bioldgica investigada, com uma introdugio
para atualizacd@o sobre o tema, seguida dos resultados bioldgicos obtidos
e as discussoes de relagdo estrutura-atividade.

4.4.1. ATIVIDADE ANTI-HERPETICA

4.4.1.1. Introducio

As doencas infecciosas virais, dentre as quais podem ser
destacadas as causadas por virus herpéticos, apresentam participacio
expressiva no contexto das doencas infectocontagiosas no mundo inteiro
(HERGET et al., 2005). Os virus herpéticos sio altamente disseminados
na natureza e fazem parte da familia Herpesviridae, sendo divididos em
trés subfamilias: o, B e y-Herpesvirinae. Atualmente, existem mais de
100 herpesvirus conhecidos, sendo que nove deles podem infectar o
homem (DA SILVA, 2000, ROIZMAN, 2007).

Os virus herpéticos tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) sdo patégenos
comuns que causam infecgdes localizadas no epitélio da mucosa dos
genitais, da cavidade oral, da faringe, do esofago e dos olhos,
dependendo do tipo de virus envolvido. As infec¢des herpéticas também
podem causar graves problemas aos individuos infectados,
principalmente em imunocomprometidos (WHITLEY; ROIZMAN,
2001). Estes virus possuem caracteristicas particulares, como
estabelecimento de infeccdes latentes, com a capacidade de reativacio
periddica; podem provocar graves infeccdes no sistema nervoso central,
incluindo encefalite necrosante aguda e meningite, quadros que podem
ser fatais em pacientes imunocomprometidos (DA SILVA, 2000).

A infeccdo causada pelo HSV-1 € resultante do contato de
secregdes ou tecidos lesados, que contem o virus, de um individuo
contaminado para um individuo sadio. Os principais sintomas
manifestam-se na forma de gengivomastites, queratoconjuntivites,
encefalites e lesdes cutineo-mucosas (STUDAHL; CINQUE;
BERGSTROM, 2005). Apds infectar o novo hospedeiro, o virus
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herpético pode originar um quadro assintomatico ou ainda disseminar-se
para células nervosas adjacentes ao local da infec¢do e ali permanecer
em estado latente. Nesse tltimo caso, o virus permanece em laténcia até
que fatores como estresse, febre e alteracdes hormonais ou situacdes de
imunossupressio congénita, adquirida ou medicamentosa, desencadeiem
sua reativacdo (KOTT et al., 1999, REISS, 2008).

A infec¢do viral inicia-se com o HSV-1 ligando-se
especificamente aos receptores superficiais das células hospedeiras
através das glicoproteinas que constituem o envelope viral. A
penetracdo no hospedeiro pode acontecer através de endocitose ou da
fusdo com a membrana celular, culminando na liberagdo do material
genético no citoplasma e inicio da replicagdo viral (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 1997, PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997). A
infeccdo pelo HSV-1 tem como caracteristica principal o surgimento de
vesiculas com formacdo continua de liquido intravesicular. O
rompimento das vesiculas ocorre entre 24 e 48h ap6s seu surgimento e
faz com que o liquido rico em virus extravase, originando a lesdo
herpética e caracterizando a fase de maior transmissao viral. Em seguida
inicia-se o processo de cicatrizacdo, com formacdo de um tecido
altamente queratinizado, que vai sendo progressivamente substituido
pela mucosa labial sadia (MCCORMACK et al., 1996).

O atual arsenal teraputico para infecgdes virais compreende
cerca de 50 farmacos aprovados para uso clinico, sendo que mais da
metade deles € utilizado para o tratamento da infec¢do pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Os demais antivirais sao utilizados
contra o virus influenza, os virus das hepatites B e C, virus respiratorio
sincicial e virus herpéticos, incluindo neste Ultimo grupo o virus da
varicela zoster, o citomegalovirus e os HSV-1 e 2 (ROTTINGHAUS,
2007, DE CLERCQ, 2009).

O tratamento das infec¢des por HSV consiste principalmente de
andlogos de nucleosideos (Figura 52), que sdo substratos para a
polimerase viral. Neste grupo encontram-se aciclovir (Zovirax®, 4),
valaciclovir (Valtrex®, 36), penciclovir (Famvir P®, 37) e famciclovir
(Famvir®, 38) (DE CLERCQ, 2004). A administracdo oral dos farmacos
aciclovir e penciclovir na forma dos pré-fairmacos valaciclovir e
famciclovir, respectivamente, resulta em maiores niveis plasméticos e
aumento da disponibilidade do farmaco ativo (VISALLI; VAN ZEIJL,
2003).
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Figura 52: Anélogos de nucleosideos utilizados no tratamento de infec¢des
herpéticas.

O aciclovir é o farmaco de primeira escolha para infeccdes
herpéticas, pois atua seletivamente na replicagdo viral, sem interferir nos
processos bioquimicos das células hospedeiras em doses terapéuticas
(LUPL; PEREIRA JR, 2000, BRADY; BERNSTEIN, 2004,
ROTTINGHAUS, 2007). Embora seja considerado de baixa toxicidade,
altas doses foram associadas com nefrotoxicidade (WAGSTAFF;
FAULDS; GOA, 1994 ) e encefalopatia (ORMROD; SCOTT; PERRY,
2000). Por consequéncia, a busca por novos agentes anti-herpéticos
eficazes, com baixa toxicidade e com estrutura quimica e mecanismo de
acao diferenciado dos farmacos anti-herpéticos atualmente disponiveis é
necessdria e relevante.

4.4.1.2. Acao antiviral de cucurbitacinas

N

Em relagdo a atividade antiviral, sdo poucos os trabalhos na
literatura relacionados as cucurbitacinas, ndo sendo encontrados relatos
de atividade anti-herpética associada a estes compostos.

Algumas cucurbitacinas sdo citadas como ativas frente ao virus
Epstein-Barr, como a cucurbitacina F e derivados (Figura 53a), isolados
de Cowania mexicana (KONOSHIMA et al., 1993, KONOSHIMA et
al., 1994a, KONOSHIMA et al.,, 1994b), os glicosideos de 29-
norcucurbitacinas: cayaponosideos B, B3, D e C, (Figura 53b), isolados
de Cayaponia taivia (KONOSHIMA et al.,, 1995) e os glicosideos
denominados mogrosideos (Figura 53c), isolados de Momordica
grosvenori (UKIYA et al., 2002).
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Figura 53: Cucurbitacinas ativas frente ao virus Epstein-Barr descritas por
Konoshima e col. (1993; 1994a,b; 1995) e Ukiya e col. (2002).

A cucurbitacina F e derivados também apresentaram atividade
anti-HIV (KONOSHIMA et al.,, 1993) com indice de seletividade
(CCs¢/Clsp) entre 11 e 17. A cucurbitacina B (CN-7) (CHEN et al.,
2008a) e a kuguacina C (Figura 53d) (CHEN et al., 2008b), também
apresentaram atividade significatica, com IS = 16,7 e 23,7,
respectivamente.

Em nosso grupo de pesquisa, ensaios preliminares com o
extrato metandlico de W. ebracteata revelaram significativa atividade do
contra a replicagdo dos virus herpéticos HSV-1 e HSV-2
(ANDRIGHETTI—FROHNER et al., 2005), com IS > 60 para as fracdes
acetato de etila e butanol, o que motivou a investigagdo complementar
dessa atividade.

109



4.4.1.3. Avaliacio da atividade anti-herpética de
cucurbitacinas naturais e semissintéticas

A citotoxicidade é definida como um conjunto de altera¢des da
homeostase celular que levam a uma série de modificacdes que
interferem na capacidade adaptativa das células, bem como na sua
sobrevivéncia, reproducdo e realizacdo de suas fungdes metabdlicas
(NARDONE, 1977). Os atuais programas de busca e desenvolvimento
de farmacos envolvem, além da pesquisa das atividades farmacoldgicas,
o estudo da toxicidade dos mesmos, pois ambos sdo importantes para
caracterizar sua eficdcia terapéutica e seguranca (WILSON, 2000).

Qualquer efeito biolégico de um composto frente a um micro-
organismo deve ser diferenciado da sua toxicidade em relag@o as células
permissivas ao virus em estudo. Dessa forma, a citotoxicidade de 33
cucurbitacinas naturais e semissintéticas foi avaliada pelo ensaio do
MTT em células VERO, que resultou na determinagdo dos valores de
CCs, para cada amostra testada. Em seguida, a avaliacdo da potencial
atividade antiviral dos compostos, utilizando as cepas KOS (sensivel ao
aciclovir) e 29R (resistente ao aciclovir) do virus herpético tipo 1, foi
realizada pelo ensaio de placas de lise. Os resultados obtidos podem ser
visualizados na Tabela 1.

O sal de tetrazolio MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazélio] ¢ um composto hidrossoldvel, que em solugdo
apresenta coloragdo amarelo-pdlido e € facilmente incorporado por
células vidveis, que o reduzem em suas mitocOndrias pelas
desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é convertido em um composto
conhecido por formazana de coloracio roxa, ndo solivel em dgua, que
fica armazenado no citoplasma celular. O ensaio colorimétrico com
MTT € um método sensivel e quantitativo, que mede a quantidade de
formazana formada, por espectrofotometria, onde o valor da absorbancia
obtido é proporcional ao nimero de células vidveis (MOSMANN,
1983).
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Tabela 1: Citotoxicidade sobre células vero e potencial atividade anti-
herpética de cucurbitacinas naturais e semissintéticas

Céls. Vero HSV-1 (KOS) HSV-1 (29R)
Composto CCs5 = D.P. CI5 = D.P. (uM) CI5o = D.P. (uM)

(uM) (IS) (IS)
CN-1 83,30+ 1,59 SA AS
CN-3 17,60 £ 0,46 SA AS
CN-4 197,82 £5,97 SA AS
CN-5 10,02 + 1,96 SA AS
CN-6 23,93+243 SA AS
CN-7 0,12 0,09 SA AS
CS-9 587,53 +4,03 SA AS
CS-11  1.070,26 +70,26 SA AS
CS-12 294,60 + 0,68 SA AS
CS-13 225,74 £ 16,79 SA AS
CS-14 > 1.500 SA AS
CS-15 2,46+ 0,21 SA AS
CS-16 > 1.500 SA AS
CS-20 > 1.500 SA AS
CS-21 > 1.500 SA AS
CS-22 > 1.500 SA AS
CS-23 > 1.500 SA AS
CS-26 53,63 + 6,66 SA AS
CS-27 > 250 SA AS
CS-36 > 1.500 SA AS
CS-38 784,42 +4,01 SA AS
CS-42 353,11 +£0,19 SA AS
CS-46 53,32 +£1,03 4571 +£2,13 (1,17) 27,68 + 1,38 (1,93)
CS-49 224,49 + 0,06 SA AS
CS-50 > 500 SA AS
CS-51 292,08 £ 14,39 SA AS
CS-58 > 500 SA AS
CS-63 > 500 SA AS
ACV >2.500 0,51 £0,02 (> AS

4.902)
ACV= aciclovir; CCsp= Concentracdo toxica a 50% das células; Clso=
Concentracio inibitéria a 50%; D.P. = Desvio padrio; IS= Indice de

seletividade; SA = Sem atividade. Os experimentos foram realizados em
triplicata e os valores obtidos, expressos como média * desvio padrdo.
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O componente intrinseco da avalia¢do da atividade antiviral de
uma amostra € a determinacdo do seu indice de seletividade (IS), que
indica quio promissora € a atividade antiviral de cada material testado, e
¢ calculado através da razdo entre a concentracdo que causa
citotoxicidade a 50% das células (CCsp) e a concentragcdo que inibe a
multiplica¢do viral na mesma proporcdo (Clsg), ou seja, quanto maior
for o valor do IS, mais seletivo serd o material-teste ao virus € nao a
célula hospedeira (COS et al., 2006).

Como pode ser observado na Tabela 1, somente o composto
CS-46 inibiu a replicacdo das cepas KOS (sensivel ao aciclovir) e 29R
(resistente ao aciclovir) do HSV-1, porém em concentracio muito
proxima de sua concentracdo citotdxica, com baixo valor de IS, o que
ndo o caracteriza como um composto anti-herpético promissor.
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4.4.2. ATIVIDADE CITOTOXICA

4.4.2.1. Introducio

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas
que tem em comum o crescimento desordenado de células, que invadem
tecidos e orgdos. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser
muito agressivas e incontroldveis, determinando a formacio de tumores
malignos, que podem espalhar-se para outras regides do corpo (INCA,
2011).

Por muito tempo o cancer foi considerado uma doenca de paises
desenvolvidos e com recursos financeiros. No entanto, este panorama
vem sendo modificado nas dltimas quatro décadas, quando se passou a
observar que a maior parte do 6nus global do cancer estava associada a
paises em desenvolvimento, principalmente aqueles com poucos e
médios recursos. Dessa forma, a patologia ganhou uma dimensao maior
nas ultimas décadas, convertendo-se em um evidente problema de saide
publica mundial (INCA, 2011).

A Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) estima que, no ano
2030, podem ser esperados 27 milhdes de novos casos incidentes de
cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas,
anualmente, com cancer (WHO, 2012). No Brasil, o cancer ¢ a segunda
maior causa de mortes, tendo vitimado 7,8 milhdes de pessoas em 2008
e com estimativa de afetar 520 mil brasileiros em 2012 (INCA, 2011).

Na década de setenta, as formas cldssicas de tratamento para o
cancer, que consistiam na associa¢do da remocdo cirdrgica dos tumores
ao tratamento radioterdpico, e/ou a quimioterapia, sofreram alterag¢oes
significativas com a introdu¢@o do conceito de tratamento adjuvante. O
emprego intensivo de protocolos pds-cirdrgicos, que incluem a
associa¢do de quimioterdpicos com diferentes mecanismos de acdo a
radioterapia e, mais recentemente, a associacdo destes aos anticorpos
monoclonais, trouxe melhoras nos resultados do tratamento de alguns
tipos de canceres. Infelizmente, muitos tumores ainda apresentam
respostas modestas aos protocolos clinicos, limitando a indicacdo e a
eficdcia do tratamento adjuvante tanto para os tumores primarios quanto
para as metistases (KUMAR et al., 2009). Nesse contexto, a busca por
novas estratégias terapé€uticas mais eficientes, menos toxicas e invasivas
torna-se imperativa para que se possa oferecer ao niimero crescente de
pacientes com doencas malignas, oportunidades reais de controle e/ou
cura do cancer.
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O século XX apresentou um grande avanco na pesquisa de
produtos naturais, € os metabdlitos secunddrios representaram uma
importante ferramenta na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos em fun¢do da variedade estrutural tnica neles encontrada
(NICOLAOU; CHEN; DALBY, 2009). Segundo levantamentos
recentes, mais de 60% dos farmacos anticincer introduzidos na
terapéutica nas udltimas décadas tem sua origem nos produtos naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2007, BUTLER, 2008, HARVEY, 2008).
Dentre estes, podem ser destacados farmacos como vimblastina (39,
Velban®) e vincristina (40, Oncovin®) e os andlogos vindesina (41,
Eldisine®) e vinorelbina (42, Navelbine®); paclitaxel (43, Taxol®) e o
andlogo docetaxel (44, Taxotere®); e camptotecina (45) e os andlogos
topotecano (46, Hycamtin®) e irinotecano (47, Camptosar®) (Figura
54).

R R O
(39) R, = CHy; R, = CO,CHy; R; = OCH,CHj; R, = OH (43)R, =Ph; R, = COCH,
(40) R, = COH; R, = CO,CHy; R; = OCH,CHy, R, = OH (44)R, = OC(CH,);; R, = H
(41) R; = CHy; R, = CONHy; Ry = OH; R, = OH

(42) R, = CHy; R, = CO,CH;; Ry = OCH,CHy; Ry =H

N
\
N\

45)R; =H;R,=H
(46) R, = CH,N(CH3),: R, = OH

Figura 54: Metabdlitos secunddrios e derivados utilizados na terapia do
cancer

A pesquisa de novos farmacos tem tido avangos significativos,
principalmente apds a introducdo de modelos bioldgicos realizados in
vitro e em grande escala, os quais podem avaliar varias amostras, em um
curto periodo de tempo, propiciando uma andlise estatistica consistente
dos resultados. Nesse contexto, os métodos de screening in vitro
utilizando células tumorais humanas sdo ferramentas importantes para
pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antineopldsicos. Eles

114



permitem que compostos naturais ou sintéticos sejam testados frente a
vérias linhagens de células cancerosas, possibilitando a descoberta de
medicamentos com alta especificidade. Outra vantagem € a rapidez e
eficiéncia do método, ja que em poucos dias um nimero elevado de
compostos pode ser avaliado, conferindo agilidade na busca por novos
candidatos a farmacos (MONKS et al., 1991, ITHARAT et al., 2004).

4.4.2.2. Acao citotoxica e antitumoral de cucurbitacinas

Cucurbitacinas foram objeto de intensa investigacdo quimica e
farmacoldgica nas décadas de 50 e 60, especialmente em relacdo a
atividade antitumoral. No entanto, alguns estudos indicaram elevada
toxicidade, o que trouxe consigo, na época, uma reducdo do interesse
nessa classe de substancias como possiveis fairmacos ou protétipos de
farmacos.

No final dos anos 80, o NCI (National Cancer Institute, EUA)
estabeleceu um protocolo para a triagem de novos compostos
citotéxicos utilizando 60 linhagens de células tumorais (SHOEMAKER,
2006), impulsionando, dessa forma, a busca por novos compostos
naturais com potencial para tornarem-se farmacos antitumorais (LEE;
IWANSKI; THOENNISSEN, 2010). A partir desse programa, na
década de 1990 observou-se o ressurgimento do interesse na atividade
citotoxica/antitumoral de cucurbitacinas, incluindo a andlise do
mecanismo molecular da agfo citotoxica, tanto que sdo muitos os
trabalhos atuais sobre o tema.

Encontra-se na literatura diversas referéncias da atividade
citotoxica de cucurbitacinas frente a varios tipos de células de tumores
sOlidos, como pancreas (THOENNISSEN et al., 2009), melanoma
(SIQUEIRA et al.,, 2009, ZHANG et al., 2011), mama
(JAYAPRAKASAM; SEERAM; NAIR, 2003, TANNIN-SPITZ et al.,
2007, YANG et al., 2007, WAKIMOTO et al., 2008, DUANGMANO et
al., 2010), prdstata (MUSZA et al,, 1994, DUNCAN et al., 1996,
CHAU; BANERIJEE, 2008), ovario (SADZUKA et al., 2008), pulmao
(JAYAPRAKASAM; SEERAM; NAIR, 2003, HSU et al., 2011), rim
(FULLER et al., 1994), figado (CHAN et al., 2010), pele (CHEN et al.,
2010), intestino JAYAPRAKASAM et al., 2003), cérebro (FULLER et
al., 1994, JAYAPRAKASAM et al., 2003), laringe (LIU et al., 2008,
LIU et al.,, 2010) e ainda sobre linhagens de células de leucemia
(HARITUNIANS et al., 2008, MATSUDA et al., 2010, DING et al.,
2011, ISHDORJ; JOHNSTON; GIBSON, 2011). Alguns estudos in vivo
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comprovam a atividade citotéxica observada in vitro para cucurbitacinas
no tratamento de tumores de ovédrio (SADZUKA et al., 2008), laringe
(LIU et al., 2008, LIU et al., 2010), pancreas (THOENNISSEN et al.,
2009, IWANSKI et al., 2010) e melanoma (SIQUEIRA et al., 2009).
Outros trabalhos também apontam cucurbitacinas como potentes agentes
anti-angiogénicos, inibindo a formacdo de novos capilares que
alimentam os tumores (DUNCAN; DUNCAN, 1997, DONG et al.,
2010).

A avaliacdo da atividade citotéxica de cucurbitacinas isoladas
de W. ebracteata (descritas no item 4.2) frente a células de carcinoma de
pulmio (A549), rabdomiocarcinoma (RD), carcinoma nasofaringeo
(KB) e adenocarcinoma ileocecal HCT-8 foi investigada por nosso
grupo de pesquisa e publicada recentemente (LANG et al., 2011).

Apesar do longo e promissor histérico de propriedades
citotoxicas/antitumorais, o uso clinico de cucurbitacinas apresenta
muitos desafios, principalmente devido a toxicidade inespecifica
observada para esses compostos. Uma alternativa interessante para o
problema comegou a ser avaliada hd pouco tempo, através da
combinagdo destas com agentes quimioterdpicos conhecidos. Na terapia
antineopldsica, muitos farmacos sdo utilizados em combinagdo, nio
somente para melhorar a eficicia do tratamento, mas também para
reduzir o surgimento de células tumorais multirresistentes. Além disso,
algumas combinagdes possuem um forte sinergismo, permitindo
alcancar o mesmo efeito terapéutico com doses mais baixas e, portanto,
com menor toxicidade (LIU et al., 2008). Nesse sentido, trabalhos
recentes mostram que algumas cucurbitacinas apresentam forte efeito
sinérgico com agentes quimioterdpicos ja estabelecidos no tratamento de
diferentes tumores.

Sadzuka e col. (2008) descreveram, em estudo in vivo, que a
cucurbitacina E (9, Figura 55) promove o aciimulo de doxorrubicina por
facilitar o influxo e prevenir o efluxo do quimioterdpico das células
tumorais, possibilitando a reducdo da dose necessdria para o efeito
terapéutico no tratamento de sarcomas de ovdrio. O aumento da
concentracdo de doxorrubicina também foi observado em células de
linfoma resistente tratadas com cucurbitacinas isoladas de Momordica
balsamina (49-56, Figura 56) (RAMALHETE et al., 2009). O
sinergismo de cucurbitacina B (CN-7) com docetaxel (LIU et al., 2008)
e cisplatina (LIU et al., 2010), no tratamento de tumores de laringe; com
gencitabina, no tratamento de tumores de pancreas (THOENNISSEN et
al., 2009, IWANSKI et al., 2010); e com metotrexato, no tratamento de
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osteosarcomas (LEE et al., 2011) foi observado tanto in vitro quanto in
vivo.

Figura 55: cucurbitacinas E (9) e B (CN-7)

OCH,

R,0
R; ’

(49)R; =OH; R, =R;=H (51)R; =R, =H

(50) R; = OH; R; = H; Ry = CH; (52) R; =H; R, = COCH;

(53) R; =R, =COCHj,
(54) R, = H; R, = COCH,CHj
(55)R; = R, = COCIL,CI,

(56) R; = H; R, = COCH,CH,CH;,

Figura 56: Cucurbitacinas citotoxicas isoladas de M. balsamina.

As cucurbitacinas induzem alteracdes, tanto morfoldgicas
quanto fisioldgicas, em células tumorais causando mudancas drasticas
no formato das células, tais como arredondamento e inchaco, apds
poucas horas de exposicdo (LEE; IWANSKI; THOENNISSEN, 2010).
Algumas destas altera¢des podem ser explicadas pela desregulagdo da
homeostasia do citoesqueleto causada pelas cucurbitacinas (MUSZA et
al., 1994, DUNCAN et al, 1996, ESCANDELL et al., 2008,
WAKIMOTO et al., 2008). Estudos recentes mostraram que a
cucurbitacina B induziu a agregacdo dos filamentos de actina do
citoesqueleto, em diversas linhagens de células tumorais humanas
(HARITUNIANS et al., 2008, WAKIMOTO et al., 2008, YIN et al.,
2008, KNECHT et al., 2010). Contudo, diferentemente do observado
para os alcaloides da vinca e os taxois, até o momento ndo ha evidéncias
de que as cucurbitacinas afetem a rede de microtibulos. Outra alteracao
morfoldgica relatada em culturas de células tumorais humanas expostas
as cucurbitacinas € a formagdo de células multinucleadas (DUNCAN et
al., 1996; SIQUEIRA et al.,, 2009). De acordo com Duncan e col.
(1996), este processo estd diretamente relacionado a capacidade destes
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compostos de bloquearem a citocinese, uma vez que induzem a
desagregacdo do citoesqueleto, mas ndo a cariocinese, dependente da
acdo dos microtiibulos, que ndo sdo afetados pelas cucurbitacinas. Além
disso, o processo de formacdo de células multinucleadas pode ser
resultado da interrup¢do do ciclo celular. Muitos trabalhos mostraram
que as cucurbitacinas induzem parada de ciclo celular, sobretudo na fase
G2/M (SHI et al., 2006, TANNIN-SPITZ et al., 2007, YIN et al., 2008,
THOENNISSEN et al., 2009, CHAN et al., 2010a,b, DUANGMANO et
al., 2010, LI et al., 2010, SHAN et al., 2010), e também na fase S
(HARITUNIANS et al., 2008). A parada do ciclo celular na fase G2/M
ocorre logo apds a exposi¢do as cucurbitacinas e resulta em morte por
apoptose das células tumorais (SHI et al., 2006).

Outro fator impeditivo para o avanco do desenvolvimento das
cucurbitacinas como agentes anticancer estd relacionado a elucidacio do
mecanismo de a¢do de desses compostos, que sé recentemente, com 0
avanco das técnicas de biologia molecular, comecgou a ser desvendado e
atualmente vem sendo amplamente investigado. Muitas vias de
sinalizagcdo de oncogenes estdo comumente envolvidas na sobrevivéncia
e na proliferacdo de células tumorais, tais como JAK-STAT, AKT-PKB
e RAF-MEK-MAPK, sendo potenciais alvos para acdo de agentes
antitumorais, inclusive de cucurbitacinas (LEE et al., 2010). A via JAK-
STAT induz a sinalizacdo das Janus-kinases (JAKs) e dos sinais
transdutores e ativadores de transcricdo (STAT) e regula citocinas e
fatores de crescimento. Sabe-se que em muitas células tumorais, a
ativacdo constitutiva de STAT3 e STATS desempenha um papel
importante na tumorigénese (YU et al.,, 2004; 2007). Os primeiros
relatos do envolvimento da via JAK-STAT na atividade antiproliferativa
de cucurbitacinas foi relatado para a cucurbitacina I (JSI-124, Figura
56), através da inibi¢do de ambos, JAK2 e STAT3 (BLASKOVICH et
al., 2003). Na sequéncia, muitos estudos confirmaram que a
cucurbitacina I é um potente inibidor da via JAK-STAT por bloquear a
fosforilagdo da tirosina do STAT3 e da JAK2, em vdrias linhagens
tumorais (BLASKOVICH et al., 2003, SUN et al., 2005, SHI et al.,
2006, SU et al., 2008, VAN KESTER et al., 2008). Além disso, estudos
apontam que a cucurbitacina B inibe a fosforilacio da tirosina de
STAT3, STATS e JAK2, em células tumorais pancredticas e em
modelos xenograficos in vivo (THOENNISSEN et al., 2009).

Estudos preliminares a respeito do mecanismo molecular de
acdo antiproliferativa de cucurbitacinas sugerem que a substituicdo da
carbonila em C-3 por uma hidroxila, como ocorre em cucurbitacina Q
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(57, Figura 57) estaria associado a perda da capacidade de inibicdo de
JAK2, com manutengdo do efeito inibitério sobre STAT3. J4 a
existéncia de uma hidroxila em C-19 (cucurbitacina A, 58), geraria o
efeito inverso, com perda da capacidade de inibicdo de STAT3 e com
manutencdo do efeito inibitério sobre JAK2 (SUN et al., 2005),
indicando que fatores estruturais estariam associados aos diferentes
mecanismos moleculares de acdo de cucurbitacinas.

JsI-124 57

Figura 57: cucurbitacinas I (JSI-124), Q (57) e A (58).

Sabe-se que a STAT3 também apresenta um importante papel
em processos inflamatdrios, o que permite inferir que parte da atividade
antitumoral das cucurbitacinas poderia estar, portanto, relacionada & sua
atividade anti-inflamatéria (LIN et al, 2007). Aparentemente,
cucurbitacinas parecem afetar células tumorais e macréfagos de
diferentes maneiras: em células tumorais, tais compostos atuam como
inibidores da fosforilacdo do STAT3, tornando-as mais susceptiveis ao
ataque de espécies reativas de oxigénio, durante o processo inflamatorio
(ESCANDELL et al., 2007a); j4 sobre macréfagos, as cucurbitacinas
atuam como inibidores da via IKK-NFkB, resultando na inibi¢do de
enzimas-chave do processo inflamatério, como a ciclooxigenase-2
(COX-2) e a o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), que ao serem
superexpressas, contribuem efetivamente para a tumorigénese
(JAYAPRAKASAM et al., 2003; PARK et al., 2004).

4.4.2.3. Avaliacao da atividade citotoxica de cucurbitacinas
naturais e semissintéticas

A investigacdo da atividade citotéxica de -cucurbitacinas
naturais e semissintéticas faz parte do trabalho de tese de doutorado
desenvolvido pela aluna Izabella Thais da Silva, no laboratério de
Virologia Aplicada, CCB/UFSC.

O efeito citotoxico de cucurbitacinas isoladas do extrato DCM
de W. ebracteata foi estudado, através do ensaio colorimétrico do MTT
(descrito no item 5.4.2.), em cinco diferentes linhagens tumorais: A549
(carcinoma de pulmdo), RD (rabdomiocarcinoma), KB (carcinoma
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nasofaringeo), HCT-8 (adenocarcinoma ileocecal) e N2A
(neuroblastoma murino).

Na sequéncia, optou-se por avaliar a atividade citotoxica das
cucurbitacinas semissintéticas frente a linhagem AS549, jia que o
carcinoma de pulmao de células ndo-pequenas encontra-se entre oS mais
frequentes em todo o mundo, apresentando respostas modestas a todos
0s esquemas quimioterdpicos disponiveis (WHO, 2012). A cura para
esse tipo de cancer ndo ultrapassa 50% dos casos (INCA, 2011), sendo,
dessa forma, necessdria a busca de novas alternativas para melhorar a
eficdcia do tratamento.

a) Avaliacdo da atividade de cucurbitacinas naturais em
cinco linhagens de células tumorais

A viabilidade das cinco diferentes linhagens de células
tumorais, na presenca de cucurbitacinas em ao menos seis concentracdes
foi avaliada pelo método do MTT, apés 72 h de tratamento. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

Analisando os dados de CCs, observa-se que os compostos
exibiram atividade significativa frente a todas as linhagens tumorais,
com valores entre 0,01 e 33,44 uM. As cucurbitacinas CN-4 ¢ CN-5,
inéditas, apresentaram valores de CCs, significativos, na faixa de 2,06 a
6,35 uM. Os compostos CN-1 e CN-6 foram os menos citotéxicos, com
CCsp acima de 10 pM, enquanto que CN-3 e CN-7 apresentaram
elevada citotoxicidade, com valores compardveis aos farmacos
paclitaxel e doxorrubicina.
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Tabela 2: Valores de CCsy* de cucurbitacinas isoladas de W. ebracteata
frente a cinco linhagens de células tumorais
Linhagens de células tumorais

Compostos

A549 KB RD HCT-8 N2A

CN-1 12,84+ 1472+ 12,73+ 10,57 + 33,44 £
0,58 0,36 3,75 0,85 10,75

CN-3 1,45+ 1,57 £ 1,07 £ 3,32 + 7,22 £
0,11 0,21 0,08 0,02 0,80

CN-4 3,82 2,38 + 2,06 £ 5,09 + 3,88 +
+0,46 0,29 0,07 0,32 3,73

CN-5 481 + 2,79 + 2,15+ 2,06 + 6,35 £
0,02 0,86 0,04 0,64 0,97

CN-6 1951+ 16,27+ 13,50+ 12,80 = 15,21 +
1,92 0,69 1,09 1,56 5,40

CN-7 0,03 £ 0,03+ 0,010+ 0,02 £ 0,12 £
0,01 0,01 0,001 0,01 0,11

PACLI 0,05 £ 0,006 £ 0,024 + 0,017 £ 0,170 +
0,01 0,001 0,003 0,001 0,055
DOX 1,459+ 0335+ 0,788 1,726 £ N.D.

0,159 0,005 0,089 1,131

* CCsp= Concentracdo toxica a 50% das células expressos como CCs, £
D.P. (uM); N.D.= Néo determinado; Valores representam a media + desvio
padrio de trés experimentos independentes.

Os resultados sugerem que a atividade citotéxica observada
para as cucurbitacinas avaliadas poderia estar relacionada com
caracteristicas estruturais presentes na cadeia lateral dos compostos, o
que, de fato, ja foi descrito por outros autores (VAN DANG; RODE;
STUPPNER, 1994, RIOS; ESCANDELL; RECIO, 2005, CHEN et al.,
2009, BARTALIS; HALAWEISH, 2005, 2011). Nestes trabalhos
afirma-se que a presenca da cetona a,B-insaturada seria o fator estrutural
mais importante para a atividade de cucurbitacinas. Aqui, confirma-se
que a presenga desse grupo funcional € importante para a atividade,
visto que a cucurbitacina B (CN-7) foi o composto mais citotéxico
dentre os testados. No entanto, observa-se que as novas cucurbitacinas,
CN-4 ¢ CN-5, apesar de ndo possuirem insatauracdo conjugada a
carbonila C-22, apresentaram atividade significativa, indicando que
ainda nfo é possivel chegar a conclusdes seguras sobre as caracteristicas
estruturais que influenciam a citotoxicidade dessa classe.
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Mesmo que o nimero de compostos testados nessa etapa tenha
sido reduzido, parece que a atividade citotdxica observada pode ndo
estar correlacionada com a presenca ou auséncia de um grupo funcional
especifico, sendo influenciada, provavelmente, por uma combinacio de
fatores, incluindo a estrutura tridimensional das moléculas.

b) Avaliacdo da atividade de cucurbitacinas naturais e
semissintéticas em células de carcinoma de pulmao
A549

Aqui sdo discutidos os resultados obtidos com a linhagem de
células de carcinoma de pulmdo A549, objetivando identificar
elementos estruturais determinantes da atividade e viabilizar um estudo
quantitaativo de relagdo estrutura-atividade.

Meétodos in vitro de avaliacdo de atividade citotdxica utilizando
células tumorais humanas sdo ferramentas de grande valor para a
pesquisa e desenvolvimento de novos fiarmacos, pois possibilitam a
triagem de uma grande quantidade de material, de maneira rdpida e
confidvel, possibilitando a descoberta de novos compostos com alta
especificidade (ITHARAT et al., 2004).

Em vista do exposto anteriormente - alta incidéncia e
tratamento ineficiente do cancer de pulmio - escolheu-se a linhagem de
células AS549 para avaliar a atividade citotéxica dos derivados obtidos.
Utilizando a mesma metodologia descrita anteriormente, a viabilidade
de 32 cucurbitacinas semissintéticas, além das 7 cucurbitacinas naturais,
foi avaliada frente as células A549, em 48 e 72 h de tratamento. Os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 3.

Como pode ser observado, a esterificacdo das hidroxilas 2-OH e
16-OH de CN-1 (CS-14, CS-16, CS-20, CS-21 ¢ CS-22) e a formagao
dos carbamatos CS-26 e CS-27 resultaram na perda da atividade
citotoxica dos compostos. A oxidacdo de 16-OH (composto CS-9)
levou a um composto menos citotéxico que o precursor CN-1 (26,49
uM vs. 12,09 uM) e a atividade foi perdida quando 2-OH deste derivado
foi esterificada (CS-23) ou convertida a enol (CS-10). A influéncia
destas duas hidroxilas também pode ser observada através da obtencio
de derivados desoxigenados. A desoxigenacdo de C-2 (CS-48) resultou
na reducdo da atividade citotéxica, enquanto a desoxigenacdo de C-2 e
C-16 (CS-49) conduziu a um composto com Clsy semelhante ao do
precursor CN-1.
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Os derivados de cucurbitacina B (CN-7) com diferentes

substituintes em C-2 (CS-34, CS-41 ¢ CS-44) apresentaram efeito
citotéxico promissor, apesar de inferior ao do precursor natural. O
derivado 2-bromo de CN-1 (CS-33) apresentou atividade moderada,
porém cerca de duas vezes menor que seu precursor (29,09 uM vs.
12,09 uM). Apesar de menos ativos, derivados nitrogenados (CS-40 e
CS-41) em C-2 abrem caminho para a sintese de compostos com maior
solubilidade em meios bioldgicos, j& que muitas cucurbitacinas
apresentam solubilidade limitada, dificultando sua avaliagao.

Tabela 3: Valores de CCsy* de cucurbitacinas semissintéticas frente a
linhagem de células tumorais A549.

*Clso
Composto Intervalo de (CCuf
Intervalo de CCrpy
48 h confianca 95% 72 h confianca
95 %
CN-1 19,91 16,32 - 24,87 12,09 10,26 - 14,25 1,6
CN-2 37,99 30,88 - 46,75 48,55 36,12 - 65,28 0,8
CN-3 9,585 6,67 - 13,78 1,88 1,14 - 3,08 5,1
CN-4 14,65 10,90 - 19,69 4,1 3,26-5,14 3,6
CN-5 11,41 9,01 - 14,46 4,93 4,02 - 6,05 2,3
CN-6 24,64 19,09 - 31,80 21,61 14,72 - 31,72 1,1
CN-7 0,13 0,09 - 0,19 0,04 0,03 - 0,07 33
CS-9 54,42 35,65 - 83,09 26,49 19,80-35,45 2,1
CS-10 >100 - >100 - -
CS-11 >200 - >200 - -
CS-13 121,28 107,96 -136,23 110,34 91,90 - 132,48 1,1
CS-14 >100 - 72,52 53,46 - 98,38 -
CS-15 14,65 10,90 - 19,70 2,64 1,89 - 3,70 5,5
CS-16 >200 - >200 - -
CS-20 >200 - >200 - -
CS-21 >200 - >200 - -
CS-22 117,53 58,67 -235,40 1124 55,86 - 226,16 1,0
CS-23 >100 - >100 - -
CS-26 >100 - >100 - -
CS-27 >100 - >100 - -
CS-32 >100 - >100 - -
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CS-33 34,93 31,40 - 38,85 29,09 25,21 - 33,58 1,2

CS-34 1,33 0,452 -3,94 0,12 0,07-0,20 11,1
CS-36 >200 - >200 - -
CS-38 >200 - 174,37 95,73 - 317,59 -
CS-40 >100 - >100 - -
CS-41 0,42 0,16-1,13 0,12 0,06 - 0,23 35
CS-43 >100 - >100 - -

CS-44 28,8 18,98 - 43,71 11,52 6,80 - 19,52 2,5
CS-46 14,65 10,90 - 19,69 6,90 4,49 - 10,60 2,1

CS-48 >100 - 66,74 51,56 - 86,39 -
CS-49 >100 - 11,47 8,99 - 14,62 -
CS-50 >200 - >200 - -
CS-51 >100 - 42,6 26,33 - 68,93 -
CS-54 87,77  175,08-102,62 77,74 62,83 - 96,18 1,1
CS-55 >100 - >100 - -
CS-58 >200 - >200 - -
CS-63 >200 - >200 - -
CS-64 >100 - >100 - -
PACLI 3,69 2,34-5.82 1,18 0,89 -1,55 3,1
DOX 1,16 0,73-1,84 0,19 0,11-0,32 6,1

*CCsp: concentracdo citotoxica para 50% das células (uM); Para
determinacdo de CCsj, os dados experimentais de citotoxicidade foram
analisados por regressdao ndo linear e calculados utilizando log(composto)
comparado com a resposta normalizada (slope varidvel), através do software
GraphPad Prism.

Como ja mencionado, na literatura existem diversos relatos de
atividade citotoxica e antitumoral de cucurbitacina B, inclusive em
associacdo com agentes quimioterdpicos (SADZUKA et al., 2008, LIU
et al., 2008, 2010, RAMALHETE et al., 2009, THOENNISSEN et al.,
2009, IWANSKI et al., 2010,LEE et al., 2011). Estudos preliminares de
relacdio estrutura-atividade apontam a cetona a,B-insaturada, presente na
cadeia lateral desse composto, como unidade responsdvel pela
citotoxicidade observada (MUSZA et al., 1994, VAN DANG; RODE;
STUPPNER, 1994, RECIO et al., 2004). De fato, esse grupo atua como
aceptor de Michael, reagindo com nucledfilos essenciais (p.e.
macromoléculas bioldgicas) que desempenham importante papel no
crescimento celular (KUPCHAN et al., 1970). Com o objetivo de
explorar essa funcionalidade, foram sintetizados dois derivados com
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cetona o,B-insaturada em outras regides do esqueleto cucurbitano: no
anel A (CS-54) e no anel B (CS-55). O derivado CS-54 apresentou fraca
citotoxicidade enquanto CS-55 apresentou-se inativo, confirmando a
importancia da cetona o,B-insaturada na cadeia lateral. Da mesma
maneira, a eliminagdo dessa fung¢do (CS-13) também resultou em um
composto sem atividade.

A acetilagdo de CN-7 levou a um composto menos citotoxico,
porém a atividade permaneceu elevada (2,64 pM vs. 0,04 uM). Outras
modificacdes foram realizadas na cadeia lateral, como para obtengdo de
CS-50 e CS-51, porém somente o dltimo composto apresentou atividade
moderada (42,6 uM).

Levando em consideragdo a aparente importincia da cadeia
lateral para a citotoxicidade de cucurbitacinas, foram obtidos os
derivados CS-63 e CS-65, com eliminacdo de parte da cadeia lateral.
Esses compostos, denominados nor-cucurbitacinas, podem ser
encontrados em fontes naturais, mas, de maneira geral, estdo presentes
em baixa concentragdo, o que dificulta a investigacdo de suas
propriedades bioldgicas. Quando a citotoxicidade de ambos os derivados
foi avaliada frente as células A549, observou-se a perda completa da
atividade, sugerindo mais uma vez que a cadeia lateral exerce forte
influéncia sobre a citotoxicidade dessa classe de compostos.

O composto CS-32 (di-hidrocucurbitacina E) também pode ser
encontrado em fontes naturais e ja foi descrito como ativo frente a
linhagens de linfoma (U937) (MATSUDA et al., 2010), tumor de
estomago (NUCG-3) e de pele (HONE-1) (WU et al., 2004), porém
frente as células A549, tal composto mostrou-se inativo.

A partir dos resultados apresentados fica evidente que pequenas
modificacdes estruturais podem alterar significativamente a atividade
citotoxica de cucurbitacinas. Dentre as 32 cucurbitacinas semissintéticas
testadas, algumas apresentaram atividade citotoxica potente a moderada
frente as células A549, em particular os derivados da cucurbitacina B
CS-15, CS-34, CS-41 ¢ CS-44.

Os estudos a respeito do mecanismo de atividade citotdxica das
cucurbitacinas naturais e semissintéticas estdo sendo conduzidos no
Laboratério de Virologia Aplicada (CCB/UFSC) e resultados
preliminares apontam a morte por apoptose como causa principal da
atividade observada para os compostos estudados.
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4.4.2.4. Estudo de relacao estrutura-atividade quantitativa (QSAR)

O estudo de QSAR aqui apresentado foi realizado através de
cooperacdo com o Prof. Dr. Eduardo Borges de Melo, da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (Unioeste).

Vinte e dois compostos que apresentaram atividade citotdxica
foram utilizados para a constru¢cdo de um modelo de predi¢do dentro dos
objetivos dos estudos de relacdo estrutura-atividade quantitativa
(QSAR). Esta metodologia é uma das abordagens englobadas pelo
planejamento de farmacos auxiliado por computador (CADD,
Computer-Aided Drug Design), e baseia-se na hipétese de que o
comportamento de uma classe de compostos andlogos em um sistema
biolégico in vitro ou in vivo pode ser quantitativamente descrito por
modelos matematicos multivariados (FERREIRA; MONTANARI;
GAUDIO, 2002, DAYAM; NEAMATI, 2003, TAVARES, 2004). Estes
modelos devem ser capazes de explicar as relagdes entre descritores
moleculares que codificam aspectos estruturais e propriedades fisico-
quimicas de interesse (varidveis independentes X) € uma ou mais
atividades bioldgicas em estudo (varidveis dependentes Y). As equagdes
obtidas podem ser utilizadas para realizar a predicdo dos Y de outros
compostos  (JURS; DIXON; EGOLF, 1994, FERREIRA;
MONTANARI; GAUDIO, 2002, ERIKSSON et al., 2003, CARBO-
DORCA; GIRONES, 2004), o que pode ajudar a decidir pela sintese de
um novo andlogo. O modelo e as informagdes obtidas sdo apresentados
na Tabela 4.

Dentre os seis descritores selecionados, trés sdo relacionados a
distribui¢do eletronica e trés a geometria da molécula. Um modelo
QSAR deve apresentar uma interpretacdo mecanistica. Porém, deve ser
considerado que isto nem sempre € possivel, especialmente quando o
mecanismo de acdo bioldgica pela qual os compostos agem ndo é
exatamente conhecido, e caso o modelo apresente boa capacidade de
predicgdo, ele pode ser utilizado (OECD, 2007).

No caso em questdo, diversos mecanismos podem estar
influenciando na citotoxicidade observada pelos derivados de
cucurbitacinas frente as linhagens de células tumorais testadas. De modo
geral, substancias citotoxicas, ou seus metabdlitos, podem participar de
reacdes com material genético (DNA) ou estruturas celulares como
aceptores de elétrons (LEAO et al, 2005). Dentre os descritores
selecionados, Elgs [Eletrophilicity Index gs (ground state)], SPP
(Submolecular Polarity Parameter) e G3p (3st component symmetry
directional WHIM directional index/weighted by atomic polarizabilities)
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podem ser relacionados com este fenOmeno: enquanto a presenca dos
dois primeiros descritores em um modelo QSAR o relaciona a
capacidade de uma molécula realizar ataques eletrofilicos (TALETE,
2011), o terceiro foi selecionado em um estudo de Koba e Baczek
(2011) associado a capacidade de formacdo de adutos covalentes com
DNA pelo compostos estudados. J4 o descritor R5s+ pode apresentar
uma relacdo indireta com este efeito, ja que Stachulski e col. (2011) o
selecionaram em um estudo QSAR do efeito antiviral (HCV) de
tiazolidas, onde foi observado que os compostos em andlise poderiam
agir como receptores de anions.

A hipétese de que o modelo QSAR obtido pode estar
relacionado com realizagdo de ataques eletrofilicos pela cucurbitacinas
encontra certo suporte em outros trabalhos da literatura, em especial
estudos QSAR com compostos ndo relacionados entre si e com as
cucurbitacinas, mas onde o fendmeno biolégico estudado era a apoptose
celular: Afantitis e col. (2006) selecionaram a energia do orbital
molecular desocupado mais baixo (ELymo) € relacionaram sua presencga
no modelo com uma caracteristica de mais facil aceitacdo de elétrons
pelos compostos que induzem a apoptose. Este descritor também foi
selecionado por Takano e col. (2009) como relacionado a capacidade
dos compostos estudados em fragmentar DNA. Qin e col. (2011)
obtiveram um modelo com descritores eletronicos que foram
relacionados com a capacidade dos compostos interagirem mais
facilmente como o DNA. Finalmente, Hansch e col. (2003a; 2003b)
relacionaram a presenga dos descritores refratividade molar (RM) e
logaritmo do coeficiente de particio 1-octanol/dgua (LogP) com a
interacdo com o DNA.

O descritor q10, a carga parcial atdmica do d4tomo 10 do anel A,
€ relacionado a modificacio da distribuicdo eletrdnica desta regido dos
derivados. Apesar de ndo ser relacionado com a hipétese levantada, sua
presenca no modelo obtém suporte em outros estudos QSAR
relacionados a toxicidade de cucurbitacinas, onde também foram
selecionadas cargas parciais desta parte da molécula (BARTALIS;
HALAWEISH, 2011, VAN DANG; RODE; STUPPNER, 1994).
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Tabela 4. Modelo QSAR obtido e suas respectivas informagdes estatisticas.
Log1/Cls"=4,701-29,830(G3p)+42,984(G2v)-18,126(q10)-
3,717(R5s+)10,737(SPP)+59,750 (Elgs)

Parametro Definicao Resultado Resultado
recomendado encontrado
Validacio
interna
(n=18?)
R Coeficiente de R >06 0,887
determinagdo
SEC Erro padrdo da Menor possivel 0,395
calibragcdo
Fpp Teste Maior que o valor de 36,542

referéncia (F critico,
com 95% de confianga,
0’100 Coeficiente de 0%100>0,5 0,709
determinagdo da
validagdo cruzada
leave-one-out (LOO

SEV Erro padrdo da Menor possivel 0,556
validagdao LOO
¥ n(LOO) Coeficiente de n(LOO) > 0,5 0,714

orrelacdo ao quadrad
entre os valores

preditos e observado:

na validagdo cruzada

modificado por Roy
Validacio
externa
(n=5%)
R’pea Rprea > 0,5 0,811
SEP Erro padrdo da Menor possivel 0,299
validacdo externa
r (pred) Coeficiente de ¥ w(pred) > 0,5 0,531

orrelacdo ao quadrad
entre os valores
preditos e observado:
na validacdo externa
modificado por Roy
IR?-R*’| Estatistica de IR%)-R” ¢l < 0,3 0,077
Gobraikh-Tropsha —
diferenca entre os
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coeficientes de
determinagdo dos
valores de Ypred-Yobs €
Yobs-Ypred C€Ntrados n
origem
k Estatistica de -0,85<k<1,15 0,984
Gobraikh-Tropsha —
nclinagio da reta y
Yobs
K’ Estatistica de -0,85 <k’ <1,15 1,012
Gobraikh-Tropsha —
nclinagdo da reta yop,
Ypred
(1) atividade citotéxica (Clsy) convertida em seu correspondente valor
logaritmico inverso; (2) corresponde ao nimero de compostos efetivamente
utilizado para a constru¢do do modelo; (3) corresponde ao nimero de
compostos utilizados para testar a capacidade de predicao do modelo e que
ndo foram utilizados em sua obteng¢do (compostos CN-7, CS-13, CS-38,
CS-41 e CS-51).

Ja o descritor G2v (2nd component symmetry directional WHIM
directional index/weighted by Van der Walls volumes), ndo apresenta
uma relagcdo (ao menos, visivel ou suportada por outros dados) com o
mecanismo biolégico em estudo. Porém, observando que uma atividade
biolégica é um fendmeno multivariado, sua presenga no modelo pode
estar descrevendo algum outro fendmeno relevante (por exemplo, a
particio através das membranas celulares). Como este descritor é
ponderado pelo volume de Van der Waals, pode entdo estar descrevendo
que o tamanho da molécula também € relevante para a atividade
citotoxica.

Assim, € possivel sugerir que o modelo indica que 0 mecanismo
de acdo dos compostos estudados € relacionado principalmente a
ataques eletrofilicos em estruturas celulares ou material genético, um
mecanismo de citotoxicidade cldssico. Dados de estudos independentes
encontrados na literatura da drea dao suporte a esta possibilidade.
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4.4.3. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

4.4.3.1. Introducao

A inflamacdo é um processo que envolve uma série de eventos
gerados por estimulos tais como micro-organismos, isquemia, intera¢des
antigeno-anticorpo e injirias quimicas, térmicas ou mecanicas. A
resposta inflamatéria ocorre em trés fases distintas, mediada por
diferentes mecanismos: um agudo caracterizado por vasodilatagdo local
e aumento da permeabilidade capilar, uma fase subaguda caracterizada
por infiltracio de leucdcitos e células fagociticas e uma fase
proliferativa cronica, na qual ocorre degeneracdo do tecido e fibrose
(ROTELLI et al., 2003).

A reacdo inflamatéria envolve o reconhecimento do agente ou
do estimulo lesivo, para sua posterior destruicao e formacao de um novo
tecido. O reconhecimento desencadeia a ativacdo e a amplificacdo do
sistema imune, resultando na ativacdo de células e na liberagdo de
diversos mediadores inflamatérios que sdo responsdveis pelos cinco
sinais cldssicos da inflamagdo: dor, rubor, calor, edema e perda da
fun¢do (SCHMID-SCHONBEIN, 2006, MEDZHITOV, 2008).

O sistema fagécito mononuclear € composto por dois tipos de
células que participam na defesa do sistema imune do hospedeiro,
desenvolvendo funcdes distintas: macréfagos e mondcitos. Os
macrofagos tem a fungdo de remover antigenos particulados e atuar
como células apresentadoras de antigeno, internalizando e apresentando
antigenos aos linfécitos T (FUJIIWARA; KOBAYASHI, 2005). Os
mondcitos encontram-se circulando no sangue e, quando necessario,
migram para diferentes 6rgdos e cavidades do corpo em resposta a um
estimulo lesivo, diferenciando-se em macréfagos (KIS-TOTH;
TSOKOS, 2010)

A inflamacdo é desencadeada pela liberacdo de mediadores
quimicos originados nos tecidos lesados e nas células migratdrias, que
provocam distirbios na membrana celular ocasionando a ativacdo da
fosfolipase A2 e liberacdo de 4cido araquiddnico e seus metabdlitos,
PAF-acéter (fator ativador de plaquetas) e enzimas lisossomicas. Essas
enzimas tém potente atividade citotdxica e destroem células vizinhas,
liberando assim novas enzimas. O metabolismo do 4cido araquidonico
dd origem a indmeras substincias biologicamente ativas como
prostaglandinas, tromboxanos, &cido hidroxieicosatetraendicos e
hidroperoxieicosatetraendicos, leucotrienos, lipoxinas e dcidos
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epoxieicosatetraendicos, que tem importante papel na fisiopatologia da
inflamacao.

A lesdo inicial do tecido ocasiona a liberacdo de mediadores
pré-inflamatérios, tais como histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas, entre outros. Também sdo de grande importincia a
citocina pré-inflamatéria interleucina-1 (IL-1) e as citocinas
inflamatorias IL-2, IL-6, IL-8, o fator de necrose tumoral, o fator
ativador de plaquetas, o fator complemento, entre outros (BURQUE;
SMYTH; FITZGERALD, 2006, SERHAN; CHIANG; VAN DYKE ,
2008).

As citocinas possuem um importante papel na regulacdo do
processo inflamatdrio, induzindo a expressdo de moléculas de adesdo
nas células endoteliais e nos leucdcitos, promovendo o recrutamento de
leucdcitos para o sitio da inflamagdo, na resposta inflamatéria aguda
(TAYAL; KALRA, 2008). A presenca de elevadas concentracdes de
citocinas estimula a produgdo de 6xido nitrico (NO) nos tecidos, o qual
estd envolvido em vdrias etapas dos mecanismos humorais e celulares
que acontecem durante uma resposta inflamatdria.
No processo inflamatério agudo o NO € essencial devido a duas agdes
principais, a de vasodilatacdo, que tem papel fundamental em
tal processo, e a sua acdo como agente citotoxico, contra micro-
organismos. O NO também interfere no processo inflamatério agudo por
inibicdo da adesdo/agregacdo plaquetdria e a adesdo leucocitdria
(MEDZHITOV, 2008).

A acdo anti-inflamatéria de grande parte dos farmacos
empregados atualmente é devida a atuagdo sobre o metabolismo do
dcido araquidonico. Conhecidos como anti-inflamatérios ndo
esteroidais (AINESs), esses farmacos tem como acdo principal a inibi¢io
da sintese das PGs. Em graus varidveis, todos os AINEs sdo também
analgésicos, antipiréticos e inibidores da agregacdo plaquetdria. Além
disso, grande parte estd associada a efeitos adversos em diversos
sistemas do organismo, com destaque para o gastrointestinal e o
cardiovascular (BURQUE; SMYTH; FITZGERALD, 2006).

Como exposto, as doencas inflamatdrias sdo caracterizadas por
vérios fatores que agregados a diferentes causas constituem diversos
alvos para seu tratamento. Dessa maneira, a busca continua por
alternativas terap€uticas mais eficientes e com diferentes mecanismos de
acdo para seu tratamento mostra-se relevante diante das opgdes
terapéuticas atuais.
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4.4.3.2. Acao anti-inflamatéria de cucurbitacinas

Muitas plantas utilizadas tradicionalmente para tratar condicdes
inflamatdrias possuem triterpenos em sua constituicao e a investigacio
de suas propriedades farmacoldgicas em diferentes ensaios, tanto in
vitro quanto in vivo, indica que os mecanismos de atividade vao desde a
supressdo de prostanoides e citocinas até a peroxidacdo lipidica
(SAFAYHI; SAILER, 1997).

Estudos bioldgicos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa,
realizados com a fragdo DCM de W. ebracteata, rica em cucurbitacinas,
revelaram uma potente agdo antiedematog€nica e analgésica.
Especificamente, foi observado que tal fragdo causa diminuicdo do
edema de pata induzido pela carragenina, reducio da dor induzida pela
formalina e das contor¢des abdominais induzidas pelo 4cido acético em
camundongos (PETERS; FARIAS; RIBEIRO-DO-VALLE, 1997).
Outros estudos demonstraram a atividade anti-inflamatéria da fracio
DCM na pleurisia induzida por carragenina (PETERS et al., 1999), em
camundongos, bem como na artrite induzida por zimozana, em ratos
(PETERS et al., 2003).

Estudos recentes com a di-hidrocucurbitacina B (CN-1),
substincia majoritdria na fragdo DCM de W. ebracteata, mostraram
inibi¢do do edema de pata induzido por carragenina, em ratos, na dose
de 3 mg/kg (i.p.) e inibicdo da migracdo de células para a cavidade
pleural, no teste da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos, em doses de 10 mg/kg (i.p.) (SIQUEIRA et al, 2007). A
avaliacdo tanto do extrato quanto de CN-1 apontou a participagdo das
vias das enzimas NO sintase e ciclooxigenase, como principais
responsdveis pela atividade anti-inflamatéria observada (PETERS et al.,
2003; SIQUEIRA et al., 2007).

Um diglicosideo da cucurbitacina R (CN-3) (posicdes 2 e 25),
isolado das raizes de Bryonia alba L., inibiu a elevac¢do da concentracio
plasmética de PGE, de ratos submetidos a estresse por imobilizaco.
Também foi constatada inibicdo da liberacdo de 4cido araquiddnico, o
que diminui a biossintese de eicosanoides, e aumenta a biossintese e
secre¢do de corticosteroides. Estes estudos foram realizados objetivando
a caracteriza¢do de plantas adaptdgenas, considerando que o estresse
aumenta os niveis plasmaticos de eicosanoides e diminui os de PGE..
Segundo os autores, esses achados podem explicar por que plantas que
contém cucurbitacinas sdo utilizadas em doencas que podem ser tratadas
estimulando-se o cortex da adrenal como inflamacdo e alergia
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(PANOSSIAN; GABRIELIAN; WAGNER, 1997, WAGNER; NORR;
WINTERHFF, 1994).

As cucurbitacinas R (CN-3) e di-hidrocucurbitacina B (CN-1)
apresentaram importante atividade anti-inflamatéria frente a diversos
modelos de inflamacdo, induzidos por diferentes agentes flogisticos,
causando reducdo de edema e de infiltracdo celular além da reducdo da
migracdo de diferentes citocinas envolvidas no processo inflamatdrio
(RECIO et al., 2004). Adicionalmente, em modelo de artrite adjuvante,
esses compostos modificaram a evolug@o dos sintomas clinicos de artrite
com reducdo dos sinais observados através de exames histopatolégicos.
Nesse mesmo estudo, observou-se uma reducdo significativa da
expressdo de enzimas e de mediadores pré-inflamatérios no local da
inflamac@o, sendo que para a di-hidrocucurbitacina B, um estudo mais
detalhado mostrou a redugdo da sintese, liberagdo e atividade dessas
enzimas assim como de outros mediadores (ESCANDELL et al., 2006,
2007).

As cucurbitacinas B (CN-7) e E (9, Figura 55) isoladas das
raizes de W. ebracteata apresentaram atividade anti-inflamatdria na
dose de 1 mg/kg quando administradas por via intraperitoneal (i.p.), no
modelo de edema de pata induzido por carragenina, em ratos (PETERS;
FARIAS; RIBEIRO-DO-VALLE, 1997). A cucurbitacina E também foi
investigada no teste da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos, apresentando, na dose de 1 mg/kg, via i.p., 50% de
inibi¢do do extravasamento plasmdtico e da migracdo celular. Peters e
col. (1999), buscando possiveis mecanismos da a¢do anti-inflamatéria
da cucurbitacina B, observaram, in vivo, a inibicdo da producdo de
prostaglandina PGE, na dose de 0,1 mg/kg; i.p., Ainda, foi observado
que h4 participacdo das vias das enzimas NO sintase e ciclooxigenase,
com maior énfase em um efeito inibitério sobre a ciclooxigenase-2.
(PETERS et al, 2003). Corroborando com esses resultados,
Jayaprakasam e col. (2003), avaliaram a acdo inibitéria das
cucurbitacinas B, D, E e I sobre as isoformas 1 (COX-1) e 2 (COX-2)
da enzima ciclooxigenase. Os 4 compostos apresentaram significativa
inibi¢do da COX-2, sem inibi¢do significativa da COX-1. Dessa forma,
pode-se sugerir que as vias do 6xido nitrico e das ciclooxigenases
seriam as responsdveis, pelo menos em parte, pela atividade anti-
inflamatdria exibida pelas cucurbitacinas testadas.
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4.4.3.3. Avaliacao da potencial atividade anti-inflamatoria
in vitro de cucurbitacinas naturais e semissintéticas

A avaliacdio da potencial atividade anti-inflamatéria de
cucurbitacinas naturais e semissintéticas foi realizada através de
colaboracdo com a empresa Trial Pharma, Floriandépolis, SC.

Inicialmente, avaliou-se a citotoxicidade dos compostos em
culturas celulares de macréfagos (J774, ATCC), na concentragdo de 10
uM (Tabela 5, coluna 2), sendo selecionados para a segunda etapa
apenas os compostos menos téxicos as células (viabilidade > 85%),
além de CN-1. Esses compostos foram testados quando a inibicdo de
NO (Clsp), através da quantificacio de nitrito nas mesmas células
iniciais, estimuladas com LPS, metodologia que confere um indicativo
de atividade anti-inflamatéria. A concentracdo téxica (CLs) para 50%
das células também foi estimada e uma relagdo entre a CLsy/Clsg
permitiu definir os compostos mais promissores, com maior eficicia e
menor citotoxicidade, para estudos futuros de atividade anti-
inflamatdria.

Na Tabela 5, percebe-se que os derivados da cucurbitacina B,
CS-34 e CS-44, sdo os mais potentes, com Clso = 0,66 ¢ 1,04 uM,
respectivamente. O primeiro (CS-34) é o mais promissor dentre os
compostos testados, com relagdo entre a concentracdo citotoxica e
efetiva (CL5¢/Clsp) de 313,18. O composto CS-33, 23, 24-di-hidro
derivado de CS-34, também apresentou Cls, significativo, apesar de
cerca de 10 vezes menor, sugerindo que a cadeia lateral possa ter
influéncia tanto na atividade quanto na toxicidade desses derivados.

A obtenc¢do de derivados com maior rigidez estrutural também
parece exercer influéncia na atividade. Compostos como CS-43 e CS-
54, apesar de possuirem poténcia moderada, apresentaram
citotoxicidade reduzida, abrindo caminho para a sintese de andlogos
estruturais. Outros compostos que apresentaram reduzida citotoxicidade
foram CS-35 e CS-48, derivados de CN-1 com substituinte tioacetila ou
ainda desoxigenados na posicao 2.
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Tabela 5: Viabilidade celular* valores de Cls,' e CLs," de cucurbitacinas

naturais e semissintéticas, em culturas de macréfagos (J774)

Composto Viabilidade CI;, CLs CL5¢/Cl5
10uM

CN-1 61,7 34,70 390 11,24
CN-2 > 100 73,64 2153 29,24
CN-3 48,8 n.d. n.d. -
CN-4 44,0 n.d. n.d. -
CN-5 46,0 n.d. n.d. -
CN-7 7,90 n.d. n.d. -
CS-9 76,3 n.d. n.d. -
CS-13 88,2 n.d. n.d. -
CS-14 81,3 n.d. n.d. -
CS-15 14,9 n.d. n.d. -
CS-16 90,4 n.d. n.d. -
CS-18 70,6 n.d. n.d. -
CS-21 82,8 n.d. n.d. -
CS-22 81,4 n.d. n.d. -
CS-23 71,1 n.d. n.d. -
CS-26 54,3 n.d. n.d. -
CS-27 89,8 n.d. n.d. -
CS-32 92,4 57,5 420 7,30
CS-33 90,5 7,48 177,5 23,73
CS-34 86,4 0,66 206,7 313,18
CS-35 > 100 18,48 1100 59,5
CS-36 90,1 19,20 184 9,58
CS-38 66,1 n.d. n.d. -
CS-40 79,9 n.d. n.d. -
CS-41 7,7 n.d. n.d. -
CS-43 > 100 28,17 3600 127,79
CS-44 64,8 1,04 15,5. 14,90
CS-48 > 100 49,2 2250 45,73
CS-49 34,3 n.d. n.d. -
CS-50 > 100 n.d. n.d. -
CS-51 38,2 n.d. n.d. -
CS-54 > 100 50,91 4100 80,53
CS-58 70,1 n.d. n.d. -
CS-63 > 100 171,5 599.8 3,50
CS-604 > 100 78,46 1600 20,39

dexametasona - 118 1090 9,24

*Viabilidade celular de macréfagos apds o tratamento com 10 pM dos
diferentes compostos por 24h (média de 3 experimentos realizados
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separadamente em triplicata); “Clsy= Concentragdo inibitéria a 50% das
células (UM); *CLso= Concentracdo téxica a 50% das células (uM); N.D.=
Nao determinado; Valores representam a media de trés experimentos
independentes.

Diante dos resultados obtidos, observa-se que modificagcdes no
anel A do esqueleto cucurbitano podem originar compostos com
promissora atividade anti-inflamatdria, porém, a cadeia lateral também
parece exercer importante influéncia tanto na atividade quanto na
toxicidade desses compostos. Faz-se necessdria a avaliagdo de um maior
nimero de derivados, com maior variedade de modificagdes estruturais,
a fim de estabelecer com maior precisdo 0s requisitos estruturais
associados a atividade.
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5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS



5.1. TECNICAS GERAIS
5.1.1. INSTRUMENTACAO

O ponto de fusdo ndo corrigido dos compostos foi determinado
em aparelho digital de ponto de fusdo MQAPF-301, Microquimica
Equipamentos Ltda.

Os espectros de absor¢do no infravermelho (IV) foram obtidos
por refletincia difusa, em espectrofotdometro Shimadzu modelo Prestige
2.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H e
de °C foram realizados em equipamentos Bruker AC-200 (200 MHz
para 'H e 50,3 MHz para (), Varian Oxford AS-400 (400 MHz para
'H e 100 MHz para "°C) e Bruker Avance 2 (500 MHz para 'H ¢ 1258
MHz para BC e bidimensionais COSY, NOESY, HSQC e HMBO),
tendo como referéncia interna tetrametilsilano (TMS) ou o préprio
solvente. Os solventes utilizados foram cloroférmio deuterado (CDCls)
ou metanol deuterado (MeOD). Os valores de deslocamento quimico (J)
sdo expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Os espectros de massas de alta resolu¢do (ESI-HR-MS) foram
obtidos em espectrometro do tipo Bruker-Daltonics MicroTOF — Q 11

As reacdes assistidas por micro-ondas foram realizadas em
tubos de vidro Pyrex de 10 mL em um reator monomodo CEM Explorer
com medida de temperatura por infravermelho e medidor de pressdao nao
invasivo.

5.1.2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Todas as reacdes foram monitoradas por cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando placas de aluminio com silica gel 60
GF 254 da Merck®, visualiza¢do em luz ultravioleta (A= 254 e 366 nm)
e/ou revelacdo através de pulverizacdo com vanilina fosférica seguida
de aquecimento.

Para obtencdo dos precursores foram realizadas inicialmente
colunas a vidcuo em funil de vidro sinterizado, utilizando silica gel 60
Merck como suporte e mistura de solventes hexano: AcOEt em ordem
crescente de polaridade.

A purificacdo dos precursores e dos produtos de reacdo foi
realizada através de cromatografia em coluna utilizando silica gel Merck
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(0,04-0,063 mm) como suporte e diferentes solventes organicos, puros
ou em mistura, como fase movel.

5.1.3. SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes utilizados foram adquiridos da empresa Tedia
Brazil e purificados por destilacdo fracionada. Todos os demais
reagentes foram comprados da empresa Sigma—Aldrich®. Quando
necessdrio, solventes e reagentes foram purificados seguindo métodos
descritos por Perrin e Armarego (1988).

5.2.ISOLAMENTO DAS CUCURBITACINAS CN-1 - CN-7

As raizes de W. ebracteata foram adquiridas da empresa
Lohmann Ltda, situada em Nova Petropolis — RS. Andlises por
cromatografia em camada delgada (CCD) indicaram composicio
semelhante ao material coletado previamente com exsicata depositada
no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS,
Porto Alegre, RS (ICN 95292).

Os frutos de L. operculata foram adquiridos integros no
comércio local. Por serem muito caracteristicos sua identificagdo
boténica foi realizada por comparacdo com dados literatura.

5.2.1. PREPARACAO DOS EXTRATOS

Cerca de 8 kg de raizes de W. ebracteata foram moidas em
moinho de facas e submetidas a maceracio com DCM. Apés 4 dias o
extrato foi filtrado e o solvente removido sob pressio reduzida e
temperatura inferior a 40 °C, sendo o processo repetido por mais trés
vezes.

Cerca de 5 kg de frutos de L. operculata foram cortados com o
auxilio de uma tesoura e submetidos a maceracdo com DCM, por 7 dias.
Ap6s esse periodo o extrato foi filtrado e o solvente removido sob
pressdo reduzida e temperatura inferior a 40 °C, sendo o processo
repetido por mais trés vezes.
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5.2.2. ISOLAMENTO DE CUCURBITACINAS

5.2.2.1. A partir de W. ebracteata

O isolamento de cucurbitacinas a partir do extrato DCM de W.
ebracteata foi iniciado com um primeiro fracionamento através de
colunas cromatograficas do tipo “flash” em funil com placa de vidro
sinterizado G4, utilizando como fase estaciondria gel de silica para CCD
G60. Foram realizadas colunas utilizando cerca de 10 g de extrato e a
fase movel consistiu em fracdes de 300 mL da mistura de solventes
hexano:AcOEt, com propor¢do crescente de AcOEt, até 100%. Nessa
etapa inicial foram obtidas 9 fra¢des (F1-F9), que, com excec¢do de F1 e
F2, foram agrupadas de acordo com sua semelhanca cromatogréfica.

As fragdes F3 e F4 foram reunidas e submetidas a coluna
cromatografica cldssica, utilizando silica gel (63-200 pm) como fase
estaciondria e a combinacao hexano:AcOEt (6:4, v/v) como fase mével.
A partir dessa coluna foi possivel isolar di-hidroisocucurbitacina B (CN-
2) e uma nova cucurbitacina denominada CN-4.

De maneira similar, as fragdes F5, F6 e F7 foram reunidas e
submetidas a coluna cromatografica cldssica, utilizando silica gel (63-
200 um) como fase estaciondria e a combinac¢do hexano:AcOEt (55:45,
v/v) como fase mével. A partir dessa coluna foi possivel isolar di-
hidrocucurbitacina B (CN-1) e uma nova cucurbitacina denominada
CN-S.

As fracdes F8 e F9 foram agrupadas e submetidas a coluna
cromatografica cldssica, utilizando silica gel (63-200 pm) como fase
estaciondria e a combinagdo hexano:AcOEt (3:7, v/v) como fase mével.
A partir dessa coluna foi possivel isolar cucurbitacina R (CN-3) e
isocucurbitacina R (CN-6).

5.2.2.2. A partir de L. operculata

Da mesma forma que para W. ebracteata, o isolamento de
cucurbitacinas a partir do extrato DCM de L. operculata iniciou com o
fracionamento do extrato através de colunas cromatograficas do tipo
“flash” (cerca de 10 g/coluna) em funil com placa de vidro sinterizado
G4, utilizando como fase estaciondria a mistura carvao ativado: gel de
silica para CCD G60 (4:1). A fase modvel consistiu em uma fragéo inicial
de 500 mL de EtOH, seguida do mesmo volume de AcOEt.
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A fracdo AcOEt foi submetida a coluna cromatogréfica cldssica,
utilizando silica gel (63-200 um) como fase estaciondria e a combinac¢io
hexano:AcOEt (5:5, v/v) como fase modvel para o isolamento de
cucurbitacina B (CN-7).

5.2.3. IDENTIFICACAO DAS CUCURBITACINAS CN-1 —
CN-7

Os dados de RMN 'H e RMN "°C das cucurbitacinas CN-1,
CN-2, CN-3, CN-6 ¢ CN-7, ja descritas para as plantas em estudo, sao
apresentados nas Tabelas 6 e 7. Os dados completos dos compostos
inéditos, CN-4 e CN-5, sdo descritos na sequéncia.
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Tabela 6: Dados de RMN °C (500 MHz, CDCl;3) das cucurbitacinas
naturais CN-1 — CN-3, CN-6 e CN-7

B¢ CN-1 CN-3 CN-6 CN-7
dc dc dc dc
1 36,1 36,0 38,9 35,9
2 71,7 71,6 210,6 71,6
3 213,1 212,1 80,2 213,1
4 50,3 50,3 46,7 50,2
5 140,6 140,4 138,2 140,5
6 120,5 120,4 121,8 120,4
7 23,9 23,9 23,8 23,8
8 423 24 42,8 423
9 48.4 484 48,2 484
10 33,8 33,8 36,4 33,7
11 212,1 213.4 211,9 2122
12 48,7 48,7 48,6 48,6
13 48.4 50,7 48,3 48,1
14 50,7 483 50,6 50,6
15 45,5 454 454 453
16 71,1 70,9 71,0 71,2
17 57,8 57,8 57,8 58,2
18 19,8 19,8 19,8 19,8
19 20,1 20,0 20,1 20,0
20 78,9 79,2 79,2 78,2
21 24,5 24,5 24.5 23,9
22 213,9 215,50 215,5 202,4
23 30,7 30,9 30,9 120,3
24 34,8 37,0 36,9 151,9
25 81,3 70,3 70,4 79,3
26 26,2 29.9 29.8 26,4
27 25,8 28,7 28.8 25,8
28 21,3 21,3 20,9 21,3
29 29,4 29.3 24,1 294
30 18,8 18,9 18,9 18,8
31 170,4 170,3
32 224 21,9
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Tabela 7: Dados de RMN 'H (500 MHz, CDCls) das cucurbitacinas naturais CN-1 — CN-3, CN-6 ¢ CN-7.

'y CN-1 CN-2 CN-3 CN-6 CN-7
Oy (J em Hz) Oy (J em Hz) Oy (Jem Hz) Oy (J em Hz) Oy (J em Hz)
2,32 ddd (13,0, 6,0, 2,32 ddd (13,0, 6,0, 2,40 (13,0, 5,0) 2,32 ddd (13,0, 6,0,
la 3.0) 2,41 (13,0, 5,0) 3.0) 3.0)
1B 1,27 ddd (13,0, 2,23 (1,0, 13,0, 13,0) 1,23 ddd (13,0, 13,0, 2,23 (1,0, 13,0, 1,24 ddd (13,0, 13,0,
13,0, 13,0) 13,0) 13,0) 13,0)
2 4,41 dd (6,0, 13,0) - 4,42 dd (11,5,5,2) - 4,42 dd (6,0, 13,0)
3 - 3,94 dd (1,0, 5,0) - 3,90 dd (1,0, 5,0) -
6 5,79 ddd (6,0, 2,0, 5,95 ddd (6,0, 2,0, 2,0) 5,79 ddd (6,0, 2,0, 5,94 ddd (6,0, 2,0, 2,0) 5,79 ddd (6,0, 2,0,
2,0) 2,0) 2,0)
Ta 1,98 m 20m 2,0m 2,04 m 1,99 m
7B 2,41 ddd (20,0, 8,0, 2,45 m 2,40 ddt (20,0, 8,0, 2,48 dddd (2,0, 3,0, 2,41 ddd (20,0, 8,0,
3,0, 2,0) 3,0, 2,0) 8,0, 20,0) 3,0,2,0)
8 1,97 d (8,0) 2,04 (7,0) 1,96 d (8,0) 2,0 (7,0) 1,97 d (8,0)
10 2,73 m 2,74 m 2,74 m 2,74 m 2,74 m
12a 3,26 d (14,5) 3,12d (15,0) 3,25d(14,5) 3,12d (15,0) 3,25d (14,5)
128 2,70 d (14,5) 2,65d (15,0) 2,68 d (14,5) 2,64 d (15,0) 2,69 d (14,5)
150 1,40dd (14,0, 1,0) 1,40 m 1,40 dd (14,0, 1,0) 1,42 m 1,43 dd (14,0, 1,0)
158  1,85dd (14,0, 9,0) 1,83 (13,0, 9,0) 1,83 dd (14,0, 9,0) 1,82 (13,0, 9,0) 1,88 dd (14,0, 9,0)
16 4,31 ddd (9,0, 7,0, 4,29 ddd (9,0, 7,0, 1,0) 4,32 ddd (9,0, 7,0, 4,30 ddd (9,0, 7,0, 4,36 ddd (9,0, 7,0, 1,0)
1,0) 1,0) 1,0)
17 2,55 d (7,0) 2,49 d (7,0) 2,62 d(7,0) 2,57d(7,0) 2,50 d (7,0)
18 0,98 s 0,96 s 0,98 s 0,96 s 0,97 s
19 1,08 s 1,18 s 1,07 s 1,02's 1,07 s
21 1,43 s 1,40 s 1,43s 1,41 s 1,44 s
230 2,82 (17,0, 9,0, 2,80 ddd (17,0, 9,0, 6,0) 2,96 ddd (17,0, 9,0, 2,90 m 6,48 d (15,6 Hz)
6,0) 6,0)
23p 2,53 m 2,51 m 2,65m 2,61l m -



24a 2,06 m 2,04 m 1,83 m 1,80 m 7,06 d (15,6 Hz)
248 2,34 m 2,03 m 1,83 m 1,80 m -

26 1,44 s 1,43 s 1,23 s 1,21s 1,54 s

27 1,46 s 1,45s 1,25 s 1,24 s 1,57 s

28 1,35s 1,33 1,35s 0,80 s 1,28 s

29 1,29 s 0,80 1,28 s 1,33 s 1,34 s

30 1,37 s 1,27 1,38 s 1,27 s 1,35s

32 1,96 s 1,96 s 1,96 s




28, 160,20R-tri-hidroxi-10a, 1 7a-cucurbit-5,25-dien-3,11,22-triona (CN-

[a]*p: +38,8 (¢ 1,60, CHCl;);

IV (KBr): 3452, 1710, 1693, 1651, 1373,
1259, 1211, 1089, 985, 887, 736 cm’';
RMN 'H (500 MHz, CDCL): & = 5,80
(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0 Hz, H-6), 4,35
(1H, ddd, J = 9,0, 7,0, 1,0 Hz, H-16), 4,76,
(1H, d, J = 0,8, H-260), 4,70 (1H, d, J = 0,8, H-26P), 4,42 (1H, dd, J =
13,0, 6,0 Hz, H-2), 3,26 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-1200), 2,91 (1H, ddd, J =
17,0, 10,0, 5,5 Hz, H-2300), 2,74 (1H, m, H-10), 2,74 (1H, d, J = 14,5
Hz, H-12PB), 2,66 (1H, ddd, J = 17,0, 10,0, 5,5 Hz, H-23pB), 2,56 (1H, d,
J = 7,0 Hz, H-17), 2,42 (1H, dddd, J = 20,0, 8,0, 3,0, 2,0 Hz, H-
7B), 2,32 (1H, ddd, J = 13,0, 6,0, 3,0, H-1o0), 2,43 (2H, m, H-24), 2,0
(1H, d, J = 2,0 Hz, H-8), 1,97 (1H, ddd, J = 20,0, 6,0, 2,0, H-700), 1,86
(1H, dd, J = 14,0, 9,0 Hz, H-15P), 1,75 (3H, s, Me-27), 1,43 (3H, s, Me-
21), 1,40 (1H, dd, J = 2,0, 14,0 Hz, H-15a), 1,38 (3H, s, Me-30), 1,35
(3H, s, Me-28), 1,28 (3H, s, Me-29), 1,23 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0,
H-1B), 1,09 (3H, s, Me-19), 0,98 (3H, s, Me-18);

RMN C (125,8 MHz, CDCl;): & = 213,9 (C-22), 213,0 (C-3), 212,1
(C-11), 144,5 (C-25), 140,5 (C-5), 120,4 (C-6), 110,4 (C-26), 78,8 (C-
20), 71,6 (C-2), 71,6 (C-16), 57,6 (C-17), 50,7 (C-14), 50,3 (C-4), 48,6
(C-12), 48,4 (C-9), 48,3 (C-13), 45,4 (C-15), 42,3 (C-8), 36,0 (C-1),
34,4 (C-23), 33,8 (C-10), 31,6 (C-24), 29,3 (C-29), 24,3 (C-21), 23,9
(C-7), 22,6 (C-27), 21,2 (C-28), 20,1 (C-19), 19,8 (C-18), 18,8 (C-30);
ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;0H450¢6, 501,321; obtido
501,3193 [M + H]*.

2p,160,20R,22S-tetrahidroxi-10a, 1 70-cucurbit-5,24-dien-3, 1 1 -diona
(CN-5)

[0]*p: +62,08 (¢ 1,78, CHCl,);

IV (KBr): 3445, 1712, 1693, 1681, 1643,
1384, 1222, 1062, 985, 619 cm™;

RMN 'H (500 MHz, CDCL): & = 5,80
(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0 Hz, H-6), 5,21
(1H, m, H-24), 4,60 (1H, ddd, J = 9,0, 7,0,
10Hz H-16), 4,40 (1H, dd, J =13,0, 6,0 Hz, H-), 3,35 (1H, dd, J =
10,0, 1,0 Hz, H-22), 3,15 (1H, d, J = 14,5, H-1200), 2,73 (1H, m, H-10),
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2,62 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12B), 2,43 (1H, dddd, J = 20,0, 8,0, 3,0,
2,0 Hz, H-7B), 2,36 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-17), 2,31 (1H, m, H-23a),
2,27 (1H, ddd, J = 13,0, 6,0, 3,0 Hz, H-1a), 2,18 (1H, m, H-23p), 2,03
(1H, J = 20,0, 6,0, 2,0, H-7a), 1,98 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,92 (1H,
dd, J = 14,0, 9,0, H-15p), 1,55 (1H, m, H-15), 1,74 (3H, s, Me-26)
1,65 (3H, s, Me-27), 1,38 (3H, s, Me-30), 1,34 (3H, s, Me-28), 1,32 (3H,
s, Me-21), 1,28 (3H, s, Me-29), 1,22 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz,
H-1pB), 1,07 (3H, s, Me-19), 0,97 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): 6 = 213,1 (C-3), 212,7 (C-11), 1404
(C-5), 135,1 (C-25), 120,6 (C-24), 120,4 (C-6), 82,3 (C-22), 75,7 (C-
20), 71,6 (C-2), 71,4 (C-16), 55,2 (C-17), 51,3 (C-14), 50,2 (C-4), 48,8
(C-12), 48,3 (C-9), 47,8 (C-13), 44,6 (C-15), 42,4 (C-8), 36,0 (C-1),
33,7 (C-10), 30,7 (C-23), 29,4 (C-29), 25,8 (C-26), 24,9 (C-21), 23,9
(C-7), 21,2 (C-28), 19,9 (C-19), 19,7 (C-18), 18,7 (C-30), 18,0 (C-27);
ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;yH4NaOg, 525,3187; obtido
525,3200 [M+Na]".

5.3.PROCEDIMENTOS PARA SEMISSINTESE DE
CUCURBITACINAS

5.3.1. PREPARACAO DE CS-8

A uma solug@oo de CN-1 (30 mg, 0,06 mmol) dissolvida em 1
mL de acetona anidra adicionou-se 2,2-dimetoxipropano (0,3 mL)
seguido de 4cido p-toluenossulfonico (2,0 mg, 1,05 mmol). A reagdo foi
mantida sob agitacdo a 20°C por 3 horas, sendo terminada com a adicio
de 1,0 mL de NH4OH 25% e concentrada sob pressdo reduzida. O
residuo obtido foi purificado por coluna de silica gel (hexano: AcOEt,
8:2) para obten¢do do produto CS-8.

2, 16a-di-hidroxi-20R,22S-[(I-metiletiliden)bis(oxi)]-10a, 1 7a-cucurbit-
5,24-dien-3,11-diona (CS-8)
RMN 'H (500 MHz, CDCl;): 6 = 5,80 (1H,
dd, J = 3,5, 2,0 Hz, H-6), 5,12 (1H, dd, J =
6,7 Hz, H-24), 4,60 (1H, dd, J = 9,6, 7,7 Hz,
H-16), 4,41 (1H, ddd, J = 13,0, 6,0, 4,0 Hz,
H-2), 3,88 (1H, dd, J = 8,8, 5,6 Hz, 1H, H-
22), 3,0 (1H, d, J = 15,0 Hz, 1H, H-12w),
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2,70 (1H, m, H-23a), 2,69 (1H, m, H-10) 2,59 (1H, d, J = 15,0 Hz,
H-12p), 2,40 (1H, m, H-23p), 2,40 (1H, m, H-700), 2,33 (1H, d, J = 7.7
Hz, H-17), 2,27 (1H, ddd, J = 13,0, 6,0, 3,0 Hz, H-1a), 2,0 (1H, dd, J =
20,0, 5,0 Hz, H-7B), 1,97 (1H, d, J = 5,0 Hz, H-8), 1,95 (1H, m, H-
1500, 1,74 (3H, s, Me-26), 1,66 3H, s, Me-27), 1,54 (3H, s, Me-32),
1,49 (1H, m, H-15p), 1,43 3H, s, Me-33), 1,40 (3H, s, Me-21), 1,35
(3H, s, Me-28), 1,33 (3H, s, Me-30), 1,27 (3H, s, Me-29), 1,22 (1H, ddd,
J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1p), 1,05 (3H, s, Me-19), 0,9 (3H, s, Me-18).

5.3.2. PREPARACAO DE CS-9 E CS-10

A um baldo de 25 mL adicionou-se clorocromato de piridinio
(PCC) (582 mg, 3,57 mmol), carbonato de bério (706 mg, 3,57 mmol) e
DCM seco (2,0 mL). A mistura permaneceu sob agitagdo por 5 minutos
e em seguida CN-1 (500 mg, 0,89 mmol) foi adicionada, dissolvida em
2 mL de DCM, mantendo-se a agitacdo por 3h. A mistura foi entdo
diluida com éter etilico, vertida sobre uma coluna de vidro sinterizado
preenchida com Florisil® e eluida com 200 mL da mistura de solventes
hexano:AcOEt (1:1). A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e
concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 1:1), levando ao
isolamento de CS-9 (240 mg, 48%) e CS-10 (10 mg, 2%), como sélidos
brancos.

2p,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 1 70-cucurbit-5-en-3,11,16,22-
tetraona (CS-9)

Ponto de fusdo: 108 — 109 °C;

IV (KBr): 3445, 2975, 1367, 1266,
1254, 1206, 1125 cm™;

RMN 'H (500 MHz, CDCly): § = 5,81
(1H, m, H-6), 4,45 (1H, dd, J = 5,9, 13,0
Hz, H-2), 3,61 (1H, s, H-17), 3,36 (1H,
d, J = 15,0 Hz, H-12m), 2,80 (1H, m, H-10), 2,75 (1H, d, J = 15,0 Hz,
H-12pB), 2,74 (2H, m, H-23), 2,52 (1H, m, H-7B), 2,34 (1H, ddd, J =
13,0, 6,1, 3,6 Hz, H-1), 2,25 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 2,14 (1H, d, J =
18 Hz, H-15p), 2,06 (1H, d, J = 18 Hz, H-15), 2,04 (2H, m, H-24),
1,98 (3H, s, Me-32), 1,97 (1H, m, H-7), 1,47 (3H, s, Me-26), 1,46
(3H, s, Me-27), 1,36 (3H, s, Me-28), 1,34 (3H, s, Me-30), 1,29 (3H, s,
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Me-21), 1,28 (3H, s, Me-29), 1,28 (1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0 Hz,
H-1Pp), 1,16 (3H, s, Me-19), 1,13 (3H, s, Me-18);

RMN "C (125,8 MHz, CDCLy): & = 216,1 (C-16), 213,9 (C-22), 212.,6
(C-3), 210,3 (C-11), 170,4 (C-31), 140,7 (C-5), 119,9 (C-6), 81,4 (C-
25), 80,0 (C-20), 71,5 (C-2), 61,7 (C-17), 50,3 (C-4), 49,5 (C-9), 48,8
(C-15), 47,7 (C-13), 47,0 (C-12), 44,5 (C-14), 42,0 (C-8), 35,9 (C-1),
34,9 (C-24), 33,7 (C-10), 30,2 (C-23), 29,3 (C-28), 25,9 (C-26), 25,8
(C-27), 24,0 (C-7), 23,4 (C-21), 22,4 (C-32), 21,2 (C-29), 20,0 (C-19),
19,6 (C-18), 19,2 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C;;Hys05 557,3119; obtido
557,3143 [M-H].

2,20R-di-hidroxi-25-acetloxi-10a, 170-cucurbit-1,5-dien-3,11,16,22-
tetraona (CS-10)

Ponto de fusao: 97-98 °C;

IV (KBr): 3444, 3974, 1738, 1731, 1714,
1693, 1665, 1397, 1368, 1267, 1252,
1228, 1206, 1127, 1044 cm’™;

RMN 'H (500 MHz, CDCLy): & = 5,96
(1H, dd, J = 0,4, 2,7 Hz, H-1), 5,79 (1H,
m, H-6), 3,60 (1H, s, H-17), 3,54 (1H, m, H-10), 3,34 (1H, dd, J = 0,9,
14,8 Hz, H-12), 2,78 (1H, d, J = 14,8 Hz, H-12B), 2,73 (2H, dt, J =
8,5, 6,0 Hz, H-23), 2,49 (1H, ddt, J = 19,5, 8,5, 2,5 Hz, H-7p), 2,30
(1H, d, J = 8,5, H-8), 2,15 (1H, d, J = 18 Hz, H-15), 2,09 (1H, d, J =
18 Hz, H-15a), 2,05 (2H, m, H-24), 1,98 (1H, m, H-7), 1,97 (3H, s,
Me-32), 1,47 (3H, s, Me-26), 1,46 (3H, s, Me-27), 1,37 (3H, s, Me-29),
1,37 (3H, s, Me-30), 1,29 (3H, s, Me-20), 1,26 (3H, s, Me-28), 1,15 (3H,
s, Me-19), 1,11 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 216,1 (C-16), 213,8 (C-22), 210,9
(C-11), 198,4 (C-3), 170,4 (C-31), 144,7 (C-2), 137,1 (C-5), 120,2 (C-
6), 114,1 (C-1), 81,4 (C-25), 79,9 (C-20), 61,8 (C-17), 49,9 (C-9), 49,1
(C-15), 47,8 (C-13), 47,6 (C-4), 47,2 (C-12), 44,6 (C-14), 41,3 (C-8),
35,0 (C-24), 34,7 (C-10), 30,2 (C-23), 27,9 (C-28), 25,9 (C-26), 25,8
(C-27), 23,8 (C-7), 23,4 (C-20), 22,4 (C-32), 20,2 (C-29), 20,1 (C-18),
19,7 (C-19), 18,8 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C;;H4305 555,2963; obtido
555,2984 [M-HJ.
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5.3.3. PREPARACAO DE CS-11

A uma solucdo de CN-3 (100 mg, 0,19 mmol) dissolvido em 4
mL da mistura de solventes EtOH:DCM (1:1), a 0°C (banho de gelo) e
sob agitacdo magnética, adicionou-se NaBH, (16 mg, 0,42 mmol). Apds
40 minutos a reacdo foi acidificada a pH 4 através da adicdo de HCI 1M,
diluida com AcOEt e lavada com H,O. A fase orgénica foi seca com
Na,SO4 e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por
coluna cromatogréfica em silica gel (AcOEt) levando a purificacdo de
CS-11 (94 mg, 94%) como soélido branco.

2p,3a,160,20R,22,25-hexa-hidroxi-10a, 1 70-cucurbit-5-en-11-ona (CS-
11)

Ponto de fusdo: 226-227 °C;

v (KBr) 3398, 2960, 1686, 1376, 1063
cm

RMN 'H (500 MHz, MeOD): 6 = 5,76
(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 4,59 (1H,
ddd, J = 9,0, 7,6, 1,2 Hz, H-16), 3,54 (1H,
ddd, J = 11,5, 9,3, 4,2 Hz, H-2), 3,33 (1H, sbposto, H-22), 3,24 (1H, d,
J =147 Hz, H-12w), 2,86 (1H, d, J = 9,3 Hz, H-3, 2,53 (1H, d, J = 14,7
Hz, H-12B), 2,48 (1H, m, H-10), 2,44 (1H, m, H-7P), 2,42 (1H, d, J =
6,5 Hz, H-17), 2,0 (1H, m, H-7a), 1,96 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-8), 1,88
(1H, dd, J = 12,2, 9,0 Hz, H-15B), 1,80 (1H, m, H-23a), 1,78 (1H,
sbposto, H-1a), 1,68 (1H, sbposto, H-24a), 1,51(1H, sbposto, H-15),
1,47 (1H, m H-23p), 1,46 (1H, m H-24p), 1,31 (3H, s, Me-30), 1,24
(3H, s, Me-20), 1,21 (3H, s, Me-26), 1,20 (3H, s, Me-27), 1,19 (3H, s,
Me-28), 1,08 (3H, s, Me-19), 1,04 (1H, sbposto, H-1B), 0,96 (3H, s, Me-
29), 0,95 (3H, s, Me-18);

RMN BC (125,8 MHz, MeOD): & = 216,5 (C-11), 142,7 (C-5), 120,0
(C-6), 82,2 (C-22), 81,9 (C-3), 77,1 (C-20), 72,1 (C-16), 71,6 (C-2),
71,4 (C-25), 56,5 (C-17), 52,4 (C-13), 50,2 (C-12), 49,6 (C-9), 49,1 (C-
14), 45,7 (C-15), 44,2 (C-8), 43,3 (C-4), 42,5 (C-23), 34,9 (C-10), 34,7
(C-1), 29,5 (C-26), 29,1 (C-27), 27,0 (C-24), 25,3 (C-28), 24,8 (C-7),
23,5 (C-20), 22,3 (C-29), 20,5 (C-19), 20,3 (C-18), 19,6 (C-30);
ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;0HsoNaO; 545,3449; obtido
545,3464 [M+Na]".
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5.3.4. PREPARACAO DE CS-13

A mistura de CN-7 (100 mg, 0,18 mmol) e CeCl;.7H,O (200
mg, 0,537 mmol) em MeOH (2,5 mL) foi resfriada a -30 °C, para adi¢éo
de NaBH, (81 mg, 2,15 mmol). Apés permanecer sob agitagdo por 2h a
mesma temperatura inicial, a reacfo foi diluida com AcOEt e lavada
com NaCl (sat.) e com H,O. A fase organica foi seca com Na,SO,
anidro e o solvente removido sob pressdo reduzida. O residuo foi
purificado por coluna em gel de silica (AcOEt), fornecendo CS-13 (72
mg, 72%) como sdlido branco.

2p,3a,160,20R,22S-pentahidroxi-25-acetiloxi- 100, 1 7a-cucurbit-5-en-
11-ona (CS-13)

Ponto de fusdo: 199 - 200 °C;

IV (KBr): 3448, 3279, 1732, 1717, 1698,
15671, 1556, 1403, 1281, 1128, 1081, 750
cm

RMN 'H (500 MHz, CDCLy): & = 5,92
(1H, dd, J = 16,0, 1,2 Hz, H-24), 5,77
(1H dd, J = 16,0, 6,0 Hz, H-23), 5,76 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6),
4,63 (1H, m, H-16), 3,97 (1H, dd, J = 6,0, 1,2 Hz, H-22), 3,55 (1H, ddd,
J=11,5,9,3,4,2Hz,H-2), 3,24 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12), 2,86 (1H,
d, J =9,3, H-3), 2,49 (1H, m, H-10), 2,48 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12p),
2,43 (1H, m, H-7B), 2,37 (1H, d, J = 6,5 Hz, H-17), 2,0 (1H, sbposto,
H-700), 1,96 (3H, s, Me-32), 1,95 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-8), 1,89 (1H, dd,
J =122,9,0 Hz, H-15f), 1,78 (1H, dt, J = 12,4, 4,2 Hz, H-1a), 1,53
(3H, s, Me-27), 1,52 (3H, s, Me-26), 1,50 (1H, sbposto, H-15a), 1,30
(3H, s, Me-30), 1,23 (3H, s, Me-21), 1,18 (3H, s, Me-28), 1,07 (3H, s,
Me-19), 0,96 (3H, s, Me-29), 0,94 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCLy): & = 216,6 (C-11), 171,9 (C-31), 142,7
(C-5), 137,4 (C-24), 128,8 (C-23), 120,0 (C-6), 81,9 (C-3), 81,5 (C-22),
77,2 (C-20), 72,3 (C-16), 71,6 (C-2), 56,4 (C-17), 52,5 (C-13), 50,0 (C-
9), 49,6 (C-12), 49,1 (C-14), 45,6 (C-15), 44,2 (C-8), 43,4 (C-4), 34,9
(C-10), 34,7 (C-1), 27,5 (C-26), 27,3 (C-27), 25,3 (C-28), 24,8 (C-7),
24,2 (C-21), 22,3 (C-32), 22,3 (C-29), 20,4 (C-19), 20,3 (C-18), 19,6
(C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C;;HyOg 561.3433; obtido
561.3438 [M-H].
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5.3.5. PROCEDIMENTO GERAL PARA OBTENCAO DOS
ESTERES CS-14 - CS-19

A uma solucdo de CN-1 (100 mg, 0,18 mmol) dissolvida em
DCM (3 mL) e piridina (0,15 mL, 1,8 mmol) adicionou-se o anidrido ou
o cloreto de 4cido especifico e quantidade catalitica de DMAP (nas
reacdes com anidridos). A mistura foi mantida sob agitacio a 20'C
durante 12 a 24h e em seguida diluida com DCM (20 mL) e lavada com
HCI 1 M (2 x 20 mL). Secou-se a fase orginica com Na,SO, anidro,
filtrou-se e o solvente foi removido sob pressdo reduzida. O residuo
obtido foi submetido a coluna de silica gel para obtencdo do éster
correspondente.

2B, 160,25-triacetiloxi-20R-hidroxi- 100, 1 7a-cucurbit-5-en-3,11,22-
triona (CS-14)

2h, solido branco, 84% de rendimento
(97 mg);

Ponto de fusdo: 131-132 °C;

IV (KBr): 3445, 2984 1731, 1698,
1374, 1245, 1029 cm’™;

RMN 'H (500 MHz, CDCls): 6 = 5,78 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6),
5,48 (1H, dd, J = 13,0, 5,5 Hz, H-2), 5,14 (1H, m, H-16), 3,25 (1H, d, J
= 14,5 Hz, H-12w), 2,80 (1H, m, H-10) 2,74 (1H, d, J = 14,5 Hz,
H-12pB), 2,71 (1H, d, J = 7,5, H-17), 2,65 (2H, m, H-23), 2,44 (1H, m,
H-7B), 2,15 (3H, s, Me-2’), 2,12 (1H, sbposto, H-1a), 2,04 (1H,
sbposto, H-15f), 2,04 (2H, m, H-24), 2,02 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-8),
1,99 (3H, s, Me-32), 1,95 (3H, s, Me-2"’), 1,93 (1H, m, H-7o), 1,52
(1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,49 (3H, s, Me-27), 1,46 (3H,
s, Me-26), 1,45 (3H, s, Me-21), 1,41 (1H, m, H-15), 1,31 (3H, s, Me-
28), 1,31 (3H, s, Me-30), 1,29 (3H, s, Me-29), 1,10 (3H, s, Me-19), 1,02
(3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 212,3 (C-22), 211,7 (C-11), 205,6
(C-3), 170,1 (C-31), 170,1 (C-1"), 170,0 (C-1""), 139,7 (C-5), 120,4 (C-
6), 81,0 (C-25), 78,6 (C-20), 74,0 (C-16), 73,2 (C-2), 54,0 (C-17), 51,2
(C-4), 49,9 (C-13), 48,6 (C-12), 48,4 (C-9), 47,9 (C-14), 43,2 (C-15),
42,0 (C-8), 35,1 (C-24), 34,3 (C-10), 32,0 (C-1), 30,4 (C-23), 28,7 (C-
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28), 26,0 (C-26), 25,8 (C-27), 24,2 (C-21), 23,7 (C-7), 22,4 (C-32), 21,3
(C-29), 20,0 (C-19), 19,6 (C-18), 18,8 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C;sHs5 09 643,3488; obtido
643,3511 [M-HJ.

2B, 16a,25-triacetiloxi-20R-hidroxi- 10a, 1 7a-cucurbit-5,23-dien-3,11,22-
triona (CS-15)

2h, sélido branco, 80% de rendimento (92
mg);
Ponto de fusdo: 121-122 °C;

IV (KBr): 3439, 2979, 1738, 1728 1690,
S 1633, 1367, 1241, 1131, 1024 cm’;
RMN "H (500 MHz, CDCl3): 6 =7,15 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-24), 6,40
(1H, d, J = 15,6, H-23), 5,77 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,47 (1H,
dd, J = 13,5, 5,2 Hz, H-2), 5,17 (1H, m, H-16), 3,24 (1H, d, J = 14,6
Hz, H-12w), 2,80 (1H, m, H-10), 2,74 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12p),
2,69 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-17), 2,41 (1H, ddt, J = 19,0, 8,0, 2,5Hz,
H-78), 2,14 (3H, s, Me-2"), 2,11 (1H, sbposto, H-1at), 2,03 (3H, s, Me-
32), 1,97 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,97 (1H, m, H-7o), 1,91 (1H,
sbposto, H-15pB), 1,86 (3H, s, Me-2"’), 1,58 (3H, s, H-27), 1,57 (3H, s,
H-26), 1,52 (1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,42 (3H, s, Me-
21), 1,38 (1H, d, J= 13,0 Hz, H-15), 1,31 (3H, s, H-30), 1,30 (3H, s,

H-28), 1,28 (3H, s, H-29), 1,09 (3H, s, H-19), 1,02 (3H, s, H-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCly): § = 211,8 (C-11), 205,6 (C-3), 200,83
(C-22), 170,3 (C-31), 170,1 (C-1°), 169,6 (C-1""), 152,7 (C-24), 139,7
(C-5), 120,4 (C-6), 119,2 (C-23), 79,1 (C-25), 77,6 (C-20), 73,5 (C-16),
73,3 (C-2), 54,1 (C-17), 51,2 (C-4), 49,9 (C-13), 48,6 (C-12), 48,4 (C-
9), 48,0 (C-14), 43,1 (C-15), 42,1 (C-8), 34,3 (C-10), 31,9 (C-1), 28,8
(C-28), 26,6 (C-26), 26,3 (C-27), 23,7 (C-21), 23,6 (C-7), 21,9 (C-32),
21,3 (C-29), 20,7 (C-27), 20,6 (C-27"), 19,9 (C-19), 19,7 (C-18), 18,7
(C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;3Hs;NOy 660,3742; obtido
660,3742 [M+NH,]".

2B, 16a-di-hemisuccinoiloxi-20R-hidroxi-25-acetiloxi- 10a, 1 70-cucurbit-
5-en-3,11,22-triona (CS-16)
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24 h, sélido branco, 70% de
rendimento (95 mg);

Ponto de fusdo: 101 - 102 °C;

IV (KBr): 3450, 3200, 2978,
2669, 1746, 1729, 1713, 1370,

O

1250, 1164, 1017, 980 cm ~';
RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 6 = 5,80 (1H, m, H-6), 5,51 (1H, dd, J =
13,5, 5,3 Hz, H-2), 5,23 (1H, m, H-16), 3,29 (1H, d, J = 14,8 Hz,
H-12w), 2,84 (1H, m, H-10), 2,75 (1H, d, J = 14,8 Hz, H-12p), 2,74
(1H, d, J = 7,5, H-17), 2,72 (2H, m, H-23), 2,72 (2H, m, H-3"), 2,68
(2H, m, H-3""), 2,60 2H, m, H-2") 2,45 (2H, m, H-2""), 2,43 (1H, m,
H-7B), 2,12 (2H, m, H-1a), 2,03 (2H, m, H-24), 2,01 (1H, sbposto,
H-15p), 2,02 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,99 (3H, s, Me-32), 1,95 (1H,
m, H-7), 1,53 (1H, ddd, J= 13,5, 13,5, 13,5 Hz, H-1p), 1,48 (3H, s,
Me-27), 1,47 (3H, s, Me-26), 1,45 (3H, s, Me-21), 1,41 (1H, sbposto,
H-15w), 1,32 (3H, s, Me-29), 1,31 (3H, s, Me-30), 1,28 (3H, s, Me-28),
1,09 (3H, s, Me-19), 1,0 (3H, s, Me-138);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): 6 = 213,0 (C-22), 212,6 (C-11), 205,9
(C-3), 174,6 (C-4), 174,4 (C-4’"), 171,8 (C-1°), 171,7 (C-1""), 170,7
(C-31), 139,3 (C-5), 120,4 (C-6), 81,2 (C-25), 78,6 (C-20), 74,3 (C-16),
73,5 (C-2), 54,1 (C-17), 51,2 (C-4), 50,0 (C-13), 48,4 (C-12), 48,3 (C-
9), 47,6 (C-14), 42,9 (C-15), 41,9 (C-8), 35,1 (C-24), 34,0 (C-10), 31,9
(C-1), 30,7 (C-23), 29,0 (C-37), 28,8 (C-37"), 28,4 (C-28), 25,7 (C-2"),
25,6 (C-277), 24,2 (C-21), 23,6 (C-7), 22,2 (C-32), 21,1 (C-29), 19,8 (C-
19), 19,6 (C-18), 18,6 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C4Hss0,4 759,3597; obtido
759,3612 [M-H].

2f-hemisucciniloxi-20R-hidroxi-25-acetiloxi- 10a, 1 70-cucurbit-5-en-
3,11,16,22-tetraona (CS-17)

24 h, soélido branco, 70% de
rendimento (82 mg);

Ponto de fusao: 95 - 96 °C;
RMN 'H (500 MHz, CDCly): &
= 5,81 (1H, m, H-6), 5,52 (1H,
dd, J = 11,5, 5,2 Hz, H-2), 3,60
(1H, s, H-17), 3,36 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12w), 2,87 (1H, m, H-10),
2,74 (2H, m, H-3"), 2,72 (1H, sbposto, H-1B) 2,70 (2H, sbposto, H-23),
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2,68 (2H, m, H-2"), 2,52 (1H, m, H-7f), 2,24 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-3),
2,19 (1H, sbposto, H-1a), 2,14 (2H, m H-15), 2,05 (2H, m, H-24), 1,98
(3H, s, Me-32), 1,95 (1H, m, H-7), 1,56 (1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0
Hz, H-1B), 1,47 (3H, s, Me-27), 1,47 (3H, s, Me-26), 1,33 (3H, s, Me-
30), 1,32 (3H, s, Me-28), 1,30 (3H, s, Me-29), 1,30 (3H, s, Me-21),
1,17 (3H, s, Me-19), 1,13 (3H, s, Me-18);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C3¢Hy9O,; 657,3314; obtido
657,3337 [M-H].

2B, 16a-di-ftaloiloxi-20R-hidroxi-25-acetiloxi- 10a, I 7a-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-18)

24 h, solido branco, 61% de
rendimento (93 mg);

Ponto de fusao: 199 — 200 °C;

IV (KBr): 3441, 2979, 1721, 1712,
: 4 1580, 1576, 1403, 1280, 1115 cm
>~ ©  RMN 'H (500 MHz, MeOD): & =
7,79 2H, dd, J =7,5, 1,5 Hz, H-6"/H-6""), 7,71 (2H, dd, J = 7,5, 1,5 Hz,
H-3"/H-37"), 7,55 (2H, m, H-4"/H-4""), 7,45 (2H, dd, J = 7,5, 1,2 Hz, H-
5°/H-57), 5,76 (1H, sbposto, H-6), 5,75 (1H, dd, J = 13,0, 5,5 Hz, H-2),
5,49 (1H, ddd, J = 9,3, 7,6, 1,2 Hz,, H-16), 3,45 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-
1200, 3,09 (1H, m, H-10), 2,82 (1H, d, J = 7,5, H-17), 2,58 (1H, d, J =
14,5 Hz, H-12P), 2,48 (2H, m, H-24), 2,38 (1H, sbposto, H-7B), 2,10
(1H, ddd, J = 13,0, 5,5, 3,6 Hz, H-10), 2,01 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8),
2,0 (1H, sbposto, H-7ar), 1,93 (1H, m, H-15f), 1,81 (1H, m, H-150),
1,79 (3H, s, Me-32), 1,64 (1H, m, H-23a), 1,44 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0,
13,0 Hz, H-1B), 1,34 (3H, s, Me-28), 1,31 (3H, s, Me-21), 1,31 (3H, s,
Me-30) , 1,28, 1,23 (1H, m, H-23pB), 1,21 (3H, s, Me-29), 1,14 (3H, s,
Me-26), 1,07 (3H, s, Me-27), 1,01 (3H, s, Me-19), 0,92 (3H, s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, MeOD): 6 = 215,6 (C-22), 215,0 (C-11), 207,5
(C-3), 172,2 (C-31), 170,5 (C-8"), 169,8 (C-87), 169,5 (C-17), 168,7 (C-
17), 141,3 (C-5), 135,1 (C-27), 133,6 (C-27), 132,7 (C-4"), 132,5 (C-
477, 132,3 (C-57), 132,3 (C-57), 132,2 (C-6), 131,8 (C-67), 130,5 (C-
77, 130,2 (C-77), 129,6 (C-37), 129,5 (C-37), 121,8 (C-6), 82,5 (C-20),
80,4 (C-25), 77,0 (C-16), 76,1 (C-2), 55,8 (C-17), (C-4), 51,5 (C-9),
49,8 (C-12), 49,5 (C-13), 49,3 (C-14), 43,9 (C-8), 42,4 (C-15), 36,0 (C-
23), 34,9 (C-10), 33,2 (C-1), 32,2 (C-24), 29,0 (C-28), 26,1 (C-26), 25,7
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(C-27), 25,1 (C-7), 24,8 (C-21), 22,3 (C-32), 21,8 (C-29), 20,5 (C-19),
20,2 (C-18), 19,3 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C4Hss0,4 855,3597; obtido
855,3569 [M-H].

2p-ftaloiloxi-20R-hidroxi-25-acetiloxi- 100, 1 70-cucurbit-5-en-
3,11,16,22-tetraona (CS-19)

24 h, so6lido branco, 33% de
rendimento (42 mg);

Ponto de fusdo: 176-177 °C;

IV (KBr): 3440, 2977, 1729, 1712,
1370, 1281, 1254, 1128 cm ™';

RMN 'H (500 MHz, CDCly): & =
7,99 (1H, dd, J = 7,5, 1,5 Hz, H-6"), 7,83 (1H, dd, J = 7,5, 1,5 Hz, H-
37, 7,61 (1H, ddt, J = 21,0, 7,5, 1,5 Hz, H-4"), 7,57 (1H, ddt, J = 21,0,
7,5, 1,5 Hz, H-5"), 5,81 (1H, sbposto, H-6), 5,78 (1H, dd, J = 13,0, 5,5
Hz, H-2), 3,55 (1H, s, H-17), 3,31 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12), 3,03
(1H, m, H-10), 2,74 (2H, m, H-24), 2,51 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12f),
2,49 (1H, sbposto, H-7B), 2,26 (1H, m, H-1a), 2,21 (1H, d, J = 8,0 Hz,
H-8), 2,11 (2H, m, H-15), 2,09 (2H, m, H-23), 1,99 (3H, s, Me-32), 1,96
(1H, dd, J = 19,0, 5,5 Hz, H-7a), 1,61 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0
Hz, H-1B), 1,48 (3H, s, Me-26), 1,48 (3H, s, Me-27), 1,40 (3H, s, Me-
28), 1,34 (3H, s, Me-30), 1,32 (3H, s, Me-29), 1,23 (3H, s, Me-20), 1,13
(3H, s, Me-19), 1,08 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCLy): & = 216,1 (C-16), 213,8 (C-22), 210,9
(C-11), 205,4 (C-3), 170,4 (C-31), 168,8 (C-8"), 167,7 (C-17), 140,1 (C-
5), 133,0 (C-29), 132,2 (C-4"), 130,9 (C-5"), 130,2 (C-6"), 129,9 (C-7"),
129,0 (C-37), 120,0 (C-6), 81,4 (C-25), 79,9 (C-20), 74,5 (C-2), 61,7 (C-
17), 51,5 (C-4), 49,5 (C-9), 48,9 (C-15), 47,7 (C-13), 47,1 (C-12), 44,5
(C-14), 42,1 (C-8), 35,0 (C-23), 33,9 (C-10), 31,8 (C-1), 30,3 (C-24),
28,7 (C-28), 25,9 (C-26), 25,9 (C-27), 24,0 (C-7), 23,5 (C-21), 22,5 (C-
32), 21,3 (C-29), 20,0 (C-19), 19,8 (C-18), 19,2 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C,0H5oNaO;; 724,3691; obtido
724,3694 [M+Na]".

5.3.6. PREPARACAO DE CS-20 E CS-21

Em um baldo de 50 mL, sob agitacdo magnética, atmosfera de
N, e a 0 °C (banho de gelo), dissolveu-se 1 g (1,79 mmol) de CN-1 em
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DCM (10 mL) e piridina (5 mL), adicionando-se em seguida cloreto de
benzoila (0,41 mL, 3,57 mmol). A rea¢do permaneceu sob agitacdo a 20
°C por 4 h sendo entdo diluida com DCM e lavada com HCI 1M. Secou-
se a fase orginica com Na,SO, anidro, filtrou-se e o solvente foi
removido sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 7:3) para obteng¢do do
éster dibenzoilico (CS-20) como produto majoritario (900 mg, 65%) e
do éster monobenzoilico (CS-21) como produto minoritario (230 mg,
19%).

2B, 16a-di-benzoiloxi-20R-hidroxi-25-acetiloxi- 10a, 1 70-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-20)
Ponto de fusdo: 122 — 123 °C;
IV (KBr): 2978, 1737, 1723, 1714,
1696, 1369, 1268, 1176, 1115, 1068,
1024, 978 cm ™,
RMN 'H (500 MHz, CDCL): § =
©e 8,07 (2H, dd, J = 8,5, 1,3 Hz, H-3’/H-
7, 7,92 2H, dd, J = 8,5, 1,3 Hz, H-3"’/H-7""), 7,57 (2H, m, H-5’/H-
5", 7,44 (4H, m, H-4’/H-4"’/H-6’/H-6""), 5,78 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0,
2,0, H-6), 5,74 (dd, J = 13,0, 5,5 Hz, H-2), 5,53 (1H, m, H-16), 3,34
(1H, d, J = 14,7 Hz, H-12), 2,93 (1H, m, H-10), 2,92 2H, d, J = 7,2
Hz, H-17), 2,80 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12f), 2,63 (1H, ddd, J = 17,5,
10,0, 6,0 Hz, H-23w), 2,52 (1H, m, H-23p), 2,45 (1H, ddt, J = 19,0,
8,0, 2,5 Hz, H-7P), 2,30 (1H, ddd, J = 13,0, 5,5, 3,6 Hz, H-1w), 2,13
(1H, dd, J = 13,8, 9,0 Hz, H-158), 2,08 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,96
(1H, dd, J = 19,0, 5,0 Hz, H-7), 1,95 (3H, s, Me-32), 1,77 (1H, m, H-
24w), 1,72 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1PB), 1,54 (1H, m, H-
24b), 1,52 (1H, d, J = 13,8 Hz, H-15), 1,47 (3H, s, H-30), 1,44 (3H, s,
H-27), 1,39 (3H, s, H-26), 1,30 (3H, s, H-21), 1,27 (3H, s, H-28), 1,27
(3H, s, H-29), 1,16 (3H, s, H-19), 1,10 (3H, s, H-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): 6 = 212,5 (C-22), 211,8 (C-11), 205,4
(C-3), 170,2 (C-31), 165,7 (C-1""), 165,5 (C-1°), 139,8 (C-5), 133,2 (C-
5’/ C-5), 129,8 (C-3°/ C-7), 1294 (C-3°/ C-7""), 128,5 (C-4’/ C-6),
128,4 (C-4°/ C-6""), 120,5 (C-6), 80,9 (C-25), 78,9 (C-20), 74,4 (C-16),
73,8 (C-2), 54,7 (C-17), 51,4 (C-4), 50,4 (C-13), 48,7 (C-12), 48,4 (C-
9), 48,0 (C-14), 43,5 (C-15), 42,0 (C-8), 35,3 (C-24), 34,4 (C-10), 32,1
(C-1), 30,5 (C-23), 28,8 (C-28), 25,8 (C-26), 25,5 (C-27), 24,3 (C-21),
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23,8 (C-7), 22,4 (C-32), 21,3 (C-29), 20,1 (C-19), 19,8 (C-18), 18,7 (C-
30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para CysHs509 767,3801; obtido
767,3803 [M-H]'.

2p-benzoiloxi-16,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi- 10a, I 70-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-21)

Ponto de fusdo: 135 - 136 °C;

IV (KBr): 3526, 3440, 2975, 1736,
1698, 1370, 1316, 1270, 1208, 1177,
1123, 1027 979,713 cm ™"

RMN 'H (500 MHz, CDCl;): § =
8,07 (2H, dd J=284,13Hz H-3"/H-7"),7,56 (1H, m, H-5"), 7,44 (2H,
t, J = 8,4 Hz, H-4’/ H-6"), 5,82 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,72
(1H, dd, J = 13,6, 5,5 Hz, H-2), 4,31 (1H, m, H-16), 3,28 (1H, d, J =
14,6 Hz, H-12), 2,91 (1H, m, H-10), 2,83 (1H, m, H-23w), 2,71 (1H,
d, J = 14,6 Hz, H-12p), 2,55 (1H, d, J = 6,9 Hz, H-17), 2,52 (1H, m,
H-23B), 2,43 (1H, ddt, J = 19,5, 8,0, 2,5 Hz, H-7P), 2,27 (1H, ddd, J =
13,0, 5,5, 3,6 Hz, H-1w), 2,06 (2H, m, H-24), 2,0 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-
8), 1,98 (1H, m, H-7), 1,96 (3H, s, Me-32), 1,85 (1H, dd, J= 13,0, 9,0
Hz, H-15B), 1,69 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1p), 1,46 (3H, s,
Me-27), 1,44 (3H, s, Me-30), 1,42 (3H, s, Me-26), 1,40 (1H, m,
H-15a), 1,40 (3H, s, Me-21), 1,39 (3H, s, Me-28), 1,32 (3H, s, Me-29),
1,13 (3H, s, Me-19), 0,98 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCLy): & = 213,9 (C-22), 212,3 (C-11), 205,5
(C-3), 170,3 (C-31), 165,7 (C-17), 139,8 (C-5), 133,2 (C-5’), 129,9 (C-
3’/ C-7°), 129,5 (C-2’), 128,3 (C-4’/ 6”), 120,6 (C-6), 81,3 (C-25), 78,9
(C-20), 73,9 (C-2), 71,0 (C-16), 57,8 (C-17), 51,4 (C-4), 50,7 (C-13),
48,8 (C-12), 48,5 (C-9), 48,4 (C-14), 45,5 (C-15), 42,4 (C-8), 34,8 (C-
24), 34,4 (C-10), 32,1 (C-1), 30,7 (C-23), 28,8 (C-28), 26,2 (C-26), 25,9
(C-27), 24,5 (C-21), 23,9 (C-7), 22,4 (C-32), 21,3 (C-29), 20,0 (C-19),
19,9 (C-18), 18,7 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C3;Hs509 663,3539; obtido
663,3557 [M-HJ.
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5.3.7. PREPARACAO DE CS-22E CS-23

Em um baldo de 15 mL, sob agitacio magnética, dissolveu-se
200 mg (0,357 mmol) de CN-1 em DCM (2 mL) e piridina (0,2 mL).
Em seguida adicionou-se cloreto de bromobutirila (376 mg, 3,57 mmol)
e a reacdo permaneceu sob agitacio a 20 °C por 4 h, sendo entfio diluida
com DCM e lavada com HCI IM. Secou-se a fase orginica com
Na,SO, anidro, filtrou-se e o solvente foi removido sob pressao
reduzida. A purificacdo por coluna cromatogrifica em silica gel
(hexano:AcOEt, 7:3) levou a CS-22 (156 mg, 72%) como sélido branco.

Seguindo a mesma metodologia, CS-23 (82% de rendimento)
foi obtido a partir de CN-9 como sdlido branco.

20, 160-di (4-bromo)-butiriloxi-20R-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 17 a-
cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-22)
oHO Ponto de fusdo: 96 — 97 °C;

""" IV (KBr): 3455, 3975, 1730,
one 1372, 1250, 1204, 1130, 1020 cm *

[i¥le) )

: 1 i
‘ 0 °mar RMN 'H (500 MHz, CDCLy): &=
5,79 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-
6), 5,47 (1H, dd, J = 13,0, 5,5 Hz, H-2), 5,18 (1H, m, H-16), 3,51 (1H,
m, H-4"), 3,46 (1H, m, H-4”), 3,25 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-1201), 2,79
(1H, m, H-10), 2,75 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12p), 2,72 (1H, d, J = 7.5,
H-17), 2,65 (2H, m, H-23), 2,60 (2H, m, H-2"), 2,43 (1H, m, H-7B),
2,36 (2H, m, H-2”), 2,22 (2H, m, H-3"), 2,15 (1H, ddd, J = 13,0, 5,5, 3,6
Hz, H-100), 2,13 (2H, m, H-3”), 2,06 (2H, m, H-24), 2,03 (1H, dd, J=
13,0, 9,0 Hz, H-15B), 2,02 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,99 (3H, s, Me-
32), 1,95 (1H, m, H-7a), 1,54 (1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1B),
1,49 (3H, s, Me-27), 1,47 (3H, s, Me-26), 1,46 (3H, s, Me-21), 1,37 (1H,
m, H-15a), 1,32 (3H, s, Me-29), 1,31 (3H, s, Me-30), 1,29 (3H, s, Me-
28), 1,10 (3H, s, Me-19), 1,02 (3H, s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCly): § = 212,4 (C-22), 211,7 (C-11), 205,4
(C-3), 171,7 (C-1), 171,6 (C-1"), 170,4 (C-31), 139,6 (C-5), 1205 (C-
6), 81,0 (C-25), 78,5 (C-20), 74,2 (C-16), 73,4 (C-2), 54,0 (C-17), 51,2
(C-4), 49,9 (C-13), 48,6 (C-12), 48,4 (C-9), 47,9 (C-14), 43,3 (C-15),
42,0 (C-8), 35,2 (C-24), 34,3 (C-10), 32,8 (C-4’"), 32,5 (C-4"), 32,2 (C-
2), 32,2 (C-2"), 31,9 (C-1), 30,4 (C-23), 28,7 (C-28), 27,8 (C-3’), 27,4
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(C-3), 26,0 (C-26), 25,9 (C-27), 24,2 (C-21), 23,7 (C-7), 22,4 (C-32),
21,3 (C-29), 20,0 (C-19), 19,6 (C-18), 18,8 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para Cy4Hs;Br,O,9 855,2324;
obtido 855,2329 [M-H].

2[3-(4-bromo)-butiriloxi-20R-hidroxi-25-acetiloxi- 1 0o, 1 7a-cucurbit-5-
en-3,11,16,22-tetraona (CS-23)
Ponto de fusdo: 96 — 98 °C;
IV (KBr): 2977, 1738, 1730,
1368, 1254, 1202, 1127, 1020, 984
cm'l;
RMN 'H (500 MHz, CDCly): § =
5,82 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-
6), 5,50 (1H, dd, J = 11,5, 5,2 Hz, H-2), 3,60 (1H, s, H-17), 3,51 (1H, t,
H-4%), 3,35 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12a), 2,86 (1H, m, H-10), 2,76 (1H,
d, J = 14,5 Hz, H-12p), 2,72 (2H, m, H-23), 2,60 (2H, m, H-2"), 2,53
(1H, m, H-7f), 2,25 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 2,22 (2H, m, H-3"), 2,18
(1H, ddd, J = 13,0, 6,1, 3,6 Hz, H-1a), 2,11 (2H, m, H-15), 2,05 (2H, m,
H-24), 1,98 (3H, s, CH;CO,), 1,96 (1H, m, H-7«), 1,58 (1H, ddd, J=
13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1PB), 1,47 (3H, s, Me-27), 1,46 (3H, s, Me-26),
1,34 (3H, s, Me-30), 1,33 (3H, s, Me-28), 1,31 (3H, s, Me-29), 1,29 (3H,
s, Me-21), 1,17 (3H, s, Me-19), 1,14 (3H, s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCL): & = 216,0 (C-16), 213,7 (C-22), 210,5
(C-11), 205,2 (C-3), 171,6 (C-1°), 170,4 (C-31), 139,9 (C-5), 120,1 (C-
6), 81,4 (C-25), 79,9 (C-20), 73,3 (C-2), 61,6 (C-17), 51,3 (C-4), 494
(C-9), 48,8 (C-15), 47,7 (C-14), 47,1 (C-12), 44,5 (C-9), 42,0 (C-8),
34,9 (C-24), 34,3 (C-10), 32,5 (C-4"), 32,2 (C-2"), 31,9 (C-1), 30,2 (C-
23), 28,6 (C-28), 27,8 (C-3’), 26,0 (C-26), 25,8 (C-27), 24,0 (C-7), 23,4
(C-21), 22,4 (C-32), 21,2 (C-29), 20,0 (C-19), 19,7 (C-18), 19,2 (C-30);
ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C3sH5,BrO; 705,2644; obtido
705,2646 [M-H]'.

5.3.8. PREPARACAO DE CS-24 E CS-25

A um tubo de vidro de 10 mL contendo uma solucdo de CS-22

(50 mg, 0,06 mmol) em DMF (0,6 mL), adicionou-se NaNj; (19 mg, 0,3
mmol). O tubo foi selado com um septo, colocado dentro do reator de
micro-ondas e irradiado com um pulso (poténcia mdxima = 300 W, t=1
min de rampa, 2 min de hold, Ty, = 120 °C, agitacdo “ligada”). Apds
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resfriar até a t.a., controlou-se a reacdo por CCD e observou-se a
conversdo a CS-24. Na sequéncia, adicionou-se dlcool propargilico
(0,02 mL, 0,3 mmol), CuSO, (9 mg, 0,06 mmol) e ascorbato de sédio (6
mg, 0,03 mmol). O tubo foi novamente selado com um septo, e
submetido as mesmas condi¢gdes por mais 5 min. Apos resfriar até a t.a,
a mistura foi diluida com AcOEt, lavada com NaCl (sat.) e H,O, seca
com Na,SO, anidro e concentrada sob pressdo reduzida para fornecer
um sélido branco. A purificacdo por coluna cromatografica em silica gel
(hexano:AcOEt, 7:3) levou a CS-25 (24 mg, 50%) como sélido branco.

2p,160-di (4-azido)-butiriloxi-20R-hidroxi-25-acetiloxi- 100, 1 7a-
cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-24)
RMN 'H (200 MHz, CDCLy): &
= 5,80 (1H, m, H-6), 5,48 (1H,
dd, J = 13,0, 5,5 Hz, H-2), 5,18
(1H, m, H-16), 3,40 (2H, t, H-
4’/4°), 3,24 (1H, d, J = 14,5 Hz,
2 H-120), 2,80 (1H, m, H-10),
2,74 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12B), 2,71 (1H, d, J = 7,5, H-17), 2,65 (2H,
m, H-23), 2,59 (4H, m, H-2’/H-2""), 2,40 (1H, m, H-7B), 2,26 (4H, m,
H-3°/H-37"), 2,15 (1H, sbposto, H-1a), 2,07 (2H, m, H-24), 2,03 (1H,
sbposto, H-15B), 1,99 (3H, s, Me-32), 1,97 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8),
1,54 (1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1p), 1,49 (3H, s, Me-27), 1,45
(3H, s, Me-26), 1,45 (3H, s, Me-21), 1,37 (1H, m, H-15a), 1,31 (3H, s,
Me-19), 1,31 (3H, s, Me-30), 1,28 (3H, s, Me-28), 1,10 (3H, s, Me-19),
1,02 (3H, s, Me-18);
RMN “C (50 MHz, CDCl3): 6 =212,4 (C-22), 211,7 (C-11), 205.,4 (C-
3), 171,9 (C-19), 171,8 (C-17), 170,1 (C-31), 139,6 (C-5), 120,5 (C-6),
81,0 (C-25), 78,6 (C-20), 74,2 (C-16), 73,4 (C-2), 54,0 (C-17), 51,2 (C-
4), 50,5 (C-13), 50,4 (C-47), 49,9 (C-47), 48,6 (C-12), 48,4 (C-9), 47,9
(C-13), 43,3 (C-15), 42,0 (C-8), 35,0 (C-24), 34,3 (C-10), 31,9 (C-1),
30,9 (C-279), 30,9 (C-27), 30,5 (C-23), 28,7 (C-28), 26,0 (C-26), 25,9
(C-27), 24,3 (C-37), 24,2 (C-37), 24,1 (C-21), 23,7 (C-7), 22,4 (C-32),
21,3 (C-29), 20,0 (C-19), 19,6 (C-18), 18,8 (C-30).

2B, 16a-di-(8-hidroximetil-4-triazoil)-butiriloxi-20R-hidroxi-25-
acetiloxi-10a, 17a-cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-25)

160



IV (KBr): 3489, 3979, 1750,
1694, 1371, 1251, 1180,
1016 cm'l;
RMN 'H (500 MHz,
MeOD): 6 = 7,84 (1H, s, H-
L, 97, 7,83 (1H, s, H-97), 5,74

(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0
Hz, H-6), 5,54 (1H, dd, J = 13,0, 5,5 Hz, H-2), 5,37 (1H, ddd, J = 9,3,
7,6, 1,2 Hz, H-16), 4,58 (4H, s, H-10"/H-10""), 4,42 (1H, m, H-4"), 4,36
(1H, m, H-4”), 3,38 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12®), 3,01 (1H, m, H-10),
2,73 (1H, d, J = 7,5, H-17), 2,66 (1H, m, H-23a), 2,57 (1H, m, H-23p),
2,53 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12f), 2,34 (1H, m, H-2"), 2,34 (1H,
sbposto, H-7B), 2,17 (1H, m, H-2""), 2,14 (1H, m, H-3"), 2,06 (1H, m,
H-37), 1,98 (1H, sbposto, H-1a), 1,95 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,93
(1H, sbposto, H-7a), 1,89 (1H, sbposto, H-15p), 1,85, 1,82 (2H, m, H-
24), 1,36 (1H, sbposto, H-1B), 1,33 (3H, s, Me-26), 1,33 (3H, s, Me-27),
1,31 (1H, sbposto, H-15a), 1,28 (3H, s, Me-21), 1,26 (3H, s, Me-28),
1,24 (3H, s, Me-), 1,21 (3H, s, Me-30), 1,16 (3H, s, Me-29), 0,97 (3H, s,
Me-19), 0,86 (3H, s, Me-18);
RMN C (125,8 MHz, MeOD): 5 = 216,8 (C-22), 214,9 (C-11), 208,0
(C-3), 1734 (C-17), 173,0 (C-17), 172,3 (C-31), 149,2 (C-87), 149,0
(C-89), 141,2 (C-5), 124,4 (C-97), 124,2 (C-9), 121,7 (C-6), 82,8 (C-
25), 80,6 (C-20), 75,7 (C-16), 75,4 (C-2), 56,5 (C-107"), 56,5 (C-10"),
56,2 (C-17), 52,4 (C-4), 51,4 (C-13), 50,3 (C-47), 50,2 (C-47), 49,8 (C-
12), 49,7 (C-9), 49,6 (C-14), 44,5 (C-15), 43,7 (C-8), 35,6 (C-24), 34,9
(C-10), 33,3 (C-1), 33,0 (C-23), 31,9 (C-27), 31,4 (C-27), 29,0 (C-28),
26,7 (C-39), 26,4 (C-37), 26,4 (C-26), 26,3 (C-27), 25,3 (C-21), 24,7
(C-7), 22,3 (C-32), 21,8 (C-29), 20,4 (C-19), 20,2 (C-18), 19,2 (C-30);
ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para CyHgNeO2 893,4700;
obtido 893,4615 [M-H].

5.3.9. PREPARACAO DE CS-26, CS-27 E CS-28

A uma solugdo de CN-1 100 mg (0,179 mmol) em THF (3 mL)
a 25 °C, sob agitacdo magnética, adicionou-se CDI (116 mg, 0,716
mmol) e a reacdo foi refluxada por 6 h, sob atmosfera de N,. Apds
resfriar até t.a. a mistura foi vertida sobre dgua destilada e extraida com
éter etilico. Apds ser lavada com NaCl (sat.) e dgua destilada, a fase
organica foi seca com Na,SO, anidro e concentrada sob pressdo
reduzida, fornecendo um O6leo amarelo. A purificacio por coluna
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cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 2:8) levou ao isolamento
de CS-26 (67 mg, 50%), CS-27 (12 mg, 10%) e CS-28 (5 mg, 4%)
como sélidos brancos.

2B, 16a-di-(1H-imidazol- 1-carboniloxi)-20R-hidroxi-25-acetiloxi-

100, 17a-cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-26)

Ponto de fusdo: 148-149 °C;

IV (KBr): 2935, 1758, 1727, 1395, 1370,
1316, 1289, 1240, 1223, 1172, 1041,
1002, 938 cm™';

RMN 'H (500 MHz, CDCl;): 6 = 8,17
(1H, m, H-2"), 8,07 (1H, m, H-2"), 7,45 (1H, s, H-5"), 7,37 (1H, s, H-
5’%), 7,09 (2H, m, H-4’/ H-4""), 5,84 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6),
5,65 (1H, dd, J = 13,0, 5,0 Hz, H-2), 5,63 (1H, m, H-16), 3,31 (1H, d, J
= 14,5 Hz, H-12w), 2,91 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-17), 2,87 (1H, m, H-10),
2,80 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12P), 2,65 (2H, m, H-23), 2,48 (1H, ddt, J
= 19,0, 8,0, 2,5Hz, H-7p), 2,37 (1H, ddd, J = 13,0, 5,5, 3,6 Hz, H-1q),
2,15 (1H, dd, J = 13,8, 9,0 Hz, H-15p), 2,10 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-3),
1,99 (1H, dd, J = 19,0, 5,0 Hz, H-7a), 1,98 (3H, s, Me-32), 1,75 (1H,
sbposto, H-15a), 1,73 (2H, m, H-24), 1,68 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0,
13,0 Hz, H-1P), 1,50 (3H, s, Me-30), 1,39 (3H, s, Me-27), 1,37 (3H, s,
Me-26), 1,37 (3H, s, Me-21), 1,34 (3H, s, Me-29), 1,32 (3H, s, Me-28),
1,17 (3H, s, Me-19), 1,08 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): 6 = 213,4 (C-22), 211,3 (C-11), 204,0
(C-3), 170,2 (C-31), 147,8 (C-1"), 147,7 (C-1""), 139,0 (C-5), 137,2 (C-
3%), 136,8 (C-3""), 130,8 (C-5%), 130,6 (C-5""), 120,9 (C-6), 117,2 (C-
6’), 117,0 (C-6"), 80,9 (C-25), 78,9 (C-20), 78,5 (C-2), 76,6 (C-16),
54,7 (C-17), 51,3 (C-4), 50,2 (C-13), 48,4 (C-12), 48,2 (C-9), 47,9 (C-
14), 43,0 (C-15), 41,9 (C-8), 35,0 (C-24), 34,1 (C-10), 31,8 (C-1), 31,0
(C-23), 28,5 (C-28), 25,7 (C-26), 25,6 (C-27), 24,3 (C-21), 23,7 (C-7),
22,3 (C-32), 21,1 (C-29), 20,2 (C-19), 19,7 (C-18), 18,7 (C-30);
ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C4Hs3;N4019 749,3756; obtido
749,3754 [M+H]".

2p-(1H-imidazol-1-carboniloxi)- 16,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-
100, 17a-cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-27)

162



Ponto de fusido:135-136 °C;

IV (KBr):3453, 3936, 1770, 1732, 1715,
1694, 1396, 1284, 1241, 1178 cm’";
RMN 'H(500 MHz, CDCLy): & = 8,16
(1H, m, H-2"), 7,45 (1H, s, H-5"), 7,09
(1H, m, H4) 5,86 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,62 (1H, dd, J =
13,0, 5,0 Hz, H-2), 4,32 (1H, m, H-16), 3,27 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-
120), 2,89 (1H, m, H-10), 2,82 (2H, m, H-23), 2,73 (1H, d, J = 14,5 Hz,
H-12P), 2,55 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-17), 2,45 (1H, ddt, J = 19,0, 8,0, 2,5
Hz, H-7P), 2,35 (1H, ddd, J = 13,0, 5.5, 3,6 Hz, H-1a1), 2,06 (2H, m, H-
24), 2,05 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 2,03 (1H, sbposto, H-7ar), 1,99 (3H,
s, Me-32), 1,85 (1H, dd, J= 13,0, 9,0 Hz, H-1500), 1,70 (1H, ddd, J =
13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1P), 1,47 (3H, s, Me-27), 1,45 (3H, s, Me-26),
1,43 (3H, s, Me-21) 1,40 (1H, sbposto, H-15a1), 1,39 (3H, s, Me-30),
1,37 (3H, s, Me-28), 1,34 (3H, s, Me-29), 1,14 (3H, s, Me-19), 1,0 (3H,
s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl;):5 =213,8 (C-22), 212,3 (C-11), 204,3
(C-3), 170,3 (C-31), 147,9 (C-1°), 138,9 (C-5), 137,3 (C-3"), 130,7 (C-
5°), 121,3 (C-6), 117,2 (C-6"), 81,3 (C-25), 78,9 (C-20), 76,7 (C-2), 70,8
(C-16), 57,8 (C-17), 51,3 (C-4), 50,5 (C-13), 48,8 (C-12), 48,3 (C-9),
48,3 (C-14), 45,4 (C-15), 42,3 (C-8), 34,8 (C-24), 34,1 (C-10), 31,9 (C-
1), 30,7 (C-23), 28,6 (C-28), 26,2 (C-26), 25,8 (C-27), 24,5 (C-21), 23,8
(C-7), 22,4 (C-32), 21,2 (C-29), 20,1 (C-19), 19,9 (C-18), 18,7 (C-30);

2,3-[carbonil-bis(oxi)], 160-(1H-imidazol-1-carboniloxi)-20R-hidroxi-
25-acetiloxi-100, 1 7a-cucurbit-2,5-dien-11,22-diona (CS-28)

Ponto de fusdo: 132-133 °C;

RMN 'H (500 MHz, CDCl;): 5 = 8,13
(1H, m, H-5%), 7,38 (1H, s, H-3""), 7,10
(1H, H-4’"), 5,96 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0,
2,0, H-6),5,58 (1H, m, H-16), 3,18 (1H,
d, J = 14,5 Hz, H-120), 2,85 (1H, d, J =
7,2 Hz, H-17), 2,76 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12), 2,71 (1H, m, H-10),
2,60 (2H, m, H-23), 2,52 (1H, ddt, J = 19,0, 8,0, 2,5 Hz, H-7B), 2,39
(2H, m, H-1), 2,15 (1H, dd, J = 15,0, 9,0 Hz, H-15p), 2,10 (1H, d, J =
8,0 Hz, H-8), 1,98 (3H, s, Me-32), 1,97 (1H, dd, J = 19,0, 5,0 Hz, H-
7a), 1,81 (1H, m, H-24a), 1,72 (1H, m, H-24B), 1,59 (1H, d, J = 15 Hz,
H-150), 1,48 (3H, s, Me-30), 1,38 (3H, s, Me-27), 1,37 (3H, s, Me-26),
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1,35 (3H, s, Me-21), 1,32 (3H, s, Me-29), 1,28 (3H, s, Me-28), 1,25 (3H,
s, Me-19), 1,06 (3H, s, Me-18);

RMN C (125,8 MHz, CDCLy): 6 = 212,7 (C-22), 211,2 (C-11), 170,2
(C-31), 153,4 (C-1°), 147,5(C-1""), 141,5 (C-3), 138,6 (C-5), 134,7 (C-
3%), 130,4 (C-57"), 122,5 (C-2), 117,1 (C-6’"), 80,9 (C-25), 78,8 (C-20),
78,6 (C-16), 54,5 (C-17), 50,4 (C-13), 48,5 (C-12), 48,1 (C-9), 47,9 (C-
14), 43,0 (C-15), 42,7 (C-8), 36,4 (C-4), 35,0 (C-10), 35,0 (C-24), 30,8
(C-23), 29,5 (C-28), 25,9 (C-26), 25,7 (C-27), 24,6 (C-21), 24,2 (C-29),
23,4 (C-7), 22,4 (C-32), 21,2 (C-1), 21,2 (C-19), 19,7 (C-18), 18,9 (C-
30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;7H49N,O;( 681,3382; obtido
681,3387 [M+H]".

5.3.10. PREPARACAO DE CS-29, CS-30 E CS-31

Método A:

A uma mistura de CN-1 (100 mg, 0,18 mmol) e piridina (0,14
mL, 1,8 mmol) em DCM (1 mL), a 0 °C (banho de gelo) e sob agitacdo,
adicionou-se TsCI (342 mg, 1,8 mmol) e a reacdo foi agitada a 0 °C por
3h. Em seguida, a mistura foi diluida com DCM, lavada com HCI 1 M e
H,0, seca com Na,SO, anidro e concentrada sob pressdo reduzida para
fornecer um 6leo incolor. A purificacdo por coluna cromatografica em
silica gel (hexano:AcOEt, 6:4) levou a CS-29 (62 mg, 48%) como
s6lido branco.

Seguindo a mesma metodologia, CS-30 (45% de rendimento)
foi obtido a partir de CN-7 como s6lido branco.

Método B:

A uma solu¢do de CN-1 (1 g, 1,79 mmol) em DCM (8 mL)
adicionou-se DABCO (1g, 8,95 mmol) e a mistura, sob agitagcdo, foi
resfriada a 0 °C (banho de gelo). Adicionou-se entéo TsCl (3 x 450 mg a
cada 15 min.; 7,16 mmol) e a mistura foi mantida a 0 °C por mais 30
minutos. Em seguida, a reacdo foi diluida com DCM, lavada com HCI 1
M e NaCl (sat.) gelados, seca com Na,SO, anidro e concentrada sob
pressdo reduzida para fornecer um o6leo incolor. A purificagdo por
coluna cromatogréfica em silica gel (hexano:AcOEt, 6:4) levou a CS-29
(1,02 g, 80%) como soélido branco.

Seguindo a mesma metodologia, CS-30 foi obtido a partir de
CN-7 (77% de rendimento) como sélido branco.

164



Utilizando 4cido acético (1,5 mL), piridina (1,5 mL) e DMAP
(cat.), 400 mg (0,56 mmol) CS-29 foi acetilada, dando origem a CS-31
(403 mg, 95%)

2f-(4-toluenosulfonil)- 16a, 20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 170
cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-29)

Ponto de fusdo: 122 — 123 °C;

IV (KBr):): 3549, 3449, 1279,
1732, 1697, 1598, 1370, 1357, 1179,
967, 889 cm’!

RMN 'H (400 MHz, CDCl): 6 =
7,65 (2H, d J 8,4 Hz, H-3’/ H-5"), 7,35 (2H, J = 8,4 Hz, H-2’/ H-6"),
5,79 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,39 (1H, dd, J = 13,0, 6,0 H-2),
4,31 (1H, m, H-16), 3,25 (1H, d, J = 14,5, H-12w), 2,82 (1H, m, H-
23a), 2,81 (1H, m, H-10), 2,70 (1H, d, J = 14,5, H-12f), 2,54 (1H, d, J
= 8,2 Hz, H-17), 2,53 (1H, sbposto, H-23f), 2,45 (3H, s, Me-7’), 2,40
(1H, m, H-7B), 2,24 (1H, ddd, J =13,0, 6,1, 3,6 Hz, H-1), 2,06 (2H, m,
H-24), 1,99 (1H, m, H-7o), 1,98 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 1,96 (3H, s,
Me-32), 1,55 (1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,85 (1H, dd, J =
13,0, 9,0 Hz, H-158), 1,47 (3H, s, Me-27), 1,45 (3H, s, Me-26), 1,43
(3H, s, Me-21), 1,40 (1H, m, H-15a), 1,35 (3H, s, Me-30), 1,27 (3H, s,
Me-28), 1,26 (3H, s, Me-29), 1,24 (1H, m, H-1a), 1,03 (3H, s, Me-19),
0,97 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): 6 = 213,9 (C-22), 211,8 (C-11), 203,9
(C-3), 170,4 (C-31), 144,9 (C-4), 138,9 (C-5), 133,9 (C-1"), 129,7 (C-
3’/ C-5%), 127,9 (C-2’/ C-6’), 121,0 (C-6), 81,3 (C-25), 78,9 (C-2), 78,8
(C-20), 71,0 (C-16), 57,7 (C-17), 51,5 (C-4), 50,6 (C-13), 48,7 (C-12),
48,3 (C-9), 48,3 (C-14), 45,4 (C-15), 42,3 (C-8), 34,8 (C-24), 34,2 (C-
10), 33,5 (C-1), 30,7 (C-23), 28,5 (C-28), 26,1 (C-26), 25,8 (C-27), 24,4
(C-21), 23,8 (C-7), 22,4 (C-32), 21,7 (C-29), 21,3 (C-2’"), 19,9 (C-19),
19,8 (C-18), 18,6 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para Cs;gHssNO,(S 749,3776;
obtido 732,3780 [M+NH,]".

2p-(4-toluenossulfonil)- 160, 20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 1 70-
cucurbit-5,23-dien-3,11,22-triona (CS-30)
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Ponto de fusdo: 133 — 134 °C;
IV (KBr): 3450, 3279, 1738, 1730,
1693, 1632, 1368, 1250, 1175, 1126,
1092, 968 891, 679, 560 cm ';

3 RMN 'H (400 MHz, CDClL;): 6 =
7,85 (2H, d J = 8,4 Hz, H-3’/ H-5"), 7,34 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-2’/ H-
6’), 7,07 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-24), 6,48 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-23),
5,78 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,40 (1H, dd, J = 13,0, 6,0 Hz, H-
2), 4,35 (1H, m, H-16), 3,24 (1H, d, J = 14,7 Hz, H-12), 2,81 (1H, m,
H-10), 2,70 (1H, d, J = 14,7 Hz, H-12p), 2,50 (1H, d, J = 7,1 Hz, H-
17), 2,45 (3H, s, H-7"), 2,38 (1H, ddt, J = 19,5, 8,2, 2,4 Hz, H-7B), 2,24
(1H, ddd, 12,5, 5,5, 3,7 Hz, H-1), 2,03 (3H, s, Me-32), 1,97 (1H, d, J =
8,5 Hz, H-8), 1,96 (1H, m, H-7), 1,86 (1H, dd, J = 13,3, 9,3, H-15f),
1,58 (3H, s, Me-26), 1,56 (1H, sbposto, H-1av), 1,55 (3H, s, Me-26),
1,45 (3H, s, Me-26), 1,42 (1H, sbposto, H-15a), 1,42 (3H, s, Me-21),
1,26 (3H, s, Me-28), 1,26 (3H, s, Me-29), 1,03 (3H, s, Me-19), 0,97 (3H,
s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): 6 = 211,8 (C-11), 203,9 (C-3), 202,4
(C-22), 170,2 (C-31), 152,0 (C-24), 144,8 (C-4*), 138,9 (C-5), 134,0 (C-
1), 129,6 (C-3’/ C-5’), 127,9 (C-2’/C-6"), 121,1 (C-6), 120,2 (C-23),
79,3 (C-25), 78,8 (C-2), 78,1 (C-20), 71,3 (C-16), 58,2 (C-17), 51,5 (C-
4), 50,6 (C-13), 48,7 (C-12), 48,4 (C-9), 48,0 (C-14), 45,3 (C-15), 42,3
(C-8), 34,2 (C-10), 33,5 (C-1), 28,5 (C-28), 26,4 (C-27), 25,9 (C-26),
23,9 (C-21), 23,8 (C-7), 22,0 (C-32), 21,7 (C-7"), 21,4 (C-29), 19,9 (C-
18), 19,9 (C-19), 18,6 (C-30);
ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para Cs;yHssNO,,S 730,3619;
obtido 730,3613 [M+NH,]".

2[-(4-toluenossulfonil)-20R-hidroxi- 160, 25-diacetiloxi- 100, 1 70~
cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-31)

Ponto de fusdo: 121 — 122 °C

IV (KBr): 3315, 2979, 1735, 1697,
1369, 1254, 1175, 1091, 1014, 970
cm ’1;

RMN 'H (500 MHz, CDCly): & =
7,85 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-3’/ H-5’),
7,35 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-2’/ H-6°), 5,77 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-
6), 5,70 (1H, dd, J = 13,0, 6,0 Hz, H-2), 5,14 (1H, m, H-16), 3,25 (1H,
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d, J = 14,7 Hz, H-12a), 2,79 (1H, m, H-10), 2,75 (1H, d, J = 14,7 Hz,
H-128), 2,71 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-17), 2,69 (2H, m, H-23), 2,45 3H, s,
Me-7"), 2,40 (1H, ddt, J = 19,5, 8,5, 2,5 Hz, H-7B), 2,24 (1H, m,
H-10), 2,04 (2H, m, H-24), 2,0 (1H, m, H-15B), 2,0 (1H, d, J = 8,5 Hz,
H-8), 1,99 (3H, s, Me-32), 1,94 (3H, s, Me-2""), 1,92 (1H, m, H-70),
1,50 (3H, s, Me-26), 1,47 (3H, s, Me-27), 1,45 (3H, s, Me-21), 1,40 (1H,
dd, J = 14,0, 1,0 Hz, H-15a), 1,29 (3H, s, Me-30), 1,25 (3H, s, Me-28),
1,25 (3H, s, Me-29), 1,04 (3H, s, Me-19), 1,01 (3H, s, Me-18);

RMN "C (125,8 MHz, CDCly): § = 212,5 (C-22), 211,4 (C-11), 203,9
(C-3), 170,3 (C-31), 170,1 (C-1°"), 145,0 (C-4"), 139,1 (C-5), 134,1 (C-
1"), 129,8 (C-3/ C-5), 128,0 (C-2°/ C-6), 121,1 (C-6), 81,2 (C-25),
78.8 (C-2), 78,7 (C-20), 74,2 (C-16), 54,2 (C-17), 51,7 (C-4), 50,0 (C-
13), 48,8 (C-12), 48,4 (C-9), 48,0 (C-14), 43,3 (C-15), 42,1 (C-8), 35,3
(C-24), 34,4 (C-10), 33,6 (C-1), 30,6 (C-23), 28,6 (C-28), 26,2 (C-26),
26,0 (C-27), 24,4 (C-21), 23,8 (C-7), 22,5 (C-32), 21,9 (C-7"), 21,5 (C-
29), 21,1 (C-2"), 20,1 (C-19), 19,8 (C-18), 18,9 (C-30);

5.3.11. PREPARACAO DE CS-32

A 50 mg de CS-28 (0,07 mmol) sob atmosfera de N, e a 0 °C
(banho de gelo), adicionou-se (Bu)4N'F (0,7 mL, 0,7 mmol; solucio 1M
em THF) e a reagéo foi agitada a 0 °C por 10 min. Em seguida, a
mistura foi diluida com Et,0, lavada com NaCl (sat.) e H>O, seca com
Na,SO, anidro e concentrada sob pressdo reduzida para fornecer um
s6lido branco. A purificagdo por coluna cromatogrifica em silica gel
(hexano:AcOEt, 6:4) levou a CS-32 (12 mg, 30%) como sélido branco.

2,160, 20R-tri-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 1 7a-cucurbit-1,5-dien-3,11,22-

triona (CS-32)

Ponto de fusdo: 222-223 °C

IV (KBr): 3547, 2978, 1729, 1712,

1693, 1666, 1660, 1371, 1261, 1231,

1124 cm™;

RMN 'H (500 MHz, CDCly): & = 5,95

(1H, d, J = 2,5 Hz, H-1), 5,77 (1H, ddd,
= 60 2,0, 2,0 H-6), 4,33 (1H, m, H-16), 3,51 (1H, m, H-10), 3,23

(lH, d, J = 14,5 Hz, H-12a), 2,82 (1H, ddd, J = 17,5, 10,0, 6,0 Hz),

2,73 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12p), 2,53, 2,51 (1H, d, J = 6,9 Hz, H-17),
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2,52 (1H, m, H-23B), 2,39 (1H, m, H-7B), 2,05 (2H, m, H-24), 2,02 (1H,
d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,97 (1H, m, H-700), 1,96 (3H, Me-32), 1,86 (1H,
dd, J= 13,0, 9,0 Hz, , H-15p), 1,46 (3H, Me-26), 1,44 (3H, Me-27), 1,42
(1H, sbposto, H-1501), 1,42 (3H, Me-21), 1,40 (3H, Me-30), 1,36 (3H,
Me-28), 1,25 (3H, Me-29), 1,03 (3H, Me-19), 0,99 (3H, Me-18),

RMN "C (125,8 MHz, CDCly): § = 213,9 (C-22), 212,8 (C-11), 198,7
(C-3), 170,3 (C-31), 144,6 (C-5), 136,8 (C-2), 120,7 (C-6), 114,8 (C-1),
81,3 (C-25), 78,9 (C-20), 71,0 (C-16), 57.8 (C-17), 50,7 (C-4), 48,9 (C-
13), 48,8 (C-9), 48,4 (C-12), 47,5 (C-14), 45,7 (C-15), 41,6 (C-8), 34,8
(C-24), 34,7 (C-10), 30,7 (C-23), 27,9 (C-28), 26,1 (C-27), 25,8 (C-26),
24,5 (C-21), 23,6 (C-7), 22,4 (C-32), 20,2 (C-29), 20,1 (C-19), 19,8 (C-
18), 18,2 (C-30).

5.3.12. PREPARACAO DE CS-33E CS-34

A uma solucdo de CS-29 (100 mg, 0,14 mmol) em DMF (1
mL), sob atmosfera de N, e sob agitacio, adicionou-se (Bu);N'Br (451
mg, 1,4 mmol) e a reagdo foi agitada por 72 h. Em seguida, a mistura foi
diluida com Et,0O, lavada com NaCl (sat.) e H,O, seca com Na,SOy,
anidro e concentrada sob pressdo reduzida. A purificagdo por coluna
cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 6:4) levou a CS-33 (70
mg, 80%) como sdlido branco.

Seguindo a mesma metodologia, CS-34 (86% de rendimento)
foi obtido a partir de CS-30 como sélido branco.

2pB-bromo-160,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 1 70-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-33)

Ponto de fusdo: 113 - 114 °C;

IV (KBr): 3289, 2978, 1730, 1697, 1368,
1260, 1218, 1128, 1021 cm ™';

RMN 'H (500 MHz, CDCly): & = 5,81
(1H, m, H-6), 4,85 (1H, dd, J = 11,5, 5,2
Hz, H-2), 4,31 (1H, m, Hz, H-16), 3,22
(1H, d, J = 14,7 Hz, H-12w), 2,82 (1H, m, H-23a), 2,70 (1H, m, H-10),
2,70 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12P), 2,52 (1H, m, H-23p), 2,53 (1H, d, J =
7,1 Hz, H-17), 2,52 (1H, m, H-1), 2,41 (1H, m, H-7B), 2,06 (2H, m, H-
24), 2,01 (3H, s, Me-32), 1,98 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-8), 1,99 (1H, m, H-
7o), 1,86 (1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,85 (1H, dd, J=
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13,0, 9,0 Hz, H-15P), 1,46 (3H, s, Me-27), 1,44 (3H, s, Me-26), 1,42
(3H, s, Me-21), 1,40 (1H, m, H-15), 1,34 (3H, s, Me-30), 1,38 (3H, s,
Me-29), 1,29 (3H, s, Me-28), 1,10 (3H, s, Me-19), 0,97 (3H, s, Me-18);
RMN "C (125,8 MHz, CDCL): & = 213,9 (C-22), 212,2 (C-11), 203.,6
(C-3), 170,3(C-31), 139,4 (C-5), 120,8 (C-6), 81,3 (C-25), 78,9 (C-20),
71,0 (C-16), 57,8 (C-17), 52,8 (C-2), 51,9 (C-4), 50,6 (C-13), 48,8 (C-
12), 48,5 (C-14), 48,3 (C-9), 45,5 (C-15), 42,4 (C-8), 37,9 (C-1), 37,1
(C-10), 34,8 (C-24), 30,7 (C-23), 28,9 (C-28), 26,2 (C-27), 25,9 (C-26),
24,5 (C-21), 23,8 (C-7), 23,2 (C-29), 22,4 (C-32), 20,0 (C-19), 19,9 (C-
18), 18,7 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C;,H;6BrO; 621,2432; obtido
621,2409 [M-HJ".

2B-bromo-160,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi- 10a, I 7a-cucurbit-5,23-dien-
3,11,22-triona (CS-34)

Ponto de fusdo: 131 - 132 °C;

IV (KBr): 3510, 2978, 1729, 1693, 1633,
1370, 1250, 1125 cm ™;

RMN 'H (500 MHz, CDCly): § = 7,06
(1H, d, J = 15,6 Hz, H-24), 6,47 (1H, d, J
= 15,6, H-23), 5,81 (1H, m, H-6), 4,86
(1H, dd, J = 13,0, 5,5 Hz, H-2), 4,36 (1H, m, H-16), 3,21 (1H, d, J =
14,5 Hz, H-12), 2,72 (1H, m, H-10), 2,68 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12p3),
2,51 (1H, ddd, J = 13,0, 6,1, 3,6 Hz, H-1av), 2,49 (1H, d, J = 7,1 Hz, H-
17), 2,41 (1H, m, H-7B), 2,01 (3H, s, Me-32), 1,99 (1H, m, H-7), 1,97
(1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,88 (1H, dd, J= 13,0, 7,1 Hz, H-15B), 1,86
(1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,57 (3H, s, Me-27), 1,55 (3H,
s, Me-26), 1,44 (3H, s, Me-21), 1,43 (1H, d, J= 13,0 Hz, H-15a), 1,38
(3H, s, Me-29), 1,33 (3H, s, Me-30), 1,29 (3H, s, Me-28), 1,09 (3H, s,
Me-19), 0,98 (3H, s, Me-18);

RMN C (125,8 MHz, CDCl;): & = 212,1 (C-11), 203,7 (C-3), 202,4
(C-22), 170,2(C-31), 152,0 (C-24), 139,4 (C-5), 120,9 (C-6), 120,3 (C-
23), 79,3 (C-25), 78,2 (C-20), 71,3 (C-16), 58,2 (C-17), 52,8, (C-2),
51,9 (C-4), 50,6 (C-14), 50,2 (C-4), 48,7 (C-12), 48,5 (C-9), 48,1 (C-
13), 45,3 (C-15), 42,5 (C-8), 37,9 (C-1), 37,1 (C-10), 28,9 (C-28), 26,4,
(C-27), 26,0 (C-26), 24,0 (C-21), 23,8 (C-7), 23,3 (C-29), 22,0(C-32),
20,0 (C-19), 19,9 (C-18), 18,8 (C-30);
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ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C3;,H44BrO; 619,2276; obtido
619,2292 [M-H]J.

5.3.13. PREPARACAO DE CS-35E CS-36

A uma solucdo de CS-29 (100 mg, 0,14 mmol) em acetona (1
mL), sob atmosfera de N, e sob agitacdo, adicionou-se CH;COS K" (160
mg, 1,4 mmol) e a reacdo foi agitada por 6 h. Em seguida, a mistura foi
filtrada em funil sinterizado (G-4), seca com Na,SO, anidro e
concentrada sob pressdo reduzida para fornecer um sélido amarelo. A
purificacdo por coluna cromatogrifica em silica gel (hexano:AcOEt,
6:4) levou a CS-35 (51 mg, 59%) como sélido branco.

Seguindo a mesma metodologia, CS-36 (73% de rendimento)
foi obtido a partir de CS-31 como sélido branco.

2p-tioacetil-25-acetiloxi- 160, 20R-di-hidroxi- 10a, 1 7a-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-35)

Ponto de fusdo: 116-117°C;

IV (KBr): 3526, 3449, 2976, 2943,
1739-1682, 1367, 1254, 1219, 1175,
1120, 1021, 961, 732, 632cm’;

RMN 'H (500 MHz, CDCl;): 5,80 (1H,
ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0 H-6), 4,59 (1H, dd,
J =14,0, 5,0 Hz, H-2), 4,32 (1H, ddd, J = 9,0, 7,6, 1,2 Hz, H-16), 3,31
(1H, J = 14,6 Hz, H-12a), 2,87 (1H, m, H-10), 2,82 (1H, ddd, J = 18,0,
9,1, 7,0 Hz, H-23a), 2,71 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12p), 2,56 (1H, d, J =
7,6 Hz, H-17), 2,52 (1H, m, H-23B), 2,40 (1H, ddt, J = 19,5, 8,0, 2,5 Hz,
H-7p), 2,36 (3H, s, Me-2’), 2,13 (1H, ddd, J = 13,0, 5,0, 4,0 Hz, H-1v),
2,06 (2H, m, H-24), 1,98 (3H, s, Me-32), 1,97 (1H, m, H-7a), 1,96 (1H,
d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,84 (1H, dd, J = 13,0, 9,0 Hz, H-15p), 1,51 (1H,
ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-15B), 1,47 (3H, s, Me-26), 1,46 (3H, s,
Me-27), 1,45 (3H, s, Me-21), 1,43 (3H, s, Me-28), 1,40 (1H, sbposto, H-
150), 1,37 (3H, s, Me-30), 1,32 (3H, s, Me-29), 1,05 (3H, s, Me-19),
0,97 (3H, sl, Me-18);

RMN BC (125,8 MHz, CDCl): 6 = 213,9(C-22), 212,3 (C-11), 206,8
(C-3), 194,6 (C-1°), 170,3 (C-1""), 140,1 (C-5), 120,3 (C-6), 81,2 (C-
25), 78,9 (C-20), 71,0 (C-16), 57,7 (C-17), 52,0 (C-4), 50,7 (C-13), 50,6
(C-2), 48,8 (C-12), 48,7 (C-9), 48,3 (C-14), 45,5 (C-15), 42,4 (C-8),
36,5 (C-10), 34,8 (C-24), 33,8 (C-1), 30,7 (C-2"), 30,6 (C-23), 29,2 (C-
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28), 26,1 (C-26), 25,8 (C-27), 24,4 (C-21), 23,9 (C-7), 22,4 (C-29), 22,2
(C-32), 19,8 (C-19), 19,8 (C-18), 18,7 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para CsyHsoNaOgS 641,3119;
obtido 641,3128 [M+Na]".

2p-tioacetil-160,25-diacetiloxi-20R-hidroxi- 10a, 1 7o-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-36)

Ponto de fusdo: 113-114 °C;

IV (KBr): 3479, 2978, 1737, 1730, 1714,
1693, 1682, 1369, 1249 cm™;

RMN 'H (500 MHz, CDCl3):5 = 5,78
(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,14
(1H, ddd J=9,3,7,6,1,2Hz, H-16), 4,58 (1H, dd, J = 14,0, 5,0 Hz, H-
2), 3,30 (1H, dd, J = 14,6, 0,6 Hz, H-12), 2,85 (1H, m, H-10), 2,75
(1H, d, J = 14,6 Hz, H-12P), 2,72 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-17), 2,66 (2H,
m, H-23), 2,41 (1H, ddt, J = 19,5, 8,0, 2,5 Hz, H-7P), 2,36 (3H, s, Me-
2’), 2,13 (1H, ddd, J = 13,0, 8,5, 5,0 Hz, H-1a), 2,05 (2H, m, H-24),
2,01 (1H, sbposto, H-158), 2,0 (3H, s, Me-32), 1,99 (1H, d, J = 8,0 Hz,
H-8), 1,95 (3H, s, Me-2""), 1,93 (1H, m, H-7o), 1,51 (1H, ddd, J =
13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1pB), 1,50 (3H, s, Me-26), 1,47 (3H, s, Me-27),
1,45 (3H, s, Me-21), 1,40 (1H, dd, J = 1,2, 14,2, H-15), 1,36 (3H, s,
Me-28), 1,33 (3H, s, Me-30), 1,31 (3H, s, Me-29), 1,06 (3H, s, Me-19),
1,01 (3H, sl, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 2124 (C-22), 211,7 (C-11), 206,7
(C-3), 194,6 (C-17), 170,1 (C-31), 170,0 (C-1""), 140,2 (C-5), 120,3 (C-
6), 81,0 (C-25), 78,6 (C-20), 74,1 (C-16), 54,0 (C-17), 51,9 (C-4), 50,6
(C-2), 50,0 (C-13), 48,7 (C-12), 48,6 (C-9), 47,9 (C-14), 43,3 (C-15),
42,1 (C-8), 36,5 (C-10), 35,2 (C-24), 33,8 (C-1), 30,6 (C-2’), 30,4 (C-
23), 29,3 (C-28), 26,0 (C-26), 25,8 (C-27), 24,2 (C-21), 23,8 (C-7), 22,4
(C-29), 22,3 (C-32), 20,9 (C-2""), 19,8 (C-19), 19,6 (C-18), 18,8 (C-30);
ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C3;sHs5,09S 559,3259; obtido
659,3264 [M-HJ.

5.3.14. PREPARACAO DE CS-37, CS-38 E CS-39

A uma solugdo de CS-29 (200 mg, 0,28 mmol) em THF anidro
(2,5 mL), sob atmosfera de N, e sob agitacdo, adicionou-se tiofenol
(0,04 mL, 0,42mmol), quantidade catalitica de NaH e a reacdo foi
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agitada por 2 h. Em seguida, a mistura foi diluida com DCM, lavada
com NaOH 20% e H,O, seca com Na,SO, anidro e concentrada sob
pressdo reduzida para fornecer um sélido branco. A purificacdo por
coluna cromatogréfica em silica gel (hexano:AcOEt, 7:3) levou a CS-37
(153 mg, 84%) e CS-39 (9 mg, 5%) como sélidos brancos.

Seguindo a mesma metodologia, CS-38 (72 mg, 78% de
rendimento) foi obtido a partir de CS-31 como sélido branco.

2p-tiofenil-16a,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi- 10a, 1 70-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-37)
oH? Ponto de fusdo: 105 — 106 °C;

IV (KBr): 3454, 2976, 1730, 1713,

e _H ] oA 1704, 1694, 1470, 1462, 1366, 1252,

@ T 1210, 1174, 1128, 1022, 749, 692 cm
7o :

RMN 'H (500 MHz, CDCls): & = 7,40 (2H, m, H-2’/ H-6"), 7,30 (2H,
m, H-3’/ H-5"), 7,26 (1H, m, H-4"), 5,78 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-
6), 4,30 (1H, m, H-16), 4,07 (1H, dd, J = 13,5, 5,3, Hz, H-2), 3,18 (1H,
d, J = 14,6 Hz, H-12w), 2,80 (1H, m, H-23a), 2,63 (1H, d, J = 14,6 Hz,
H-12pB), 2,62 (1H, m, H-10), 2,51 (1H, d, J = 7,1 Hz, H-17), 2,50 (1H,
m, H-23B), 2,40 (ddt, J = 19,6, 8,5, 2,9 Hz, H-7B), 2,26 (1H, ddd, J =
13,5, 5,3, 3,6 Hz, H-1a), 2,05 (2H, m, H-24), 1,97 (1H, sbposto, H-7a),
1,96 (3H, s, Me-32), 1,95 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,83 (1H, dd, J =
9,5, 12,7 Hz, H-15B), 1,54 (1H, ddd, J = 13,5, 13,5, 13,5 Hz, H-1p),
1,45 (3H, s, Me-26), 1,43 (3H, s, Me-27), 1,39 (3H, s, Me-21), 1,37 (1H,
d, J = 12,7 Hz, H-15), 1,33 (3H, s, Me-29), 1,29 (3H, s, Me-28), 1,05
(3H, s, Me-19), 0,94 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): 6 = 213,9 (C-22), 212,2 (C-11), 208,2
(C-3), 170,3 (C-31), 140,3 (C-5), 133,8 (C-1°), 132,5 (C-3’/ C-5%), 129,0
(C-2°/ C-6"), 127,5 (C-4’), 120,1 (C-6), 81,2 (C-25), 78,9 (C-20), 71,0
(C-16), 57,7 (C-2), 54,6 (C-17), 51,7 (C-4), 50,6 (C-13), 48,7 (C-9),
48,6 (C-12), 48,4 (C-14), 45,5 (C-15), 42,3 (C-8), 36,4 (C-10), 34,8 (C-
24), 33,7 (C-1), 30,6 (C-23), 28,7 (C-28), 26,1 (C-26), 25,8 (C-27), 24,4
(C-21), 23,8 (C-7), 23,1 (C-29), 22,4 (C-32), 19,8 (C-19), 19,8 (C-18),
18,7 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para Ci;gHs;NaO,;S 675,3326;
obtido 675,3349 [M+Na]".
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2f-tiofenil-20R-hidroxi-16a,25-diacetiloxi- 10a, 1 70-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-38)
Ponto de fusdo: 101 — 102 °C;
IV (KBr): 2978, 1738, 1730, 1714,
1684, 1370, 1250, 1024 cm’™';
RMN 'H (500 MHz, CDCL): & =
: 7,40 (2H, dd, J = 1,5, 8,0 Hz, H-2’/
H-6), 730(2H m, H-3’/ H-5%), 7,26 (1H, m, H-4"), 5,76 (1H, ddd, J =
6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,12 (1H, m, H-16), 4,05 (1H, dd, J = 13,2, 5,3 Hz,
H-2), 3,17 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12a), 2,68 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-17),
2,67 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12f), 2,58 (2H, m, H-23), 2,57 (1H, m, H-
10), 2,40 (ddt, J = 19,6, 8,0, 2,9 Hz, H-7B), 2,26 (1H, ddd, J = 13,2, 5,3,
3,6 Hz, H-1a), 2,02 (2H, m, H-24), 2,0 (1H, sbposto, H-15f), 1,99 (3H,
s, Me-32), 1,97 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,96 (3H, s, Me-2""), 1,90 (1H,
sbposto, H-7a), 1,54 (1H, ddd, J = 13,2, 13,2, 13,2 Hz, H-1B), 1,48
(3H, s, Me-26), 1,45 (3H, s, Me-27), 1,41 (3H, s, Me-21), 1,37 (1H, dd,
J = 14,0, 1,0 Hz, H-1501), 1,32 (3H, s, Me-29), 1,28 (3H, s, Me-2),
1,26 (3H, s, Me-30), 1,06 (3H, s, Me-19), 0,98 (3H, s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCLy): & = 212,3 (C-22), 211,6 (C-11), 208,1
(C-3), 170,0 (C-31), 140,3 (C-5), 133,7 (C-1), 132,6 (C-3’/ C-5), 129,0
(C-2’/C-6"), 127,6 (C-4"), 120,1 (C-6), 81,0 (C-25), 78,6 (C-20), 74,0
(C-16), 54,5 (C-2), 54,0 (C-17), 51,6 (C-4), 49,9 (C-13), 48,6 (C-9),
48,5 (C-12), 47,9 (C-14), 43,2 (C-15), 42,1 (C-8), 36,4 (C-10), 35,1 (C-
24), 33,6 (C-1), 30,4 (C-23), 28,6 (C-28), 26,0 (C-26), 25,8 (C-27), 24,2
(C-21), 23,7 (C-7), 23,2 (C-29), 22,3 (C-32), 20,9 (C-2"*), 19,9 (C-19),
19,6 (C-18), 18,8 (C-30);
ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C4oHs3;05S 693,3467; obtido
693,3459 [M-H]".

2a-tiofenil-160,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi- 100, 1 7a-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-39)

Ponto de fusdo: 105 — 106 °C

IV (KBr): 3450, 2978, 1732, 1716,
1700, 1694, 1470, 1461, 1361, 1259,
1208, 1171, 1131, 1021, 749 cm
RMN 'H (500 MHz, CDCly): & =
7,46 (2H, m, H-2’/ H-6"), 7,35 (2H,
m, H3/H5) 7,31 (1H, m, H-4"), 5,79 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-
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6), 4,31 (1H, m, H-16), 3,83 (1H, dd, J = 7,0, 5,0 Hz, H-2), 3,22 (1H, d,
J = 14,8 Hz, H-120), 2,95 (1H, m, H-10), 2,83 (1H, J =17,5, 9,0, 6,5
Hz, H-23w), 2,66 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12p), 2,54 (1H, d, J = 7,1 Hz,
H-17), 2,52 (1H, sbposto, H-23p), 2,40 (1H, ddt, J = 19,6, 8,5, 2,9 Hz,
H-7 B), 2,05 (2H, m, H-24), 2,0 (1H, sbposto, H-1a), 1,99 (1H, sbposto,
H-7a), 1,96 (3H, s, Me-32), 1,95 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,89 (1H, m,
H-1pB), 1,83 (1H, dd, J = 13,0, 9,0, H-15B), 1,46 (3H, s, Me-26), 1,44
(3H, s, Me-27), 1,43 (3H, s, Me-21), 1,42 (1H, d, J = 12,7 Hz, H-15),
1,38 (3H, s, Me-30), 1,36 (3H, s, Me-28), 1,31 (3H, s, Me-29), 0,95 (3H,
s, Me-19), 0,95 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 214,0 (C-22), 212,7 (C-11), 210,0
(C-3), 170,3 (C-31), 139,1 (C-5), 133,7 (C-17), 133,0 (C-37/C-5"), 129,1
(C-2°/ C-6"), 128,3 (C-47), 120,7 (C-6), 81,2 (C-25), 78,9 (C-20), 71,1
(C-16), 57,7 (C-2), 55,1 (C-17), 50,7 (C-4), 50,0 (C-13), 49,2 (C-9),
48,7 (C-12), 48,4 (C-14), 45,7 (C-15), 42,2 (C-8), 34,8 (C-24), 32,4 (C-
10), 30,7 (C-23), 29,9 (C-28), 28,0 (C-1), 26,1 (C-26), 25,9 (C-27), 24,9
(C-29), 24,5 (C-21), 24,0 (C-7), 22,4 (C-32), 19,8 (C-19), 18,5 (C-18),
18,4 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para CigHs;NaO,;S 675,3326;
obtido 675,3343 [M+Na]".

5.3.15. PREPARACAO DE CS-40, CS-41, CS-42

A uma solugdo de CS-29 (100 mg, 0,14 mmol) em DMF (1,5
mL), sob agitacdo, adicionou-se NaN; (91 mg, 1,4 mmol) e a reacdo foi
aquecida a 70 °C, em banho de silicone, por 10 min. Em seguida, a
mistura foi diluida com Et,0, lavada com NaCl (sat.) e H>O, seca com
Na,SO, anidro e concentrada sob pressdo reduzida para fornecer um
s6lido branco. A purificagdo por coluna cromatogrifica em silica gel
(hexano:AcOEt, 1:1) levou a CS-40 (47 mg, 60%) como sélido branco.

Seguindo a mesma metodologia, CS-41 e CS-42 (51% e 54%
de rendimento, respectivamente) foram obtidos a partir de CS-30 e CS-
31 como sdlidos brancos.

2-amino-160,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 17a-cucurbit-1,5-dien-
3,11,22-triona (CS-40)
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Ponto de fusdo: 133 — 134 °C;
IV (KBr): 3452, 3347, 2925, 1727,
1694, 1582, 1368, 1260, 1022 cm’;
RMN 'H (500 MHz, CDCly): § = 5,73
(1H, m, H-6), 5,64 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-
1), 4,33 (1H, t, J = 7,1 Hz, H-16), 3,47
(1H, sl H-10), 3,25 (1H, d, J = 14,7 Hz, H-12), 2,83 (1H, ddd, J =
17.4, 10,0, 6,0, H-23w), 2,71 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12p), 2,53 (1H, d,
J =7,1Hz, H-17), 2,53 (1H, m, H-23p), 2,36 (1H, m, H-7B), 2,07 (2H,
m, H-24), 2,02 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-8), 1,96 (3H, s, Me-32), 1,99 (1H,
m, H-7a), 1,85 (1H, dd, J= 13,0, 9,0 Hz, H-158), 1,46 (3H, s, Me-27),
1,44 (3H, s, Me-26), 1,43 (1H, m, H-15a0), 1,42 (3H, s, Me-21), 1,40
(3H, s, Me-30), 1,32 (3H, s, Me-29), 1,24 (3H, s, Me-28), 0,99 (3H, s,
Me-19), 0,98 (3H, s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCL): & = 213,9 (C-22), 213,6 (C-11), 198.6
(C-3), 170,3(C-31), 137,6 (C-5), 136,9 (C-2), 119,6 (C-6), 112,9 (C-1),
81,2 (C-25), 78,9 (C-20), 71,1 (C-16), 57,8 (C-17), 51,9 (C-4), 50,6 (C-
13), 49,2 (C-9), 48,9 (C-12), 48,4 (C-14), 48,0 (C-4) 45,7 (C-15), 41,6
(C-8), 34,8 (C-24), 34,0 (C-10), 30,6 (C-23), 27,9 (C-28), 26,1 (C-27),
25,8 (C-26), 24,5 (C-21), 23,6 (C-7), 22,4(C-32), 20,5 (C-29), 19,9 (C-
19), 19,8 (C-18), 18,3 (C-30);
ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C3;Hy6NO; 556,3280; obtido
556,3280 [M-HJ.

2-amino-16a,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 1 7a-cucurbit-1,5,23-

trien-3,11,22-triona (CS-41)

Ponto de fusdo: 121-122 °C;

IV (KBr): 3468, 2979, 1733, 1695,

1651, 1371, 1254, 1127 cm ™';

RMN 'H (500 MHz, CDCly):5 = 7,06

(1H, d, J = 15,6 Hz, H-24), 6,47 (1H, d,
< J = 15,6, H-23), 5,80 (1H, m, H-6), 5,73

(1H, m, H-1), 4,37 (1H, m, H-16), 3,49 (1H, s, H-10), 3,25 (1H, d, J =

14,7 Hz, H-12a), 2,71 (1H, d, J = 14,5 Hz, H—12[3), 2,49 (1H, d, J =

7,0 Hz, H-17), 2,36 (1H, m, H-7f), 2,02 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-8), 2,01

(1H, m, H-7a), 1,99 (3H, s, Me-32), 1,88 (1H, dd, J= 13,0, 9,0 Hz,

H-15B), 1,57 (3H, s, Me-27), 1,54 (3H, s, Me-26), 1,56 (1H, sbposto,
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H-15), 1,44 (3H, s, Me-21), 1,39 (3H, s, Me-30), 1,32 (3H, s, Me-29),
1,25 (3H, s, Me-28), 1,0 (3H, s, Me-19), 0,99 (3H, s, Me-18);

RMN C (125,8 MHz, CDCLy): 5 = 213,9 (C-11), 202,5 (C-22), 198.8
(C-3), 170,3 (C-31), 151,9 (C-24), 137,4 (C-5), 137,3 (C-2), 120,4 (C-
23), 120,4 (C-6), 119,9 (C-1), 79,3 (C-25), 78,2 (C-20), 71,4 (C-16),
58,2 (C-17), 50,8 (C-14), 49,2 (C-9), 48,9 (C-12), 48,1 (C-13), 48,0 (C-
4), 45,6 (C-15), 41,6 (C-8), 35,0 (C-10), 27,9 (C-28), 26,4 (C-27), 25,9
(C-26), 24,0 (C-21), 23,6 (C-7), 22,0 (C-32), 20,4 (C-29), 20,0 (C-19),
19,9 (C-18), 18,4 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C;,H44NO; 554,3123; obtido
554,3121 [M- HJ.

2-amino-16a,25-diacetiloxi-20R-hidroxi-10a, 1 7a-cucurbit-1,5-dien-
3,11,22-triona (CS-42)

Ponto de fusao: 129-130 °C;

IV (KBr): 3458, 3363, 2978, 1740-1640,
1372, 1260, 1022 cm™;

RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 6 = 5,71
(1H, ddd, J = 5,0, 2,5, 2,5, H-6), 5,64
(1H, d, J = 2,5 Hz, H-1), 5,16 (1H, m, H-
16), 3,45 (1H, m, H-10), 3,23 (1H, d, J = 14,3 Hz, H-12w), 2,75 (1H, d,
J =14,5Hz, H-123), 2,71 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-17), 2,64 (1H, ddd, J =
17,4, 10,0, 6,0, H-23w), 2,37 (ddt, J = 19,6, 8,5, 2,9 Hz, H-7B), 2,05
(2H, m, H-24), 2,04 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 2,03 (1H, sbposto,
H-15B), 1,98 (3H, s, Me-32), 1,95 (3H, s, H-2"), 1,96 (1H, m, H-7),
1,49 (3H, s, Me-26), 1,46 (3H, s, Me-27), 1,45 (3H, s, Me-21), 1,44 (1H,
sbposto, H-15a), 1,35 (3H, s, Me-30), 1,31 (3H, s, Me-29), 1,23 (3H, s,
Me-28), 1,03 (3H, s, Me-18), 1,00 (3H, s, Me-19);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 213,0 (C-11), 212,3 (C-22), 198,4
(C-3), 170,1 (C-31), 170,0 (C-1"), 137,6 (C-5), 136,9 (C-2), 119,6 (C-6),
112,6 (C-1), 81,0 (C-25), 78,6 (C-20), 74,1 (C-16), 54,1 (C-17), 50,0
(C-4), 49,1 (C-9), 48,8 (C-12), 47,9 (C-13), 47,9 (C-14), 43,5 (C-15),
41,3 (C-8), 35,1 (C-24), 34,9 (C-10), 30,4 (C-23), 27,8 (C-28), 26,0 (C-
27), 25,7 (C-26), 24,3 (C-21), 23,5 (C-7), 22,3 (C-32), 20,9 (C-2’), 20,5
(C-29), 19,9 (C-19), 19,6 (C-18), 18,4 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C34H;sNOg 598,3385; obtido
598,3391 [M + H]".
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5.3.16. PREPARACAO DE CS-43, CS-44 E CS-45

A um tubo de vidro de 10 mL contendo uma solu¢do de CS-29
(100 mg, 0,14 mmol) em EtOH (1,5 mL), adicionou-se tiouréia (213
mg, 2,8 mmol). O tubo foi selado com um septo, colocado dentro do
reator de micro-ondas e irradiado com um pulso (poténcia maxima =
300 W, t = 1 min de rampa, 10 min de hold, T, = 100 °C, agitagio
“ligada”). Apos resfriar até a t.a., o excesso de EtOH foi removido sob
pressdo reduzida e o residuo purificado por coluna cromatogrifica em
Florisil® (hexano:AcOEt, 1:1), levando CS-43 (64 mg, 76%) como
s6lido branco.

Seguindo a mesma metodologia, CS-44 ¢ CS-45 (62% e 53%
de rendimento, respectivamente) foram obtidos a partir de CS-30 e CS-
31 como sdlidos brancos.

2 -amino-[3,2-d]tiazol-160,20R-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 1 7a-cucurbit-
2,5-dien-3,11,22-triona (CS-43)

Ponto de fusdo: 142 - 143 °C;

IV (KBr): 3445, 3354, 2978, 1730,
1713, 1693, 1681, 1652, 1534, 1531,
1372, 1262, 1208, 1128, 1024 cm
RMN 'H (500 MHz, CDCLy): & =
5,76 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6),
4,31 (1H, m, H-16), 3,24 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12®), 2,82 (1H, ddd, J
=17,5,9,0, 6,8 Hz, H-23a), 2,67 (1H, J = 14,5 Hz, H-12f3), 2,59 (1H,
m, H-10), 2,54 (d, J = 7,5 Hz, H-17), 2,51 (1H, m, H-23p), 2,45 (1H,
sbposto, H-2), 2,41 (1H, m, H-7 B), 2,39 (1H, sbposto, H-2), 1,98 (1H,
m, H-7a0), 1,97 (3H, s, Me-32), 1,96 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 1,89 (1H,
ddd, J= 14,0, 9,0, 4,5 Hz, H-1a), 1,84 (1H, m, H-158), 1,82 (1H,
sbposto, H-15a), 1,51(1H, m, H-1B), 1,46 (3H, s, Me-27), 1,44 (3H, s,
Me-26), 1,42 (3H, s, Me-21), 1,37 (3H, s, Me-30), 1,27 (3H, s, Me-29),
1,24 (3H, s, Me-28), 1,09 (3H, s, Me-19), 0,97 (3H, s, Me-18);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para Ci;3HyN,O6S 599,3160;
obtido 599,3188 [M-H].

2 -amino-[3,2-d]tiazol-160,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-10a,17a-
cucurbit-2,5,23-trien-3,11,22-triona (CS-44)
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Ponto de fusdo: 198 - 199 °C;
IV (KBr): 3642, 3467, 3363, 2972,
1727, 1691, 1613, 1537, 1370, 1289,
1257, 1127,990 cm ™

RMN 'H (500 MHz, CDCly): & =
7,02 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-24), 6,50 (1H, d, J = 15,6, H-23), 4,36 (1H,
t, J = 7,1 Hz, H-16), 3,40 (2H, s, NH,), 3,16 (1H, d, J = 14,8 Hz, H-
12a), 2,62 (1H, m, H-10), 2,60 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12f), 2,50 (1H,
d, J = 7,1 Hz, H-17), 2,47 (1H, sbposto, H-1a), 2,46 (1H, sbposto, H-
78), 2,35 (1H, dd, J = 15,2, 11,5 Hz, H-1B) 2,02 (1H, m, H-7a), 2,01
(3H, s, Me-32), 1,98 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 1,87 (1H, dd, J = 13,3,
9,3, H-15B), 1,55 (3H, s, Me-26), 1,54 (3H, s, Me-27), 1,43 (3H, s, Me-
21), 1,41 (3H, s, Me-28), 1,37 (3H, s, Me-29), 1,33 (3H, s, Me-30), 1,33
(1H, sb;sjosto, H-15a) 1,18 (3H, s, Me-19), 0,95 (3H, s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 214,1 (C-11), 202,8 (C-22), 170,5
(C-32), 166,0 (C-2%), 151,3 (C-24), 150,6 (C-3), 141,0 (C-5), 120,3 (C-
23), 120,2 (C-6), 115,3 (C-2), 79,5 (C-25), 78,3 (C-20), 70,7 (C-16),
57,8 (C-17), 50,4 (C-14), 48,5 (C-9), 48,0 (C-12), 47,9 (C-13), 45,0 (C-
15), 43,0 (C-8), 39,8 (C-4), 36,1 (C-10), 31,8 (C-28), 27,6 (C-29), 26,7
(C-26), 26,1 (C-227), 25,8 (C-21), 23,7 (C-7), 23,5 (C-1), 22,9 (C-32),
21,7 (C-32), 20,4 (C-19), 19,6 (C-18), 18,9 (C-30);
ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;3H47N,O6S 599,3149;
obtido 599,3135 [M+H]".
2 -amino-[3,2-d]tiazol-20R-hidroxi-16a,25-diacetiloxi-10a, 17 o-
cucurbit-2,5-dien-3,11,22-triona, 1 -amino,2,3-tiazol (CS-45)
Ponto de fusdo: 142 - 143 °C;
RMN 'H (500 MHz, CDClLy): & =
5,91 (1H, m, H-6), 5,13 (1H, J = 9,5,
8,2, 1,5 Hz, H-16), 3,18 (1H, J = 14,5
Hz, H-12w), 2,71, 2,68 (1H, J = 14,5
Hz, H-12p), 2,64 (1H, J = 8,2 Hz, H-
17), 2,63 (1H, sbposto, H-23a), 2,58 (1H, sbposto, H-10), 2,57 (1H,
sbposto, H-23pB), 2,52 (1H, sbposto, H-1a) , 2,49 (1H, sbposto, H-7p),
2,37 (1H, dd, J = 15,3, 11,5 Hz, H-1p), 2,03 (1H, sbposto, H-15p), 2,02
(2H, sbposto, H-24), 1,99 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,96 (3H, s, Me-32),
1,95 (1H, sbposto, H-7a), 1,94 (3H, s, Me-2""), 1,47 (3H, s, Me-26),
1,45 (3H, s, Me-27), 1,42 (3H, s, Me-21), 1,41 (1H, sbposto, H-15a),
1,40 (3H, s, Me-29), 1,36 (3H, s, Me-28), 1,27 (3H, s, Me-30), 1,20 (3H,
s, Me-19), 1,01 (3H, s, Me-18);

178



RMN "C (125,8 MHz, CDCL): 6 = 212,8 (C-11), 212,4 (C-22), 170,2
(C-31), 170,1 (C-2), 165,6 (C-1"), 149,2 (C-3), 140,6 (C-5), 120,6 (C-
6), 115,6 (C-2), 81,0 (C-25), 78,6 (C-20), 74,1 (C-16), 54,0 (C-17), 50,0
(C-14), 48,7 (C-12), 48,4 (C-9), 47,9 (C-13), 43,2 (C-15), 42,7 (C-8),
39,9 (C-4), 36,3 (C-10), 35,2 (C-24), 32,0 (C-28), 30,4 (C-23), 27,8 (C-
29), 26,0 (C-26), 25,8 (C-27), 24,2 (C-21), 23,6 (C-7), 23,1 (C-27), 22,3
(C-32), 20,9 (C-), 20,7 (C-19), 19,6 (C-18), 19,1 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C3;;sHsoN,NaO;S 665,3217;
obtido 665, 3231 [M+Na]".

5.3.17. PREPARACAO DE CS-46 E CS-47

A uma solug@o de CN-1 (400 mg, 0,71 mmol) em 1,2-dicloroetano
(Et,Cly), adicionou-se 1,1-tiocarbonildiimidazol (1 g, 5,68 mmol) e
quantidade catalitica de DMAP. A mistura foi agitada por 6h, sob
refluxo e atmosfera de N, sendo em seguida resfriada a t.a. e o solvente
evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 3:7) levando a CS-46 (200
mg, 42%) e CS-47 (250 mg, 45%) como sélidos amarelos.

2pB-(1H-imidazol-1-tiocarboniloxi)-160,20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-

100, 17a-cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-46)

Ponto de fusdo: 122-123 °C;

IV (KBr): 3140, 2974, 1733, 1712,
1700, 1464, 1388, 1334, 1286, 1234,
986 cm'l;

RMN 'H (200 MHz, CDClLy): § =
8,41 (1H, s, H-3"), 7,66 (1H, s, H-6"),
706(1H , H-5%), 6,22 (1H, dd, J = 13,6, 55Hz H-2), 585(1H ddd, J
= 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 4,32 (1H, m, H-16), 3,30 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-
1200, 2,92 (1H, m, H-10), 2,83 (1H, m, H-23w), 2,71 (1H, d, J = 14,5
Hz, H-12P), 2,52 (1H, d, J = 6,9 Hz, H-17), 2,52 (1H, m, H-23p), 2,43
(1H, m, H-7B), 2,37 (1H, m, H-1a), 2,05 (2H, m, H-24), 2,0 (1H, d, J =
8,0 Hz, H-8), 1,97 (3H, s, Me-32), 1,91 (1H, m, H-7), 1,83 (1H, m, H-
15B), 1,77 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,46 (3H, s, Me-
27), 1,44 (3H, s, Me-30), 1,44 (3H, s, Me-26), 1,39 (3H, s, Me-21), 1,39
(3H, s, Me-28), 1,33 (3H, s, Me-29), 1,28 (1H, sbposto, H-15), 1,14
(3H, s, Me-19), 0,89 (3H, s, Me-18);
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RMN “C (50 MHz, CDCly): 5 = 213,7 (C-22), 212,3 (C-11), 203,3 (C-
3), 183,2 (C-1°), 170,3 (C-31), 138,9 (C-5), 136,9 (C-3’), 130,3 (C-5"),
121,2 (C-6), 118,0 (C-6’), 81,2 (C-25), 81,2 (C-16), 78,9 (C-20), 70,6
(C-2), 57,7 (C-17), 51,5 (C-4), 50,5 (C-13), 48,7 (C-12), 48,3 (C-9),
48,2 (C-14), 45,4 (C-15), 42,2 (C-8), 34,7 (C-24), 34,2 (C-10), 31,9 (C-
1), 30,7 (C-23), 28,1 (C-28), 26,1 (C-26), 25,8 (C-27), 24,5 (C-21), 23,8
(C-7), 22,4 (C-32), 21,1 (C-29), 20,0 (C-19), 19,9 (C-18), 18,6 (C-30);
ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;sHs5N,OgS 671,3361;
obtido 671,3353 [M+H]".

2B, 16a-di-(1H-imidazol- I -tiocarboniloxi)-20R-hidroxi-25-acetiloxi-

100, 170-cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-47)

Ponto de fusdo: 134-135 °C;

IV (KBr): 3130, 2974, 1728, 1712,
1697, 1464, 1393, 1329, 1286, 1246,
1231, 981, 734 cm™;

RMN 'H (200 MHz, CDCly): § =
8,49 (1H, s, H-4’"), 8,40 (1H, s, H-
3%), 7,69 (1H, s, H-6""), 7,59 (1H, s, H-6"), 7,10 (2H, s, H-5/ H-5""),
6,22 (1H, dd, J = 13,0, 5,0 Hz, H-2), 6,04 (1H, m, H-16), 5,83 (1H, ddd,
J=6,0,20,20,H-6), 3,37 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-120), 3,08 (1H, d, J
= 5,5 Hz, H-17), 2,92 (1H, m, H-10), 2,81 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12P),
2,63 (2H, m, H-23a), 2,5 (1H, sbposto, H-7B), 2,45 (1H, sbposto, H-
lo), 2,1 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 2,05 (2H, m, H-24), 1,97 (3H, s, Me-
32), 1,91 (1H, m, H-7a), 1,83 (1H, m, H-15B), 1,73 (1H, ddd, J = 13,0,
13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,97 (3H, s, Me-32), 1,50 (3H, s, Me-30), 1,39
(3H, s, Me-21), 1,39 (3H, s, Me-26), 1,35 (3H, s, Me-21), 1,33 (1H,
sbposto, H-15a), 1,31 (3H, s, Me-28), 1,31 (3H, s, Me-29), 1,17 (3H, s,
Me-19), 1,08 (3H, s, Me-18);

RMN C (50 MHz, CDCly): 5 = 214,2 (C-22), 211,4 (C-11), 203,1 (C-
3), 183,2 (C-1°), 182,4 (C-1""), 170,1 (C-31), 139,0 (C-5), 136,9 (C-3"),
136,9 (C-3’"), 130,6 (C-5"), 130,5 (C-5""), 120,8 (C-6), 118,0 (C-6"),
117,4 (C-6"), 83,6 (C-2), 80,9 (C-16), 80,8 (C-25), 79,2 (C-20), 54,9
(C-17), 51,4 (C-4), 50,0 (C-13), 48,4 (C-12), 48,1 (C-9), 47,7 (C-14),
42,7 (C-15), 41,9 (C-8), 34,8 (C-24), 34,1 (C-10), 31,8 (C-1), 31,5 (C-
23), 27,9 (C-28), 25,5 (C-26), 25,4 (C-27), 24,5 (C-21), 23,7 (C-7), 22,3
(C-32), 21,0 (C-29), 20,0 (C-19), 19,7 (C-18), 18,7 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para CyHs53N4OgS, 781,3299;
obtido 781,3302 [M+H]".
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5.3.18. PREPARACAO DE CS-48 E CS-49

O composto tiocarbonilico CS-46 (190 mg, 0,28 mmol) foi
dissolvido em tolueno anidro (7 mL), sob atmosfera de Ar. A mistura foi
aquecida a 115 °C, adicionando-se em seguida difenilsilano (0,4 mL,
2,24 mmol), seguido de aliquotas (6 x 0,2 mL) de uma solugdo de
peréxido de lauroila em tolueno anidro (0,160 g/mL), a cada 15 min.
Ap6s finalizada a reacdo, o solvente foi evaporado sob pressido reduzida
e o residuo foi purificado por coluna cromatografica em silica gel
(hexano:AcOEt, 7:3) levando a CS-48 (45 mg, 67%) como sdlido
branco.

Seguindo a mesma metodologia, CS-49 (19% de rendimento)
foi obtido a partir de CS-47 como 6leo incolor.

160, 20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 1 7a-cucurbit-5-en-3,11,22-triona
(CS-48)

Ponto de fusdo: 108-109 °C;

IV (KBr): 3439, 2974, 1730, 1714, 1693,
1370, 1254, 1213, 1123, 1020, 950 cm™;
RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 = 5,77 (1H,
ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0 H-6), 4,31 (1H, m, H-
16), 3,24 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12), 2,82
(1H, m, H-23w), 2,67 (1H, d, J = 14,3 Hz, H-12P), 2,59 (1H, m, H-10),
2,53 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-17), 2,51 (1H, m, H-23pB), 2,46 (1H, sbposto,
H-2a), 2,40 (1H, sbposto, H-7B), 2,39 (1H, sbposto, H-2), 2,06 (2H, m,
H-24), 1,98 (1H, ddd, J = 19,6, 5,0, 1,5 Hz, H-7), 1,96 (3H, s, Me-32),
1,96 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 1,89 (1H, m, H-1), 1,85 (1H, dd, J =
13,3, 9,0 Hz, H-15B), 1,53 (1H, m, H-1PB), 1,46 (3H, s, Me-26), 1,44
(3H, s, Me-27), 1,42 (3H, s, Me-21), 1,41 (1H, d, J = 13,3 Hz, H-150),
1,37 (3H, s, Me-30), 1,27 (3H, s, Me-29), 1,24 (3H, s, Me-28), 1,09 (3H,
s, Me-19), 0,97 (3H, s, Me-18);

RMN C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 213,9 (C-3), 213,6 (C-11), 213,0
(C-22), 170,3 (C-31), 140,7 (C-5), 119,7 (C-6), 81,2 (C-25), 78,9 (C-
20), 71,1 (C-16), 57,7 (C-17), 50,9 (C-4), 50,7 (C-13), 49,0 (C-9), 48,8
(C-12), 48,4 (C-14), 45,6 (C-15), 42,3 (C-8), 38,0 (C-2), 36,0 (C-10),
34,8 (C-24), 30,6 (C-23), 28,5 (C-28), 26,1 (C-26), 25,8 (C-27), 24,5
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(C-1), 24,5 (C-21), 23,9 (C-7), 22,9 (C-29), 22,4 (C-32), 19,8 (C-18),
19,6 (C-19), 18,7 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C3;;Hy;0; 543,3327; obtido
543,3353 [M-H]J.

20R-hidroxi-25-acetiloxi-100, 1 7a-cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-49)
Ponto de fusao: 98-99 °C;

IV (KBr): 3439, 2974, 1730, 1714, 1693,
1370, 1254, 1213, 1123, 1020, 950 cm™;
RMN 'H (500 MHz, CDCLy): & = 5,76
(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 3,12 (1H,
dd, J = 14,3, 0,8 Hz, H-12w), 2,67 (1H, J
= 14,3 Hz, H-12B), 2,56 (1H, sbposto, H-
10) 2,54 (2H, sbposto, H-23), 2,40 (2H, sbposto, H-2), 2,40 (1H,
sbposto, H-7B), 2,35 (1H, t, J = 7,5 Hz, H-17), 2,04 (2H, sbposto, H-
24), 2,02 (1H, m, H-8), 1,99 (1H, m, H-7a), 1,97 (3H, s, Me-32), 1,86
(1H, ddd, J= 14,0, 9,0, 4,5 Hz, H-1a), 1,64 (1H, sbposto, H-16), 1,52
(1H, m, H-1B), 1,47 (3H, s, Me-27), 1,44 (3H, s, Me-26), 1,42 (3H, s,
Me-21), 1,39 (2H, m, H-15), 1,36 (1H, m, H-16), 1,27 (3H, s, Me-29),
1,23 (3H, s, Me-28), 1,13 (3H, s, Me-30), 1,09 (3H, s, Me-19), 0,99 (3H,
sl, Me-18);

RMN C (125,8 MHz, CDCl;): & = 213,9 (C-3), 213,7 (C-11), 213,1
(C-22), 170,4 (C-31), 140,8 (C-5), 120,1 (C-6), 81,3 (C-25), 80,1 (C-
20), 51,0 (C-4), 50,5 (C-14), 49,1 (C-13), 49,0 (C-9), 49,0 (C-12), 48,8
(C-17), 42,5 (C-8), 38,2 (C-2), 36,2 (C-10), 35,3 (C-24), 34,1 (C-15),
30,3 (C-23), 28,5 (C-28), 26,1 (C-26), 26,0 (C-27), 24,7 (C-21), 24,5
(C-1), 24,0 (C-7), 23,2 (C-29), 22,5 (C-32), 21,5 (C-16), 19,6 (C-19),
19,0 (C-18), 18,4 (C-30).

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;;H;sNaOg 551,3342; obtido
551,3343 [M+Na]".

5.3.19. PREPARACAO DE CS-50

A uma solu¢do de CS-14 (100 mg, 0,15 mmol) em DCM (2
mL), a 0 °C (banho de gelo), adicionou-se DBU (1,16 mL,7,75 mmol) e
anidrido trifluoroacético (TFAA) (1,1 mL, 7,75 mmol) e a reacdo foi
agitada a 20°C por 10h. Em seguida, adicionou-se dgua gelada e a fase
aquosa foi extraida com DCM. A fase orgénica foi entdo lavada com
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HCI 1M e NaCl (sat.), seca com Na,SO, anidro e concentrada sob
pressao reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica em
silica gel (hexano:AcOEt, 6:4) levando a CS-50 (48 mg, 42%) como
solido branco.

20R-hidroxi, 2, 16a-25-triacetiloxi-20-trifluoroacetiloxi- 10a, 1 70~
cucurbit-5-en-3,11,22-triona (CS-50)

Ponto de fusio: 86-87 °C;

IV (KBr): 2976, 1788, 1741, 1731, 1695,
1369, 1246, 1215, 1170, 1149, 1113, 1082,
1048, 1028,977 cm ™;

RMN 'H(500 MHz, CDCLy): & = 5,79
(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,48 (1H,
dd, J = 13,0, 5,5 Hz, H-2), 5,28 (1H, m,
H-16), 3,27 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12), 2,79 (1H, m, H-10) 2,75 (1H,
d,J=7,5,H-17),2,66 (H, d, J = 14,5 Hz, H-12f), 2,60 (1H, m, H-23),
2,53 (1H, m, H-23B), 2,45 (1H, m, H-7B), 2,15 (3H, s, Me-2"), 2,12 (1H,
sbposto, H-1a1), 2,06 (1H, sbposto, H-15B), 2,04 (2H, m, H-24), 2,02
(1H, d, J = 7,5 Hz, H-8), 1,99 (3H, s, Me-32), 1,96 (1H, m, H-7a), 1,95
(3H, s, Me-2""), 1,94 (3H, s, Me-21), 1,54 (1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0
Hz, H-1B), 1,48 (3H, s, Me-27), 1,46 (1H, m, H-15), 1,45 (3H, s, Me-
26), 1,32 (3H, s, Me-30), 1,31 (3H, s, Me-28), 1,29 (3H, s, Me-29), 1,10
(3H, s, Me-19), 1,02 (3H, s, Me-18);

RMN C (125,8 MHz, CDCl;): & = 210,8 (C-11), 205,4 (C-3), 202,1
(C-22), 170,2 (C-31), 170,1 (C-1"), 169,7 (C-1"), 155,5 (C-1°""), 139,7
(C-5), 120,3 (C-6), 114,3 (C-2"""), 90,6 (C-20), 80,9 (C-25), 73,1 (C-2),
73,1 (C-16), 55,0 (C-17), 51,2 (C-4), 50,2 (C-13), 48,6 (C-12), 48,3 (C-
9), 47,6 (C-14), 43,1 (C-15), 42,1 (C-8), 34,6 (C-24), 34,3 (C-10), 32,1
(C-23), 31,9 (C-1), 28,7 (C-28), 26,0 (C-26), 25,8 (C-27), 23,6 (C-7),
22,3 (C-32), 21,3 (C-29), 21,0 (C-20), 20,9 (C-2’"), 20,6 (C-2°), 20,0
(C-19), 19,8 (C-18), 18,4 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. Para C33HsoF30;; 739,3311; obtido
739,3280 [M-H].

5.3.20. PREPARACAO DE CS-51

A uma solucdo de PhsP (81 mg, 0,31 mmol) em DCM (0,5 mL),

a 20 °C, adicionou-se I, e a mistura foi agitada por 10 min. Em seguida,
uma solucdo de CS-14 (100 mg, 0,155 mmol) em DCM (1 mL) foi
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adicionada e a mistura mantida sob agitagdo por 8h. Apés o término da
reacdo, controlado por CCD, adicionou-se NaHSO; 5% e a mistura foi
agitada por mais 10 min. Ao final, diluiu-se com DCM e lavou-se a fase
organica com H,O e NaCly,) A fase organica foi entdo seca com
Na,SO, anidro e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi
purificado por coluna cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 6:4)
levando CS-51 (32 mg, 35%) como sdlido branco.

20R-hidroxi-2p, 16a-diacetiloxi- 10a, 1 70-cucurbit-5,24-dien-3,11,22-
triona (CS-51)

Ponto de fusdo: 119 - 120 °C;
IV (KBr): 3445, 2979, 1738, 1731, 1696,
1373, 1238, 1110, 1028 cm ™';
RMN 'H (500 MHz, CDCly): & = 5,78
(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,48 (1H,
dd, J— 13,5, 5,5 Hz, H-2), 5,34 (1H, m, H-24), 5,13 (1H, ddd, J = 9,5,
8,2, 1,5 Hz, H-16), 3,37-3,29 (2H, m, H-23), 3,24 (1H, d, J = 15,0 Hz,
H-12a), 2,80 (1H, m, H-10), 2,75 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-17), 2,74 (1H,
d, J = 15,0 Hz, H-12p), 2,43 (1H, ddt, J = 19,5, 8,0, 2,5 Hz, H-7B), 2,15
(3H, s, Me-2’), 2,13 (1H, sbposto, H-1a), 2,02 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8),
2,0 (1H, m, H-15pB), 1,95 (1H, m, H-7a), 1,90 (3H, s, Me-2""), 1,76 (3H,
d, J = 1,5 Hz, Me-26), 1,67 (3H, sl, Me-27), 1,53 (1H, ddd, J = 13,0,
13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,46 (3H, s, Me-21), 1,40 (1H, dd, J = 1,5, 14,0,
H-150), 1,32 (3H, s, Me-28), 1,31 (3H, s, Me-30), 1,29 (3H, s, Me-29),
1,10 (3H, s, Me-19), 1,02 (3H, s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): & = 211,8 (C-11), 211,3 (C-22), 205.,6
(C-3), 170,2 (C-17), 170,1 (C-1""), 139,7 (C-5), 135,5 (C-25), 120,4 (C-
6), 115,5 (C-24), 78,5 (C-20), 73,9 (C-16), 73,3 (C-2), 54,0 (C-17), 51,3
(C-4), 49,9 (C-13), 48,6 (C-12), 48,4 (C-9), 47,9 (C-14), 43,2 (C-15),
42,1 (C-8), 35,2 (C-23), 34,3 (C-10), 32,0 (C-1), 28,7 (C-28), 25,7 (C-
26), 24,0 (C-21), 23,7 (C-7), 21,3 (C-29), 20,8 (C-2""), 20,7 (C-2"), 20,0
(C-18), 19,6 (C-19), 18,9 (C-30), 18,3 (C-27);
ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C3,Hy9Og 585,3422; obtido
585,3421 [M-H]J.

5.3.21. PREPARACAO DE CS-52

Em um recipiente para hidrogenacdo, dissolveu-se CS-51 (20
mg, 0,03 mmol) em 1 mL de AcOEt, adicionando-se em seguida Pd/C
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10% (2 mg). O frasco foi colocado em equipamento para hidrogenagao
catalitica, purgado trés vezes com hidrogénio e mantido sob agitag¢do por
3 h, a temperatura ambiente e pressdo de 50 psi. Ao final, a mistura foi
filtrada em funil sinterizado G4 preenchido com silica gel e lavada com
AcOEt. A fase orgénica foi concentrada sob pressdo reduzida levando
CS-52 (20 mg) como s6lido branco.

20R-hidroxi-2p, 16a-diacetiloxi-10a, 1 7a-cucurbit-5-en-3,11,22-triona
(CS-52)

RMN 'H (500 MHz, CDCly): & = 5,78
(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,47
(1H, dd, J = 13,5, 5,5 Hz, H-2), 5,13 (1H,
ddd, J = 9,5, 8,2, 1,5 Hz, H-16), 3,25
(1H, d, J = 15,0 Hz, H-12), 2,79 (1H,
m, H-10), 2,73 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-17),
2,72 (1H, d, J = 15,0 Hz, H-12B), 2,59 (2H, m, H-24), 2,43 (1H, ddt, J
= 19,5, 8,0, 2,5 Hz, H-7B), 2,15 (3H, s, Me-2"), 2,13 (1H, sbposto, H-
la), 2,04 (1H, m, H-15B), 2,02 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,99 (1H, m,
H-7a), 1,92 (3H, s, Me-2""), 1,60 (1H, m, H-25), 1,55 (1H, m, H-23a),
1,52 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,47 (1H, m, H-23p),
1,44 (3H, s, Me-21), 1,41 (1H, m, H-15a), 1,32 (3H, s, Me-28), 1,32
(3H, s, Me-30), 1,29 (3H, s, Me-29), 1,10 (3H, s, Me-19), 1,02 (3H, s,
Me-18), 0,94 (3H, d, J = 4,3 Hz, 26), 0,92 (3H, d, J = 4,3 Hz, 27);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): 6 = 213,0 (C-22), 211,8 (C-11), 205,6
(C-3), 170,1 (C-17), 169,9 (C-17), 139,8 (C-5), 120,4 (C-6), 78,4 (C-
20), 74,1 (C-16), 73,3 (C-2), 54,0 (C-17), 51,3 (C-4), 49,9 (C-13), 48,6
(C-12), 48,4 (C-9), 47,9 (C-14), 43,3 (C-15), 42,1 (C-8), 34,3 (C-10),
33,8 (C-24), 32,8 (C-23), 32,0 (C-1), 28,7 (C-28), 27,7 (C-25), 23,7 (C-
7), 22,7 (C-26), 22,5 (C-27), 22,2 (C-27), 21,3 (C-29), 20,9 (C-27), 20,7
(C-29), 20,0 (C-18), 19,6 (C-19), 18,9 (C-30).

5.3.22. PREPARACAO DE CS-53

A uma solugdo do tioéter CS-37 (150 mg, 0,22 mmol) em
metanol (2 mL), a 0 °C (banho de gelo), adicionou-se uma suspensio de
Oxone® (179 mg, 0,29 mmol) em H,O (2 mL) e a reacdo foi agitada a 0
°C por 5 min. Em seguida, adicionou-se bissulfito de s6dio,, (5 mL) e
a mistura foi concentrada sob pressio reduzida. O residuo foi purificado
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por coluna cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 6:4) levando a
CS-53 (86 mg, 57%) como soélido branco.

2p-fenilsulfinil- 160, 20R-di-hidroxi-25-acetiloxi- 10, 1 7a-cucurbit-5-en-
3,11,22-triona (CS-53)
RMN 'H (500 MHz, CDCLy): & = 7,65
(2H, dd, J = 8,0, 1,5 Hz, H-2’/ H-6"),
7,56 (2H, m, H-3’/ H-7°), 7,53 (1H, m,
H-4’), 5,80 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0,
3 H-6), 4,28 (1H, m, H-16), 6,43 (1H, dd,
= 132 6,0 Hz, H-2), 3,06 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12), 2,78 (1H, m,
H 23m), 2,56 (1H, d, J = 14,6 Hz, H-12f), 2,51 (1H, m, H-10), 2,49
(1H, sbposto, H-23p), 2,46 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-17), 2,41 (1H, sbposto,
H-7B), 2,03 2H, m, H-24), 1,96 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 1,96 (1H, m,
H-70), 1,95 (3H, s, Me-32), 1,91 (2H, m, H-1), 1,80 (1H, dd, J = 13,5,
9,0 Hz, H-15B), 1,44 (3H, s, Me-26), 1,42 (3H, s, Me-27), 1,37 (1H, m,
H-150), 1,35 (3H, s, Me-20), 1,32 (3H, s, Me-29), 1,27 (3H, s, Me-30),
1,22 (3H, s, Me-28), 1,11 (3H, s, Me-19), 0,92 (3H, s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCLy): § = 213,8 (C-22), 211,8 (C-11), 207,6
(C-3), 170,3 (C-31), 142,3 (C-17), 139,3 (C-5), 131,2 (C-4’), 129,1 (C-
3’/ C-5%),124,6 (C-2’/ C-6°), 121,0 (C-6), 81,2 (C-25), 78,9 (C-20), 71,0
(C-16), 71,0 (C-2), 57,7 (C-17), 51,6 (C-4), 50,4 (C-13), 48,8 (C-12),
48,7 (C-9), 48,3 (C-14), 45,5 (C-15), 42,3 (C-8), 35,3 (C-10), 34,8 (C-
24), 30,6 (C-23), 27,9 (C-28), 26,1 (C-26), 25,8 (C-27), 24,4 (C-20),
23,8 (C-7), 23,2 (C-29), 22,4 (C-32), 21,7 (C-1), 19,9 (C-20), 19,8 (C-
18), 18,6 (C-30).
ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;3sHs305S 669,3456; obtido
669,3470 [M+H]".

5.3.23. PREPARACAO DE CS-54

A um tubo de vidro de 10 mL contendo uma solucdo de CS-53
(80 mg, 0,12 mmol) em tolueno (1,5 mL), a 25 °C, adicionou-se TEA
(0,03 mL, 0,24 mmol). O tubo foi selado com um septo, colocado dentro
do reator de micro-ondas e irradiado com um pulso (poténcia maxima =
300 W, t = 1 min de rampa, 5 min de hold, Ty, = 120 °C, agitagdo
“ligada”). Ap6s resfriar até a t.a., o excesso de tolueno e TEA foi
removido sob pressdo reduzida e o residuo purificado por coluna
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cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 6:4), levando CS-54 (46
mg, 71%) como sélido branco.

160, 20R-di-hidroxi-25-acetiloxi-10a, 1 70-cucurbit-1,5-dien-3,11,22-
triona (CS-54)

Ponto de fusdo: 133-134 °C;

IV (KBr): 3420, 1972, 1931, 1723, 1702,
1698, 1694, 1674, 1661, 1366, 1275,
1217, 1210, 1181, 1025 cm ™';

RMN 'H (500 MHz, CDClLy): § = 6,70
(1H, br dd, J = 104, 2,1 Hz, H-2), 5,98
(1H, dd, J = 10,4, 3,0 Hz, H-1), 5,79 (1H, ddd, J = 5,0, 2,5, 2,5 H-6),
4,34 (1H, m, H-16), 3,36 (1H, m, H-10), 3,26 (1H, d, J = 15,0 Hz, H-
120), 2,83 (1H, ddd, J = 17,5, 9,0, 6,5 Hz, H-23w), 2,75 (1H, d, J =
15,0 Hz, H-12B), 2,54 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-17), 2,52 (1H, m, H-23p),
2,36 (1H, ddt, J = 19,5, 8,5, 3,0 Hz, H-7), 2,06 (2H, sbposto, H-24),
2,03 (1H, sbposto, H-7a), 2,02 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 1,96 (3H, s,
Me-32), 1,87 (1H, J= 13,0, 9,0 Hz, H-15B), 1,47 (1H, sbposto, H-15a),
1,46 (3H, s, Me-26), 1,44 (3H, s, Me-27), 1,42 (3H, s, Me-21), 1,41 (3H,
s, Me-30), 1,29 (3H, s, Me-29), 1,20 (3H, s, Me-28), 1,01 (3H, s, Me-
19), 1,00 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 213,8 (C-22), 213,1 (C-11), 202,4
(C-3), 170,3 (C-31), 145,7 (C-2), 137,2 (C-5), 127,3 (C-1), 120,5 (C-6),
81,2 (C-25), 78,9 (C-20), 71,0 (C-16), 57,8 (C-17), 50,6 (C-), 49,0 (C-
12), 48,8 (C-4), 48,4 (C-14), 48,3 (C-9), 45,7 (C-15), 41,5 (C-8), 36,5
(C-10), 34,8 (C-24), 30,7 (C-23), 27,4 (C-28), 26,1 (C-27), 25,8 (C-26),
24,5 (C-21), 23,6 (C-7), 22,4 (C-32), 20,2 (C-29), 20,0 (C-19), 19,9 (C-
18), 18,1 (C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C;H,;s0; 541,3171; obtido
541,3146 [M-HJ.

5.3.24. PREPARACAO DE CS-55

CrO; (46 mg, 0,47 mmol) foi dissolvido em piridina (0,4 mL,

0,31 mmol) e DCM (1,0 mL), permanecendo sob agitagdo por 10 min.
Adicionou-se lentamente uma solucdo de CS-14 (100 mg, 0,16 mmol)
em DCM (0,5 ml) e a reagdo foi mantida sob agitacdo, a temperatura
ambiente por 72h. Em seguida a mistura foi filtrada e o filtrado
neutralizado com HCI 2M, lavado com NaCl (sat.), NaHCO; (sat.) e
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dgua destilada. A fase orginica foi seca com Na,SO, anidro e
concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 1:1) levando CS-55 (20
mg, 30% de rendimento) como sélido branco e a recuperacido de 65 mg
do material de partida.

20R-hidroxi-2p, 16a-25-triacetiloxi- 10a, 1 7o-cucurbit-5-en-3,7,11,22-
tetraona (CS-55)

Ponto de fusdo: 131-132 °C;

IV (KBr): 3445, 2984, 1731, 1698,
1374, 1245, 1029 cm ™

RMN 'H (500 MHz, CDCLy): § = 6,23
(1H, d, J = 2,2 Hz, H-6), 5,52 (1H, dd,
J =13,0,5,3 Hz, H-2), 5,19 (1H, m, H-
16), 3,24 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-12w), 3,19 (1H, ddd, J = 13,0, 3.8, 2,2
Hz, H-10), 2,86 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-12p), 2,66 (1H, d, J = 7,5 Hz,
H-17), 2,63 (2H, m, H-23), 2,59 (1H, s, H-8), 2,45 (1H, dd, J = 15,2, 9,0
Hz, H-158), 2,31 (1H, ddd, = 13,0, 5,3, 3,8 Hz, H-1a), 2,18 (3H, s, Me-
32), 2,03 (2H, m, H-24), 1,98 (3H, s, Me-2’), 1,92 (3H, s, Me-2""), 1,72
(1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1p), 1,48 (3H, s, Me-26), 1,46 (3H,
s, Me-27), 1,45 (3H, s, Me-21), 1,44 (3H, s, Me-28), 1,41 (3H, s, Me-
29), 1,34 (3H, s, Me-30), 1,33 (1H, sbposto, H-15a), 1,15 (3H, s, Me-
19), 1,05 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl3): 6 = 212,0 (C-22), 209,5 (C-11), 202,9
(C-3), 198,3 (C-7), 170,4 (C-1"), 170,0 (C-31), 169,5 (C-1""), 163,9 (C-
5), 125,1 (C-6), 81,0 (C-25), 78,5 (C-20), 73,6 (C-16), 72,4 (C-2), 57,2
(C-8), 53,9 (C-17), 52,0 (C-4), 49,5 (C-13), 48,8 (C-9), 48,6 (C-12),
47,5 (C-14), 43,1 (C-15), 36,5 (C-10), 35,2 (C-24), 30,5 (C-23), 30,2
(C-1), 29,7 (C-28), 26,0 (C-26), 25,8 (C-27), 24,3 (C-21), 22,4 (C-2°),
21,1 (C-29), 21,0 (C-19), 20,8 (C-2’"), 20,6 (C-32), 19,7 (C-18), 19,2
(C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C3¢HsoNaO,; 681,3245; obtido
681,3280 [M+Na]".

5.3.25.  PROCEDIMENTO GERAL PARA OBTENCAO DOS
DIOSFENOIS

Método A:
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A uma solugdo 0,18 M da o-hidroxi-cetona dissolvida em
MeOH:DMF (1:1) adiciona-se 10 equivalentes de KOH sob agitacdo, a
20 °C. Ap6s 1h, o solvente orginico é removido e o residuo purificado
por cromatografia em coluna de silica gel.

Método B:

A uma solugdo 0,05 M da o-hidroxi-cetona dissolvida em
AcOH adiciona-se 2 equivalentes de Bi,Os sob agita¢do, a 60 °C. Apés
30 minutos, a reacdo € diluida com DCM, filtrada através de uma coluna
de Celite®, lavada com NaCl (sat.) e H,O, seca com Na,SO, anidro e
concentrada sob pressdo reduzida. A purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel d4 origem ao diosfenol correspondente.

5.3.26. PREPARACAO DE CS-57

A uma solugdo de CS-20 (800 mg, 1,04 mmol) em THF (15
mL), sob atmosfera de N, e a 0 °C (banho de gelo), adicionou-se
C,HAl0;Li (1,59 g, 6,24 mmol) e a reagdo foi agitada a 0 °C por 1h.
Em seguida, a mistura foi diluida com AcOEt, lavada com tartarato de
Na®" e K' (sat.), seca com Na,SO, anidro e concentrada sob pressio
reduzida para fornecer um sélido branco. A purificacdo por coluna
cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 6:4) levou a purificacdo de
CS-57 (747 mg, 93%) como s6lido branco.

2B, 16a-dibenzoiloxi-30,20R,22-trihidroxi-25-acetiloxi-10a, 1 7o-
cucurbit-5-en-11-ona (CS-57)
., OH OH Ponto de fusdo: 137-138 °C;

” IV (KBr): 3515, 2975, 1722, 1713,
? OAc 1694, 1688, 1601, 1583, 1371, 1315,

2, 0 1275, 1214, 1175, 1113, 1070, 1025,
7 966, 714 cm’l;

’ RMN 'H (500 MHz, CDClLy): & =

8,02 (4H, m, H-3'/H-7"/H-3"’/H-7""), 7,58 (2H, m, H-5'/H-5""), 7,45
(4H, m, H-4’/H-4"/H-6’/H-6""), 5,75 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6),
5,71 (1H, dd, J = 7,5, 7.5 Hz, H-16), 5,12 (1H, ddd, J = 11,5, 10,0, 4,3
Hz, H-2), 3,33 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-3), 3,23 (1H, dd, J = 10,0, 1,3 Hz,
H-22), 3,19 (1H, d, J = 12,7 Hz, H-12a), 2,90 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-
17), 2,67 (1H, d, J = 12,7 Hz, H-12p), 2,50 (1H, m, H-10), 2,43 (1H,
ddt, J = 19,6, 8,5, 2,9 Hz, H-7p), 2,12 (1H, dd, J = 14,0, 7,5 Hz,
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H-15B), 2,01 (1H, sbposto, H-1a), 2,0 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-8), 1,94
(3H, s, Me-32), 1,93 (1H, sbposto, H-7at), 1,74 (1H, m, H-23w), 1,61
(1H, sbposto, H-23pB), 1,60 (1H, sbposto, H-24a), 1,59 (1H, d, J = 14
Hz, H-15w), 1,44 (1H, m, H-24b), 1,36 (3H, Me-26), 1,36 (3H, Me-27),
1,35 (3H, Me-30), 1,32 (1H, sbposto, H-1B), 1,31 (3H, Me-21), 1,22
(3H, Me-28), 1,12 (3H, Me-19), 1,05 (3H, Me-29), 1,04 (3H, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCLy): & = 212,6 (C-11), 1704 (C-31), 166,9
(C-17), 166,0 (C-1°), 140,0 (C-5), 133,2 (C-5’"), 133,2 (C-5"), 130,3
(C-2""), 130,0 (C-2’), 129,7 (C- C-3/C-7), 129,3 (C- C-3’/C-T),
128,6 (C- C-4/C-6""), 128,3 (C-4’/C-6’), 119,6 (C-6), 82,1 (C-25),
79,3 (C-22), 78,4 (C-3), 76,0 (C-20), 75,8 (C-16), 74,9 (C-2), 52,5 (C-
17), 50,6 (C-13), 48,9 (C-12), 48,1 (C-9), 47,6 (C-14), 44,0 (C-15), 42,6
(C-8), 42,4 (C-4), 38,7 (C-23), 33,8 (C-10), 30,6 (C-1), 26,1 (C-26),
25,7 (C-27), 24,5 (C-28), 23,7 (C-7), 22,6 (C-32), 22,4 (C-21), 21,5 (C-
29), 20,2 (C-19), 19,8 (C-18), 18,5 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;sHgNaO;y 795,4079; obtido
795,4088 [M+Na]".

5.3.27. PREPARACAO DE CS-58

A uma solugdo de CS-57 (700 mg, 0,91 mmol) em MeOH (14
mL), sob agitacdo, a 20 °C, adicionou-se HsIOg (622 mg, 2,73 mmol) e a
reacdo foi agitada por Sh. Em seguida, a mistura foi diluida com AcOEt
e vertida sobre NaHCO; (sat.). As fases foram separadas e a fase aquosa
foi extraida com AcOEt. As fases organicas reunidas foram secas com
Na,SO, anidro e concentradas sob pressdo reduzida para fornecer um
s6lido branco. A purificagdo por coluna cromatogrifica em silica gel
(hexano:AcOEt, 7:3) levou a purificacdo de CS-58 (479 mg, 86%) como
s6lido branco.

2B, 16a-di-benzoiloxi-3a-hidroxi- 100, 1 7a-hexanorcucurbit-5-en-11,20-
diona (CS-58)

Ponto de fusdo: 129 - 130 °C;

IV (KBr): 3449, 2979, 1737, 1730, 1714,
1693, 1368, 1247, 1118, 1022, 950 Cm’l;
RMN 'H (500 MHz, CDCl;): 6 = 8,04 (2H,
dd, J = 8,5, 1,3 Hz, H-3’/H-7°), 7,99 (2H, dd,
J=38)5,1,3Hz, H-3"/H-7"), 7,59 (2H, m, H-
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5’/H-5"), 7,44 (4H, m, H-4’/H-4’’/H-6’/H-6""), 5,90 (1H, ddd, J = 9,0,
6,5, 1,2 Hz, H-16), 5,78 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,13 (1H, ddd,
J =11,5, 10,0, 4,3 Hz, H-2), 3,48 (1H, d, J = 6,5 Hz, H-17), 3,34 (1H,
dd, J = 10,0, 3,5 Hz, H-3), 3,30 (1H, dd, J = 14,5, 0,8 Hz, H-12), 2,52
(1H, m, H-10), 2,52 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12P), 2,47 (ddt, J = 19,5,
7,8, 3,0 Hz, H-7f), 2,20 (3H, Me-21), 2,16 (1H, dd, J= 14,0, 9,0 Hz,
H-15p), 2,0 (1H, J= 7,8 Hz, H-8), 2,0 (1H, sbposto, H-1a), 1,97 (1H,
sbposto, H-=7a), 1,70 (1H, br d, J= 14,0 Hz, H-15w), 1,36 (3H, Me-30),
1,33 (1H, ddd, J= 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1P), 1,25 (3H, Me-28), 1,13
(3H, Me-19), 1,07 (3H, Me-29), 0,76 (3H, Me-18);

RMN "C (125,8 MHz, CDCL): & = 210,9 (C-11), 206,1 (C-20), 167,1
(C-17), 166,0 (C-1°), 140,3 (C-5), 133,3 (C-5""), 133,3 (C-5"), 130,1
(C-2%), 130,1 (C-2""), 129,8 (C-3°/C-7), 129,7 (C-3’/C-7""), 128,6 (C-
4’/C-6”), 128,5 (C-4’/C-6"), 119,5 (C-6), 78,5 (C-3), 75,5 (C-16), 75,0
(C-2), 64,2 (C-17), 49,9 (C-13), 48,8 (C-9), 48,6 (C-14), 47,1 (C-12),
43,5 (C-15), 43,0 (C-8), 42,8 (C-4), 33,9 (C-10), 31,6 (C-21), 30,7 (C-
1), 24,7 (C-28), 24,0 (C-7), 21,6 (C-29), 20,3 (C-19), 20,0 (C-18), 18,9
(C-30);

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C;sH,30; 611,3014; obtido
611,3014 [M-H].

5.3.28. PREPARACAO DE CS-59

Uma mistura de PCC (200 mg, 1,23 mmol) e carbonato de bério
(250 mg, 1,23 mmol) em DCM seco (5,0 mL) foi agitada por 5 minutos,
a 20 °C. Em seguida, CS-58 (250 mg, 0,41 mmol) foi adicionado
dissolvido em 2 mL de DCM, e a agitacdo foi mantida por 20h. A
mistura foi entdo diluida com éter etilico, vertida sobre uma coluna de
vidro sinterizado preenchida com Florisil® e eluida com hexano:AcOEt
(50:50). A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e concentrada sob
pressdo reduzida para fornecer um sélido branco. A purificacdo por
coluna cromatogrdfica em silica gel (hexano:AcOEt, 7:3) levou a
purificacdo de CS-59 (195 mg, 78%) como sélido branco.

2B, 16a-di-benzoiloxi- 100, 1 7a-hexanorcucurbit-5-en-3,11,20-triona
(CS-59)
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Ponto de fusdo: 156 - 157 °C;

IV (KBr): 2974, 1973, 1917, 1737, 1720,
1699, 1692, 1275, 1205, 1175, 1114, 1026,
978,713 cm ™;

RMN 'H (500 MHz, CDCl3): & = 8,1 (2H,
dd, J = 8,5, 1,3 Hz, H-3’/H-7"), 8,03 (2H, dd,
J=238,5,13Hz H-3’/H-7"), 7,60 (2H, m, H-5’/H-5""), 7,47 (4H, m, H-
4/H-4/H-6’/H-6""), 5,91 (1H, ddd, J = 8,6, 6,5, 1,2 Hz, H-16), 5,82
(1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,75 (dd, J = 13,0, 5,5 Hz, H-2), 3,50
(1H, d, J = 6,5 Hz, H-17), 3,36 (1H, dd, J = 14,5, 0,9 Hz, H-12), 2,93
(1H, m, H-10), 2,61 (1H, d, J = 14,5 Hz, H-12P), 2,49 (ddt, J = 19,6,
8.5, 2,9 Hz, H-7P), 2,28 (1H, ddd, J = 13,0, 5,5, 3,5 Hz, H-1), 2,22
(3H, s, Me-21), 2,19 (1H, dd, J = 13,8, 9,0 Hz, H-15f), 2,07 (1H, d, J =
8,0 Hz, H-8), 2,02 (1H, ddd, J = 19,5, 6,0, 1,1 Hz, H-7), 1,74 (1H,
sbposto, H-15a), 1,72 (1H, ddd, J = 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1B), 1,45
(3H, s, Me-30), 1,39 (3H, s, Me-28), 1,32 (3H, s, Me-29), 1,16 (3H, s,
Me-19), 0,8 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCLy): § = 210,7 (C-11), 205,8 (C-20), 205,3
(C-3), 165,9 (C-17), 165,7 (C-1"), 139,8 (C-5), 133,3 (C-57), 133,2 (C-
57), 129,9 (C-2""), 129,9 (C-3’/C-7"), 129,5 (C-2*), 129,5 (C-3’/C-7"),
128,5 (C-4/C-6"), 1284 (C-4’/C-6"), 120,3 (C-6), 75,4 (C-16), 73,7
(C-2), 64,0 (C-17), 51,4 (C-4), 49,7 (C-14), 48,8 (C-9), 48,5 (C-13),
46,9 (C-12), 43,3 (C-15), 42,7 (C-8), 34,4 (C-10), 32,1 (C-1), 31,5 (C-
21), 28,7 (C-28), 23,9 (C-7), 21,3 (C-29), 20,1 (C-19), 19,9 (C-18), 18,7
(C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C;gH4NaO; 633,2823; obtido
633,2838 [M+Na]".

5.3.29. PREPARACAO DE CS-60 E CS-61

Ao composto CS-58 (180 mg, 0,29 mmol), sob agitagdo e a 20
°C, adicionou-se ortoformiato de trietila (0,96 mL, 5,8 mmol),
etilenoglicol (0,65 mL, 11,6 mmol) e quantidade catalitica de 4cido p-
toluenosulfonico. Apés 3h a mistura foi diluida com AcOEt, lavada com
NaCl (sat.) e H,O, seca com Na,SO, anidro e concentradasob presséo
reduzida para fornecer um sélido branco. A purificacdo por coluna
cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt, 8:2) levou a purificacdo de
CS-60 (160 mg, 79%) como s6lido branco.
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Seguindo a mesma metodologia, CS-61 (164 mg, 88% de
rendimento) foi obtido a partir de CS-59, como sélido branco.

2, 16a-di-benzoiloxi-3a-hidroxi-20,20-etilendioxi- 100, 1 70~
hexanorcucurbit-5-en-11-ona (CS-60)

Ponto de fusdo: 145 - 146 °C;

IV (KBr): 3563, 2978, 1713, 1694, 1601,
1581, 1378, 1314, 1278, 1177, 1114, 1068,
886,711 cm™;

RMN 'H (500 MHz, CDCl;): § = 8,04 (2H,
dd, J = 8,5, 1,3 Hz, H-3’/H-7’), 8,03 (2H, dd,
J=38,5,13Hz, H-3’/H-7""), 7,56 2H, m, H-5’/H-5""), 7,44 (4H, m, H-
4’/H-4’/H-6’/H-6"), 5,76 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,73 (1H,
m, H-16), 5,13 (1H, ddd, J = 13,0, 10,0, 4,5 Hz, H-2), 4,04 (2H, m, H-
1), 3,79 (2H, m, H-2""), 3,32 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-3), 3,11 (1H, d,
J =148, H-12a), 2,91(1H, d, J = 6,5 Hz, H-17), 2,61 (1H, d, J = 14,8
Hz, H-12B), 2,50 (1H, m, H-10), 2,44 (ddt, J = 19,5, 8,0, 2,9 Hz,
H-7p), 2,10 (1H, dd, J = 14,0, 9,0 Hz, H-15f), 2,0 (1H, d, J = 8,0 Hz,
H-8), 1,99 (1H, sbposto, H-1a), 1,94 (1H, dd, J = 19,5, 5,5 Hz, H-7),
1,57 (1H, d, J = 14,0 Hz, H-15), 1,35 (3H, s, Me-30), 1,32 (1H, ddd,
J= 13,0, 13,0, 13,0 Hz, H-1pB), 1,30 (3H, s, Me-21), 1,23 (3H, s, Me-
28), 1,12 (3H, s, Me-19), 1,06 (3H, s, Me-29), 0,90 (3H, s, Me-18);
RMN “C (125,8 MHz, CDCls): & = 212,6 (C-11), 167,0 (C-17), 166,2
(C-17), 140,1 (C-5), 133,1 (C-5"), 132,9 (C-5""), 130,6 (C-2"), 130,0 (C-
2%), 129,7 (C-3/C-7""), 129,5 (C-3°/C-7’), 128,4 (C-4°/C-6""), 128,3
(C-4’/C-6"), 119,5 (C-6), 110,7 (C-20), 78,5 (C-3), 75,2 (C-16), 75,0 (C-
2), 65,2 (C-1"""), 62,8 (C-2""), 57,2 (C-17), 48,8 (C-13), 48,3 (C-14),
47,8 (C-12), 47,6 (C-9), 43,7 (C-15), 42,6 (C-8), 33,8 (C-10), 30,6 (C-
1), 24,5 (C-21), 24,5 (C-28), 23,8 (C-7), 21,5 (C-29), 20,2 (C-19), 19,2
(C-18), 18,5 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C4Hy9Og 657,3422; obtido
657,3441 [M+H]".

2B, 16a-dibenzoiloxi-20,20-etilendioxi- 1 0a- 1 7a-hexanorcucurbit-5-en-
3,11-diona (CS-61)
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Ponto de fusdo: 152 - 153 °C;

IV (KBr): 2983, 1721, 1714, 1696, 1271,
1173, 1115, 714 cm™;

RMN 'H (500 MHz, CDCls): 6 = 8,07 (2H,
m, H-3’/H-7°), 8,03 (2H, m, H-3"’/H-7""), 7,56
(2H, m, H-5’/H-5"), 7,44 (4H, m, H-4’/H-
4’ /H-6’/H-6’"), 5,79 (1H, ddd, J = 6,0, 2,0, 2,0, H-6), 5,76 (1H, m, H-
16), 5,75 (1H, dd, J =13,0, 6,0 Hz, H-2), 4,04 (2H, m, H-1">"), 3,80 (2H,
m, H-2"""), 3,18 (1H, d, J = 15,0, H-12w), 2,93 (1H, d, J = 6,7 Hz, H-
17), 2,91 (1H, m, H-10), 2,70 (1H, d, J = 14,8 Hz, H-12P), 2,46 (ddt, J
= 19,5, 8,0, 2,9 Hz, H-7P), 2,29 (1H, ddd, J = 13,0, 6,0, 3,5 Hz, H-1P),
2,14 (1H, dd, J = 14,0, 9,0 Hz, H-158), 2,08 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-3),
1,99 (1H, ddd, J = 20,0, 6,0, 1,5 Hz, H-7), 1,71 (1H, ddd, J = 13,0,
13,0, 13,0 Hz, H-1P), 1,60 (1H, d, J = 14,0 Hz, H-15), 1,43 (3H, s,
Me-30), 1,39 (3H, s, Me-28), 1,32 (3H, s, Me-21), 1,30 (3H, s, Me-29),
1,15 (3H, s, Me-19), 0,94 (3H, s, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 212,5 (C-11), 205,5 (C-3), 166,1
(C-17), 165,7 (C-17), 139,8 (C-5), 133,2 (C-5), 132,9 (C-5""), 130,5 (C-
2%, 129,9 (C-3/C-7""), 129,5 (C-3’/C-7°), 129,5 (C-), 128,4 (C-), 128,3
(C-), 120,5 (C-), 110,6 (C-20), 75,2 (C-16), 73,9 (C-2), 65,2 (C-1"""),
62,8 (C-2"""), 57,2 (C-17), 51,4 (C-4), 48,8 (C-12), 48,5 (C-13), 47,8
(C-14), 47,7 (C-9), 43,7 (C-15), 42,4 (C-8), 34,4 (C-10), 32,2 (C-1),
28,7 (C-28), 24,5 (C-21), 23,9 (C-7), 21,3 (C-29), 20,1 (C-19), 19,3 (C-
18), 18,4 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para C3;yHy;0g 655,3265; obtido
655,3282 [M+H]".

5.3.30. PREPARACAO DE CS-62

A uma solugdo de CS-58 (50 mg, 0,08 mmol) em MeOH (1
mL), sob agitagdo e a 20 °C, adicionou-se KCN (8 mg, 0,13 mmol) € a
reacdo foi agitada por 30 min. Em seguida, a mistura foi diluida com
DCM e lavada com NaHCO; (sat.). A fase organica foi seca com
Na,SO, anidro e concentrada sob pressdo reduzida para fornecer um
s6lido branco. A purificagdo por coluna cromatogrifica em silica gel
(hexano:AcOEt, 1:1) levou a purificagdo de CS-62 (11 mg, 35%) como
s6lido branco.

2p,3a-di-hidroxi- 1 0o-hexanorcucurbit-5, 16-dien- 1 1,20-diona (CS-62)
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o RMN 'H (500 MHz, CDCl;): 6 = 6,69 (1H,
dd, J = 3,5, 2,0 Hz, H-16), 5,72 (1H, m, H-6),
3,58 (1H, ddd, J = 11,5, 9,5, 4,0 Hz, H-2), 3,07
(1H, d, J = 15,5 Hz, H-12w), 2,99 (1H, dd, J =
1,0, 15,5 Hz, H-12p), 2,97 (1H, d, J = 9,5 Hz,

: H-3), 2,48 (dddd, J = 19,0, 8,0, 3,0, 2,0 Hz, H-

78), 2,29 (1H, m, H-10), 2,28 (1H, sbposto, H-15p), 2,27 (3H, s, Me-

21), 2,21 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 2,17 (1H, dd, J = 17,0, 3,5 Hz, H-

15a), 2,07 (1H, ddd, J = 4,0, 4,0, 11,5), 1,98 (ddd, J = 19,0, 6,0, 1,0 Hz,

H-7a), 1,19 (3H, s, Me-29), 1,16 (3H, s, Me-19), 1,11 (1H, ddd, J =

11,5, 11,5, 11,5 Hz, H-1pB), 0,94 (3H, d, J = 1,0 Hz, Me-18), 0,91 (3H, s,

Me-29);

RMN "C (125,8 MHz, CDCl;): 6 = 213,0 (C-11), 196,4 (C-20), 151,1

(C-17), 144,1 (C-16), 140,6 (C-5), 118,7 (C-6), 81,0 (C-3), 71,2 (C-2),

52,5 (C-13), 49,7 (C-14), 48,5 (C-9), 44,2 (C-12), 42,6 (C-15), 41,8 (C-

4), 41,6 (C-8), 34,6 (C-10), 33,7 (C-1), 26,9 (Me-21), 24,8 (Me-28),

23,7 (C-7), 22,8 (Me-18), 21,1 (Me-29), 21,0 (Me-19), 20,0 (Me-30).

5.3.31. PREPARACAO DE CS-63 E CS-64

O composto CS-58 (100 mg, 0,14 mmol) foi dissolvido em 2
mL de solu¢do metandlica de KOH (1 M) e mantido sob agitagdo a
20C. Ap6s 1h, a reacdo foi diluida com AcOEt, lavada com NaCl (sat.),
H,0 e solugdao HCI (1 M). A fase organica foi seca com Na,SO,4 anidro e
concentrada sob pressdo reduzida para fornecer um sélido branco.A
purificacdo por coluna cromatografica em silica gel (hexano:AcOEt,
6:4) levou a purificacdo de CS-63 (30 mg, 52%) como sélido branco.

Seguindo a mesma metodologia, CS-64 (60 mg, 64% de
rendimento) foi obtido a partir de CS-59, como sélido branco.

2p,3a, 16a-tri-hidroxi-10a, 1 7a-hexanorcucurbit-5-en-11,20-diona  (CS-

Ponto de fusdo: 145 - 146 °C;
IV (KBr): 3491, 1695, 1681, 1363, 1267,
1192, 1092, 1058, 1028 Cm’l;
RMN 'H (500 MHz, CDCl;): & = 5,74
(1H, ddd, J = 2,0, 2,0, 6,0, H-6), 4,95 (1H,
ddd, J = 9,1, 6,5, 1,6 Hz, H-16), 3,60 (1H,
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ddd, J = 9,2, 9,2, 43 Hz, H-2), 3,25 (1H, dd, J = 14,3, 1,15 Hz,
H-12w), 3,15 (1H, d, J = 6,5 Hz, H-17), 2,98 (1H, d, J = 9,2 Hz, H-3),
2,45 (1H, d, J = 14,3 Hz, H-12f), 2,42 (1H, m, H-7p), 2,36 (1H, m, H-
10), 2,16 (3H, s, Me-21), 1,95 (1H, m, H-7x), 1,94 (1H, dd, J = 13,0,
9,0, Hz, H-158), 1,90 (1H, J= 7,5 Hz, H-8), 1,90 (1H, m, H-1a), 1,50
(1H, dd, J= 13,0, 7,1 Hz, H-15w), 1,30 (3H, s, Me-30), 1,21 (3H, s, Me-
28), 1,10 (1H, m, H-1pB), 1,10 (3H, s, Me-19), 0,97 (3H, s, Me-29), 0,66
(3H, sl, Me-18);

RMN “C (125,8 MHz, CDCLy): & = 211,6 (C-11), 208,1 (C-20), 140,7
(C-5), 119,1 (C-6), 80,9 (C-3), 71,7 (C-16), 70,9 (C-2), 67,6 (C-17),
49,9 (C-13), 48,8 (C-9), 48,6 (C-14), 47,1 (C-12), 45,0 (C-15), 43,0 (C-
8), 41,9 (C-4), 33,9 (C-10), 33,3 (C-1), 31,5 (C-21), 24,6 (C-28), 23,8
(C-7), 21,5 (C-29), 20,4 (C-19), 19,7 (C-18), 19,1 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para Cy;H3;05 405,2635; obtido
405,2616 [M+H]".

2,16a-di-hidroxi-100, 17a-hexanorcucurbit-1,5-dien-3,11,20-triona (CS-
64)

Ponto de fusdo: 95 — 96 °C;

IV (KBr): 3563, 3458, 2978, 1704, 1692,
1650, 1399, 1362, 1219, 1191, 1100, 1089,
1039, 1025 cm™;

RMN 'H (500 MHz, CDCl;): 6 = 5,90 (1H,
d, J = 2,4 Hz, H-1), 5,78 (1H, ddd, J = 5,0,
2,5, 2,5 Hz, H-6), 4,98 (1H, ddd, J = 9,0, 6,5, 1,2 Hz, H-16), 3,53 (1H,
m, H-10), 3,29 (1H, dd, J = 14,3, 1,1 Hz, H-12), 3,16 (1H, d, J = 6,5
Hz , H-17), 2,56 (1H, J = 14,3 Hz, H-12p), 2,40 (ddt, J = 19,6, 8,5, 2,9
Hz, H-7B), 2,18 (3H, s, Me-21), 2,02 (ddd, J = 19,6, 4,9, 1,5 Hz,
H-7a), 2,01 (d, J = 8,5 Hz, H-8), 1,95 (ddd, J = 13,5, 9,2, 0,7 Hz, C-
15B), 1,56 (dd, J = 13,5, 1,2 Hz, C-15a), 1,42 (3H, s, Me-30), 1,36 (3H,
s, Me-29), 1,26 (3H, s, Me-28), 1,03 (3H, s, Me-19), 0,7 (3H, sl, Me-
18);

RMN BC (125,8 MHz, CDCl;):6 = 211,8 (C-11), 207,9 (C-20), 198,7
(C-3), 144,7 (C-2), 137,0 (C-5), 120,7 (C-1), 114,6 (C-6), 71,8 (C-16),
67,6 (C-17), 50,0 (C-9), 49,4 (C-13), 48,9 (C-14), 47,7 (C-4), 47,4 (C-
12), 45,3 (C-15), 42,1 (C-8), 34,8 (C-10), 31,6 (C-21), 28,0 (C-28), 23,8
(C-7), 20,3 (C-29), 20,2 (C-19), 19,9 (C-18), 18,5 (C-30);

ESI-MS m/z (modo positivo): calc. para CyH3305 401,2322; obtido
401,2324 [M+H]".
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5.4. ATIVIDADES BIOLOGICAS DE CUCURBITACINAS
NATURAIS E SEMISSINTETICAS

5.4.1. ATIVIDADE ANTI-HERPETICA

5.4.1.1. Células e Virus

Para os ensaios de citotoxicidade e de atividade antiviral foram
utilizadas células VERO (ATCC: CCL 81) originadas de culturas
continuas de fibroblastos de rins de macaco verde da Africa
(Cercopithecus aethiops). Essas células sdo comumente utilizadas por
serem permissiveis a replicagdo in vitro do HSV-1, possibilitando sua
multiplicacdo e visualizacdo do efeito citopdtico ao microscépio
invertido (HU; HSIUNG, 1989).

As células VERO foram cultivadas em meio MEM (Minimal
Essential Medium, Cultilab®) e mantidas em frascos de cultura estéreis
de 75 cm? a 37 °C, em atmosfera umedecida de 5% de CO,.

Os compostos foram avaliados frente ao Herpes Simplex Virus
tipo 1 (HSV-1), cepas KOS e 29-R (sensivel e resistente ao aciclovir,
respectivamente) (Faculdade de Farmadcia, Universidade de Rennes,
Franca). O preparo e a titulacdo das suspensdes-estoque virais foram
realizados conforme metodologias descritas a seguir.

a) Preparo das suspensoes-estoques virais

As suspensdes-estoque virais foram preparadas conforme
metodologia descrita por Simdes e col. (1999), com modificagdes.

Suspensdes virais jad existentes foram inoculadas em frascos de
cultura de 75 cm’ contendo uma monocamada de células VERO,
tripsinizadas 24 h antes da infeccdo. Apés a aspiracdo do meio de
cultura e lavagem da monocamada celular por trés vezes com solucdo de
tampdo fosfato (PBS), as células foram inoculadas com 1 mL da
suspensdo viral e o frasco foi incubado por 1 h a 37°C, em estufa de CO,
para permitir a adsorcdo e a penetracdo viral. Apds este periodo, o
excesso de virus foi retirado por sucgdo a vicuo e 10 mL. de meio MEM
sem SFB (soro fetal bovino) foram adicionados. As condi¢des de
incubacdo foram as mesmas descritas acima. O efeito citopatico viral
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(ECP) foi monitorado por microscOpio invertido a cada ciclo de
replicacdo (18 h). Quando o tapete celular se mostrou totalmente
infectado pelo virus, o frasco foi congelado a -80°C e descongelado a 37
°C trés vezes para o rompimento total das células e liberacdo das
particulas virais. A suspensao foi centrifugada por 10 min a 350 rpm em
centrifuga refrigerada a 4°C para remog¢io dos fragmentos celulares.
Aliquotas do sobrenadante foram distribuidas em tubos estéreis e
armazenadas a -80°C até a sua utilizacdo. A preparacdo das suspensoes-
estoques virais foi realizada rotineiramente a fim de se obter estoques
com altos titulos infecciosos virais.

b) Determinacio dos titulos infecciosos virais

Antes de se iniciar os ensaios para avaliacio da potencial
atividade antiviral das cucurbitacinas naturais e semissintéticas, foi
necessdrio obter inéculos virais com infecciosidade conhecida. A
infecciosidade do virus pode usualmente ser determinada como
unidades formadoras de placas (UFP). O titulo infeccioso dos estoques
virais do HSV-1 (cepas KOS e 29R) foi determinado através do método
de contagem das placas de lise (BURLESON et al., 1992), segundo o
procedimento abaixo.

Todos os ensaios de placas de lise foram realizados em placas
de 24 cavidades com culturas celulares preparadas da seguinte maneira:
suspensdes de células VERO, na densidade de 2,5 x 10°
células/cavidade, foram cultivadas em meio MEM, suplementado com
5% de SFB e 1% de PSA [penicilina G (100 U/mL), estreptomicina (100
pg/ml) e anfotericina B (0,025 mg/ml) (Cultilab®)], e incubadas a 37°C
em estufa de CO, até a confluéncia (24 h). Apds esse periodo, o meio
de cultura de cada cavidade foi aspirado cuidadosamente e a
monocamada celular foi lavada com PBS. Essas células foram
infectadas com 400 pL da suspensdo-estoque viral diluida (razdo 1:10),
em meio MEM com 1% de PSA sem SFB (trés réplicas para cada
diluicdo). As placas foram incubadas durante 1 h, tendo sido agitadas
cuidadosamente a cada 15 min para uma melhor distribuicdo da
suspensdo viral. Apds esse tempo, a suspensdo viral foi aspirada e as
células mais uma vez lavadas com PBS. A cada cavidade, foram
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adicionados 500pL de uma solugdo de CMC? (carboximetilcelulose). As
placas foram novamente incubadas por 72 h e entdo o meio foi retirado e
as células fixadas e coradas pela adicdo de 200 pL do corante preto de
naftaleno® por 40 min, 2 temperatura ambiente, em agitador horizontal.
Ap6s este tempo, o corante foi aspirado e as placas de lise quantificadas
através da visualizacdo em microscépio estereoscopio. Para calcular o
titulo, foram contados os focos de infec¢do na dltima diluigcdo, que se
caracterizam por dreas claras de lise celular, chamadas de placas. O
titulo viral foi calculado através da férmula a seguir e expresso como
sendo o numero de unidades formadoras de placas por mililitro
(UFP/mL):

[ T (UFP/mL) = N.d/V ]

Onde, N: nimero médio de placas da ultima dilui¢do que contém
placas
d: reciproca da tltima dilui¢do, onde foram contadas as placas
V: volume do inéculo em mL (neste caso 0,4)

5.4.1.2. Avaliacao in vitro da citotoxicidade frente a células
VERO

Suspensoes de células VERO contendo aproximadamente 2,5 x
10° células/mL, obtidas por tripsinizagdo de um frasco de cultura celular,
foram distribuidas em placas de 96 cavidades (100 pL/cavidade). As
placas foram incubadas por 24 h, a 37°C, em estufa de CO,. Ap6s 24 h,
o meio MEM foi substituido pelos materiais-teste, em diferentes
concentragdes, através de diluicdes sucessivas na razdo 1:2, e as placas

% Preparo da soluciio de carboximetilcelulose: Meio MEM 2X + solucdo aquosa a
1,5% de carboximetilcelulose (Sigma®), na proporgio 1:1, ambos previamente
esterilizados e acrescidos de 1% de PSA.

3 Preparo da soluciio de preto de naftaleno: 100 mg do corante preto de naftaleno
(Sigma®) foram dissolvidos em 100 mL de uma solu¢io aquosa a 5% de 4cido
acético (v/v) (Merck®), sendo o pH ajustado, se necessdrio, para 2,3-2,5. Esta
mistura foi filtrada através de papel filtro e estocada a 4°C, sendo aquecida em
banho-maria a 37°C, antes de seu uso.
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foram incubadas por 72 h. Apds esse periodo, o meio de cada cavidade
foi substituido por 50 puL de uma solu¢do de MTT* (Img/mL), e as
placas foram novamente incubadas por 4 h. A solugcdo de MTT foi entéo
removida e substituida por 100 pL de DMSO/cavidade (Nuclear®) para
dissolver os cristais de formazana. As placas foram agitadas por 10 min
a temperatura ambiente, e as absorbancias foram medidas em
espectrofotdmetro (Tecan®, modelo Infinite 200 PRO), a 540 nm.

Os valores de absorbancia medidos para cada concentracio de
cada material-teste foram transformados em porcentagens de viabilidade
(X%), em relacdo aos controles celulares, considerados 100% vidveis,
através da seguinte férmula, onde DO= Densidade Optica:

X% = Domaterial—teste X 100

DOcomrole celular

Em seguida, os percentuais calculados referentes as diferentes
concentra¢des das amostras, foram inseridos em um grafico e, através de
andlise de regress@o linear, foi possivel calcular a CCsj, ou seja, a
concentracdo de cada amostra que reduziu em 50% a viabilidade celular.
Os valores de CCsy calculados representam a média de trés
experimentos independentes  desvio padrio.

5.4.1.3. Triagem in vitro da potencial atividade anti-herpética

A avaliagdo da potencial atividade anti-herpética de
cucurbitacinas naturais e semissintéticas foi realizada pelo ensaio de
placas de lise (BURLESON et al, 1992). Células VERO foram
cultivadas em placas de 24 cavidades (2,5 x 10° células/cavidade) e
incubadas a 37°C, 5% de CO,. Apds 24h removeu-se o sobrenadante e a
monocamada celular foi lavada com PBS e infectada com 100
UFP/cavidade de HSV-1, exceto nos controles celulares. Apés 1 h de
incubacgdo, as células foram novamente lavadas com PBS e, entdo,
adicionou-se 500 pL da solugdo de CMC contendo diferentes
concentra¢des dos materiais-teste (diluicdo 1:2) e incubadas por 72 h a

4 Preparo da soluciio-estoque de MTT: foram utilizados 5 mg de MTT (Sigma®)
para cada mL de PBS (p/v). Para uso, foi feita a diluicdo em meio MEM (1mg/mL).
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37°C e 5% de CO,. Passado este periodo, o meio contendo o material-
teste foi aspirado e as células coradas com 200 pL de solugdo de preto
de naftaleno, para visualizacdo e contagem das placas de lise em
microscépio estereoscopio. A porcentagem de inibicdo da replicacéo
viral provocada por cada material-teste, com relacdo aos controles
virais, foi calculada através da seguinte férmula:

% de inibi¢do = 1 — N° de placas yerial-este X 100

0
N"de placasmaterial-teste

Os percentuais calculados de inibi¢cdo foram inseridos em um
gréfico, e analisados por regressdo linear, sendo possivel calcular os
valores de Clsy, ou seja, a concentracio de cada amostra que inibiu 50%
a infec¢do viral. Os valores de Cls) representam a média de trés
experimentos independentes + desvio padrio.

Com posse dos valores de CCs e de Cls, foi possivel calcular o
indice de seletividade (IS) de cada amostra em relagdo a cepa viral
utilizada, IS = CCs, / Cl5p. Quanto maior este indice, mais promissora
serd a atividade detectada (COS et al., 2006). Como controle positivo,
durante a avaliacdo da acdo antiviral foi utilizado aciclovir (Sigma).

¢) Delineamento experimental e analise estatistica

Um delineamento de blocos completos casualizados (BCC) e
um arranjo fatorial dos tratamentos foram empregados, tanto na
avaliacdo da citotoxicidade como na avaliacdo da potencial atividade
antiviral (SOKAL; ROHLF, 1995), em que cada cavidade da placa
constituiu uma unidade experimental e os tratamentos foram as
diferentes concentragcdes das diferentes amostras testadas, frente ao virus
HSV-1. Os tratamentos e os controles foram distribuidos aleatoriamente
entre as cavidades da placa, e as repeticdes (trés) ficaram em placas
diferentes, pois foram realizadas em dias subsequentes, garantindo a
casualizacdo. Cada placa correspondeu a um bloco, permitindo uma
melhor avaliacdo das possiveis variacdes entre as repeti¢des.

Para calcular os valores de CCsy e Clsy, realizou-se uma
andlise de regressdo linear, a partir de curvas de concentracdo versus
efeito, e, os experimentos foram realizados em triplicata, sendo os
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resultados expressos como a média + desvio-padrdo. As diferencgas
estatisticamente significativas ou ndo dos tratamentos, com relagdo aos
controles, foram avaliadas através de analise de varidncia (ANOVA) e
para separacdo de médias foi empregado o teste de Tukey ou Dunnett,
utilizando o programa GraphPad Prism®.

5.4.2. ATIVIDADE CITOTOXICA

5.4.2.1. Células

As cucurbitacinas naturais e semissintéticas foram inicialmente
testadas quanto a sua atividade citotoxica, frente a cinco linhagens
tumorais: A549 (carcinoma de pulmdo) - Universidade de Barcelona,
Espanha, via European Collection of Cell Cultures (ECACC); RD e KB
(rabdomiocarcinoma e carcinoma nasofaringeo, respectivamente) -
Instituto Aldolfo Lutz, Sdo Paulo, SP; HCT-8 (adenocarcinoma
ileocecal) - Texas A&M University System, USA e N2A
(neuroblastoma murino), cedidas pelo Professor Carlos Roberto Zanetti,
do Laboratério de Imunologia Aplicada, MIP/CCB/UFSC.

Apd6s uma primeira triagem, selecinou-se a linhagem A549 para
prosseguir com os testes de atividade citotoxica.

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em Meio MEM
(Minimal Essential Medium, Cultilab®), com excecdo da HCT-8, que foi
cultivada em Meio RPMI 1640 (Gibco®), suplementados com 5% de
Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco®), e mantidas em frascos de cultura
estéreis de 75 cm? a 37 °C, em atmosfera umedecida de 5% de CO,

5.4.2.2. Avaliacao in vitro da atividade citotoxica

A avaliacdo da atividade citotéxica foi realizada através do
ensaio colorimétrico com MTT, descrito no item 5.4.1.2., com pequenas
modificacdes: as suspensdes de células de cada uma das linhagens
tumorais usadas neste estudo continham aproximadamente 1,0 x 10°
células/mL. e os tempos de incubagdo das placas com os compostos
testados foram de 48 ou 72 h.

Como controles positivos, durante a avaliacdo da acfo
citotoxica foram utilizados paclitaxel (Sigma®) e doxorrubicina
(Zodiac®).
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5.4.2.3. Estudo de relacio estrutura-atividade quantitativa

Os descritores moleculares foram obtidos através das estruturas
tridimensionais otimizadas no programa Gaussian 09. O nivel de teoria
utilizado para os cdlculos mec@nico quanticos, necessdrios para a
obtencdo das propriedades eletronicas, foi o B3LYP/6-311G (d,p)
(DUARTE; ROCHA, 2007). Os demais descritores (moleculares,
topoldgicos, eletrotopoldgicos e geométricos) foram derivados
utilizando as geometrias otimizadas como arquivos de entrada no
programa Dragon 6. A selecdo de varidveis, visando obter o subconjunto
de descritores que gerasse o melhor modelo QSAR, foi realizada
utilizando a metodologia Selecdo de Preditores Ordenados (OPS,
Ordered Predictors Selection) (TE()FILO; MARTINS; FERREIRA,
2009), implementado no programa QSAR Modeling
(http://1gta.igm.unicamp.br). A metodologia utilizada para a construgao
do modelo foi a regressdo por quadrados minimos parciais (PLS, Partial
Least Squares) (KIRALJ; FERREIRA, 2009). Assim, a partir de um
total de 952 descritores, foi obtido um modelo QSAR com apenas seis
descritores. O modelo foi matematicamente validado, seguindo as
abordagens estatisticas atualmente recomendadas pela literatura.

5.4.3. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

5.4.3.1. Células

Para avaliacdo da potencial atividade de um determinado
composto € interessante analisar previamente sua toxicidade frente a
células saudaveis. Dessa maneira, inicialmente determinou-se a
citotoxicidade das cucurbitacinas naturais e semissintéticas quando
incubadas com macréfagos (J774, ATCC). Tais células foram cultivadas

em meio de cultura RPMI° (Roswell Park Memorial Institute Medium -

> Preparo do meio de cultura RPMI: 10,4 g de RPMI, 2 g de NaHCO;, 4,5 g de
glicose, 100 mL de SFB, 2 mM de N-glutamina, 10 mg de estreptomicina e 10 mg
de penicilina foram adicionados a 1L de dgua destilada e filtrados por uma
membrana de nitrocelulose 0,02 um (Millipore, MA, USA). O pH foi ajustado para
7,2-74.
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Gibco, Brasil) e mantidas em frascos de cultura estéreis de 75 cm? a 37
°C, em atmosfera umedecida de 5% de CO,.

5.4.3.2. Avaliacao in vitro da citotoxicidade frente a células
JJ74

Com o objetivo de verificar se os compostos testados por si s6
ndo estavam sendo toxicos paras as células JJ74, foi realizado o ensaio
colorimétrico do MTT, como descrito no item 5.4.1.2., com pequenas
modificacdes: a suspensdo de macréfagos utilizadas neste estudo
continham aproximadamente 1,0 x 10° células/mL e o tempo de
incubagdo das placas com os compostos testados foi de 24 h.

Os experimentos foram realizados em triplicata e os compostos
que apresentaram menor citotoxicidade/maior viabilidade foram
analisados quanto ao potencial efeito anti-inflamatério, avaliado através
da inibi¢do da sintese de NO.

5.4.3.3. Avaliacdo in vitro da potencial atividade anti-
inflamatéria

Os compostos com viabilidade superior a 85% foram avaliados
quando a sua potencial atividade anti-inflamatéria através do ensaio de
inibicdo da sintese de nitrito. As células foram expostas a diferentes
concentracdes dos compostos testados e ao LPS (1pug/ml). Apds 24h,
100 pl do sobrenadante celular foram misturados ao mesmo volume de
reagente de Griess®. A absorbancia da mistura foi determinada em leitor
de ELISA (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc) a 550 nm. A concentragdo
de nitrito nas amostras foi calculada por regressio linear, utilizando uma
solugdo padrdo de nitrito de sédio preparada em RPMI’. Dessa maneira
foi possivel determinar a Cls, (concentragdo inibitéria capaz de reduzir
50% da sintese de nitrito) através da andlise da curva de concentracio
dos compostos versus a producdo de nitrito.

6 Preparo do reagente de Griess: Solucdes de sulfanilamida (1% em H,PO, 5%) e
a-naftil-etilenodiamida (0,1% em 4gua destilada) foram misturadas imediatamente
antes do uso na proporg¢do de 1:1.
" A curva padrdo de nitrito foi estabelecida com uma solucdo de NaNO,, 0 -150
uM.
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6. CONCLUSOES



¢ O estudo fitoquimico do extrato DCM de W. ebracteata levou
ao isolamento de seis cucurbitacinas: di-hidrocucurbitacina B (CN-1),
di-hidroisocucurbitacina B  (CN-2), cucurbitacina R (CN-3),
isocucurbitacina R (CN-6) e das inéditas, 2f,160,20R-tri-hidroxi-
10a,17a-cucurbit-5,25-dien-3,11,22-triona (CN-4) e 2B,160,20R,22S-
tetra-hidroxi-10a,170-cucurbit-5,24-dien-3,11-diona (CN-5).

oH OH

¢ As cucurbitacinas CN-1, CN-3 e CN-7, majoritarias nos
extratos DCM de Wilbrandia ebracteata e Luffa operculata, foram
obtidas em quantidades entre 15 e 32 g e utilizadas como material de
partida para a sintese de derivados.

e Utilizando metodologias cldssicas em quimica organica e
estratégias de quimica medicinal, foram realizadas modificagcdes
estruturais envolvendo as posi¢des 2, 3, 7, 16, 20, 22 e 25 do esqueleto
cucurbitano, que levaram a obtencdo de cinquenta e cinco (55)
derivados semissintéticos:

o No anel A foram obtidos derivados com alteragdes no
grupo a-hidroxi-cetona através de reacdes de substitui¢ao
nucleofilica (CS-33 — CS-45) e desoxigenacdo da
posicdo 2 (CS-48 e CS-49), além de esterifica¢do (CS-14
— CS-28) e eliminagdo de 2-OH (CS-54).

o No anel B, foi introduzida uma cetona o,B-insaturada
através da oxidacio alilica da dupla ligacdo em C-5 (CS-
55).

o No anel D, a posicio 16 foi oxidada (CS-9),
desoxigenada (CS-49) ou convertida a éster (CS-14 —
CS-28).

o A cadeia lateral foi clivada, o que permitiu a obtengdo
das hexanorcucurbitacinas F (CS-63) e I (CS-64),
produtos naturais encontrados em quantidade reduzida na
natureza.

206



o Outras modificagdes na cadeia lateral envolveram a
alteracdo da cetona o.B-insaturada (CS-13) e a
eliminacdo da acetila C-25 (CS-51).

e Todas as estruturas foram caracterizadas por IV, RMN lH, Bc
e espectrometria de massas de alta resolu¢do. Quando necessdrio foram
obtidos espectros de correlacio mononucleares (COSY e NOESY) e
heteronucleares (HSQC e HMBC).

e Vinte e oito cucurbitacinas, seis naturais e vinte e duas
semissintéticas, foram avaliadas quanto a atividade anti-herpética,
porém nenhum dos compostos apresentou indice de seletividade
significativo.

e Seis cucurbitacinas isoladas dos extratos DCM de W.
ebracteata e L. operculata foram avaliadas quanto ao seu efeito
citotéxico frente as linhagens de células tumorais A549 (carcinoma de
pulmio), RD (rabdomiocarcinoma), KB (carcinoma nasofaringeo),
HCT-8 (adenocarcinoma ileocecal) e N2A (neuroblastoma murino). As
cucurbitacinas B (CN-7), R (CN-3), CN-4 e CN-5 apresentaram
atividade em concentra¢des na faixa de 0,01 a 7,22 uM, o que as
caracteriza como candidatos promissores nos estudos de atividade
antitumoral.

¢ Em vista da alta incidéncia e tratamento ineficiente disponivel
atualmente para o tratamento de cancer de pulmao, a linhagem de
células A549 foi selecionada para a avaliagdo da atividade citotdxica de
trinta e dois (32) derivados semissintéticos.

e (Os derivados da cucurbitacina B CS-15, CS-34, CS-41 ¢ CS-
44 apresentaram resultado bastante promissor, com Cls, variando entre
0,12 e 11,5 uM para a linhagem A549.
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e Dentre os derivados da di-hidrocucurbitacina B, os resultados
mais promissores foram observados para os compostos CS-9, CS-33 e
CS49, com Cl;; 26,49, 29,09 e 11,47 uM, respectivamente.

¢ O estudo de QSAR permite sugerir que a atividade dos
compostos estudados estd relacionada ao mecanismo cldssico de ataque
eletrofilico em estruturas celulares ou material genético, bem como a
modificacdes que alteram a distribui¢do eletronica no anel A.

e Trinta e cinco cucurbitacinas, seis naturais e 29
semissintéticas foram avaliadas quanto a inibicdo da sintese de nitrito
em uma linhagem celular de macréfagos (JSS4). Dentre os compostos
testados, os derivados da cucurbitacina B CS-34 e CS-44 apresentaram
atividade promissora, com Clsy 0,66 e 1,04 uM, respectivamente. Dentre
todos, CS-34 € o composto mais promissor para a continuidade das
investigacdes, pois além da poténcia elevada, este apresentou reduzida
citotoxicidade (CLso/Clsg = 313,18).
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ANEXO 1-
RESUMO DAS ESTRUTURAS
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Cucurbitacinas isoladas dos extratos DCM de W. ebracteata e L.
operculata
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ANEXO 2-
ESPECTROS DE RMN HE B3C
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